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1. LISTA DE ABREVIATURAS 

 
ADN: Ácido desoxiribonucleico 

ADNc: Ácido Desoxiribonucleico complementario 

ADP: Adenosina 5’-difosfato 

AET: Acoplamiento Excitación-Transcripción 

AMP: Adenosina 5’-monofosfato 

ARN: Ácido Ribonucleico 

ARNm: Ácido Ribonucleico mensajero  

ATP: Adenosina 5’-trifosfato 

Ca2+: Ion Calcio 

CREB: “cAMP response element-binding”. Factor de transcripción de unión al 

elemento de respuesta a AMPc.  

DAG: Diacilglicerol 

DHPR: Receptor de dihidropiridinas (Cav 1.1) 

DNAasa: Desoxiribonucleasa 

ERK: Quinasa regulada por señales extracelulares 

FDB: Músculo Flexor digitorum brevis 

GAPDH: Gliceraldehído 3-fosfato deshidrogenasa 

HRP: Peroxidasa de rábano 

IL: Interleuquina 

IP3: Inositol 1,4,5- trifosfato 

IP3R: Receptor de inositol 1,4,5- trifosfato 

MyHC: Cadena pesada de la miosina 

NTC: “Non template control”. Control blanco de la técnica de qPCR (sin ADNc).  

OPN: Osteopontina 

P2Y: Receptor purinérgico metabotrópico de tipo P2Y 

P2X: Receptor purinérgico ionotrópico de tipo P2X  

Panx1: Canal de panexina 1 

PBS: Tampón fosfato salino 
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PI3K: Fosfatidil inositol 3-quinasa 

PIP2: Fosfatidil inositol 4,5- difosfato 

PIP3: Fosfatidil inositol 3,4,5- trifosfato 

PKC: Proteína quinasa C 

PLC: Fosfolipasa C 

PVDF: Membrana de fluoruro de polivinilideno 

qPCR: Reacción en cadena de la polimerasa cuantitativa  

RANKL: Ligando del receptor activador para el factor nuclear κB 

RT: Transcripción reversa 

RyR: Receptor de rianodina 

SDS-PAGE: Electroforesis en gel de poliacrilamida desnaturante 

TBS: Tampón salino tris-base 

UDP: Uridina 5’-difosfato 

UTP: Uridina 5’-trifosfato 
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2. RESUMEN  

El sistema masticatorio es una estructura compleja, cuya actividad requiere la 

contracción de distintos músculos de cabeza y cuello para lograr un movimiento 

eficaz y preciso. Los músculos masticatorios juegan un rol fundamental en la 

mantención de la posición y coordinación del movimiento mandibular, y sus 

características anatómicas, histológicas y bioquímicas pueden variar frente a 

diferentes estímulos tanto fisiológicos, como patológicos.  

 

Los cambios adaptativos y/o patológicos que experimenta el músculo 

esquelético conllevan a la liberación de diferentes mioquinas, que pueden tener 

efectos autocrinos, paracrinos o endocrinos. Las rutas de señalización asociadas 

a su producción han sido estudiadas en músculos de tronco y extremidades, y 

dentro de ellas se encuentra la señalización por ATP extracelular. En los últimos 

años se le ha asignado un nuevo rol a esta molécula, participando como un 

intermediario fundamental en los procesos de plasticidad muscular a través del 

“Acoplamiento Excitación-Transcripción”. Si bien, esta ruta ha sido muy estudiada 

en músculos de tronco y extremidades, se desconoce su relevancia en la fisiología 

de los músculos masticatorios, que son bioquímica y estructuralmente distintos al 

resto de los músculos del cuerpo.  

 

Para estudiar esta ruta de señalización en los músculos masticatorios es 

fundamental conocer si sus componentes moleculares se encuentran presentes, 

razón por la que en el presente trabajo se utilizaron músculos maseteros de 

ratones BalbC machos de 6-8 semanas de edad, aislados y procesados 

inmediatamente para extracción de ARN total, extracción de proteínas o criocortes 

histológicos para caracterizar la expresión de los distintos subtipos de receptores 

de tipo P2Y. A través de qPCR, se logró demostrar que este músculo expresa 

ARNm de los receptores de tipo P2Y1, P2Y2, P2Y6, P2Y12 y P2Y14 en razón 

P2Y1>P2Y12>P2Y2=P2Y6=P2Y14. Además, a través de inmunoblot se comprobó 
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la expresión proteica de dichos subtipos P2Y, además de P2Y4. Por medio de 

inmunofluorescencia en un corte transversal, se determinó que estos receptores 

se visualizan tanto en la superficie (sarcolema), como en el interior de la fibra, lo 

que podría corresponder a la vía exocítica, o a su presencia en túbulos T.  

 

La presencia de estos receptores en músculo masetero de ratón sugiere que 

las vías de señalización mediadas por ATP extracelular podrían estar presentes 

en músculos masticatorios, con lo cual se podrá avanzar en la identificación del 

rol de estos receptores en la fisiología de los músculos masticatorios. Reconocer 

la relevancia de la señalización por ATP extracelular en fenómenos fisiológicos 

y/o patológicos que conlleven la remodelación muscular permitirá desarrollar 

opciones terapéuticas y moleculares para patologías del sistema músculo- 

esquelético en el aparato masticatorio. 
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

El aparato masticatorio es una estructura altamente regulada y coordinada. 

Debido a esto, es susceptible a sufrir fenómenos adaptativos y/o patológicos que 

conllevan a cambios en la expresión génica.  

 

El ATP extracelular se ha descrito como un mediador de señalización en 

múltiples procesos fisiológicos y patológicos. Se ha demostrado que esta molécula 

se libera de células musculares activas, y es un mediador relevante para los 

fenómenos de plasticidad y actividad del músculo esquelético. Las vías moleculares 

implicadas en este fenómeno han sido descritas en músculos de tronco y 

extremidades, donde se ha propuesto al ATP extracelular como un intermediario 

importante entre la despolarización del sarcolema y las señales de calcio que 

regulan la expresión génica. Los músculos masticatorios difieren de los músculos de 

tronco y extremidades, desde su origen embrionario hasta sus características 

morfológicas y bioquímicas, y por ello no es posible extrapolar los resultados 

obtenidos hasta la fecha en otros grupos musculares. La base molecular de la 

plasticidad muscular no se ha abordado en el aparato masticatorio, y se desconoce 

si la vía del ATP extracelular está involucrada en este proceso. Para dar respuesta 

a tal interrogante, es fundamental determinar si los componentes de esta vía de 

señalización están presentes en los músculos masticatorios y por ello, esta tesis 

se enfocó en la evaluación de la expresión de distintos subtipos de receptores 

purinérgicos P2Y en músculo masetero de ratón.  

 

Esta línea de investigación general, y este trabajo en particular, tienen gran 

proyección bio-odontológica, pues en el sistema masticatorio se desconocen los 

mecanismos moleculares de la plasticidad muscular, que podrían explicar algunos 

trastornos temporomandibulares y ser blancos farmacológicos para tales efectos.  
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4. MARCO TEÓRICO 

4.1 Generalidades del músculo esquelético  
 

El músculo esquelético corresponde a un tejido altamente organizado 

diseñado para producir fuerza y regular diferentes funciones como el control 

postural, el movimiento y la respiración. Además, es capaz de remodelarse en 

respuesta a estímulos metabólicos, condiciones fisiológicas como el ejercicio y 

patológicas, en casos de injuria local o enfermedad sistémica (Blaauw y cols., 

2013). En su estructura es posible observar un número variable de fibras 

musculares, que poseen un patrón estriado característico dado por la estructura 

sarcomérica que las conforma (Chromiak y cols., 2008). De acuerdo con la 

expresión de isoformas de la cadena pesada de miosina (MyHC, por su sigla en 

inglés), las fibras musculares se han clasificado en dos grandes grupos: tipo I y 

tipo II (Schiaffino y Reggiani, 2011). En general, las fibras tipo I expresan la 

isoforma MyHC-I, generan poca fuerza, tienen velocidad de contracción lenta, son 

resistentes a la fatiga muscular, tienen metabolismo oxidativo, gran cantidad de 

mitocondrias y menor diámetro respecto a las fibras tipo II. Por otro lado, las fibras 

tipo II expresan las isoformas MyHC-IIA, MyHC-IIX o MyHC-IIB, generan gran 

fuerza, tienen velocidad de contracción rápida, se fatigan más rápidamente, tienen 

metabolismo principalmente glicolítico, y son de mayor calibre que las fibras tipo I 

(Smerdu y cols., 1994; Weiss y cols., 1996; Pette y cols., 2002; Schiaffino y 

Reggiani., 2011). Además, se han descrito otros tipos de isoformas de la cadena 

pesada de miosina propias de músculo cardíaco, fetal (embrionaria y neonatal) y 

extraocular (Korfage y cols., 2005). Esta heterogeneidad de las fibras musculares 

que conforman el músculo estriado es lo que permite utilizar un mismo músculo 

para diversas tareas, desde la actividad continua de baja intensidad, como ocurre 

en el control postural hasta contracciones repetidas para que se genere el 

desplazamiento locomotor (Chromiak y cols., 2008; Casas y cols., 2014). Las 

propiedades estructurales y funcionales de las fibras musculares pueden cambiar 

en respuesta a influencias hormonales y neurales, siendo la actividad nerviosa, el 
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determinante principal en la expresión de un tipo de fibra en particular (Korfage y 

cols., 2005).   

4.1.1. Músculos masticatorios. 

 

Los músculos masticatorios corresponden a un subgrupo de músculos de 

cabeza y cuello que incluyen a los músculos masetero, pterigoideo lateral, 

pterigoideo medial, temporal, milohioideo y vientre anterior del digástrico que 

permiten el movimiento y mantención de la posición mandibular (Cavuoti y cols., 

2016; Matarese y cols., 2016). Estos músculos son importantes para el desarrollo 

de una serie de actividades, entre las que se encuentran la masticación, deglución 

y fonación (Isola y cols., 2017). Si bien comparten aspectos generales de 

estructura y función con músculos de tronco y extremidades, también presentan 

múltiples características que los diferencian de ellos (Korfage y cols., 2005). La 

primera diferencia radica en el origen embrionario de ambos grupos musculares. 

Los músculos masticatorios se originan en el mesodermo paraxial, 

particularmente del primer arco faríngeo. Los músculos del tronco y las 

extremidades, en cambio, se originan del mesodermo somítico (Lewis y cols., 

2013).  Otra particularidad de los músculos masticatorios es la expresión 

diferencial de isoformas de MyHC. No sólo expresan las isoformas clásicas de 

MyHC tipo I y II, sino también MyHC de origen cardíaco (MyHC cardíaca α), e 

isoformas fetales (MyHC embrionaria y MyHC neonatal), que normalmente no se 

expresan durante la adultez en los músculos de tronco y extremidades. Además, 

presentan abundantes fibras híbridas, que expresan simultáneamente más de una 

isoforma de MyHC, a diferencia de los músculos del tronco y extremidades en que 

cada fibra expresa solo una isoforma (Schiaffino y Reggiani, 2011). Lo anterior 

podría responder a la gran variedad de funciones motoras que realizan los 

músculos masticatorios, y las óptimas propiedades que presentan estas fibras en 

términos de fuerza, velocidad de contracción y resistencia a la fatiga (Langenbach 

y cols., 2003; Korfage y cols., 2005).  
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  Se ha reportado que las características fenotípicas de los músculos 

masticatorios cambian frente a diferentes condiciones fisiopatológicas, como 

envejecimiento, morfología craneofacial, parálisis, consistencia de la dieta, 

respiración bucal, hábitos alimenticios, entre otras (Toniolo y cols., 2008; Grunheid 

y cols., 2009). El fenómeno de plasticidad en este sistema ha sido abordado a 

nivel funcional e histológico, pero en contraste a los músculos de tronco y 

extremidades, las vías de señalización implicadas en este proceso son 

desconocidas.  

 

4.1.2. Aspectos estructurales y funcionales del músculo masetero. 
 

El masetero es un músculo multipenado, corto, grueso y cuadrangular que 

se ubica en el tercio medio facial, específicamente en la región parótido-

masetérica (Rouvière y cols., 2005). Está constituido por una porción superficial, 

la cual se origina de los 2/3 anteriores del arco cigomático, insertándose en el 

ángulo mandibular y en la zona lateral e inferior de la rama mandibular. La porción 

profunda que conforma este músculo se origina en el borde medial, posterior e 

inferior del arco cigomático con su inserción en la zona supero-lateral de la rama 

mandibular (Rouvière y cols., 2005). Algunos autores han descrito y reportado la 

existencia de un fascículo intermedio el cual se originaría en la porción medial y 

central del arco cigomático, insertándose a nivel de la cara externa de la rama 

mandibular, superior al fascículo superficial (Latarjet y cols., 2013). Se ha 

demostrado que, con el paso de la edad, algunas fibras de este fascículo migran 

a la porción profunda (Gaudy y cols., 2000).  

 

La función principal del músculo masetero en la dinámica mandibular 

corresponde a la elevación de la mandíbula, aunque la porción superficial puede 

facilitar la protrusión y la porción profunda facilita la retrusión (Fig. 1; Okeson, 

2013). Además, se ha sugerido que las fibras de la porción superficial se continúan 

con las fibras musculares del músculo pterigoideo medial, generando un “efecto 
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de cincha” entre ambos, el cual contribuiría a la función de cierre mandibular 

(Lang, 1995; Gaudy y cols., 2000). Sin embargo, aún no existe un consenso sobre 

ello (Isola y cols., 2017). 

 

  

 
 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Función del músculo masetero.  

Músculo masetero; PP, porción profunda. PS, porción superficial. Se muestra la disposición del 

músculo masetero durante el descenso (A) y la elevación mandibular (B) (Okeson, 2013).  

 

Al existir una contracción coordinada de los músculos de cabeza y cuello 

para lograr una dinámica mandibular eficiente (Manns, 2013), el músculo 

masetero juega un rol fundamental en el correcto funcionamiento del sistema 

estomatognático, ya que su conformación estructural lo hace ser un músculo 

potente que proporciona la fuerza necesaria para una masticación eficiente 

(Okeson, 2013; Isola y cols., 2017). 

 

Como se mencionó anteriormente, la presencia de diferentes tipos de fibras 

que conforman al músculo masetero sugiere una alta plasticidad funcional 

relacionada a la demanda específica a la cual responde (Kwa, 1995; Stiennen, 

1996). Por este motivo, el músculo masetero es un buen modelo para estudiar 

rutas de señalización en músculos masticatorios ya que responde tempranamente 
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a los cambios en la actividad masticatoria relacionados tanto a los tipos y hábitos 

alimenticios, características cráneofaciales, entre otros (Toniolo y cols., 2008).  

 

4.2. Señalización por nucleótidos extracelulares. 
 

4.2.1. Generalidades 
  

El ATP se consideró durante mucho tiempo como una molécula 

exclusivamente intracelular, involucrada con la producción de energía, la síntesis 

de ácidos nucleicos (ARN, ADN) y la generación de segundos mensajeros (AMP 

cíclico). Sin embargo, en los últimos años se ha propuesto un nuevo rol para el 

ATP como molécula de señalización autocrina y paracrina. El ATP se libera al 

medio extracelular de manera regulada, independiente de la lisis, a través de 

mecanismos que incluyen la exocitosis mediada por vesículas o la vía conductiva 

(transportadores ABC, canales activados por voltaje, canales de conexinas, 

canales de panexinas) (Gallagher y cols., 2002; Lazarowsky y cols., 2003). 

Además, se ha demostrado que constituye un mensajero relevante para la 

señalización autocrina y paracrina a través de su interacción con receptores 

purinérgicos. Se ha demostrado su participación en la comunicación entre 

neuronas y células gliales (Fields y cols., 2006), en agregación plaquetaria 

(Gachet, 2006), la modulación del tono vascular (Buvinic y cols., 2002; Buvinic y 

cols., 2006), el transporte de iones en epitelios (Schwiebert y cols., 2003) y la 

neurotransmisión en vías del dolor (Burnstock y cols., 2006), entre otros.  

 

Existen dos familias de receptores de superficie para los nucleótidos 

extracelulares: P2X y P2Y. Los receptores P2X son canales iónicos activados por 

ATP, permeables de manera no selectiva a Na+ y Ca2+ (North, 2002). Los 

receptores P2Y son metabotrópicos, acoplados a proteína G, y se activan por 

ATP, ADP, UTP, UDP o UDP/UTP-glucosa (Abbracchio y cols., 2006). 

Farmacológica y molecularmente se han caracterizado siete subtipos de 
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receptores P2X (P2X1-7) y ocho subtipos de receptores P2Y (P2Y1, 2, 4, 6, 11, 12, 13,14) 

(Lenertz y cols., 2015). Estos subtipos tienen expresión diferencial en los distintos 

tejidos, y presentan diferente afinidad por sus ligandos (Abracchio y cols., 2006; 

Burnstock y cols., 2013) 

 

4.2.2. Señalización por nucleótidos extracelulares en músculo 

esquelético.  

 

En músculos de tronco y extremidades, se ha propuesto al ATP extracelular 

como un mediador fundamental entre la despolarización de la membrana de la 

célula muscular, las señales de calcio asociadas y los cambios en la expresión 

génica, a través del denominado “Acoplamiento Excitación-Transcripción (AET)”. 

Esto se ha demostrado tanto en miotubos en cultivo como en fibras musculares 

adultas de músculo flexor digitorum brevis (FDB) (Buvinic y cols., 2009; Jorquera 

y cols., 2013).  En esta ruta de señalización, la despolarización de la membrana 

de la célula muscular es detectada por el receptor de dihidropiridinas (DHPR, Cav 

1.1) presente en los túbulos T, promoviendo la salida de ATP al medio extracelular 

a través de canales de panexina 1 (Panx1). El ATP extracelular es rápidamente 

metabolizado a adenosina 5’-difosfato (ADP), adenosina 5´-monofosfato (AMP) y 

adenosina (Casas y cols., 2014), por medio de ectonucleotidasas localizadas en 

la superficie o en la matriz extracelular (Zimmermann y cols., 2012). El ATP y/o 

sus metabolitos activan receptores de tipo P2X y P2Y, generando ondas de calcio 

intracelular que modulan la expresión génica (Fig. 2) (Jorquera y cols., 2013; 

Bustamante y cols., 2014; Casas y cols., 2014; Fernández-Verdejo y cols., 2014).  

En fibras adultas de músculo FDB se ha demostrado la expresión de receptores 

P2Y1, P2Y2, P2Y13 y P2Y14 (Fernández-Verdejo y cols., 2014) y además se ha 

descrito la presencia de un complejo multiproteico involucrado con el AET, que 

asocia a DHPR, Panx1 y el receptor purinérgico P2Y2 (Arias y cols., 2016). 
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Figura 2. Modelo de Acoplamiento Excitación-Transcripción en músculo esquelético de 

tronco y extremidades. 

DHPR: Receptor de dihidropiridina. RyR: receptor de Rianodina, P2X: Receptor purinérgico P2X, 

P2Y: Receptor purinérgico P2Y, Pnx1: Hemicanal de panexina. ATP: Adenosin trifosfato, ADP: 

Adenosin difosfato, AMP: Adenosin monofosfato, PI3K: Fosfatidil inositol 3-kinasa.  PLC: 

Fosfolipasa C, PIP2: Fosfatidil inositol difosfato. DAG: Diacilglicerol, IP3: Inositol 3,4,5- trifosfato, 

IP3r: Receptor de IP3, Ca+2: Calcio. (Buvinic y cols., 2009) 

 

En nuestro laboratorio, hemos determinado la presencia de DHPR, Panx1 

y receptores purinérgicos de tipo P2Y2 en músculo masetero de ratón, a nivel de 

ARNm y de proteína (Carolina Beato, tesis de doctorado en Ciencias Biomédicas, 

Universidad de Chile, en curso). No obstante, se desconoce la expresión de otros 

subtipos de receptores de tipo P2Y, que podrían estar involucrados en la 

señalización por ATP y sus metabolitos. Los músculos masticatorios presentan un 

origen, composición y arquitectura totalmente diferente a los músculos de tronco 

y extremidades, por lo que los antecedentes anteriormente descritos no se pueden 

extrapolar a este nivel. En todos los tejidos estudiados a la fecha, existen más de 

un subtipo de receptores P2X/P2Y co-expresados, lo que refuerza la idea de la 

relevancia de la señalización purinérgica, que requiere tener mecanismos de 
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acción redundantes y compensatorios frente a cualquier tipo de falla (May y cols., 

2006; Orriss y cols., 2010; Lim y cols., 2012; Burnstock y cols., 2013; Valladares 

y cols., 2013). La identificación de los subtipos específicos de receptores P2Y 

expresados en los músculos masticatorios es de gran relevancia para determinar 

posteriormente el rol de la señalización por ATP extracelular en la remodelación y 

adaptación del aparato masticatorio en salud y enfermedad. 

 

5. PROYECTO DE INVESTIGACIÓN 

 

Como parte de la línea de investigación global que evalúa la plasticidad 

muscular y la remodelación ósea en el sistema masticatorio a través de 

nucleótidos extracelulares, es necesario precisar una serie de caracterizaciones 

previas. Este trabajo en particular se centra en la expresión y distribución de 

receptores purinérgicos de tipo P2Y en músculo masetero de ratón, ya que, en 

dicha especie, la conformación y organización estructural y funcional en esta área 

es similar al humano, lo que permite que sea un modelo de elección para el estudio 

de los músculos masticatorios. (Baverstock y cols., 2013) 

 

La identificación de los subtipos específicos de receptores P2Y expresados 

en los músculos masticatorios es de gran relevancia para determinar 

posteriormente el rol de la señalización por ATP extracelular en la remodelación y 

adaptación del aparato masticatorio en salud y enfermedad. Este proyecto, 

además de ser un engranaje de un proyecto mayor, sentará las bases para que 

posteriormente nuestro laboratorio aborde los mecanismos moleculares de 

plasticidad muscular en el sistema masticatorio, que son actualmente 

desconocidos. 
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6. HIPÓTESIS. 

El músculo masetero de ratón expresa diversos subtipos de receptores 

purinérgicos P2Y. 

 

7. OBJETIVO GENERAL. 

Evaluar la expresión y la distribución celular de los distintos subtipos de 

receptores purinérgicos P2Y en músculo masetero de ratón. 

 

8. OBJETIVOS ESPECÍFICOS. 

 

A) Determinar y comparar los niveles relativos de ARNm de los distintos 

subtipos de receptores P2Y en músculo masetero de ratón. 

 B) Evaluar los niveles de expresión proteica y la distribución celular de los 

subtipos de receptores purinérgicos P2Y en músculo masetero de ratón. 
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9. METODOLOGÍA. 

9.1. Estrategia experimental  
 

Modelo experimental: Se utilizaron músculos maseteros de ratones BalbC 

machos de 6-8 semanas de edad, aislados y procesados inmediatamente para 

extracción de ARN total, extracción de proteínas o criocortes histológicos, según 

corresponda. Se utilizó un n=10 ratones para esta tesis. 4 animales fueron 

destinados a extracción de ARN y extracción de proteínas (músculos masetero 

derecho e izquierdo, respectivamente; para la extracción de proteínas solo se 

utilizó un n=3, el cuarto se utilizó para estandarización de la técnica). 6 animales 

fueron destinados a criocortes (músculo masetero derecho) y a la repetición de 

ensayos moleculares (músculo masetero izquierdo). 

 

Objetivo 1:  

Determinar y comparar los niveles relativos de ARNm de los distintos subtipos de 

receptores P2Y en músculo masetero de ratón. 

 

Para determinar la presencia/ausencia del ARNm para los distintos 

subtipos de receptores P2Y en el músculo masetero, y comparar su expresión 

relativa, se extrajo el ARN total desde músculos maseteros de ratón aislados. 

Posteriormente, se llevó a cabo la transcripción reversa para obtener el ADNc. La 

determinación de los niveles de expresión de ARNm de los diferentes subtipos de 

receptores purinérgicos P2Y se analizó a través de PCR en tiempo real (qPCR) 

utilizando los partidores respectivos. Para lograr comparar la expresión entre los 

distintos subtipos de receptores, todos los partidores se utilizaron a 

concentraciones que aseguraran una eficiencia de 95-105% (previamente 

estandarizado en el laboratorio). Se utilizó un extracto de cerebro de ratón como 

control positivo de amplificación de todos los subtipos de receptores P2Y. 
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Objetivo 2:  

Evaluar los niveles de expresión proteica y la distribución celular de los subtipos 

de receptores purinérgicos P2Y en músculo masetero de ratón.  

 

Para determinar la presencia/ausencia de los distintos subtipos de 

receptores P2Y y su expresión relativa a nivel de proteína en músculo masetero 

de ratón, se extrajeron proteínas totales de los músculos aislados, se resolvieron 

mediante electroforesis en geles de poliacrilamida desnaturantes (SDS/PAGE) y 

se visualizaron por inmunoblot con anticuerpos específicos (anti receptor P2Y1, 

P2Y2, P2Y4, P2Y6, P2Y12, P2Y13, P2Y14). Los resultados fueron normalizados 

respecto de GAPDH como control de carga. Como control positivo para cada uno 

de los anticuerpos se utilizaron extractos de distintos tejidos de ratón (cerebro e 

hígado), de acuerdo con lo sugerido en la hoja técnica de cada anticuerpo.  

 

Considerando que los ensayos anteriores se realizaron en extractos de 

músculo masetero completo, fue necesario validar la expresión de los receptores 

P2Y al interior de las fibras musculares. Esto debido a que el músculo tiene aporte 

de otros tipos celulares, tales como células vasculares (músculo liso/endotelio), 

neuronas motoras y sensoriales, fibroblastos, células inmunes, etc, que podrían 

ser la fuente de los receptores observados. Para resolver este punto, se realizaron 

criocortes transversales de músculo masetero aislado y se evaluó la expresión de 

los diferentes subtipos de receptores P2Y por inmunofluorescencia indirecta, 

utilizando anticuerpos primarios anti P2Y1, P2Y2, P2Y4, P2Y6, P2Y12 y P2Y14. Se 

realizó la co-tinción con caveolina 3, para establecer el perímetro de las fibras 

musculares y con tinción de Hoechst para identificar los núcleos. Estos ensayos 

permitieron, tener una idea acerca de la localización de los distintos subtipos de 

receptores en el músculo masetero.   
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9.2. Materiales y métodos 
 
Animales: Se utilizaron 10 ratones BalbC machos de 6-8 semanas de edad, 

obtenidos de la Plataforma Experimental de la Facultad de Odontología de la 

Universidad de Chile. Se mantuvieron en este lugar en condiciones de 

temperatura y humedad controladas, con ciclos de luz-oscuridad de 12 h y acceso 

libre a agua y alimentos. Los protocolos para el manejo animal y los 

procedimientos experimentales han sido aprobados por el Comité de Bioética para 

Estudios en Animales de Experimentación (protocolo número FOUCH061501) y 

el Comité de Bioseguridad (protocolo número FDO N°61) de la Facultad de 

Odontología de la Universidad de Chile, que se adjuntan como anexos.  

Los animales se eutanasiaron por dislocación cervical, y se disecaron los 

músculos maseteros con micro-tijeras quirúrgicas. Los músculos se limpiaron 

rápidamente en tampón salino tris-base (TBS; Tris-Cl 50 mM, NaCl 150 mM, pH 

7.6) y luego se procesaron para aislamiento de ARNm, proteínas, o criocortes, 

según corresponda. En algunos de los animales además se disecaron cerebro e 

hígado, para utilizarlos como control positivo de expresión de los distintos subtipos 

de receptores. 

Extracción y cuantificación de ARN total: El ARN total de músculo masetero 

de ratón fue obtenido empleando el reactivo Trizol® (Invitrogen - Life 

Technologies), de acuerdo con el protocolo propuesto por el fabricante. El ARN 

precipitado fue resuspendido en 12 µL de H2O libre de nucleasas. Se realizó un 

tratamiento con DNAasa (Ambion- Life Technologies) durante 30 min para eliminar 

las trazas de ADN genómico. Este paso es fundamental, dado que los genes de 

los receptores P2Y no poseen intrones. Se determinó la concentración de ARN 

por espectrofotometría, realizando la lectura de absorbancia a 260 nm. La pureza 

de la extracción se evaluó mediante la relación de absorbancia 260/280 nm. 

Transcripción reversa y PCR tiempo real (RT-qPCR): Para la reacción de 

transcripción reversa se utilizó la enzima SuperScript II (Invitrogen - Life 
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Technologies). Se incubó una mezcla de 1 µg de RNA (llevado a 10 µL con H2O 

sin nucleasas), 1 µL de poli-dT 10 mM y 1 µL dNTPs 10 mM, durante 5 min a 70

°C. Posteriormente, los tubos se enfriaron en hielo durante 1 min y se adicionó 

una segunda mezcla (4 µL First Strand Buffer 5x, 2 µL DTT 0.1 M, 0.5 µL 

transcriptasa inversa SuperScript II, 1.5 µL H2O sin nucleasas). La síntesis de 

ADNc se realizó incubando a 42°C durante 60 min y luego a 70°C por 15 min. 

Luego de la obtención del ADNc, se realizó PCR en tiempo real para determinar 

los niveles de ARNm de los receptores P2Y1, P2Y2, P2Y4, P2Y6, P2Y12, P2Y13, 

P2Y14 en músculo masetero y cerebro, el cual se utilizó como control positivo. Se 

utilizaron los partidores especificados en la tabla 1 (Hayato y cols., 2007; Buvinic 

y cols., 2009; Fernández-Verdejo y cols., 2014). Para el PCR en tiempo real, se 

utilizó el equipo Stratagene Mx3000P (Agilent Technologies) y el kit qPCR Brilliant 

III Ultra-Fast SYBR Green QPCR Master Mix (Agilent Technologies). Las 

reacciones se realizaron en un volumen final de 12 µL, siguiendo las 

recomendaciones indicadas por el proveedor. Las concentraciones finales de 

cada partidor se estandarizaron previamente en el laboratorio para asegurar una 

eficiencia de 95-105%, las cuales se detallan en la tabla 1. El protocolo de 

amplificación fue el siguiente: 95°C por 20 s y luego 40 ciclos de 95°C por 3 s 

(desnaturación) y 60°C (hibridación/extensión) por 30 s. Los valores fueron 

normalizados a la expresión del gen que codifica para GAPDH y analizados bajo 

el método de 2--CT ± S.E.M (Pfaffl, 2001). Para cada partidor se obtuvo su valor 

de umbral de ciclos Ct (cycle threshold) que representa el número de ciclos 

necesarios para que alcancen un umbral de señal de fluorescencia. La 

comparación de Ct entre las muestras permite reconocer la diferencia en el total 

de moléculas de ADN o ADNc específico a evaluar, ya que mientras mayor 

cantidad de ADN blanco exista en la muestra, menor será el número de ciclos (Ct) 

que se requiere para alcanzar este umbral, pudiendo estimar la cantidad relativa 

de ARNm a partir de este valor. Por otro lado, el concepto de NTC (Not Template 

Control) corresponde al control blanco de la técnica (reacción en ausencia de 

muestra; sin ADNc). 
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ADNc  Partidor Sentido (5’-3’) Partidor Antisentido (5’-3’) Concentración 

final nM 

P2Y1 AGGAAAGCTTCCAGGAGGAG CGTGTCTCCATTCTGCTTGA 400 

P2Y2 GTCAGCAGTGACGACTCAAGAC TCAGAGGATATCAGCCCCTTTA 600 

P2Y4-a AGGAAGCAGCAGAACACCAT CAAGGAGTCTGCACTGGTCA 600 

P2Y4-b GCTCTTTGGCTTTCCCTTCT GTCCCCCGTGAACAGATAGA 600 

P2Y4-c AGCCCAAGTTCTGGAGATGGTG GGTGGTTCCATTGGCATTGG 600 

P2Y6 TTCCATCTTGCATGAGACAGAC GCTTGAAATCCTCACGGTAGAC 600 

P2Y12 CCTGTGCGTCAGAGACTACAAG GGATTTACTGCGGATCTGAAAG 600 

P2Y13 GGCCACTAGATGTCACCTTTTC GATGGTGGGGTGGTAACTAGAA 600 

P2Y14 GGAATTCTCTCTTCCGAATCCT TGTTCATCTTCTCACCTCTGGA 600 

GAPDH CAACTTTGGCATTGTGGAAG CTGCTTCACCACCTTCTTG 400 

 

Tabla 1.  Partidores utilizados en la técnica de qPCR para amplificar ADNc derivados de 

ARNm para receptores purinérgicos de tipo P2Y. 

Se detallan los partidores sentido y antisentido para cada ADNc a amplificar, además de su 

concentración final de uso en la reacción de qPCR. 

 
Inmunoblot: Diferentes tejidos de ratón (músculo masetero, cerebro, pulmón, 

hígado y testículo) se disgregaron y lisaron en tampón de lisis (20mM Tris-HCl pH 

7.4, 150mM NaCl, 1% Triton X-100, 10% glicerol, 10mM EGTA, 2% SDS) 

suplementado con inhibidores de proteasas (cóctel inhibidor de proteasas 

Calbiochem SetIII 1:200, PMSF 1 mM). Los extractos se sonicaron por 3 min a 

temperatura ambiente (Cientec, Elmasonic E 30 H), se incubaron 30 min en hielo, 

y se centrifugaron a 14500 g a 4°C. La concentración de proteína de los 

sobrenadantes se determinó con Coomassie PlusTM Protein Assay (Thermo 

Fisher, E.E.U.U.) usando albúmina bovina como estándar. Se resuspendieron 20 

µg de proteínas de cada lisado en tampón de carga.  

Para una primera aproximación de presencia/ausencia de los subtipos de 

receptores se realizó la técnica de “dot blot”. Se activaron membranas de fluoruro 

de polivinilideno (PVDF) en metanol durante 3 min. Luego, se demarcó la región 
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correspondiente a cada muestra y se cargaron 2 µL de cada una en el área 

designada por 5 min. Las membranas se bloquearon a temperatura ambiente 

durante 1 h en tampón TBS suplementado con leche descremada 3% y Tween-

20 0.5%. Luego, fueron incubadas con los anticuerpos primarios correspondientes 

(Tabla 2) durante 30 min a temperatura ambiente. Las membranas fueron lavadas 

con una solución de TBS-Tween-20 1% (3 veces, 3-5 min) y luego incubadas con 

el anticuerpo secundario correspondiente acoplado a peroxidasa de rábano (HRP) 

(Anti-cabra HRP, anti-conejo HRP; Tabla 2), a temperatura ambiente durante 1 h. 

Una vez completada esta etapa, las membranas fueron lavadas con una solución 

de TBS-Tween-20 1% a temperatura ambiente en agitación constante (3 veces, 

15 min). La visualización de la marca quimioluminiscente se realizó con el kit 

Rapid StepTM ECL Reagent (Calbiochem) en el equipo Amersham Imager 600 

RGB (GE Healthcare Life Sciences).  

Las muestras con marca positiva en dot blot, se analizaron posteriormente 

por inmunoblot para corroborar el tamaño de la proteína y la especificidad de la 

marca. Las proteínas se resolvieron por SDS-PAGE en geles de poliacrilamida al 

12%. Las proteínas fueron luego transferidas a membranas de PVDF a 400 mA 

por 90 min. Las membranas se bloquearon a temperatura ambiente durante 1 h 

en TBS suplementado con leche descremada 3% y Tween-20 0.5%. Luego fueron 

incubadas con los anticuerpos primarios correspondientes (Tabla 2) durante toda 

la noche a 4°C o bien a temperatura ambiente durante 2 h, dependiendo del 

anticuerpo utilizado. Las membranas fueron lavadas con una solución TBS-

Tween-20 1% (3 veces, 10 min) y luego incubadas con el anticuerpo secundario 

correspondiente conjugado con HRP, a temperatura ambiente durante 1 h. Una 

vez completada esta etapa las membranas fueron lavadas con una solución TBS-

Tween-20 0.5% a temperatura ambiente en agitación constante (3 veces, 10 min). 

La visualización de la marca quimioluminiscente se realizó con el kit Rapid StepTM 

ECL Reagent, Calbiochem en el equipo Amersham Imager 600 RGB (GE 

Healthcare Life Sciences). Posteriormente las membranas fueron recuperadas y 
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tratadas con una solución que permite retirar los anticuerpos previamente 

utilizados (glicina 0.2 M, pH 2, Tween-20 0.05% por 30 min en agitación constante 

a temperatura ambiente). Luego, fueron lavadas dos veces con PBS por 10 min y 

posteriormente lavadas dos veces con TBS-T por 5 min. Las membranas se 

bloquearon y se incubaron con un anticuerpo contra la proteína gliceraldehído 3-

fosfato deshidrogenasa (GAPDH), utilizada como control de carga. Las imágenes 

fueron procesadas con el programa ImageJ. 
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Tabla 2. Características de los anticuerpos primarios y secundarios utilizados para las técnicas de dot blot, inmunoblot e 

inmunofluorescencia de los distintos subtipos de receptores P2Y en músculo masetero de ratón.   

 DB:  Dot blot, IB: Inmunoblot, IF: Inmunofluorescencia. 

Receptor Anticuerpo 
primario 

Concentración 
de uso del 
anticuerpo 
primario 

Tiempo de 
incubación 
anticuerpo 
primario 

Anticuerpo 
secundario 
(DB y WB) 

Anticuerpo 
secundario 

(IF) 

Concentración 
de uso del 
anticuerpo 
secundario 

Tiempo de 
incubación 
anticuerpo 
secundario   

Peso 
esperado 

de la 
proteína 

Tejido 
control 
positivo 

P2Y1 Santa Cruz sc-
20123 

DB: 1:1000 
IB: 1:1000 
IF: 1:200 

DB: 30 min 
IB: 16-18 h  
IF: 16-18 h 

Santa Cruz 
anti-conejo 
IgG-HRP 
sc-2004 

Mol. Probes 
anti-conejo 
Alexa Flúor 

488  

DB: 1:7000 
IB: 1:7000 
IF: 1:500 

DB: 1 h 
IB: 1 h 

IF: 1 h - 37°C 

45 kDa Hígado 

P2Y2 Santa Cruz sc-
20124 

DB: 1:1000 
IB: 1:1000 
IF: 1:200 

DB: 30 min 
IB: 16-18 h  
IF: 16-18 h 

Santa Cruz 
anti- conejo 

IgG-HRP 
sc-2004 

Mol. Probes 
anti- conejo 
Alexa Flúor 

488 

DB: 1:7000 
IB: 1:7000 
IF: 1:500 

DB: 1 h 
IB: 1 h 

IF: 1 h - 37°C  

42 kDa Cerebro 

P2Y4 Santa Cruz sc-
17634 

DB: 1:1000 
IB: 1:1000 
IF: 1:200 

DB: 30 min 
IB: 16-18 h  
IF: 16-18 h 

Santa Cruz 
anti-cabra 

IgG-HRP: sc-
2020 

Mol. Probes 
anti- cabra 
Alexa Flúor 

488 

DB: 1:1000 
IB: 1:1000 
IF: 1:500 

DB: 1 h 
IB: 1 h 

IF: 1 h - 37°C  

40 kDa Cerebro 

P2Y6 Santa Cruz sc-
20127 

DB: 1:1000 
IB: 1:1000 
IF: 1:200 

DB: 30 min 
IB: 16-18 h  
IF: 16-18 h 

Santa Cruz 
anti- conejo 

IgG-HRP 
sc-2004 

Mol. Probes 
anti- conejo 
Alexa Flúor 

488 

DB: 1:7000 
IB: 1:7000 
IF: 1:500 

DB: 1 h 
IB: 1 h 

IF: 1 h - 37°C  

36 kDa Cerebro 

P2Y12 Santa Cruz sc 
-27152 

DB: 1:1000 
IB: 1:1000 
IF: 1:200 

DB: 30 min 
IB: 16-18 h  
IF: 16-18 h 

Santa Cruz 
anti- cabra 

IgG-HRP: sc-
2020 

Mol. Probes 
anti- cabra 
Alexa Flúor 

488 

DB: 1:1000 
IB: 1:1000 
IF: 1:500 

DB: 1 h 
IB: 1 h 

IF: 1 h - 37°C  

44 kDa Cerebro 

P2Y13 Santa Cruz sc-
69526 

DB: 1:1000 
IB: 1:1000 

 

DB: 30 min 
IB: 16-18 h  

 

Santa Cruz 
anti- cabra 

IgG-HRP: sc-
2020 

- DB: 1:1000 
IB: 1:1000 

 

DB: 1 h 
IB: 1 h 

 

41 kDa Cerebro 

P2Y14 Santa Cruz sc-
48189 

DB: 1:1000 
IB: 1:1000 
IF: 1:200 

DB: 30 min 
IB: 16-18 h  
IF: 16-18 h 

Santa Cruz 
anti- cabra 

IgG-HRP: sc-
2020 

Mol. Probes 
anti- cabra 
Alexa Flúor 

488 

DB: 1:1000 
IB: 1:1000 
IF: 1:500 

DB: 1 h 
IB: 1 h 

IF: 1 h - 37°C  

39 kDa Cerebro 

GAPDH Santa Cruz sc-
365062 

IB: 1:1000 IB: 1 h Santa Cruz 
anti-ratón 

IgG-HRP: sc-
2005 

- IB: 1:7000 IB: 1 h 37 kDa Cerebro 

Caveolina 
3 

BD 
Biosciences-

610421 

IF: 1:200 IF: 16-18 h - Mol. Probes 
anti-ratón 

Alexa Flúor 
555 

IF: 1:500 IF: 1 h - 37°C - Sarcolema 
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Inmunofluorescencia indirecta: Se diseccionaron los músculos masetero de 

ratón y se congelaron inmediatamente durante 1 min realizando un protocolo de 

isopentano/nitrógeno líquido (Jeftinija y cols., 2007). Las muestras se 

almacenaron a -80ºC hasta su procesamiento. Se obtuvieron secciones 

transversales congeladas de 12 µm de grosor, utilizando un criostato a -18ºC. A 

continuación, estas secciones se lavaron con buffer fosfato salino (PBS; NaCl 

137mM, KCl 2,7 mM, NaHPO4 hepta hidratado 10mM, KH2PO4 1,8 mM, pH 7.4) y 

se fijaron con paraformaldehído (Electron Microscopy Science) 3% v/v en PBS 

durante 20 min. Posteriormente, las muestras se lavaron con PBS y se incubaron 

durante 10 min con una solución glicina 100 mM en PBS. La permeabilización de 

la membrana se realizó con Tritón X-100, 0.1% (10 min) en PBS y luego se 

bloqueó por 30 min con PBS-BSA 4% p/v. Finalmente, las muestras fueron 

incubadas con anticuerpo primario correspondiente (Tabla 2) durante 16-18 h a 

4°C en cámara húmeda, para luego ser lavadas con PBS e incubadas con el 

anticuerpo secundario Alexa Fluor-488 (anti-cabra o anti-conejo; Tabla 2) o Alexa 

Fluor-555 (anti-ratón, Tabla 2) durante 1 h a 37°C. La tinción de núcleos se realizó 

mediante tinción de Hoechst por 30 min a temperatura ambiente. El montaje se 

realizó con el reactivo anti-fading Dako (Dako, Dinamarca). Las 

inmunoflurescencias fueron observadas en un microscopio de epifluorescencia 

Nikon Ti-E y procesadas mediante el programa ImageJ. (National Institute of 

Health NIH, EE. UU).  

9.3 Presentación y análisis estadístico  
 

Los resultados fueron presentados como Promedio ± Error Estándar del 

Promedio del número de experimentos independientes indicados (n) o como 

ejemplo representativo de experimentos realizados de forma independiente. Las 

comparaciones entre los grupos se realizaron mediante la prueba de Kruskall 

Wallis, en donde se comparó la expresión de todos los receptores con relación al 

receptor de menor expresión (P2Y14) y test HSD de Tukey para comparaciones 
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múltiples a través del programa GraphPad Prism5. Se consideró p < 0.05 como 

límite de significancia.  

 

10. RESULTADOS 

 

1.  Determinación y comparación de los niveles relativos de ARNm de los 

distintos subtipos de receptores P2Y en músculo masetero de ratón.  

Para validar los partidores a utilizar, se analizó su comportamiento 

amplificando ADNc derivado de extracto de cerebro total, que es un control 

positivo para la expresión de los distintos subtipos de receptores P2Y. Se 

analizaron las curvas de disociación de las reacciones de qPCR con cada pareja 

de partidores, para validar que se amplificara un producto único, reflejado por la 

aparición de un pico preferencial. Esto fue así para los subtipos de receptores 

P2Y1, P2Y2, P2Y6, P2Y12, P2Y13  y P2Y14 (Fig. 3). Sin embargo, en el caso del 

receptor P2Y4, ninguna de las tres parejas distintas de partidores analizados 

(P2Y4-a, P2Y4-b, P2Y4-c) presentó un pico claro amplificado (Fig. 3). Lo mismo 

anterior ocurrió cuando se analizaron las muestras de músculo masetero.  

Además de evaluar las correctas curvas de disociación, el criterio para 

confirmar la presencia de ARNm de cada receptor fue que el Ct de amplificación 

de sus partidores fuera 5 o más ciclos menores que su NTC (control negativo; 

reacción sin ADNc templado). Con este criterio, en músculo masetero se confirmó 

la expresión de receptores P2Y1, P2Y2, P2Y6, P2Y12 y P2Y14 (Fig. 4). Al comparar 

la expresión relativa de todos los receptores entre sí, se demostró que P2Y1 y 

P2Y12 presentaron una expresión de ARNm significativamente mayor al resto de 

los subtipos (Tabla 3).  
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P2Y1 P2Y2 

 

 

 

    

   

P2Y4 P2Y6 

 

 

 

 

 

P2Y12 P2Y13   

 

 

 

 

 

P2Y14 GAPDH 

Figura 3. Curvas de disociación para la amplificación de distintos subtipos de receptores 

P2Y. Se muestra una curva de disociación representativa para cada pareja de partidores, 

amplificando los subtipos de receptores P2Y en una muestra de cerebro de ratón. En el caso del 

receptor P2Y4, ninguna de las 3 parejas de partidores ensayadas amplificó un producto específico. 

(Verde: P2Y4 -a, Morado: P2Y4-b, Azul: P2Y4-c)  
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Figura 4. Expresión relativa de ARNm de distintos subtipos de receptores P2Y en músculo 

masetero de ratón. 

La evaluación de los niveles de ARNm se realizó a través de qPCR. Cada muestra se normalizó 

respecto de la amplificación de GAPDH. Las muestras entre sí se normalizaron respecto del 

receptor con mínima expresión detectable (P2Y14). No se detectó expresión de los receptores P2Y4 

y P2Y13. Los datos se muestran como promedio ± error estándar, n=4. 

 

Expresión de ARNm 

de receptores P2Y 
P2Y2 P2Y6 P2Y12 P2Y13 P2Y14 

P2Y1 *** **** n.s **** **** 

P2Y2 - n.s n.s n.s n.s 

P2Y6 - - n.s n.s n.s 

P2Y12 - - - *** ** 

P2Y13 - - - - n.s 

 

Tabla 3. Comparación de los niveles de ARNm de los distintos receptores P2Y en músculo 

masetero de ratón 

El análisis de los resultados se llevó a cabo a través de test HSD de Tukey para comparar los 

niveles de expresión de ARNm de todos los receptores P2Y entre sí. **, p< 0.01; ***, p<0.001; ****, 

p< 0.0001. n=4 
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2.  Evaluación de la expresión proteica y la distribución celular de los subtipos 

de receptores purinérgicos P2Y en músculo masetero de ratón.  

  

Como una primera aproximación para sugerir la presencia/ausencia de 

receptores P2Y en músculo masetero, se realizó la técnica de dot blot. Ésta no 

requiere la resolución de las proteínas en un gel, sino sólo la absorción de 

muestras de un extracto total de proteínas en una membrana de PVDF y su 

posterior determinación con anticuerpos específicos para la proteína a analizar. 

Se encontró marca positiva para todos los subtipos de receptores P2Y analizados 

(Fig. 5). Como control positivo se evaluó la presencia de los receptores en 

extractos de hígado o cerebro, como se indica en la figura 5. Como control 

negativo de la técnica se utilizó el marcaje en ausencia de anticuerpo primario. 

Esto demostró que, mientras el anticuerpo secundario anti-conejo (utilizado para 

los receptores P2Y1, P2Y2 y P2Y6) da un control negativo muy limpio, el anticuerpo 

secundario anti-cabra (utilizado para los receptores P2Y4, P2Y12, P2Y13, P2Y14) 

presenta cierto grado de marca inespecífica. Sin embargo, la marca en presencia 

de los anticuerpos primarios siempre fue de mayor intensidad que el control 

negativo (Fig. 5). 

 

Para validar la expresión de los distintos receptores P2Y, se resolvieron las 

proteínas de extractos totales de músculo masetero mediante SDS-PAGE, y se 

realizó inmunoblot con los anticuerpos correspondientes, para evaluar la 

presencia de las proteínas del tamaño esperado. Se utilizaron extractos totales de 

distintos tejidos como control positivo. Se demostró la expresión de los subtipos 

de receptores P2Y1, P2Y2, P2Y4, P2Y6, P2Y12, y P2Y14 (Fig. 6). En el caso del 

receptor P2Y13, solo se aprecia marcaje en el tejido control utilizado (cerebro) y 

ausencia de marcaje en las 3 muestras de músculo masetero. En el inmunoblot 

para los receptores P2Y12 y P2Y14 se obtuvieron varias bandas de distintos 

tamaños; sin embargo, de acuerdo con el resultado del dot blot se sabía que el 

anticuerpo secundario anti-cabra originaba una marca no específica. Es por esto 
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que se realizó el inmunoblot en ausencia de anticuerpo primario, solo incubando 

con el anticuerpo anti-cabra-HRP, y se detectó la aparición de bandas 

inespecíficas (Fig. 7). Sin embargo, el patrón de bandas obtenido con los 

anticuerpos anti P2Y4, P2Y12 y P2Y14 muestra una banda diferencial al peso 

esperado, que no aparece en el control negativo (Fig. 7).  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

.  

 
 
 
 
 
 
 
  

Como control positivo se utilizaron extractos totales de 

hígado o cerebro de ratón. Se analizaron muestras de 

músculo masetero de 3 ratones independientes. C(-) 

control negativo en ausencia de anticuerpo primario.  

Figura 5. Dot Blot para los distintos subtipos de 

receptores P2Y en músculo masetero de ratón.  
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Se detectan bandas inespecíficas, especialmente fuera del 

área comprendida entre los 50 y 37 kDa. 

Como control positivo se utilizaron extractos totales de 

hígado o cerebro de ratón. Se analizaron muestras de 

músculo masetero de 3 ratones independientes. Se 

muestra un blot representativo de un n=3. 

Figura 6. Inmunoblot de los distintos subtipos de 

receptores P2Y en músculo masetero de ratón.  

Figura 7. Inmunoblot con ausencia de anticuerpo 

primario y solo incubado anticuerpo secundario anti-

cabra-HRP.  
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Considerando que los ensayos anteriores se realizaron en extractos de 

músculo masetero completo, que presenta varios tipos celulares (fibras 

musculares, fibroblastos, terminales nerviosos, células de vasos sanguíneos), fue 

necesario validar la expresión de los receptores P2Y en las fibras musculares. Se 

realizaron criocortes transversales de músculo masetero aislado y se evaluó la 

ubicación de los diferentes subtipos de receptores P2Y por inmunofluorescencia 

indirecta y microscopía de epifluorescencia. En cada caso se realizó una co-

tinción contra caveolina 3, para identificar los límites de cada fibra muscular 

(sarcolema) y tinción de Hoechst para marcar los núcleos celulares. Con esta 

técnica se demostró la expresión de los 6 subtipos de receptores P2Y previamente 

identificados por inmunoblot: P2Y1, P2Y2, P2Y4, P2Y6, P2Y12 y P2Y14 (Fig. 8). En 

el caso del receptor P2Y1, se observó una marca punteada exclusivamente al 

interior de las fibras, y no en el sarcolema. Los demás subtipos también 

presentaron dicho punteado, pero además mostraron tinción a nivel de sarcolema 

(Fig. 8). Como control negativo se realizaron inmunofluorescencias en ausencia 

de anticuerpo primario, para detectar cualquier tipo de marca inespecífica 

generada por el anticuerpo secundario. Las imágenes fueron adquiridas en las 

condiciones de exposición en que el control negativo no presentara marca (no 

mostrado). 
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El músculo masetero de ratón fue crioseccionado (cortes transversales de 12 µm) y teñido con 

anticuerpos fluorescentes contra los distintos subtipos de receptores P2Y: A. P2Y1, B. P2Y2, C. 

P2Y4, D. P2Y6, E. P2Y12, F. P2Y14 Se utilizó para cada caso el anticuerpo secundario 

correspondiente, acoplado a Alexa 488 (verde). En cada muestra se marcó paralelamente 

caveolina 3 (Cav.3, anticuerpo secundario acoplado a Alexa Fluor 555, rojo) y se tiñeron los 

núcleos con Hoechst (azul). En cada panel, se muestra la imagen de Cav.3, receptor P2Y, la 

composición de ambos junto con la tinción de Hoescht (Merge) y una ampliación de la zona 

delimitada por el cuadrado (Zoom).  La barra de escala corresponde a 20 µm. Las imágenes 

fueron adquiridas en un microscopio de epifluorescencia Ti-E Nikon (60X) y procesados usando 

el software ImageJ.  

 

Figura 8. Distribución celular de los receptores P2Y en músculo masetero de ratón. 
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11. DISCUSIÓN 

 

En el presente trabajo se caracterizó la expresión de distintos subtipos de 

receptores purinérgicos P2Y en músculo masetero de ratón. Los resultados 

obtenidos demostraron la expresión de los subtipos P2Y1, P2Y2, P2Y4, P2Y6, 

P2Y12, y P2Y14, como se resume en la Tabla 4.  

Distintos estudios han demostrado la expresión de receptores purinérgicos 

de tipo P2Y en diversos tejidos como páncreas, intestino delgado, estómago, 

hígado, sistema nervioso, entre otros (Von Kügelgen y Hoffmann., 2016). En el 

sistema masticatorio, se ha estudiado que el estrés mecánico permite la activación 

de receptores P2Y6, promoviendo la liberación de interleuquina 6 (IL-6) en el tejido 

pulpar (Satrawaha y cols., 2011; Lim y cols., 2012). En el ligamento periodontal se 

ha descrito el rol fundamental del receptor P2Y1 en el aumento de la expresión de 

osteopontina (OPN) y RANKL bajo estrés mecánico. (Lim y Mitchell, 2012). Hasta 

la fecha, no existen antecedentes de la presencia/ausencia de estos receptores 

en músculos masticatorios, y aunque han sido descritos en músculos de tronco y 

extremidades (Fernández-Verdejo y cols., 2014; Arias y cols., 2016) los resultados 

no pueden extrapolarse a los músculos de cabeza y cuello dadas las diferencias 

anatómicas y bioquímicas existentes entre estos dos grupos musculares. 

La función de los receptores P2Y se ha asociado a fenómenos de 

plasticidad muscular (Buvinic y cols., 2009) y, considerando que los músculos 

masticatorios responden a cambios adaptativos y patológicos, es interesante 

conocer si estos receptores se encuentran presentes en este grupo muscular 

participando en los fenómenos de remodelación del aparato masticatorio.  

Los resultados de este trabajo dan cuenta que en músculo masetero de 

ratón se expresa ARNm de los subtipos P2Y1, P2Y2, P2Y6, P2Y12 y P2Y14. Tanto 

los subtipos expresados como el nivel comparativo de expresión entre ellos varían 
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respecto de lo descrito previamente por nuestro grupo en músculo FDB de ratón 

(Fernández-Verdejo y cols., 2014). A diferencia de lo encontrado en músculo FDB, 

en músculo masetero no se detectó expresión del ARNm del receptor P2Y13, y sí 

se detectó expresión del ARNm del receptor P2Y6. Mientras que en FDB el nivel 

de expresión de los ARNm fue P2Y2>P2Y14>>P2Y1>P2Y13>P2Y4=P2Y12, en 

músculo masetero encontramos expresión de los ARNm en la razón 

P2Y1>P2Y12>P2Y2=P2Y6=P2Y14. Cabe destacar que, mientras que en músculo 

FDB hay cerca de 7000 veces de diferencia en el nivel de ARNm entre el receptor 

P2Y más expresado (P2Y1) y los receptores P2Y de menor expresión detectable 

(P2Y4, P2Y12) (Fernández-Verdejo y cols., 2014), en músculo masetero estas 

diferencias son menores a 10 veces. Es decir, en músculo masetero, pese a que 

hay diferencias significativas en el nivel de expresión de los ARNm de los distintos 

subtipos de receptores P2Y, su abundancia relativa es mucho más homogénea. 

La comparación en el nivel de ARNm entre distintos subtipos de receptores P2Y 

es posible en nuestro trabajo, dado que hemos estandarizado la eficiencia de 

todos los partidores entre un 95-105%. Por tanto, todos amplifican de manera 

similar en las condiciones utilizadas.  

En el caso de la expresión por inmunoblot o inmunofluorescencia, 

detectamos los mismos subtipos de receptores (P2Y1,2,6,12,14) en que se encontró 

ARNm, pero adicionalmente se detectó el receptor P2Y4. Mediante inmunoblot e 

inmunofluorescencia no es posible comparar el nivel de expresión de los distintos 

subtipos de receptores P2Y, dado que la detección se realiza con anticuerpos 

selectivos para cada proteína, que pueden tener características distintas de 

afinidad y estabilidad. El beneficio de estas técnicas es que nos permiten detectar 

la proteína y evaluar su localización a nivel tisular y celular. Todos los receptores 

P2Y expresados presentaron una distribución en la superficie (excepto el P2Y1), 

concordante con la marca de caveolina 3 en el sarcolema. Además, para la 

totalidad de receptores P2Y expresados se detectó un patrón punteado al interior 

de las fibras. Esto podría corresponder a receptor que está siguiendo la ruta 
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exocítica hacia la superficie, pero también es un patrón típico de distribución de 

proteínas en los túbulos T. Las proteínas que se distribuyen en estas 

invaginaciones de la membrana muscular presentan un patrón punteado en cortes 

transversales de músculo (Jeftinija y cols., 2007). Para corroborar este punto, 

queda pendiente la colocalización de la distribución de estos receptores con el 

DHPR (Cav 1.1), que es un marcador clásico de túbulos T, y la posterior 

evaluación por microscopía confocal para afinar la región de interés. 

Cabe mencionar que en este trabajo no logramos estandarizar la detección 

del receptor P2Y4 a nivel de ARNm. Se probaron tres parejas distintas de 

partidores para amplificar el receptor P2Y4 por qPCR, y no se logró ni siquiera en 

el tejido usado como control positivo (cerebro). Las curvas de disociación nunca 

mostraron la amplificación de un producto único, sino que gran ruido y alta 

dispersión, por lo cual la estandarización de esta técnica a futuro es fundamental 

para poder determinar los niveles de ARNm y lograr una comparación con los 

otros subtipos de receptores P2Y.  

Con respecto al efecto de diferentes estímulos en la expresión de los 

receptores purinérgicos, se ha evidenciado que en ratones sometidos a actividad 

física durante cinco semanas existe un aumento de los niveles de ARNm de P2Y14 

y una disminución de la expresión de ARNm de P2Y2 en músculo FDB 

(Fernández-Verdejo y cols., 2014). Estos resultados sugieren que, bajo diferentes 

condiciones de trabajo muscular, se generan cambios en la expresión de ARNm 

de estos receptores.  Considerando que la actividad muscular a nivel del aparato 

masticatorio es fundamental para el desarrollo craneofacial (Toro- Ibacache y 

cols., 2016), y que esta actividad puede variar como en casos de hiperactividad 

del músculo masetero en el bruxismo (Kato y cols., 2011), hipoactividad de este 

músculo en condiciones de dieta blanda por períodos prolongados, neuropatías, 

patologías como respiración bucal (Ikenaga y cols., 2013) o en tratamientos que 

implican la inyección de toxina botulínica en músculo masetero (Balanta y cols., 

2018) sería interesante evaluar en estudios posteriores si bajo estas diferentes 
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condiciones de actividad  masticatoria existen variaciones en la expresión de estos 

receptores.  

Se conoce que en músculo FDB y miotubos el receptor P2Y2 participa en 

la formación de un complejo multiproteico junto a DHPR y Panx1 (Arias y cols., 

2016) relacionado con el AET descrito previamente. La presencia de este subtipo 

en músculo masetero de ratón, sugiere que este receptor podría estar formando 

parte de este complejo en este músculo. Su caracterización en estudios 

posteriores sería de gran utilizad para estudiar la vía del AET y su rol en la 

plasticidad de los músculos masticatorios.  

En músculos de tronco y extremidades se ha descrito que tanto receptores 

P2Y como P2X pueden participar en eventos de desarrollo o reparación muscular 

luego de un daño (Ryten y cols., 2004; Chen y cols., 2011), en la regulación de la 

contracción muscular (Grishin y cols., 2006), o en el correcto establecimiento y 

mantención de la unión neuromuscular (Tsim y cols., 2002). Haber demostrado la 

expresión de receptores P2Y en músculo masetero abre el campo para estudiar 

su rol en fisiopatología. Actualmente se está realizando en nuestro laboratorio la 

caracterización de los receptores P2X expresados en músculo masetero, para 

ampliar el conocimiento de la señalización purinérgica en este sistema.  

El presente trabajo empalma con la tesis en curso de Carolina Beato (tesis 

de Doctorado en Ciencias Biomédicas, Universidad de Chile), que ha demostrado 

que el músculo masetero de ratón responde a ATP exógeno, cambiando la 

expresión de genes de plasticidad muscular o mioquinas (interleuquinas 1 y 6). 

Además, ha demostrado que el músculo masetero libera ATP cuando es 

estimulado eléctricamente, de manera frecuencia-dependiente, remedando el 

estímulo de la neurona motora. Esto sitúa al ATP como una posible molécula 

central de control autocrino/paracrino de la remodelación muscular en el sistema 

masticatorio. 
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Receptor qPCR Western Blot Inmunofluorescencia 

P2Y1 + + + 

P2Y2 + + + 

P2Y4 n.d + + 

P2Y6 + + + 

P2Y12 + + + 

P2Y13 n.d n.d --- 

P2Y14 + + + 

 

Tabla 4.  Resumen de la expresión de los distintos subtipos de receptores P2Y detectada 

en músculo masetero de ratón, según la técnica utilizada. 

+: Expresión detectada 

n.d: Expresión no detectada  

---: No analizado 
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12. CONCLUSIONES 

A través del presente trabajo se pudo demostrar que el músculo masetero 

expresa receptores de tipo P2Y1, P2Y2, P2Y4, P2Y6, P2Y12 y P2Y14. La presencia 

de estos receptores en músculo masetero de ratón sugiere que las vías de 

señalización mediadas por ATP extracelular podrían estar presentes en músculos 

masticatorios. A partir del conocimiento de la presencia y ubicación de los 

receptores P2Y en músculo masetero de ratón, se podrá avanzar en la 

identificación del rol de estos receptores en la fisiología de los músculos 

masticatorios. Reconocer la relevancia de la señalización por ATP extracelular en 

fenómenos fisiológicos y/o patológicos que conlleven la remodelación muscular 

permitirá desarrollar opciones terapéuticas y moleculares para patologías del 

sistema músculo- esquelético en el aparato masticatorio. Esto eventualmente será 

un aporte al campo de la odontología, dado que actualmente las patologías del 

sistema masticatorio y témporomandibulares tienen un origen poco claro y 

complejo, siendo el tratamiento exclusivamente paliativo. 
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