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Resumen 

 
Existe una gran cantidad de patologías que afectan al esqueleto, en las que se ve 

comprometido el balance entre la formación y la resorción ósea. Generalmente, las 

alternativas terapéuticas apuntan a la modulación de la resorción ósea actuando a nivel 

del osteoclasto. Sin embargo, estos abordajes terapéuticos no resultan suficientes, 

generando la necesidad de implementar nuevas estrategias farmacológicas con blanco 

de acción en la fisiología de la célula formadora de hueso, el osteoblasto. Para ello, un 

extensivo y detallado conocimiento tanto de la función como de los procesos de 

proliferación, migración y diferenciación, de la citada célula, son necesarios. 

 

El sistema de señalización purinérgico, donde los nucleótidos son liberados por las 

células, de manera controlada, y actúan como mensajeros extracelulares activando 

receptores purinérgicos en la membrana plasmática de la célula blanco es conocido 

desde hace unos 45 años. Desde entonces, se ha reportado un número creciente de 

células capaces de liberar nucleótidos, de manera controlada, al medio extracelular, lo 

que sumado al hecho de que, virtualmente, todas las células del cuerpo poseen algún 

tipo de receptor purinérgico (purinoceptor), hace de este sistema de señalización uno 

de los más importantes respecto de la regulación de la homeostasis del cuerpo. 

 

El papel de los nucleótidos y sus receptores en los procesos de proliferación y 

diferenciación de los osteoblastos ha sido estudiado desde hace unos 25 años. Sin 

embargo, aún no se ha alcanzado la dilucidación completa de los mecanismos 

regulatorios de estos procesos. 

 

El objetivo de esta tesis fue determinar los efectos de la activación de receptores 

purinérgicos, por nucleótidos extracelulares, en los procesos de migración, proliferación 

y diferenciación celular de cultivos primarios de calvaria de rata neonata. Se investigó 

también, el efecto de una concentración elevada de calcio extracelular en la proliferación 

y diferenciación celular y su influencia en la regulación de dichos procesos por la 

estimulación purinérgica. Además, se evaluó el rol de la enzima GSK3 (por inhibición 

con Litio), en la regulación de la proliferación y diferenciación celular. Por último, se 

examinó el efecto de los agonistas mencionados sobre la expresión y localización de β-

catenina. 

 

La migración celular fue evaluada mediante “ensayo de la herida”. El tratamiento con los 

nucleótidos mostró estimular la migración de las células calvariales. 



 
 

 

Para estudiar el proceso de proliferación se recurrió a citometría de flujo, recuento en 

cámara de Neubauer y tinción con Cristal Violeta. Los resultados obtenidos le atribuyen 

efectos positivos a los nucleótidos extracelulares. Por otro lado, el tratamiento con Litio 

provocó disminuciones en la capacidad proliferativa de las células. Mientras que no se 

observaron cambios en la proliferación por incubación de las células en un medio con 

elevada concentración de Calcio extracelular. 

 

El análisis de la diferenciación de las células a un fenotipo osteoblástico se llevó a cabo 

mediante mediciones de actividad enzimática de Fosfatasa Alcalina, cuantificación de 

ARNm de marcadores de maduración/diferenciación osteoblástica por QRT-PCR 

(reacción en cadena de la polimerasa en tiempo real cuantitativa) y detección de 

mineralización por tinción con rojo de Alizarina. Al respecto, el tratamiento con ATPγS 

exhibió un rol pro-osteogénico, al elevar la actividad enzimática de FAL, la expresión 

génica de marcadores de diferenciación y la capacidad mineralizante. En cambio, el 

agonista UTP no indujo cambios en la actividad de la enzima y, en la mayoría de los 

casos, reprimió la transcripción de genes osteogénicos. 

Por su parte, la exposición a Litio incrementó la actividad de FAL pero reprimió la 

expresión de genes osteogénicos y disminuyó la mineralización de los cultivos. 

Una elevada concentración de Calcio extracelular mostró efectos positivos a nivel de 

diferenciación, al incrementar la actividad FAL y la mineralización de los osteoblastos. 

Finalmente, el tratamiento de los cultivos con nucleótidos extracelulares, en un medio 

conteniendo elevada concentración de Calcio, mostró leves efectos 

aditivos/sinergísticos en la estimulación de la diferenciación a células formadoras de 

hueso. 

 

La expresión de β-catenina resultó aumentada bajo tratamiento con nucleótidos 

extracelulares, Litio o Calcio. Asimismo, la translocación a núcleo se vio incrementada 

por dichos tratamientos. 

 

De acuerdo a los resultados obtenidos en esta tesis, puede atribuirse un rol regulatorio 

sobre la fisiología osteoblástica al sistema de señalización purinérgico y GSK3/ β-

catenina. 
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Abstract 

 

There are a great number of pathologies that affect the skeleton, in which the balance 

between formation and bone resorption is compromised. Generally, the therapeutic 

alternatives point to the modulation of the bone resorption acting at the level of the 

osteoclast. However, these therapeutic approaches are not enough, generating the need 

to implement new pharmacological strategies targeting the physiology of the bone-

forming cell, the osteoblast. To this end, an extensive and detailed knowledge of both 

the function and processes of proliferation, migration and differentiation of the 

aforementioned cell are necessary. 

 

Purinergic signaling system, wherein nucleotides are released by cells in a controlled 

manner, and act as extracellular messengers activating purinergic receptors in the 

plasma membrane of the target cell is known for about 45 years. Since then, it has been 

reported an increasing number of cells capable of releasing nucleotides, in a controlled 

manner, to the extracellular medium, which together with the fact that virtually all cells in 

the body have some type of purinergic receptor (purinoceptor), makes of this signaling 

system one of the most important regarding the regulation of body homeostasis. 

 

The role of nucleotides and their receptors in the proliferation and differentiation 

processes of osteoblasts has been studied for about 25 years. However, the complete 

elucidation of the regulatory mechanisms of these processes has not yet been reached. 

 

The aim of this work was to determine the effects of the activation of purinergic receptors 

by extracellular nucleotides in the processes of cell migration, proliferation and 

differentiation in neonatal rat calvaria primary cultures. We also investigated the effect of 

a high concentration of extracellular calcium on cell proliferation and differentiation and 

its influence on the regulation of these processes by purinergic stimulation. In addition, 

the role of the GSK3 enzyme (by inhibition with lithium) was evaluated in the regulation 

of cell proliferation and differentiation. Finally, the effect of the mentioned agonists on 

the expression and localization of β-catenin was examined. 

 



 
 

Cell migration was assessed by "wound assay". Treatment with nucleotides showed to 

stimulate the migration of the calvaria cells. 

 

The proliferation process was studied by using flow cytometry, Neubauer chamber count 

and Crystal Violet staining. The results obtained attribute positive effects to the 

extracellular nucleotides. On the other hand, treatment with Lithium caused decreases 

in the proliferative capacity of the cells. While no changes in proliferation were observed 

by incubation of the cells in medium with high concentration of extracellular calcium. 

 

The analysis of cell differentiation to an osteoblastic phenotype was carried out by 

measurements of Alkaline Phosphatase (FAL) enzyme activity, quantification of mRNA 

of osteoblastic maturation / differentiation markers by QRT-PCR (quantitative real-time 

polymerase chain reaction) and detection of mineralization by Alizarin red staining. In 

this regard, treatment with ATPγS exhibited a pro-osteogenic role, by raising the 

enzymatic activity of FAL, the gene expression of differentiation markers and the 

mineralizing capacity. In contrast, the UTP agonist did not induce changes in enzyme 

activity and, in most cases, repressed the transcription of osteogenic genes. 

On the other hand, exposure to lithium increased FAL activity but repressed the 

expression of osteogenic genes and decreased the mineralization of the cultures. 

A high concentration of extracellular calcium showed positive effects at the level of 

differentiation, increasing the FAL activity and mineralization of osteoblasts. 

Finally, the treatment of cultures with extracellular nucleotides in medium containing high 

calcium concentration showed slight additive / synergistic effects in the stimulation of 

differentiation into bone-forming cells. 

 

Expression of β-catenin was increased under treatment with extracellular nucleotides, 

Lithium or Calcium. Also nucleus translocation was increased by these treatments. 

 

According to the results obtained in this work, a regulatory role on osteoblastic 

physiology can be attributed to the purinergic signaling system and GSK3 / β-catenin. 
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Abreviaturas 

 

GPCR: Receptor acoplado a proteína G 

PLC: Fosfolipasa C 

AC: Adenilato ciclasa 

TNFα: Factor de necrosis tumoral alfa 

MMP-9: Metaloproteinasa de matriz 9 

PTH: Paratiroidea 

TM: Transmembrana 

UVECs: Células endoteliales de vena umbilical 

MSCs: Células madre mesenquimales 

BMP: Proteína morfogenética ósea 

Runx2: Factor de transcripción relacionado a runt-2 

Col1: Colágeno tipo I 

FAL: Fosfatasa Alcalina 

BSP: Sialoproteína ósea 

OCN: Osteocalcina 

RTK: Receptor tirosina quinasa 

IL: Interleuquina 

TGF-β: Factor de crecimiento tumoral-β 

IGF: Factor de crecimiento insulínico 

PDGF: Factor de crecimiento derivado de plaquetas 

FGF: Factor de crecimiento fibroblástico 

HSC: Células madre hematopoyéticas 

HA: Hidroxiapatita 

TNFR: Receptor de factor de necrosis tumoral 

XTP: Xantosina trifosfato- 

ITP: Inosina trifosfato  

GTP: Guanosina trifosfato 

ATP: Adenosina trifosfato 

CTP: Citosina trifosfato 

UTP: Uridina trifosfato 

ATPγS: Adenosina 5'-(y-tiotrifosfato) 

ADPβS: Adenosina 5′-O-(2-tiodifosfato) 

GTPγS: Guanosina 5'-(y-tiotrifosfato) 

AMPpcp: Adenililmetilendifosfonato 

http://pubs.acs.org/doi/pdf/10.1021/bi00049a018
http://pubs.acs.org/doi/pdf/10.1021/bi00049a018


 
 

2- MeSATP: 2-Metiltioadenosina trifosfato 

PPADS: piridoxal fosfato-6-azofenil-2 ', 4' ácido disulfónico 

CMLV: células musculares lisas vasculares 

LPS: Lipopolisacárido 

LDH: Lactato deshidrogenasa 

AT: Azul de tripano 

CV: Violeta cristal 

CXCL12 o SDF-1: Factor derivado de célula estromal-1 

PTEN: Fosfatidilinositol-3, 4,5-trisfosfato 3-fosfatasa 

IGFR: Receptor del factor de crecimiento insulínico 

FGFR: Receptor del factor de crecimiento fibroblástico 

VEGF: Receptor del factor de crecimiento endotelial vascular 

EGFR: Receptor del factor de crecimiento epidérmico 

P2Y2R: Receptor purinérgico P2Y2 

P2Y4R: Receptor purinérgico P2Y4 

P2Y6R: Receptor purinérgico P2Y6 

ERK1/2: Quinasa regulada por señales extracelulares 1/2 

JNK: Quinasa c-Jun N-terminal 

QRT-PCR: Reacción en cadena de la polimerasa en tiempo real cuantitativa 

GSK3: Glicógeno sintasa kinasa 

EGR1: Proteína de respuesta temprana al crecimiento-1 

MAPK: Proteína quinasa activada por mitógenos 

PLD: Fosfolipasa D 

LPA: Acido lisofosfatídico 

PLA2: Fosfolipasa A2 

CaSR: Receptor sensor de calcio 
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INTRODUCCIÓN 
 
 

El esqueleto 
 
El esqueleto fue originalmente catalogado como una estructura con funciones 

restringidas a la locomoción del cuerpo y el sostén y protección de los órganos y 

cavidades internas. Con el pasar de los años, esta estructura, comienza a ser vista como 

un sistema mucho más complejo, siendo, además capaz de modificar su masa y 

morfología a las demandas funcionales, autorrepararse sin dejar cicatriz, regular la 

homeostasis mineral del cuerpo, e, incluso, cumplir una función endocrina (Sommerfeldt 

y Rubin, 2011; Titorencu y col., 2014; Lee y Karsenty, 2008). Consta de poco más de 

200 elementos óseos, o huesos, los cuales presentan diversas formas, tamaños y 

ubicaciones (Karsenty y col., 2009) 

Los huesos 
 
De acuerdo a su morfología, los huesos han sido clasificados en distintos tipos: cortos, 

largos, planos o irregulares. Por otro lado, teniendo en cuenta la densidad del tejido 

óseo, se puede hablar de hueso trabecular y hueso compacto. Respecto de su 

formación y desarrollo, se evidencian dos tipos de procesos, la osificación endocondral 

y la osificación intramembranosa (Karsenty y col., 2009; Dirckx y col., 2013). En el 

primero de éstos, la formación ósea ocurre sobre un sustrato cartilaginoso preexistente. 

Este modelo de cartílago inicial es generado a partir de la condensación de células 

madre mesenquimales (MSCs), las cuales se diferencian en condrocitos que comienzan 

a secretar los componentes de la matriz cartilaginosa extracelular. Luego, ésta es 

invadida, al principio por el centro y luego en los extremos, por vasos sanguíneos, 

osteoclastos y osteoblastos, conformándose los centros de osificación primario y 

secundario. Aquí comienza la síntesis de tejido óseo, hasta abarcar el resto del modelo 

cartilaginoso, el cual será reemplazado en toda su extensión excepto en la superficie 

articular (Mackie y col., 2007). La osificación intramembranosa difiere del proceso recién 

descripto en el hecho de que las MSCs, que predeterminan la forma y localización del 

futuro elemento esquelético, soslayan la formación del intermediario cartilaginoso y se 

diferencian directamente en células maduras formadoras de hueso (Karsenty y Wagner, 

2002). 
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Figura 1. Tomada de: http://biohumana35.blogspot.com.ar/2011/06/tipos-de-

huesos.html. 

Composición del tejido óseo 

 

El tejido óseo está formado por una matriz y diversos tipos celulares, además de agua 

(5%). Esta matriz, a su vez, tiene un componente orgánico y uno inorgánico. El primero, 

denominado osteoide, comprende alrededor del 25% del total. Está compuesto por 

diversas proteínas, entre las que destaca por su cantidad (90% de total) el colágeno tipo 

1. El 10% restante está representado por proteoglicanos (condroitin sulfato, heparán 

sulfato), proteínas de anclaje (Sialoproteína ósea, osteopontina, fibronectina), proteínas 

gamma-carboxiladas (Osteocalcina) y factores de crecimiento (TGF-β, IGF). Algunas de 

estas proteínas, dado su gran poder para atraer iones, son importantes para el proceso 

de mineralización, donde sobre la matriz orgánica, en la estructura tridimensional 

delimitada por las fibrillas de colágeno y demás proteínas, se depositan cristales 

inorgánicos de calcio y fosfato, que dan lugar a la hidroxiapatita, que representa 

alrededor del 75% del material óseo (Sommerfeldt y Rubin, 2001; Titorencu y col., 2014) 

 

Células óseas  

 

Existen 3 tipos celulares principales que integran el tejido óseo. Los osteoclastos, los 

osteoblastos y los osteocitos. Los primeros son células gigantes, multinucleadas, con 

gran capacidad lítica, cuya función principal es la eliminación de hueso, o resorción 

ósea. Derivan de las células madre hematopoyéticas (como sus primos, los 

macrófagos), y tienen alta capacidad migratoria, un arsenal de enzimas lisosomales y 

muchas mitocondrias (Sommerfeldt y Rubin, 2001). 

http://biohumana35.blogspot.com.ar/2011/06/tipos-de-huesos.html
http://biohumana35.blogspot.com.ar/2011/06/tipos-de-huesos.html
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Los osteoblastos son las células encargadas de sintetizar la matriz extracelular sobre 

superficies óseas en formación. Representan el 4-6% del total de las células residentes 

en el hueso (Capulli y col., 2014). Se trata de entidades de forma cuboidal, con núcleo 

basal, retículo endoplasmático rugoso y aparato de Golgi muy desarrollados, y gran 

cantidad de vesículas de secreción conteniendo estructuras fibrilares. Estas células 

están preparadas para secretar gran cantidad de proteínas y otros metabolitos 

(Titorencu y col., 2014). 

Además de la función tradicional de producir hueso, los osteoblastos son capaces de 

regular el desarrollo mieloide y hematopoyético, al secretar diversas citoquinas y 

factores de crecimiento (Panaroni y col., 2014). Recientemente, se ha encontrado 

evidencia para un rol de tipo endocrino, donde dos metabolitos sintetizados y secretados 

por el osteoblasto, el FGF23 y la Osteocalcina, actuarían como hormonas, regulando 

los niveles séricos de fósforo y 1,25-dihidroxivitamina D3, y el metabolismo energético, 

respectivamente (Fukumoto y Martin, 2009). 

Por último, los osteocitos son osteoblastos completamente diferenciados, que han 

quedado atrapados en lagunas rodeadas de matriz mineralizada. De tamaño más 

pequeño que sus predecesores y con menor cantidad de organelas, son capaces de 

emitir prolongaciones citoplasmáticas, a través de canalículos, adoptando una 

morfología dendrítica, de manera de comunicarse con el resto y formar así una 

intrincada red de señalización intercelular, encargada de evaluar el estado de 

salud/integridad del tejido. Así, cuando es requerido, son capaces de poner en marcha 

la maquinaria de las unidades multilamelares óseas, representadas por osteoclastos y 

osteoblastos, las cuales eliminarán hueso viejo o dañado para reemplazarlo por uno 

nuevo y fresco (Sommerfeldt y Rubin, 2001). 

 
 
Figura 2: Tomada de: http://slideplayer.es/slide/5594872/. 

 

http://slideplayer.es/slide/5594872/
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Remodelación ósea 
 
La remodelación consiste en un proceso altamente coordinado de resorción y formación 

ósea, que ocurre durante toda la vida (Xiao y col., 2016; Schett y col., 2009; Jiao y col., 

2015), y cuyo objetivo es mantener la integridad del esqueleto, reemplazando hueso 

viejo por tejido nuevo (Marie y Kassem, 2011). Esto significa que el tejido óseo existente 

es removido por los osteoclastos, y luego vuelve a formarse por acción de los 

osteoblastos, que generan una matriz proteica no mineralizada (osteoide), sobre la cual 

se depositan, posteriormente, cristales de hidroxiapatita. Todo este proceso es llevado 

a cabo en las denominadas unidades multilamelares óseas. La remodelación es iniciada 

y regulada por varios factores, entre los que cuentan la inflamación, niveles de hormonas 

y estimulación mecánica (Xiao y col., 2016). 

Además de osteoblastos y osteoclastos, los osteocitos juegan un papel fundamental en 

el proceso de remodelación ósea, detectando diferentes estímulos y activando las 

unidades multilamelares óseas. Sumado a los tres tipos celulares que forman el hueso, 

células del sistema inmune también participan del proceso (neutrófilos, monocitos, 

células dendríticas, linfocitos T y B) (Takayanagi 2007; Graves y col., 2011), liberando 

factores al medio extracelular (prostaglandinas, leucotrienos, quemoquinas, 

interleuquinas, etc) que regulan la formación de los osteoclastos, entre otros (Schett y 

col., 2011). 

 

 
 
Figura 3. Esquema representativo de una unidad multilamelar durante el 

remodelado óseo (Reynaga Montecinos y Zeni, 2009). 
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Patologías óseas 
 
Muchas enfermedades óseas tienen su origen en la pérdida del balance existente entre 

resorción y formación óseas. Con el paso del tiempo la tasa de recambio óseo aumenta, 

debido a una disminuída generación ósea, e incrementada eliminación de hueso. Esto 

es consecuencia de disminuciones en el número y actividad de los osteoblastos (Khosla 

y Riggs, 2005; Manolagas y Parfitt, 2010; Marie y Kassem, 2011). Con la disfunción 

osteoblástica, la formación de hueso trabecular y periosteal decrecen. Esto conlleva a 

reducciones notables en el grosor del tejido. 

Dentro de las enfermedades provocadas por el desbalance en la remodelación ósea, la 

más importante es la osteoporosis, en términos del número de personas afectadas y los 

costos en salud pública generados. Cientos de millones de personas alrededor del 

mundo, particularmente mujeres posmenopáusicas y ancianos, son afectadas por esta 

condición (Baron y Kneissel, 2013), gastándose decenas de miles de millones de 

dólares al año (Tosteson y Hammond, 2002). En 2014, solo en Estados Unidos (EEUU), 

10 millones de personas fueron diagnosticadas con la enfermedad (Asafo-Adjei y col., 

2016). De acuerdo con la Organización Mundial de la Salud (OMS), 75 millones padecen 

osteoporosis en EEUU, Europa y Japón (Wright y col., 2014; Johnell y Kanis, 2006). Un 

total de 9 millones de fracturas asociadas a la patología ocurren por año, es decir 1 cada 

3 segundos (Blume y Curtis, 2011). Respecto de los costos, se estiman gastos por 

25000 millones de dólares para 2025, solo en EEUU (Asafo-Adjei y col., 2016). Por su 

parte, en Europa el costo derivado de fracturas osteoporóticas alcanzó los 36000 

millones de dólares en el año 2000, y se espera un aumento a 77000 millones para 2050 

(Kanis y Johnell, 2005; Pietschmann y col., 2009).  

La osteoporosis es una enfermedad caracterizada por disminuída masa y fuerza ósea, 

huesos con macrogeometría alterada, microarquitectura deteriorada y aumentada 

fragilidad (Khosla y Riggs, 2005; Asafo-Adjei y col., 2016). Las reducciones en la 

cantidad y calidad de hueso, conllevan un incrementado riesgo de fracturas (Asafo-Adjei 

y col., 2016). 

Según datos de la Fundación Internacional de Osteoporosis (IOF) de América Latina, 

en Argentina, una de cada tres mujeres mayores de 50 años sufre de osteoporosis. Más 

de 34 mil fracturas de cadera se producen cada año en los habitantes de 50 años o más, 

con un promedio de 90 fracturas por día. El costo de las fracturas vertebrales y de cadera 

por osteoporosis se estima en aproximadamente 250 millones de dólares por año. 

Además, otro dato preocupante: se estima que en 2025, alrededor de 3,3 millones de 

mujeres sufrirán de osteopenia; y en 2050, cerca de 5,24 millones. Las malas 
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condiciones alimenticias, el sedentarismo y la falta de información y prevención han 

permitido que de a poco la afección fuera ganando lugar. 

 

Otras patologías óseas que tienen su causa y/o se caracterizan por defectos en la 

proliferación, diferenciación y/o función de los osteoblastos son la osteogénesis 

imperfecta y la osteoartritis (Titorencu y col., 2014). La primera se trata de un síndrome 

heredable, donde los osteoblastos producen una matriz extracelular de cantidad y 

calidad alteradas, lo que resulta en aumentada fragilidad y riesgo de fractura (Byers y 

Steiner, 1992; Kalajzic y col., 2002). Por su parte, en la osteoartritis el proceso de 

remodelación ósea se ve afectado. Además, el metabolismo de los osteoblastos 

ubicados en el tejido subcondral esta alterado, mostrando, entre otros, elevados niveles 

de actividad FAL y secreción de OCN (Hilal y col., 1998; Titorencu y col., 2014). 

 

A) 
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B)

 
Figura 4. Características del hueso normal (izquierda) y afectado por osteoporosis 

(derecha). A. Tomada de: http://www.quedieta.com/dieta-medica/osteoporosis. B. 

Adaptada de: http://www.centroginecologicoescalante.com/osteoporosis/. 

 

Generalidades sobre abordajes terapéuticos de patologías óseas 
 

La estrategia tradicional para el tratamiento de patologías que cursan con aumentado 

recambio y disminución de la masa ósea se basa en la inhibición de la resorción, 

mediante la acción de diversos agentes farmacológicos a nivel del osteoclasto 

(Estrógenos, moduladores selectivos de receptores de estrógeno, Calcitonina, 

Bisfosfonatos, Ranelato de Estroncio, etc). Sin embargo, además de frenar la resorción, 

también se detiene la formación de nuevo hueso (Lyritis y col., 2010). Esto se debe a 

que los procesos de resorción y formación ósea se encuentran acoplados, y una 

disminución en la actividad de los osteoclastos impacta negativamente en la formación 

de hueso nuevo, por parte de los osteoblastos (Sun, 2008). 

 

Importancia de profundizar en el hallazgo de terapias que estimulen la formación de hueso 
 

Como ya se ha explicado, los tratamientos actuales tienen como objetivo detener la 

actividad resortiva de los osteoclastos, de manera de retrasar la eliminación de más 

hueso. Sin embargo, el daño provocado no puede ser reparado de esta manera, y el 

hueso pierde calidad y fuerza (Toulis y col., 2011). 

La estrategia alternativa se basa en el fomento de la formación de hueso nuevo. Este 

tipo de terapias se denominan anabólicas. Una de estas consiste en la administración 

intermitente de hormona Paratiroidea (PTH), la cual ha mostrado eficacia en aumentar 

la masa ósea y prevenir fracturas (Trivedi y col., 2010), y mejorar la calidad del hueso 

http://www.quedieta.com/dieta-medica/osteoporosis
http://www.centroginecologicoescalante.com/osteoporosis/
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(Borggrefe y col., 2010). Los efectos son ejercidos a varios niveles. La administración 

de PTH previene la apoptosis de los osteoblastos (Jilka y col., 1999), induce la síntesis 

de IGF-1 y reprime la expresión de esclerostina (Keller y Kneissel, 2005), activa la vía 

de Wnt (Canalis, 2010) y promueve la expresión de genes como el del Factor de 

Transcripción Relacionado a Runt-2 (Runx2) (Martin y col., 2008). Todo esto resulta en 

aumentos en el número y la actividad de los osteoblastos, en la tasa de remodelación 

ósea junto con la cantidad de hueso depositado, en la conectividad y grosor 

trabeculares, en el grosor cortical y en el tamaño del hueso (Hodsman y col., 2005). De 

esta manera, PTH no solo incrementa la masa ósea, sino también su calidad, mejorando 

la microarquitectura y geometría (Borggrefe y col., 2010; Trivedi y col., 2010). 

Sin embargo, existen algunas desventajas. Se han detectado aumentos en los 

parámetros de resorción ósea (Gallacher y Dixon, 2010). Existen efectos secundarios a 

corto plazo, entre los que se cuentan mareos, calambres en las piernas, hipercalcemia 

e hipercalciuria. Además, se informó riesgo de osteosarcoma en ratas, pero vale la pena 

aclarar que se administraron dosis mucho más altas que las aprobadas para humanos 

y durante períodos de tiempo muy prolongados (Vahle y col., 2002; Jolette y col., 2006). 

Por otro lado, no existe evidencia de aumentado riesgo de osteosarcoma en seres 

humanos, en la actualidad. Dado esto, se ha establecido una duración máxima del 

tratamiento de 24 meses, aunque se han publicado experiencias de hasta 3 años 

(Zanchetta y col., 2010). La terapia no puede ser empleada en pacientes con 

enfermedad de Paget, irradiados, con elevaciones inexplicables de Fosfatasa Alcalina 

(FAL) Ósea y adolescentes con epífisis abiertas. Solo es recomendada en mujeres post-

menopaúsicas mayores de 55-60 años y con intolerancia a la administración oral de 

Bisfosfonatos y Ranelato de Estroncio. Por último, el tratamiento es costoso y las 

inyecciones deben aplicarse diariamente (Toulis y col., 2011). 

Los bisfosfonatos son los compuestos más ampliamente empleados para tratar la 

osteoporosis y otras afecciones que cursan con pérdida de masa ósea (Sun, 2008). Sin 

embargo, se ha informado que su uso provoca efectos secundarios, el porcentaje de 

pacientes que respeta el tratamiento es bajo, y el recambio óseo está muy suprimido, lo 

que produce un hueso de baja calidad (Odvina y col., 2005; Maricic, 2007). Por otro 

lado, Chesnut, 2006, afirmó que el Ibandronato, administrado apropiadamente, reduce 

el riesgo de fracturas, al aumentar la densidad mineral ósea (BMD) y disminuir el 

recambio óseo sin comprometer la calidad del hueso, y tiene un perfil de seguridad 

similar a un placebo. Además, Duque y Rivas, 2007, informaron que el Alendronato 

ejerce efectos anabólicos al inducir diferenciación osteoblástica en MSC. 

El Ranelato de Estroncio es capaz de estimular la proliferación de los osteoblastos, al 

activar a Receptor Sensor de Calcio, y de aumentar la producción de OPG, al mismo 
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tiempo que disminuye la de RANKL (Marie, 2006).  Choudhary y col., 2007, han 

mostrado inducción de diferenciación osteogénica y aumentos en la capacidad 

mineralizante de células estromales de médula ósea. De esta manera, Ranelato de 

Estroncio presenta un efecto dual, al estimular la formación ósea y reducir la resorción. 

Por último, se ha demostrado en ensayos clínicos que este agente reduce el riesgo de 

fractura vertebral en un 38%, en los 3 primeros años, y un 52% durante el primer año, y 

disminuye el riesgo de fractura no-vertebral un 16% (Roux, 2007). Además, no ha 

mostrado efectos adversos ni pérdida de eficacia en tratamientos de 5 años de duración 

(Reginster y Sarlet, 2006). En enero de 2014, el Comité para la Evaluación de Riesgos 

en Farmacovigilancia europeo (PRAC) recomendó la suspensión de comercialización 

de este agente farmacológico por evidenciarse aumentado riesgo de enfermedad 

cardiovascular. 

Por su parte, el tratamiento con Calcitonina ha mostrado reducir las fracturas vertebrales 

alrededor de un 40% en pacientes osteoporóticos (Uzzan y col., 2007), sin presentar 

efectos secundarios severos. Sin embargo, no es efectiva a nivel de fracturas no-

vertebrales, la administración es parenteral, intramuscular o intranasal (aunque se están 

investigando formulaciones orales) (Sondergaard y col., 2007) y el uso prolongado 

reduce la eficacia del tratamiento, por internalización de receptores (Huang y col., 2006). 

 

 

Importancia del estudio de mecanismos y vías de señalización que modulan la proliferación, 

migración y diferenciación de osteoblastos 

 

El blanco de las terapias anabólicas es la célula formadora de hueso, el osteoblasto. 

Para que el desarrollo de estas terapias sea posible, es necesario conocer y entender 

su bioquímica y fisiología celular. Para esto, es indispensable un exhaustivo y detallado 

estudio de los mecanismos y vías de señalización que regulan la proliferación, migración 

y diferenciación de los osteoblastos y sus progenitores (Lyritis y col., 2010). 

Actualmente, la información disponible respecto del rol del sistema de señalización 

purinérgico en la modulación de la formación y función osteoblásticas es contundente, 

haciendo de las vías de señalización reguladas por ATP y otros nucleótidos un atractivo 

blanco de investigaciones tendientes al desarrollo y diseño de nuevas terapias 

anabólicas para el tratamiento de la osteoporosis y enfermedades con déficit en la 

formación de hueso (Toulis y col., 2011). 
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Señalización purinérgica 

 

El término “purinérgico” fue acuñado por Burnstock en 1972 (Purinergic Nerves) para 

hacer referencia a la, entonces, potencial capacidad del ATP de actuar como una 

molécula de señalización extracelular, específicamente como un neurotransmisor 

(Burnstock, 1972). 

Desde la publicación de ese artículo, en 1972, hasta la aceptación de la “hipótesis 

purinérgica” transcurrieron muchos años. Para que el ATP pudiera actuar como una 

molécula de señalización intercelular, necesitaba de un receptor de membrana al cual 

pudiera unirse y así desencadenar una respuesta celular. 

 

 

Figura 5. Estructura de ATP, ADP y AMP. Tomada de: 

http://gmein.uib.es/moleculas/ATP/ATPjmol.html. 

 

Receptores purinérgicos 
 

Primeramente, se describió la existencia de dos tipos de receptores, P1 y P2, los cuales 

respondían a nucleósidos (adenosina) y nucleótidos (ATP, ADP), respectivamente. 

Luego, se dividirían los receptores P2 en 2 grupos, P2X y P2Y (Burnstock, 2012). 

Sin embargo, no fue hasta principios de la década de 1990 que los primeros receptores 

purinérgicos fueron clonados y caracterizados (Lustig y col., 1993; Webb y col., 1993; 

Brake y col., 1994; Valera y col., 1994). Al día de hoy, se ha demostrado la existencia 

de 4 subtipos de receptores P1 (A1, A2A, A2B y A3), y 2 subfamilias de receptores P2, 

P2X (ionotrópicos) y P2Y (metabotrópicos), los cuales, a su vez, se subdividen en 7 

(P2X1,2,3,4,5,6 y 7) y 8 subtipos (P2Y1,2,4,6,11,12,13 y 14), respectivamente. 

http://gmein.uib.es/moleculas/ATP/ATPjmol.html
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Figura 6. Esquema de los distintos receptores purinérgicos y sus agonistas. 

 

Desde un punto de vista estructural y funcional, los receptores P1 y P2Y son proteínas 

con siete dominios transmembrana, y se encuentran acoplados a proteína G. En cambio, 

los receptores P2X son canales iónicos (Burnstock, 2007; 2012). 

En lo concerniente a su distribución y localización, la expresión de receptores P ha sido 

demostrada en la mayoría de las células y tejidos del cuerpo humano (Burnstock y 

Knight, 2004) 

 

Receptores P1 
 

Se han descripto 4 receptores purinérgicos P1, A1, A2A, A2B y A3 (Rabadi y Lee, 2015). 

Todos pertenecen a la familia de Receptores Acoplados a Proteína G (GPCR) y son 

activados exclusivamente por Adenosina. Los receptores A1 y A3 señalizan mediante 

una subunidad Gi, la cual provoca inhibición de Adenilato Ciclasa (AC). Por otro lado, la 

activación de los subtipos A2A y A2B resulta en aumento de AMP cíclico por activación 

de una subunidad Gs que estimula a AC (Hasko y col., 2008; Vallon y Osswald, 2009). 

Dado que en la presente Tesis se emplearon nucleótidos como agonistas, los 

purinoceptores P1 no fueron estudiados. 
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Figura 7: Esquema representativo de receptores P1 y sus principales vías de 

señalización. 

 

Receptores P2Y 

 
Los receptores P2Y pertenecen a la familia de GPCR (Burnstock y Kennedy, 1985), 

específicamente a la clase A, rama δ (Fredriksson y col., 2003; Lagerstrom y Schioth, 

2008). Como cualquier receptor de esta familia, presentan siete dominios 

transmembrana, conectados por tres segmentos intracelulares y tres extracelulares 

(Zhang y col., 2014). Cuatro residuos cisteína forman dos puentes de hidrógeno en la 

zona extracelular, uno entre el dominio N-terminal y el segmento extracelular 3, y el otro 

entre los dos segmentos restantes (Hoffmann y col., 1999; Algaier y col., 2008). Las 

zonas involucradas en el reconocimiento de ligandos se encontrarían en los segmentos 

transmembrana 3, 6 y 7 (von Kügelgen y Harden, 2011; Coster y col., 2012). 

Los receptores P2Y son capaces de formar homo- y heterodímeros (Milligan, 2009; 

Albizu y col., 2010; Suzuki y col., 2006).  Más aun, existe evidencia de que pueden 

formar grandes agregados oligoméricos con distintos tipos de receptores (GPCRs, 

canales iónicos, RTK, receptores de hormonas esteroideas), modulando la actividad y/o 

expresión de éstos (Bilbao y col., 2011). 

Existen 8 subtipos en seres humanos, los cuales se expresan en casi todas las células 

y tejidos (P2Y1, 2, 4, 6, 11, 12,13 y 14), pero además se encuentran en numerosas 

especies animales (Dranoff y col., 2000). Vale aclarar que el gen del receptor P2Y11 no 

   AC 

Gi Gs 

ATP 

 

                 

                  AMPc 
 

Gi Gs 

A1        A3                                                             A2a        A2b 
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se encuentra en roedores (ratones, ratas), y la variante canina tiene un 70% de 

homología con el receptor humano (Qi y col., 2001; Torres y col., 2002). 

Respecto de sus características estructurales, farmacológicas y transductoras, los 

purinoceptores P2Y se subdividen en 2 grupos (Abbracchio y col., 2006). El primero está 

formado por P2Y1, 2, 4, 6 y 11. Estos receptores se unen a proteínas Gq, con la 

consecuente activación de fosfolipasa C (PLC) y aumento en la hidrólisis de inositoles 

fosfato y movilización intracelular de Calcio desde reservorios internos (Henderson y 

col., 1995; Tokuyama y col., 1995; Janssens y col., 1996; Leon y col., 1996; Chhatriwala 

y col., 2004; Waldo y Harden, 2004; Lustig y col., 1993; Parr y col., 1994; Lazarowski y 

col., 1995). El receptor P2Y11, además, puede activar Adenilato Ciclasa (AC), vía 

proteínas Gs (Communi y col., 1997; Qi y col., 2001; Zambon y col., 2001; Meis y col., 

2010). Por su parte, el segundo grupo, conocido como subfamilia del receptor P2Y12 

(conformado por P2Y12, 13 y 14), se acopla a proteínas Gi, conduciendo a la inhibición 

de AC o a la regulación de la actividad de canales iónicos (Foster y col., 2001; Hollopeter 

y col., 2001; Takasaki y col.,  2001; Chhatriwala y col., 2004; Communi y col., 2001; 

Marteau y col., 2003; Fumagalli y col., 2004; Freeman y col., 2001; Ko y col., 2007; 

Fricks y col., 2009; Das y col., 2010; Gao y col., 2010). 

Los receptores del grupo P2Y son activados de manera selectiva por cinco ligandos 

naturales (ATP, ADP, UTP, UDP y UDP-Glucosa), regulando la concentración 

intracelular de distintos segundos mensajeros, como muestra la figura 8. 

 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8: Esquema representativo de receptores P2Y y sus principales vías de 

señalización. 
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Figura 9: Estructura cristalina de P2Y1 (en complejo con antagonista).  

Tomada de: https://sites.google.com/a/unicam.it/diego-dal-ben/activities-and 

collaborations/purinergic-receptor-tour. 

 

 

Rol fisiológico de los receptores P2Y 

 

Existe mucha información respecto del rol fisiológico de los receptores P2Y. 

El purinoceptor P2Y1 estaría involucrado en el proceso de agregación plaquetaria 

(Fabre y col., 1999; Leon y col., 1999), la inflamación vascular (Zerr y col., 2011), el 

control del peso corporal y los niveles sanguíneos de glucosa (Laplante y col., 2010), la 

sensación de dolor (Malin y Molliver, 2010), la formación ósea (Orriss y col., 2011a), etc. 

Por su parte, el receptor P2Y2 regularía el transporte iónico en la mayoría de los tejidos 

epiteliales (Leipziger, 2003), la agregación y auto-organización de células salivares (El-

Sayed y col., 2014), la vasodilatación (Rieg y col., 2011), la migración de células 

dendríticas, eosinófilos y neutrófilos (Cicko y col., 2010; Müller y col., 2010), la 

fagocitosis por células de la microglía (Kim y col., 2012), etc. Se ha reportado 

participación de P2Y4 en la función del epitelio intestinal (Robaye y col., 2003; Ghanem 

y col., 2005), y a nivel endotelial y cardíaco (Horckmans y col., 2012a, 2012b). Al 

receptor P2Y6 se le adjudica capacidad regulatoria de la contracción vascular (Malmsjo 

y col., 2003; Mitchell y col., 2012), de la secreción epitelial de Cloruros (Lazarowski y 

col., 2001; Leipziger, 2003), de la resorción ósea (Orriss y col.,  2011a, 2011b), de la 

absorción de glucosa por adipocitos y miocitos (Balasubramanian y col., 2014), de la 

fagocitosis y liberación de Óxido Nítrico, la apoptosis de astrocitos (Koizumi y col., 2007, 

2013; Quintas y col., 2014), y la activación de células T (Giannattasio y col., 2011), etc. 

https://sites.google.com/a/unicam.it/diego-dal-ben/activities-and%20collaborations/purinergic-receptor-tour
https://sites.google.com/a/unicam.it/diego-dal-ben/activities-and%20collaborations/purinergic-receptor-tour
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El receptor P2Y11 tendría un rol en la diferenciación de granulocitos, la maduración de 

células dendríticas y la quimiotaxis de neutrófilos (Wilkin y col., 2001; Alkayed y col., 

2012), así como también en la sensación de dolor (Barragan-Iglesias y col., 2014, 2015). 

En los procesos de agregación plaquetaria (Foster y col., 2001; Andre y col., 2003), 

vasoconstricción (Mitchell y col., 2012), concentración urinaria renal (Zhang Y. y col., 

2015), polarización, migración y extensión de procesos microgliales (Haynes y col., 

2006), actividad osteoblástica (Su y col., 2012), entre otros, se ha informado de 

participación del receptor P2Y12. Por su parte, el purinoceptor P2Y13 estaría 

involucrado en la degranulación de mastocitos (Gao y col., 2010), en la regulación de la 

masa ósea (Blom y col., 2010; Orriss y col., 2011a; Wang y col., 2014), en el 

metabolismo y transporte de lipoproteínas (Blom y col., 2010; Fabre y col., 2010; 

Lichtenstein y col., 2015), en mecanismos neuroprotectores (Ortega y col., 2011; 

Morente y col., 2014; Voss y col., 2014), etc. Finalmente, el receptor P2Y14 ejercería un 

rol en diversos procesos inflamatorios (Harden y col., 2010; Sesma y col., 2012; Barrett 

y col., 2013; Azroyan y col., 2015), en la senescencia de células de medula ósea (Cho 

y col., 2014), en la liberación de TNFα y MMP-9 (Kinoshita y col., 2013), en el 

metabolismo de la glucosa y la liberación de insulina (Meister y col., 2014). 

 

Fisiopatología y potencial terapéutico de receptores P2Y 

 
Diversas patologías son causadas por mutaciones o alteraciones de la función de los 

purinoceptores P2Y, y su manipulación terapéutica para el tratamiento de distintas 

afecciones está tomando relevancia (Burnstock, 2013, 2014). 

En condiciones patológicas como cistitis intersticial y vejiga neurogénica, el componente 

purinérgico representa un 40% (Burnstock, 2011). También existiría participación del 

ATP en la hipertensión espontánea en ratas (Erlinge y Burnstock, 2008). Además, el 

corazón de ratas con falla cardiaca congestiva mostró aumentos en la expresión de 

P2Y2 (Hou y col., 1999). Alteraciones en la señalización purinérgica podrían estar 

involucradas en situaciones de disfunción eréctil y agrandamiento de próstata (Faria y 

col., 2010; Wen y Xia, 2012). Existen informes de asociación entre el sistema purinérgico 

y desórdenes del sistema nervioso, incluyendo la injuria por accidentes, infartos o 

isquemia, enfermedades neurodegenerativas y trastornos psiquiátricos (Burnstock, 

2007; Burnstock y col., 2011). Los receptores P2Y1 y 2 median la proliferación, 

diferenciación y apoptosis de células tumorales (Shabbir y Burnstock, 2009; White y 

Burnstock, 2006). 

Respecto del potencial terapéutico, la toxina botulínica se emplea en el tratamiento de 

la incontinencia urinaria y actúa bloqueando la liberación de ATP desde nervios 
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parasimpáticos y células uroteliales (MacKenzie y col., 1982; Yoshimura y col., 2008). 

Antagonistas del receptor P2Y12 (Clopidogrel® y análogos) se emplean para tratar 

trombosis e infartos (Gachet, 2006; Ahmad y Storey, 2012). El tratamiento del esperma 

con ATP incrementa la tasa de fertilización in vitro (Rossato y col., 1999). Un agonista 

de receptores P2Y2 se comercializa actualmente para el síndrome de ojo seco, en 

Japón (Mundasad y col., 2001). 

También se evalúan compuestos purinérgicos para el tratamiento de la diabetes 

(Burnstock y Novak, 2013), osteoporosis (Burnstock, 2002; Agrawal y col., 2010), falla 

renal (Vonend y col., 2004; Taylor y col., 2009), desórdenes intestinales (Burnstock, 

2008), HIV/SIDA (Séror y col., 2011; Wagner, 2011; Narayanan y col., 2012), cáncer, 

glaucoma, desprendimiento de retina, retinopatía diabética, tinnitus, defectos del sabor 

(Burnstock, 2006). 

 

 

Receptores P2X 
 

Todos los miembros de la familia de canales iónicos activados por ligando están 

formados por proteínas que contienen dos dominios funcionales: uno extracelular, 

donde se une el ligando, y uno transmembrana (TM), el cual forma el canal propiamente 

dicho (Coddou y col., 2011). Los purinoceptores P2X se encuentran entre los más 

simples de la familia. Diversos estudios (electrofisiología, electroforesis, farmacología) 

han sugerido una naturaleza trimérica para los receptores P2X (Jiang y col., 2003; Ding 

y Sachs, 1999; Nicke y col., 1998 y 2005; Stoop y col., 1999), los cuales han sido 

corroborados mediante técnicas más sofisticadas, como microscopía de fuerza atómica 

(Barrera y col., 2005; Nakazawa y col., 2005) y electrónica (Young y col., 2008). Están 

conformados por subunidades que contienen un dominio extracelular de gran tamaño 

(≈ 280 aminoácidos), dos dominios TM y extremos N- y C- terminales intracelulares, de 

longitud variable (Stojilkovic, 2008). 

En mamíferos se han descripto siete subtipos o subunidades de receptores P2X (1-7), 

así como diversos productos de splicing alternativo (North, 2002). 

Los receptores P2X pueden organizarse como homo- o heterotrímeros. Al momento, se 

han descripto seis heterómeros funcionales: P2X1/2 (Brown y col., 2002; 

Aschrafi y col., 2004), P2X1/4 (Nicke y col., 2005), P2X1/5 (Torres y col., 1998; Haines 

y col., 1999), P2X2/3 (Lewis y col., 1995; Spelta y col., 2002; Jiang y col., 2003), P2X2/6 

(King y col., 2000; Barrera y col., 2007) y P2X4/6 (Le  y col., 1998).  



18 
 

 

El dominio TM 2 parece ejercer un rol fundamental en la función del receptor (Torres y 

col., 1999; Duckwitz y col., 2006), el ensamblado y apertura del canal y la selectividad y 

permeabilidad iónicas (Egan y col., 1998; Khakh y Egan, 2005; Samways y Egan, 2007).  

Estos canales conductores de Ca2+, que también permiten el influjo de Na+ y el eflujo de 

K+, se han encontrado en muchas especies, desde organismos unicelulares hasta seres 

humanos (Fountain y Burnstock, 2009), siendo el más simple el alga verde 

Ostreococcus tauri (Fountain y col., 2008). 

El agonista nativo de los receptores P2X es el ATP. Otros nucleótidos endógenos, como 

UTP, UDP y UDP-glucosa no presentan actividad (Jacobson y col., 2006). 

Respecto de su expresión, P2X2, 4 y 6 predominan en sistema nervioso central. Los 

receptores P2X4 y 7 son abundantes en tejidos glandulares y células inmunes. Por su 

parte, la distribución de P2X3 se limita a ciertos subgrupos de neuronas involucradas en 

la sensación de sabor, el llenado vesical, barorecepción y dolor (North, 2002; Khakh y 

col., 2012). 

 

 

 

 

Figura 10. Esquema representativo de receptores P2X. Adaptado de:  

https://www.analesranf.com/index.php/mono/article/viewFile/909/877 (Miras Portugal y 

Gualix, 2009) 

 
  

Subunidad de 

canal P2X 

Canal P2X 

https://www.analesranf.com/index.php/mono/article/viewFile/909/877
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Fisiología de receptores P2X 

 

Se han reportado diversos efectos de receptores P2X en varios tejidos y células del 

cuerpo, incluyendo sistema nervioso central y periférico, respiratorio, genitourinario, 

cardiovascular, gastrointestinal e inmune (Surprenant y North, 2009). 

El ATP liberado por el hipotálamo lateral, en ratones, provoca descargas postsinápticas 

(Jo y Role, 2002).  Ratones silenciados para P2X4 exhiben respuestas reducidas ante 

la activación del hipocampo (Sim y col., 2006). La respuesta de astrocitos, ubicados en 

corteza murina, al ATP estaría mediada por activación de un heterómero P2X1/5 (Lalo 

y col., 2008). 

El ATP promovería la liberación presináptica de glutamato, por activación de P2X2 

(Khakh y col., 2003). En cerebelo, se ha informado secreción de GABA mediada por 

receptores P2X (Donato y col., 2008). Sumado a esto, la liberación de hormona 

luteinizante sería consecuencia de la activación de receptores P2X2 y/o P2X4 por ATP, 

a nivel de la pituitaria (Zemkova y col., 2007). 

También se han informado roles para los receptores P2X en los procesos de percepción 

del sabor y el dolor, la audición y la función vesical. El ATP ejerce un rol predominante 

en la percepción del sabor, activando receptores P2X2, P2X3 y P2X2/3 (Finger y col., 

2005; Romanov y col., 2007). Los mismos receptores estarían involucrados en la 

neurotransmisión o neuromodulación de la audición, por ATP (Housley y col., 2002; 

2006). 

Células del cuerpo carotídeo liberan ATP, en respuesta a la hipoxia, el cual activa 

receptores P2X2 y PX2/3 en terminaciones nerviosas aferentes (Rong y col., 2003). El 

receptor P2X3 estaría involucrado en el vaciado vesical (Cockayne y col., 2000; 

Vlaskovska y col., 2001). Los receptores P2X3 (Jarvis y col., 2002; Honore y col., 2002; 

Wirkner y col., 2007), P2X4 (Tsuda y col., 2003) y P2X7 (Chessell y col., 2005; Honore 

y col., 2006) han sido implicados en la percepción del dolor. 

Células endoteliales de vena umbilical (UVECs) humana liberan interleuquina β1 en 

respuesta a la activación de P2X7 (Wilson y col., 2007). Yamamoto y col., 2006 

emplearon un modelo murino que no expresaba el receptor P2X4, y concluyeron que 

este receptor es fundamental para un correcto funcionamiento del endotelio vascular. 

Encontraron que los aumentos en el Calcio y la producción de Óxido Nítrico, inducidos 

por flujo de fluido, y la vasodilatación inducida por ATP eran dependientes de P2X4.  A 

su vez, estos ratones presentaron incrementada presión sanguínea y disminución en la 

concentración plasmática de nitritos y nitratos. Cambios en la forma de las plaquetas se 

producen por activación de P2X1 (Rolf y col., 2001; 2002). 
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El ATP incrementa el movimiento de las cilias en epitelio respiratorio de nariz, tráquea y 

demás vías por activación de receptores P2Y y P2X (Leipziger, 2003; Schwiebert y 

Zsembery, 2003). En el caso del epitelio ciliar del conejo, el involucrado sería un 

heterómero P2X4/7 (Ma y col., 1999; 2006). Por otro lado, también existe control 

purinérgico (ATP y P2X), a nivel de sistema nervioso central, del ritmo respiratorio 

(Spyer y col., 2004; Gourine y col., 2005). 

El receptor P2X1 ejercería un rol principal en el proceso de autorregulación renal, 

mediante el cual el riñón es capaz de mantener tasas constantes de flujo sanguíneo 

renal y filtración glomerular ante cambios de presión arterial (Schnermann y Levine, 

2003). 

Resultados obtenidos por distintos grupos de investigación atribuyen un papel al 

receptor P2X7 en el proceso de fibrosis renal. La activación de éste receptor 

desencadenaría la apoptosis de células mesangiales (Schulze-Lohoff y col., 1998; 

Harada y col., 2000), y aumentos en la liberación de TGFβ, con el consecuente 

incremento en el nivel de fibronectina (Solini y col., 2005). Además, un modelo murino 

que no expresa el receptor P2X7 mostró reducciones significativas en los parámetros 

indicadores de obstrucción ureteral unilateral (Goncalves y col., 2006). 

La estimulación de receptores P2X7, en células ductales de glándula submandibular de 

rata, estimuló la secreción de calicreína (Alzola y col., 1998). Ratones silenciados para 

éste último receptor exhibieron disminuciones en el contenido de potasio salivar (Pochet 

y col., 2007). El peristaltismo de intestino delgado estaría bajo control, al menos en 

parte, de P2X3, como demostraron experiencias in vivo (Bian y col., 2003). 

Se han registrado corrientes de cationes e influjo de Calcio en mastocitos, monocitos, 

macrófagos, microglía y linfocitos T y B, por activación de P2X1, P2X4 y P2X7 

(Burnstock y Knight, 2004). De éste último receptor es del que más información se ha 

recabado respecto de un posible rol en la fisiología del sistema inmune. Experiencias 

tanto in vitro (Ferrari y col., 2006; Di Virgilio, 2007) como in vivo (Solle y col., 2001; 

Chessell y col., 2005; King, 2007) demostraron que P2X7 estaría involucrado en la 

liberación de IL-1β, en macrófagos y microglía. La activación del receptor P2X7 podría 

desencadenar la muerte de bacterias intracelulares, en macrófagos (Placido y col., 

2006). Si bien no se ha podido determinar fehacientemente el mecanismo de acción, la 

participación de enzimas lisosomales es probable (Placido y col., 2006; Saunders y col., 

2003; Fairbairn y col., 2001). Estudios realizados en seres humanos, indicaron que 

ciertos polimorfismos de nucleótido simple en el gen de P2X7 se traducen en proteínas 

no funcionales, por ejemplo en macrófagos derivados de sangre de un grupo de adultos 

Caucásicos (Shemon y col., 2006). 
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Fisiopatología y potencial terapéutico de receptores P2X 

 

La única canalopatía descripta es una mutación con pérdida de función de P2X2, 

causante de problemas de audición en familias chinas (Yan y col., 2013) e italianas 

(Faletra y col., 2014). Más allá de ésta, se han encontrado varias asociaciones débiles 

entre variantes génicas de receptores P2X y enfermedades humanas, 

fundamentalmente para P2X7 (Bartlett y col., 2014; Faletra y col., 2014). 

Aumentos en la expresión de P2X2 fueron reportados en corazón de ratas con falla 

cardiaca congestiva (Hou y col., 1999). Se ha reportado un incrementado nivel de P2X7 

en diabetes, hipertensión, enfermedad poliquística renal y glomerulonefritis (Vonend y 

col., 2004; Taylor y col., 2009). 

La microglía mostró aumentos en la expresión de P2X4, en dolor neuropático (Inoue y 

col., 2004). Los receptores P2X5 y 7 median la proliferación, diferenciación y apoptosis 

de células tumorales (Shabbir y Burnstock, 2009; White y Burnstock, 2006). 

La posibilidad de terapias basadas en la manipulación de la actividad de los receptores 

P2X se está volviendo cada vez más probable.  

Para inflamaciones intestinales se estudia el uso de antagonistas de P2X3 (Yiangou y 

col., 2001). Antagonistas de P2X4 redujeron el dolor neuropático en ratones (Trang y 

Salter, 2012), y los receptores P2X3 y 7 son blancos del tratamiento de la artritis (Al-

Shukaili y col., 2008; Varani y col., 2010). 

 

 
 
Figura 11. Estructura de P2X4. Adaptada de Kawate y col., 2009. 

 



22 
 

 

 
 
Figura 12. Estructura de P2X4 (en complejo con ATP). Tomada de: 

https://sites.google.com/a/unicam.it/diego-dal-ben/activities-and-

collaborations/purinergic-receptor-tour. 

 

Liberación celular de nucleótidos 
 

Como dijimos en un principio, el ATP fue identificado décadas atrás como un potencial 

neurotransmisor, por lo que debía ser liberado por la célula. Si bien se sabía que el 

nucleótido podía llegar al espacio extracelular en situaciones de daño o muerte celular, 

recientemente se han identificado algunos estímulos que provocan su liberación, como 

la perturbación mecánica, hipoxia y algunos agentes (Burnstock, 2014). Para llevar a 

cabo una liberación controlada, se han identificado varios mecanismos. Entre estos, 

pueden mencionarse vesículas de secreción, transportadores ABC, hemicanales de 

conexinas o panexinas, canales de maxi-ion, receptores P2X7 (Burnstock, 2012). Los 

mecanismos de liberación de nucleótidos han sido descriptos detalladamente 

(Lazarowski y col., 2011). 

De manera de darle un fin a la señal purinérgica, la célula puede recapturar las 

moléculas liberadas y, además, expresa enzimas de tipo nucleotidasa (CD39, CD73), 

tanto en su membrana como formas solubles, que hidrolizan el ATP liberado a ADP, 

AMP, adenosina, inosina e hipoxantina (Burnstock, 2014). 

 

https://sites.google.com/a/unicam.it/diego-dal-ben/activities-and-collaborations/purinergic-receptor-tour
https://sites.google.com/a/unicam.it/diego-dal-ben/activities-and-collaborations/purinergic-receptor-tour
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Figura 13. Hidrólisis de nucleótidos por acción de ectoenzimas. Adaptada de: 

Ferrari y col., 2016. 

 

Las primeras acciones identificadas del ATP actuando como molécula de señalización 

extracelular resultaron ser a corto plazo, de efecto rápido, como la neurotransmisión, 

neuromodulación y secreción. Actualmente se sabe que, además, el sistema de 

señalización purinérgico está involucrado en la regulación de la proliferación, 

diferenciación, motilidad y muerte celular, en el desarrollo y la regeneración (Burnstock 

y Knight, 2004; Burnstock y Verkhratsky, 2010) 

Por último, vale la pena remarcar lo antiguo y extendido del sistema de señalización 

purinérgico (Burnstock y Verkhratsky, 2009). Se han encontrado homólogos a los 

purinoceptores mamíferos en invertebrados primitivos, como Dictyostelium y 

Schistosoma, y en el alga verde (Agboh y col., 2004; Fountain y col., 2007, 2008; 

Fountain y Burnstock, 2009). Por otro lado, existen reportes de acciones purinérgicas 

en plantas (Demidchik y col., 2003, 2011; Clark y Roux, 2009). 

 

Rol de receptores purinérgicos en hueso 
 

No fue sino hasta finales de los 1980´, que surgieron las primeras evidencias de la 

existencia de señalización purinérgica en el hueso (Lerner y col., 1987). Las primeras 

experiencias demostraron aumentos en la concentración intracelular de calcio, en 

células óseas, provocados por acción de nucleótidos extracelulares (Kumagai y col, 

1989, 1991; Reimer y Dixon, 1992; Schöfl y col., 1992).  

El rol del sistema de señalización purinérgico en la fisiología ósea también ha sido 

estudiado in vivo, empleándose modelos murinos silenciados para distintos receptores 
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P2 (Orris y col., 2011a). De esta manera, se ha establecido un rol en la regulación de la 

homeostasis ósea para P2X7, P2Y1, 2, 6 y 13. 

Ratones con deleción del gen de P2X7 exhibieron reducción de la masa ósea, con 

disminuciones en el contenido mineral de hueso cortical, en la circunferencia periosteal 

y en parámetros de formación ósea, como la superficie de mineralización y las tasas de 

formación ósea y de aposición de mineral. Al mismo tiempo, mostraron aumentos en el 

número y superficie de osteoclastos (Ke y col., 2003). En otro modelo silenciado para el 

gen de P2X7, Gartland y col., 2003, no registraron cambios en la densidad mineral o el 

volumen óseo trabecular. Sin embargo, informaron aumentos en el grosor cortical. Las 

diferencias pueden ser atribuidas a los métodos para lograr la deleción del gen o a la 

cepa murina empleada en cada caso. 

En el caso de la eliminación del gen de P2Y1, los animales mostraron ligeras 

disminuciones en la densidad y el contenido mineral óseo total, además de reducciones 

en el volumen y número de las trabéculas. Sin embargo, el grosor trabecular y los 

parámetros óseos corticales no mostraron cambios (Orris y col., 2008). 

Ratones que no expresan P2Y2 mostraron incrementos en el contenido mineral óseo 

(Orris y col., 2007) y en el volumen trabecular (Mulryan y col., 2000), en fémur y tibia. 

Otro estudio reportó aumentos en el número y grosor de las trabéculas del fémur, y en 

el volumen cortical de los huesos largos (Orris y col., 2008). 

Los ratones que no expresan el receptor P2Y6, presentaron incrementos en el contenido 

óseo, y el grosor y volumen cortical de los huesos largos. Además, se registraron 

aumentos en la longitud de los huesos largos. No se observaron cambios en los 

parámetros de hueso trabecular. Finalmente, se vieron perjudicadas la formación y 

función de los osteoclastos, y la proliferación y capacidad de mineralización de 

osteoblastos de calvaria (Orris y col., 2010). 

Los ratones silenciados para P2Y13 exhibieron disminuciones significativas en el 

número y volumen de las trabéculas, y un aumentado grosor cortical. Por otro lado, el 

número y la función de osteoblastos y osteoclastos se vieron reducidos (Wang y col., 

2010, 2012). 

 
En la actualidad, ha quedado establecido que la señalización vía nucleótidos 

extracelulares juega un papel importante en la regulación de los procesos de 

proliferación, diferenciación y supervivencia en células óseas (osteoclastos, 

osteoblastos y osteocitos) (Burnstock y col., 2013). 
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Si bien se ha detectado la expresión de múltiples subtipos de purinoceptores en los 

osteoblastos, las vías de señalización activadas y sus consecuencias funcionales no se 

han dilucidado completamente. 

Esta Tesis se enfoca en el rol del sistema purinérgico en la biología del osteoblasto. 

 

Señalización purinérgica en osteoblastos 
 

Los primeros estudios en células osteoblásticas datan de fines de los 80. En éstos, se 

demostró inducción de la formación de AMPc por activación de receptores P1, 

empleando análogos de adenosina (Lerner y col., 1987). Más tarde, los receptores P2 

se verían involucrados en aumentos de la concentración de calcio intracelular y la 

producción de inositol trifosfato (IP3) (Kumagai y col, 1989, 1991). 

Estudios posteriores demostraron la activación de dos subtipos de receptores P2Y (1 y 

2) en células humanas y de rata (Reimer y Dixon, 1992; Schofl y col., 1992; Yu y Ferrier, 

1993). Y en 1995 se evidenció por primera vez la expresión de P2Y2 en osteoblastos 

humanos, mediante hibridación in situ y PCR a tiempo real (Bowler y col., 1995). 

En la actualidad, se ha detectado, tanto a nivel de ARNm como de proteína, la expresión 

de todos los subtipos de receptores P2, en osteoblastos primarios de rata, excepto el 

P2Y11. Por otro lado, en osteoblastos humanos se ha encontrado a P2Y1, 2, 4 y 6, y 

P2X 2, 4, 5, 6 y 7 (Orriss y Arnett, 2012). Los primeros subtipos encontrados fueron 

P2X2 y 5, seguidos por P2X1, 3, 4 y 6. El último en ser detectado (P2X7) es aquel del 

que más información se tiene respecto de su papel a nivel óseo, y, particularmente, en 

osteoblastos (Gartland, 2012). 

Cabe aclarar que la expresión de los distintos subtipos de receptores P2 en células 

osteoblásticas ha mostrado variaciones con respecto a la especie, tipo de cultivo 

(primario o línea celular), y estadío de diferenciación celular (Yu y Ferrier, 1993; Dixon 

y col., 1997; Gartland y col., 2012). 

 

Los mecanismos de señalización modulados por la activación de receptores P2 en 

células osteoblásticas, han sido estudiados tanto en cultivos primarios como en líneas 

celulares. En este punto, es mayor la evidencia acumulada acerca de los receptores 

P2Y que de P2X. Respecto de los primeros, se ha demostrado que P2Y2 promueve la 

movilización de calcio intracelular, la activación de diversas quinasas, como PKC, 

MAPK, JNK, p38, PI3K/Akt, favorece el influjo de calcio activado por estrés mecánico, 

etc (Katz y col., 2006, 2008; 2011; Ayala-Peña y col., 2013; Qi y col., 2009). Factores de 

transcripción (c-Fos, Runx2, NF-κB) han mostrado ser incrementados por estimulación 

de receptores P2Y1 y P2Y2 (Buckley y col., 2001; Bowler y col., 1999; Costessi y col., 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ferrier%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8344428
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2005; Qi y col., 2009). Además, se ha reportado activación por ATP de PLD, a través de 

la estimulación del complejo Calcio-Calmodulina (Suzuki y col., 1995), y de EGR1, 

mediante activación de PKC (Pines y col., 2003). 

Es escasa aun la información respecto de los receptores P2X, siendo la excepción el 

P2X7, el cual ha sido asociado con activación de ERK (Okumura y col., 2008; Liu y col., 

2008), y estimulación de PLD y PLA2 conduciendo a la producción de LPA (Panupinthu 

y col., 2008). Sumado a esto, se ha reportado que la activación de factores de 

transcripción, como NF-κB (Genetos y col., 2011) y c-fos (Rumney y col., 2010) 

resultaron dependientes de P2X7. Henriksen y col., 2006, informaron que este mismo 

receptor está involucrado en la propagación de ondas de Calcio, en osteoblastos 

maduros. Respecto del resto de purinoceptores P2X, se ha recabado poca información 

respecto de su rol en la biología del osteoblasto. Orriss y col, 2006, observaron cambios 

en la concentración intracelular de Calcio, luego del tratamiento de un cultivo primario 

de calvaria de rata con agonistas selectivos de los receptores P2X1, 2, 3 y 5, lo que 

indica presencia de receptores funcionales en el modelo celular mencionado. 

 

Estas vías de señalización, moduladas por los receptores P han mostrado regular la 

proliferación, diferenciación, función, expresión génica y señalización intracelular de los 

osteoblastos (Burnstock, 2016). 

 

 

Figura 14. Procesos celulares regulados por el sistema de señalización 

purinérgico y mecanismos de acción. Tomada de: Burnstock, 2016. 
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Regulación de la migración de osteoblastos por receptores purinérgicos 

 

Luego de un trauma, las células dañadas liberan su contenido al espacio extracelular. 

Entre los componentes liberados se encuentran diversos nucleótidos (ATP, UTP), los 

cuales pueden actuar como moléculas de señalización extracelular (Burnstock, 2014). 

En una fractura se genera un trauma en el tejido óseo, con lo cual se inicia un proceso 

de reparación y formación de hueso nuevo. Tres estadios se reconocen en el proceso 

de sanación de fracturas: inflamación, proliferación y remodelación (Oryan y col., 2015). 

En la fase inflamatoria, se forma un coágulo, por activación del sistema plaquetario y de 

la coagulación (Haverstock y Mandracchia, 1998), y aumenta el nivel de mediadores 

pro-inflamatorios (interleuquina-1 (IL-1), IL-6, IL-11, IL-18, Factor de Necrosis Tumoral-

α (TNF-α) (Mountziaris y Mikos, 2008) que actúan como moléculas quimiotácticas, 

atrayendo células del sistema inmune (linfocitos, macrófagos, eosinófilos y neutrófilos) 

(Claes y col., 2012) las cuales se encargan de la remoción de los restos celulares y 

reclutamiento de nuevos vasos sanguíneos y fibroblastos (Hankenson y col., 2015). Las 

plaquetas y estas células inmunes liberan factores quimiotácticos (SDF-1, PDGF y 

bFGF; BMP-2, -5 y -7, TGF-β e IGF) (Oryan y col., 2015; Hankenson y col., 2015), 

responsables del reclutamiento de células osteoprogenitoras que se dividirán y 

diferenciarán en osteoblastos formadores de hueso (LaStayo y col., 2003), de manera 

de reemplazar el tejido perdido. En primer lugar, durante la fase proliferativa, los 

osteoclastos remueven el hueso necrótico (Haverstock y Mandracchia, 1998) y se forma 

un tejido inmaduro por acción de los osteoblastos (Goldhahn y col., 2012). Finalmente, 

en la tercera fase, el hueso inmaduro es reemplazado por un tejido mineralizado que es 

esculpido, por acción de osteoclastos y osteoblastos, hasta recuperar el tamaño, la 

forma y las características biomecánicas del hueso original (Thompson, 2003). 

Los nucleótidos liberados al medio, podrían actuar como moléculas quimiotácticas 

(Bowler y col., 2001; Hoebertz y col., 2003) promotoras de la reparación de la fractura 

ósea. 

La mayor parte de los estudios tendientes a dilucidar un posible rol de nucleótidos 

extracelulares en la migración emplearon cultivos primarios o líneas celulares de 

sistema inmune (Boonen y col., 1991; Elferink y col., 1992; Falzoni y col., 1995; 

Verghese y col., 1996; McCloskey y col., 1999; Salvestrini y col., 2012). Sin embargo, 

también existen estudios en espermatozoides (Bomstein y Steberl, 1959; Shen y col., 

1993), células de músculo liso (Pillois y col., 2002), preadipocitos (Omatsu-Kanbe y col., 

2006), células madre hematopoyéticas (Rossi y col., 2007), carcinoma mamario (Zhou 

y col., 2015) y MSCs (Ferrari y col., 2011). 
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Vale aclarar que al hablar de movilidad celular puede hacerse referencia a migración 

espontánea (quimioquinesis) o a migración dirigida (quimiotaxis) (Devreotes y Zigmond, 

1988; McCloskey y col., 1999).  

 

A la fecha, no existen informes respecto de la regulación de la migración de osteoblastos 

por receptores purinérgicos. Sin embargo, Ferrari y col., 2011, han reportado 

estimulación de la movilidad de células madre mesenquimales humanas por ATP. 

 
 

Regulación de la proliferación de osteoblastos por receptores purinérgicos 

 

En un principio, el foco se encontraba en los efectos de nucleótidos extracelulares a 

corto plazo. Se había establecido un rol regulatorio para el sistema de señalización 

purinérgica en neurotransmisión, neuromodulación y secreción (Burnstock y 

Verkhratsky, 2010). Actualmente, existe abundante evidencia respaldatoria de efectos 

a largo plazo ejercidos por nucleótidos y purinoceptores, en procesos de proliferación, 

diferenciación, motilidad y muerte celular, durante el desarrollo y la regeneración, y en 

situaciones patológicas (Burnstock y Verkhratsky, 2010; Burnstock, 2013; 2014). 

En muchos tipos celulares los nucleótidos, a través de receptores purinérgicos, han 

mostrado regular la proliferación (Glaser y col., 2012). Se reportó que ATP y UTP 

indujeron proliferación de células madre hematopoyéticas (HSC) humanas (Casati y 

col., 2011; Lemoli y col., 2004; Rossi y col., 2007). Además, antagonistas de receptores 

P2 suprimieron la proliferación de precursores neuronales (Lin y col., 2007; Milosevic y 

col., 2006). En el mismo sentido, la activación de P2Y1 y P2Y2 promovió la división de 

queratinocitos (Inoue y col., 2005). Por otro lado, efectos anti-proliferativos se 

observaron en células madre mesenquimales (MSC) donde la aplicación de 

antagonistas de receptores P2 incrementó la división celular (Coppi y col., 2007). 

 
El primer reporte de un efecto mitogénico del ATP en células osteoblásticas data de 

1993 (Suzuki y col., 1993). Desde entonces, la mayor parte de la evidencia recopilada 

ha mostrado que la activación de receptores purinérgicos estimula la proliferación de 

células de tipo osteoblástico (Shimegi, 1996, 1998; Nakamura y col, 2000; Katz y col., 

2008, 2011; Ayala y col., 2013; Syberg y col., 2012; Orriss y col., 2006, 2013; Cutarelli 

y col., 2016).  

Por otro lado, Nakamura y col., 2000, también informaron de disminución de la 

capacidad proliferativa, en células de osteosarcoma humano MG-63 tratadas con 

nucleótidos de uridina (UTP y UDP). 
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Regulación de la diferenciación de osteoblastos por receptores purinérgicos 

  
 
Los osteoblastos derivan de células progenitoras denominadas células madre 

mesenquimales (MSCs) (Grigoriadis y col., 1988). De acuerdo a su carácter 

multipotente, éste tipo celular puede dar origen a diversos linajes celulares, entre los 

que se cuentan adipocitos, fibroblastos, mioblastos, condrocitos y osteoblastos (Aubin, 

2001; Bonab y col., 2006). Las MSCs se ubican en la medula ósea, pero su localización 

exacta es debatida, aunque la evidencia disponible sugiere que se encuentran en los 

espacios perivasculares (Sacchetti y col., 2007; Arvidson y col., 2011). 

La diferenciación de MSCs en osteoblastos es un proceso complejo y altamente 

regulado, que puede ser dividido en cuatro estadios consecutivos: 1) compromiso de 

MSCs a linaje osteogénico; 2) etapa proliferativa; 3) diferenciación a osteoblasto y 

producción de matriz extracelular; 4) mineralización de la matriz (Taipaleenmäki y col., 

2012). En cada una de estas cuatro etapas, actúan y se expresan distintos factores y 

genes específicos. En primer lugar, bajo la influencia de proteínas morfogenéticas 

óseas, las MSCs se diferencian en células osteoprogenitoras. En el estadio proliferativo, 

éstas últimas sintetizan las histonas y demás proteínas necesarias para mantener un 

alto ritmo de división celular, y expresan Factor de Transcripción Relacionado a Runt-2 

(Runx2) y Osterix (Osx) (Komori y col., 1997; Nakashima y col., 2002). En la siguiente 

etapa, las células osteoprogenitoras comienzan a expresar marcadores tempranos de 

diferenciación osteoblástica, como Fosfatasa alcalina (FAL) y Colágeno tipo I (Col1) 

(Aubin y col., 1995), convirtiéndose en pre-osteoblastos u osteoblastos inmaduros. Por 

último, para la mineralización de la matriz, osteoblastos completamente maduros 

expresan Osteocalcina (OCN) (Sims y col., 1997) y Sialoproteína ósea (BSP) (Aubin, 

2001), entre otras. En este punto, las células quedan atrapadas en cavidades dentro de 

la matriz mineralizada y se diferencian en osteocitos (Oreffo y col., 2005). 
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Figura 15: Señales moleculares que desempeñan un papel clave en la 

diferenciación y activación osteoblástica (Arboleya y Santos Castañeda, 2013). 

 

Respecto del rol de los nucleótidos extracelulares en la función y diferenciación de 

osteoblastos, los resultados obtenidos in vitro resultan contradictorios. 

Por un lado, los efectos ejercidos por nucleótidos extracelulares parecen ser anti-

osteogénicos, observándose disminución en la expresión de genes marcadores de 

maduración y diferenciación osteoblástica (Orris y col., 2007; Li y col., 2015), y en la 

actividad FAL (Orris y col., 2007; Rodrigues-Ribeiro y col., 2015), e inhibición de la 

mineralización (Jones y col., 1997; Hoebertz y col., 2002; Orriss y col., 2006; 2007; 2012; 

2014). 

Por el contrario, también se han reportado aumentos en parámetros determinantes de 

función y diferenciación osteoblástica por activación de receptores P2. Estos 

incrementos se evidenciaron a nivel de la expresión génica (Cutarelli y col., 2016; 

Rodrigues-Ribeiro y col, 2015; Panupinthu y col., 2008; Biver y col., 2013; Ayala y col., 

2013), actividad enzimática de FAL (Noronha-Matos y col., 2012; 2014; Rodrigues-

Ribeiro y col, 2015; Cutarelli y col., 2016; Sun y col., 2013; Ayala y col., 2013; Katz y 

col., 2011; Syberg y col., 2012) y deposición de Calcio (Ayala y col., 2013; Sun y col., 

2013; Panupinthu y col., 2008; Nakano y col., 2007). 

 

Mecanismos de liberación de nucleótidos en osteoblastos 
 

Para poder actuar como molécula de señalización extracelular, el ATP (y demás 

nucleótidos) deben ser liberados al medio. Es sabido desde hace tiempo que el ATP es 

liberado de terminales nerviosas para actuar como neurotransmisor, pero no se ha 
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descripto, a la fecha, liberación de ATP por parte de neuronas en las proximidades del 

hueso. De manera que los nucleótidos que actúen en esa zona deben ser liberados por 

células residentes en el área, desde reservorios internos, donde la concentración 

citoplasmática de ATP se encuentra en el rango de 1-5 mmol/L (Gartland y col., 2012). 

Esta liberación puede deberse a daño celular o ser controlada. Todas las células son 

capaces de liberar ATP luego de un trauma (Gartland y col., 2012). Por otro lado, en 

2001 se demostró, por primera vez, liberación controlada de ATP por parte de 

osteoblastos humanos, alcanzándose concentraciones en el rango nanomolar 

(Romanello y col., 2001) (sin embargo, este valor debe ser menor al real, dado que la 

concentración de ATP en las cercanías de la membrana celular debe ser mayor que en 

la zona donde se mide, como se demostró en un experimento utilizando plaquetas, 

donde la concentración de ATP en la superficie de las mismas alcanzó el rango 

micromolar) (Burnstock y col., 2013). Desde entonces, se han reportado numerosos 

ejemplos de este fenómeno. Los estudios llevados a cabo han intentado dilucidar los 

estímulos necesarios para la liberación controlada de nucleótidos y los mecanismos 

mediante los cuales se llevan a cabo. 

Respecto de los estímulos, se ha observado liberación inducida por hipoxia (Orriss y 

col., 2009), estrés mecánico (Hecht y col., 2013), flujo de fluido (Romanello y col., 2001; 

Genetos y col., 2005), bisfosfonatos (Romanello y col., 2006) y ultrasonido (Hayton y 

col., 2005; Alvarenga y col., 2010) 

En cuanto a los mecanismos, la evidencia disponible indica que el más importante sería 

la exocitosis vesicular (Genetos y col., 2005; Romanello y col., 2005; Gartland y col., 

2006; Orriss y col., 2009). Empleando osteoblastos humanos, murinos y de rata, se ha 

logrado bloquear la liberación de ATP, inducida por estímulos mecánicos e hipoxia, con 

inhibidores de la formación de vesículas como Brefeldin A, Monensin y NEM (N-

etilmaleimida) (Gartland y col., 2012).  

Además, existen reportes de liberación de ATP mediada por panexinas (Thi y col., 

2012), canales de maxi-anión (Sabirov y Okada, 2009), el purinoceptor P2X7 (Brandao-

Burch y col., 2012) y la proteína de andamiaje Ahnak (Shao y col., 2008). 

También se ha demostrado que la cantidad de ATP liberado por osteoblastos es 

dependiente del estadio de diferenciación, siendo mayor en el caso de células más 

maduras (Orriss y col., 2009). 

También existiría un límite superior para la liberación de ATP (Gartland y col., 2012). 
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Glicógeno sintasa quinasa 
 

La glicógeno sintasa quinasa 3 (GSK3) es una proteína con actividad quinasa de serina-

treonina, identificada originalmente como una enzima capaz de inactivar, por 

fosforilación, a la glicógeno sintasa (Embi y col., 1980; Woodgett y Cohen, 1984). Luego 

de varios años, se descubrió que no solo interviene en el metabolismo del glucógeno, 

sino que cumple un rol regulador en muchas otras vías de señalización. Ahora se sabe 

que GSK3 participa en la respuesta a la activación de receptores con actividad tirosina-

quinasa, como los receptores de insulina, factores de crecimiento, neurotrofinas, y de 

receptores acoplados a proteínas G, como los receptores de glicoproteínas Wnt 

(wingless, receptores de la familia Frizzled) (Cheon y col., 2004; Lee y col., 2010; Pai y 

col., 2008; Playford y col., 2000; Satyamoorthy y col., 2001; Woodgett, 2003). Además, 

está involucrada en la regulación de la actividad de diversos factores de transcripción, 

de manera que, en última instancia, controla la expresión génica. Así, la actividad de 

esta quinasa regula muchas funciones tanto a nivel celular (supervivencia, proliferación) 

como del organismo (humor, cognición) (Grimes y Jope, 2001). 

Existen 2 isoformas de GSK3 en mamíferos, altamente homólogas en el dominio 

quinasa y codificadas por genes distintos, llamadas GSK3α, de 51 kDa, y GSK3β, de 47 

kDa (Woodgett, 1990; 1991). 

Esta quinasa (y homólogos) es ubicua en el mundo eucariota (Plyte y col., 1992; Doble 

y Woodgett, 2003), y se expresa en todos los tejidos, siendo particularmente abundante 

en cerebro (Woodgett, 1990). 

Esta enzima presenta características un tanto particulares. A diferencia de muchas otras 

quinasas, que deben ser fosforiladas para su activación, se encuentra constitutivamente 

activa, y la fosforilación, en un residuo de Serina (Ser 9, en caso de GSK3β, o Ser 21, 

en caso de GSK3α) por las quinasas Akt, PKA, PKC, entre otras, resulta en su inhibición 

(Cross y col., 1995; Fang y col., 2000; Stambolic y Woodgett, 1994; Frame y col., 2001). 

Respecto de sus sustratos, de los cuales existen más de 40 (Jope y Johnson, 2004), 

muchos de éstos deben ser previamente fosforilados por una quinasa cebadora, antes 

de que GSK3 pueda actuar sobre ellos (DePaoli-Roach, 1984; Fiol y col., 1988). Esta 

fosforilación “jerárquica” describe un complejo mecanismo de regulación, donde al 

menos 2 enzimas son necesarias para fosforilar el sustrato en residuos específicos, en 

un orden determinado (Grimes y Jope, 2001). Sin embargo, no todos los sustratos 

necesitan ser cebados o prefosforilados (Fiol y col., 1988). 

Como se mencionara anteriormente, GSK3 es blanco de quinasas que, de acuerdo al 

residuo fosforilado, pueden inhibirla o activarla. La fosforilación en Ser 9/21, ubicada en 

la región N-terminal, actúa como un pseudo-sustrato que ocupa el sitio catalítico e 
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impide el ingreso del sustrato, resultando en la inactivación de la enzima (una inhibición 

de tipo competitivo) (Doble y Woodgett, 2003). Existen numerosas cascadas celulares 

que inhiben a GSK-3 por fosforilación en Ser 9/21. La más relevante es la vía de la 

fosfatidil inositol 3 quinasa/proteína quinasa B, también llamada Akt (PI3K/Akt) (Cohen 

y Frame, 2001). En cambio, la fosforilación en tirosina (Tyr216, en caso de GSK3β, o 

Tyr279, en caso de GSK3α) conduce a un aumento de su actividad quinasa. Sin 

embargo, esta fosforilación no es un requisito para la actividad catalítica de GSK3. Se 

han propuesto diferentes mecanismos para la fosforilación de este residuo, algunos 

involucran a las quinasas de tirosina zak 1, Fyn o PYK2 (Kim y col., 1999; Hartigan y 

col., 2001; Lesort y col., 1999). Aunque la hipótesis más fuerte es la de autofosforilación 

(Cole y col., 2004). 

Dado el amplio repertorio de sustratos blanco de GSK3 y, en consecuencia, la gran 

cantidad de funciones celulares bajo su control, la regulación de su actividad debe ser 

muy “fina”. Para esto, se han descripto cuatro mecanismos. Uno es el estado de 

fosforilación de la enzima, que puede resultar en activación o inhibición. La pre-

fosforilación del sustrato para su reconocimiento representa otro estadio de regulación 

de la actividad enzimática. Sumado a esto, se ha evidenciado que proteínas de unión 

impiden que la enzima actúe sobre sustratos indeseados dirigiéndola a los blancos 

apropiados (Jope y Johnson, 2004). Por último, se ha reportado que la ubicación 

subcelular de GSK3 puede ser controlada, regulando su acumulación en los sitios donde 

es requerida (Bijur y Jope, 2001; 2003; Watcharasit y col., 2002). Respecto de esto 

último, se demostró que la proteína GBP está involucrada en la exportación nuclear de 

GSK3 (Franca-Koh y col., 2002). 

GSK3 participa, entre otras, en la vía de señalización canónica de Wnt o de Wnt/beta-

catenina. En ésta, la quinasa cumple un rol inhibidor. Formando parte de un complejo, 

junto con Axin, APC y CK1, se encarga de fosforilar a beta-catenina, marcándola para 

ubiquitinación y posterior degradación en proteosomas. Asimismo, también son blanco 

de GSK3 sus compañeras Axin (Ikeda y col., 1998; Jho y col., 1999; Yamamoto y col., 

1999) y APC (Rubinfeld y col., 1996). Al ser fosforiladas, aumenta su capacidad de unión 

a beta-catenina. Por su parte, CK1 actúa como quinasa cebadora de beta-catenina (Amit 

y col., 2002; Hagen y Vidal-Puig, 2002; Yanagawa y col., 2002). Cuando la vía de Wnt 

se activa, el complejo formado por Axin, APC, GSK3 y CK1 es desarticulado y se evita 

la fosforilación y posterior ubiquitinación y proteólisis de beta-catenina. Esta última 

comienza a acumularse en el citoplasma, y se transloca al núcleo, donde, en complejo 

con TCF/LEF, regula la transcripción de ciertos genes (Aktari y col., 2016). 

Independientemente de la vía Wnt, y de relevancia para esta Tesis, se ha reportado 

inhibición de GSK3 asociada a estabilización de β-catenina, por activación de la vía 



34 
 

 

PI3K/Akt a través de receptores acoplados a proteína G (GPCR) (Castellone y col., 

2005; Haq y col., 2003). 

 
 

β-catenina 
 

β-catenina es un miembro de la familia de proteínas Armadillo, cuya función está 

relacionada con su ubicación subcelular. A nivel de membrana plasmática se encuentra 

formando parte de las uniones adherentes, donde participa en la procesos de adhesión 

célula-célula. Por otro lado, la forma citoplásmica es capaz, de acuerdo al contexto, de 

regular la transcripción génica (Larue y Delmas, 2006). La presente Tesis se enfocará 

en la forma citoplásmica. 

La primera vez que se observó activación de β-catenina fue consecuencia de la 

estimulación de la vía de Wnt (Logan y Nusse, 2004). Desde entonces, se han pensado 

ambos procesos como sinónimos. Sin embargo, existen otras vías o estímulos para la 

activación de β-catenina. Entre estos, se puede mencionar a receptores tirosina quinasa 

(EGFR, IGF1R, FGFR y VEGFR), proteínas que interactúan con β-catenina (PTEN, 

Caveolina-1, Plakogoblina) (Aktary y col., 2016), PKA (Taurin y col., 2008) y GPCR 

(Shevtsov y col., 2006). 

 

 

 
Figura 16. Mecanismos de activación de β-catenina por GPCR. Tomada de: 

Shevtsov y col., 2006. 
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Regulación de la actividad osteoblástica y homeostasis ósea por GSK3 y rol de beta-

catenina 
 

En la actualidad, a partir del análisis de modelos in vitro e in vivo y estudios 

epidemiológicos, se ha acumulado evidencia a favor de un rol de GSK3 en la regulación 

de la homeostasis ósea. 

La manipulación de la actividad y expresión de GSK3, en células osteoblásticas en 

distintos estadios de maduración y provenientes de distintas especies, ha mostrado 

consecuencias diversas. Una parte de la evidencia experimental disponible muestra que 

la inhibición de la quinasa favorecería la proliferación, diferenciación y función de los 

osteoblastos (Bennett y col., 2005; Kulkarni y col., 2006; Kugimiya y col., 2007; Kumar 

y col., 2015; Clément-Lacroix y col., 2005; Thouverey y Caverzasio, 2015; Watanabe y 

col., 2012). 

Por otro lado, existen reportes donde la inhibición de GSK3 mostró disminuir la 

osteogénesis (Li y col., 2011; Kapadia y col., 2005; Yoshida y col., 2012; van der Horst 

y col., 2005) 

 

Respecto de la evidencia obtenida de experiencias in vivo, Clément-Lacroix y col., 2005, 

observaron, en tres modelos murinos con fenotipo de osteoporosis, que luego de 4 

semanas de tratamiento con LiCl (inhibidor de GSK3) vía oral, los animales presentaron 

incrementos en la masa ósea, con aumento del volumen óseo, el número y grosor de 

las trabéculas, la cantidad de osteoblastos y el porcentaje de superficie mineralizada.  

Otro estudio, donde se evaluó el impacto de drogas psicotrópicas en ratones 

inmovilizados, también demostró efectos anabólicos a nivel óseo por parte del Litio, el 

cual fue administrado, durante 4 semanas. Los ratones exhibieron aumentos en la 

densidad mineral y en la formación ósea, a pesar de no soportar cargas. Es decir que el 

Litio ejerció un efecto anabólico, aun en ausencia de estimulación mecánica (Warden y 

col., 2010). 

En un modelo de fractura de fémur, Loiselle y col., 2013, demostraron que la inhibición 

de GSK3β, por LiCl, provocó aumentos en el volumen óseo y logró restablecer 

propiedades biomecánicas perdidas. En el mismo sentido, la administración de LiCl 

logró restaurar el fenotipo de ratones transgénicos para Sfrp4 (antagonista de la vía 

Wnt), los cuales presentan disminuida masa ósea (Nakanishi y col., 2008). 

Un inhibidor selectivo de GSK3, AR28, incrementó el número de osteoblastos y, con 

esto, la cantidad y el grosor de la trabéculas y el volumen óseo, luego de 14 días de 

tratamiento. Además, reportaron incrementos en las tasas de formación ósea y de 

aposición de mineral (Gambardella y col., 2011). 
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En lo concerniente a los efectos del Litio en el tejido óseo, en seres humanos, se han 

realizado variados estudios epidemiológicos. 

Un estudio llevado a cabo en una población iraní determinó marcadores séricos de 

recambio óseo y la densidad mineral ósea (BMD) en espina lumbar, cuello femoral, 

trocánter y triangulo de Ward, en pacientes tratados con Litio, durante por lo menos 1 

año. Los valores séricos de FAL, OCN y telopéptido-C fueron significativamente 

menores en los pacientes que en los individuos control. Al contrario, los valores de BMD 

en cuello femoral, trocánter y espina lumbar estaban aumentados en el grupo bajo 

tratamiento (Zamani y col., 2009). 

Otro artículo recopiló información de los casos de fracturas asociadas a osteoporosis en 

personas mayores de 50 años, desde 1996 a 2004, en una provincia de Canadá, 

teniendo en cuenta la medicación que ingerían. Todos los fármacos resultaron 

asociados a un riesgo aumentado de fractura, a excepción del Litio, el cual, al contrario, 

presentó una correlación inversa (Bolton y col., 2008). 

Mak y col., 1998, no encontraron cambios en los niveles séricos de FAL, en 55 pacientes 

chinos tratados durante 2 años con Litio. El mismo resultado arrojó otro estudio realizado 

en 23 pacientes estadounidenses, divididos en 2 grupos de acuerdo a la duración del 

tratamiento (Cohen y col., 1998). Además, no hallaron diferencias en la BMD entre 

ambos grupos ni con la población general. Sin embargo, cuando analizaron la excreción 

urinaria de hidroxiprolina (marcador de recambio óseo) encontraron incrementos 

respecto de los valores normales, aunque no hubo diferencias asociadas a la duración 

del tratamiento. 

Tal vez, el estudio más relevante a la fecha sobre la potencial relación entre el uso de 

Litio y el riesgo de fractura sea el de Wilting y col., 2007. En ese trabajo se analizó la 

historia clínica de 231778 pacientes, que fueron clasificados en tres grupos de acuerdo 

al tiempo desde la última prescripción hasta el comienzo del estudio. Encontraron que 

la ingesta de litio se asocia a un disminuído riesgo de fractura (osteoporótica y de 

cualquier tipo), y el tiempo de inicio del tratamiento es importante. Los usuarios actuales 

mostraron un riesgo significativamente menor, mientras que aquellos que han dejado de 

consumir Litio desde hace un año presentaron un riesgo aumentado, y a mayor tiempo 

de discontinuidad del tratamiento mayor el riesgo de fractura. Curiosamente, 

encontraron incrementos en el riesgo de fractura de fémur/cadera en aquellos que 

alguna vez usaron Litio. Además, reportaron que los pacientes que consumen Litio y, 

simultáneamente, usan otras drogas psicotrópicas presentan reducciones menores en 

el riesgo de fractura que aquellos que solo usan Litio. 
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Vestergaard y col., 2005, también hallaron una asociación entre el uso de Litio y un 

reducido riesgo de fractura, en un estudio que abarcó a 124655 personas. A dosis 

acumuladas bajas, encontraron aumento en el riesgo de cualquier tipo de fractura, 

particularmente a nivel de radio. Sin embargo, una dosis acumulada alta de Litio fue 

asociada a un disminuído riesgo de fractura en general, y de columna y radio en 

particular. Además, registraron reducciones no significativas respecto del riesgo en 

cadera. 

 
Respecto de la importancia de β-catenina en la regulación de la función y diferenciación 

osteoblástica, Glass y col., 2005, produjeron ratones con mutaciones activadoras e 

inactivadoras de β-catenina específicamente en los osteoblastos. Los ratones 

exhibieron fenotipos de aumentada y disminuida masa ósea, respectivamente. Estos 

fenotipos fueron consecuencia, fundamentalmente, de cambios en la resorción ósea, 

debidos a alteraciones en la producción de OPG por parte de los osteoblastos, la cual 

actúa como un regulador negativo de la diferenciación osteoclástica (Simonet y col., 

1997). Se ha mostrado que precursores mesenquimales deficientes en β-catenina no 

logran desarrollarse en células formadoras de hueso, con los consecuentes defectos 

esqueléticos (Chen y Long, 2013; Hu y col., 2005; Day y col., 2005; Hill y col., 2005). 

Por otro lado, la ausencia de la proteína en osteoblastos diferenciados perjudicó su 

maduración y la mineralización (Holmen y col., 2005; Glass y col., 2005) 

Por otro lado, se ha reportado que β-catenina reprimiría la actividad de Runx2, 

inhibiendo la diferenciación osteoblástica (Kahler y Westendorf, 2003). Sin embargo, 

posteriormente se informaron resultados contrarios (Hamidouche y col., 2008) 

 

Nucleótidos extracelulares, receptores purinérgicos y GSK3 
 

Existen muchos informes respecto de interacciones entre el sistema de señalización 

purinérgico y la quinasa GSK3. En particular, se ha descripto a la quinasa como blanco 

de la regulación por receptores P2Y y P2X en células del sistema nervioso, 

fundamentalmente neuronas, donde este eje de señalización promovería, entre otras 

cosas, la supervivencia celular (Miras-Portugal y col., 2015). En este contexto, se ha 

demostrado que la quinasa estaría bajo el control de receptores P2X7 (Diaz-Hernandez 

y col., 2008; Ortega y col., 2009; Ortega y col., 2010) y P2Y13 (Ortega y col., 2008). 

Estos efectos inhibitorios de los receptores P2 sobre la actividad de la quinasa estarían 

mediados por PKC (Neary y Kang, 2006; Ortega y col., 2009) y PI3K/Akt (Ortega y col., 

2008). 
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Figura 17. Adaptada de: Miras-Portugal y col., 2015. 

 

 

 

 

Figura 18. Adaptada de: Ortega y col., 2010. 

 

Más allá de haber sido involucrada en mecanismos de neuroprotección (Miras-Portugal 

y col., 2015), la regulación purinérgica de GSK3 también participaría en la formación de 

procesos neuronales. En este caso, los receptores P2Y1, P2Y13 y P2X7 mostraron 
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regular el estado de fosforilación de la quinasa a través de PI3K/Akt, vía PKC y PKA (del 

Puerto y col., 2011; Diaz-Hernandez y col., 2008). 

 

 

 

Figura 19. Tomada de: del Puerto y col., 2011. 

 

Otro estudio, también en células nerviosas, reportó inhibición de GSK3 por activación 

de P2X7 (Amoroso y col., 2015). 

También existen reportes que describen a la quinasa como blanco de receptores P2 en 

otros sistemas y tejidos. Mastrangelo y col., 2012, trataron células madre pluripotentes 

humanas con ATP y registraron aumentos en la fosforilación de GSK3β. Además, 

informaron que el receptor P2Y1 no estuvo involucrado. 

Contradiciendo los resultados anteriores, donde la activación de purinoceptores condujo 

a inhibición de GSK3, en células de epitelio alveolar se demostraron aumentos en la 

expresión de la forma activa de la quinasa, inducidos por activación de P2X7 con BzATP 

(Guo y col., 2014). 

 
 

Nucleótidos extracelulares, receptores purinérgicos y β-catenina 
 

Luego de muchos años de investigaciones, la evidencia reunida nos permite concluir 

que tanto el sistema de señalización purinérgico como el factor de transcripción β-

catenina (si bien β-catenina también interviene en las adhesiones focales, esto no se 

desarrollará en esta Tesis) se encuentran ampliamente distribuídos y cumplen 

importantes roles en diversos procesos biológicos (Burnstock y Verkhratsky, 2010; 

Logan y Nusse, 2004).  
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En la actualidad, existe poca evidencia de regulación de la expresión y actividad 

transcripcional de β-catenina por nucleótidos extracelulares y receptores purinérgicos. 

Un reporte indicó que la estimulación purinérgica redujo la expresión y función del factor 

de transcripción (Guo y col., 2014). Por otro lado, Ortega y col., 2008, y Taurin y col., 

2008, observaron el efecto contrario. 

 
 

Regulación purinérgica de β-catenina, mediada por GSK3, en células óseas 
 

Como se ha detallado previamente, tanto nucleótidos extracelulares y purinoceptores, 

GSK3, como β-catenina, participan en la regulación de la formación y función óseas 

(Burnstock y col., 2013; Orriss y col., 2011a, b; Gartland y col., 2012; Baron y Kneissel, 

2013; Galli y col., 2012; Glass II y Karsenty, 2007). 

Sin embargo, a la fecha, se ha encontrado un único reporte en el que se describe la 

regulación purinérgica de β-catenina, mediada por GSK3, en células óseas (Grol y col., 

2016). En ese trabajo, se emplearon preosteoblastos murinos MC3T3 y se evaluaron 

los cambios en la localización y actividad transcripcional de β-catenina bajo estimulación 

de diversos agonistas de receptores P2. La activación de P2X7, por BzATP (300 µM), 

indujo aumentos en la fosforilación e inhibición de GSK3, asociados a un incremento en 

la translocación a núcleo de β-catenina pero sin afectar su actividad transcripcional. Por 

otro lado, BzATP potenció la translocación de β-catenina provocada por Wnt3a (control 

positivo), aumentando su rapidez y duración y su actividad transcripcional. 

 

 
 

Figura 20. Tomada de: Grol y col., 2016. 
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Efecto del Calcio extracelular en la formación y función osteoblásticas 
 
Como se mencionara anteriormente, una de las funciones del esqueleto es el 

mantenimiento de la homeostasis de calcio y fosfato, dado que este tejido es el mayor 

reservorio de minerales del cuerpo (Cianferotti y col., 2015). 

Diversos estudios in vitro han mostrado que aumentos en la concentración de calcio 

extracelular son capaces de estimular la síntesis de ADN y la proliferación de 

osteoblastos, así como también la diferenciación en linaje osteogénico, aumentando la 

expresión de marcadores génicos de maduración osteoblástica y la capacidad 

mineralizante de los cultivos (Yamaguchi y col., 1998a; Godwin y Soltoff, 1997; Nakade 

y col., 2001; Sugimoto y col., 1993; Khoshniat y col., 2011; Nakamura y col., 2010; 

Dvorak y col., 2004; González-Vázquez y col., 2014), siendo estos efectos mediados 

por la activación de un GPCR denominado Receptor Sensor de Calcio (CaSR). La 

expresión de este receptor ha sido demostrada en células osteoclásticas (Kameda y 

col., 1998) y  en cultivos primarios y líneas celulares de osteoblastos (Yamaguchi y col., 

1998a; Yamaguchi y col., 1998b; Yamaguchi y col., 2001). Más aun, la existencia del 

CaSR ha sido demostrada in vivo, en tejido esquelético de humanos y ratas (Dvorak y 

Riccardi, 2004; Chang y col., 1999). Además de los estudios en cultivos, se han 

provocado deleciones del gen del CaSR, en modelos murinos, específicamente en 

células osteoblásticas. En estos ratones se observaron defectos severos en el proceso 

de mineralización, disminuída formación ósea, reducción del contenido mineral y el 

volumen de hueso esponjoso y cortical, disminución en la expresión de marcadores de 

linaje osteogénico y aumentos en marcadores de apoptosis, alterada conectividad 

trabecular, resultando en un hueso con menor fuerza y provocando múltiples fracturas 

en estos animales (Chang y col., 2008; Liu y col., 2004; Dvorak-Ewell y col., 2011). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 20. Adaptada de: Marie, 2010. 
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Por lo expuesto, no resulta descabellado pensar en un posible mecanismo de regulación 

purinérgico de la expresión/actividad de β-catenina, involucrando a GSK3, en el 

mantenimiento de la homeostasis del hueso. Por otro lado, no es poco probable que la 

concentración de calcio extracelular ejerza una influencia en la modulación de la 

bioquímica osteoblástica por acción de nucleótidos extracelulares. 
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Hipótesis y Objetivos 
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HIPÓTESIS 
 

Se plantea como hipótesis de trabajo que el ATP extracelular, a través de la activación 

de diferentes receptores P2, modula la migración, proliferación y diferenciación de 

osteoblastos de rata, involucrando la vía PI3K/Akt y GSK3/β-catenina. Además, se 

postula que los efectos ejercidos por los agonistas purinérgicos sobre los osteoblastos 

podrían ser alterados en presencia de una elevada concentración de calcio extracelular. 

 

OBJETIVOS 
 

Dado el marco teórico y experimental planteado, en este trabajo de Tesis Doctoral, se 

propone estudiar la regulación por ATP de la migración, proliferación y diferenciación de 

células calvariales de rata neonata cultivadas in vitro, y evaluar la participación de 

receptores purinérgicos P2, PI3K/Akt y GSK3-β-catenina. Además, evaluar el efecto de 

una elevada concentración de calcio extracelular en la respuesta de las células a la 

estimulación purinérgica. 

 

Para ello los objetivos específicos consistieron en estudiar los efectos del ATP y otros 

agonistas de receptores P2 sobre: 

 

 la migración celular 

 

 el ciclo celular y la proliferación de osteoblastos 

 

 la diferenciación a osteoblastos maduros, evaluando el grado de mineralización 

de los cultivos y los cambios en marcadores de diferenciación, como la actividad 

la enzima fosfatasa alcalina, y expresión de marcadores génicos de 

maduración/diferenciación osteogénicas (Runx2, Osterix, Osteocalcina, 

Colágeno tipo I, Osteopontina, Sialoproteína Ósea, Osteoprotegerina, Proteínas 

Morfogenéticas Óseas (BMPs).  
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 la participación de la vía PI3K/AKT en la respuesta de los osteoblastos a la 

estimulación purinérgica  

 

 la participación de la vía GSK3/β-catenina en la respuesta de los osteoblastos a 

la estimulación purinérgica  

 

 el rol del calcio extracelular en la respuesta de los osteoblastos a la estimulación 

purinérgica 
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Materiales y Métodos 
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MATERIALES Y MÉTODOS 
 
  

Materiales 
 
Medio de cultivo (α-MEM) (Sigma-Aldrich), Nucleótidos (ATPγS, UTP, ADPβS, UDP) 

(Sigma-Aldrich), Antibióticos (penicilina, estreptomicina) (Richet), LiCl (Biopack), 

CaCl2(Biopack), NaCl2(Biopack), KH2PO4 (Anedra), KCl (Anedra), NaHCO3(Anedra), 

Na2HPO4.2H2O (Cicarelli Laboratorios), Ácido ascórbico (Anedra), β-glicerofosfato 

(Sigma-Aldrich), Rojo de Alizarina (RA) (Sigma-Aldrich), Suero Fetal Bovino (SFB) 

(NATOCOR), NaOH (Biopack), Anticuerpo anti-βcatenina (Santa Cruz) y anticuerpo 

secundario conjugado a Alexa Fluor 488 (Santa Cruz) (ambos provistos por la Dra. Paula 

Monje),  Azul de tripano (AT) (Anedra), Acido etilendiaminotetraacético (EDTA) 

(Biopack), Colagenasa (Sigma-Aldrich), Tripsina (Sigma-Aldrich), Primers (Invitrogen), 

Inhibidor de PI3K (Ly294002) (Calbiochem), Ioduro de propidio (IP) (BD Biosciences), 

Kit para determinación de actividad enzimática de Fosfatasa Alcalina (Weiner), Kit para 

extracción de ARN (Biosystems S.A.), Kit para transcripción reversa de ARN a ADNc 

(Invitrogen), mezcla de PCR(Biosystems S.A.). Los demás reactivos (agua destilada, 

alcohol, agua miliq, Violeta cristal, Giemsa, Glutaraldehído, Metanol, Tritón, Hidróxido 

de amonio, HCl) son todos de calidad analítica. 

 

Obtención de células calvariales de rata neonata 
 
Las células de calvaria fueron obtenidas de ratas neonatas, de 1-5 días de vida, por 

decapitación de acuerdo a protocolos descriptos previamente (Ayala y col., 2013). Todos 

los procedimientos se llevaron a cabo siguiendo las normativas de la Guía para el Uso 

y Cuidado de Animales de Laboratorio, publicada por los Institutos Nacionales de Salud 

de Estados Unidos (NIH Publication No. 85-23, revisión 1996), bajo el protocolo número 

012/2014 del Comité Institucional para el Uso y Cuidado y Uso de Animales de 

Experimentación de la Universidad Nacional del Sur, Argentina (CICUAE-UNS). 

Brevemente, los huesitos calvariales se incubaron en PBS 1X conteniendo EDTA 4 mM, 

durante dos periodos de 10 minutos, a 37 ºC, y los sobrenadantes fueron descartados. 

Luego, se recurrió a la digestión del tejido, con PBS-Colagenasa (200 U/ml) por cuatro 

períodos de 15 minutos cada uno. Las células liberadas en la primera digestión fueron 

descartadas, y las procedentes de las siguientes digestiones se colectaron por 

centrifugación y se resuspendieron en α-MEM. La totalidad de células obtenidas, se 

colectó nuevamente por centrifugación, durante 10 minutos a 1500 rpm. A continuación, 

se incubaron en α-MEM suplementado con 15 % suero fetal bovino (SFB), 1 % penicilina 
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y estreptomicina, a 37 ºC en atmósfera humidificada, con 5,5 % de CO2. Luego de 24 

horas, el medio fue reemplazado por α-MEM suplementado con 10 % SFB, 1 % 

penicilina y estreptomicina, hasta alcanzar ≈ 80 % de confluencia (2-3 días). Finalmente, 

las células fueron alicuotadas en criotubos y congeladas en N2 líquido (Morelli y col., 

2011) 

Las células seleccionadas para su expansión y utilización en los distintos 

procedimientos experimentales corresponden a los periodos posteriores del proceso de 

digestión enzimática (2-4), dado que son aquellas las que presentan un fenotipo 

osteoblástico, mientras que las pertenecientes a la primera digestión exhiben 

respuestas típicas de osteoclastos (Bellows y col., 1986; Cortina Ramírez y Calderón 

Salinas, 2004; Kawaguchi y col., 1995) 

 

Cultivo celular y tratamiento 
 
Las células fueron descongeladas y sembradas en cajas de Petri de 10 cm de diámetro, 

dejándolas crecer hasta ≈ 80 % de confluencia. Luego, se sembraron a una densidad 

de 104 células/cm2 y se cultivaron durante 2-3 días en α-MEM suplementado con 10 % 

SFB, 1 % penicilina y estreptomicina, a 37 ºC en atmósfera humidificada, con 5,5 % de 

CO2. Las células utilizadas para los experimentos tienen dos pasajes, siendo el primero 

aquel realizado cuando se congelan, inmediatamente después de su obtención, y el 

segundo una vez descongeladas, cuando son desprendidas y sembradas para realizar 

las determinaciones correspondientes. Debido a que las células derivan de un pasaje 

reciente (segundo), no se encuentran inmortalizadas ni transformadas (Towler y Arnaud, 

2002) 

Al alcanzar un ≈ 80 % de confluencia, las células son deprivadas de suero, sustituyendo 

el medio por α-MEM suplementado con 1 % SFB, 1 % penicilina y estreptomicina (medio 

base, MB), a 37 ºC en atmósfera humidificada, con 5,5 % de CO2, durante 7-18 horas. 

Los tratamientos se llevaron a cabo reemplazando el medio de cultivo por α-MEM 

suplementado con 1 % SFB o medio osteogénico (α-MEM 1 % SFB, Acido Ascorbico 50 

µg/ml y β-glicerofosfato 10 mM), conteniendo los agonistas ATPγ-S, UTP, UDP, ADPβS, 

CaCl2 o el inhibidor de GSK3 LiCl, a las concentraciones y durante los tiempos indicados 

en las figuras. El medio fue renovado cada 2-3 días. 

En los tratamientos realizados en presencia de Ca2+ extracelular, las concentraciones 

indicadas son las agregadas al medio de cultivo, el cual contiene una determinada 

concentración de Calcio (1,35 mM). Por esto, la concentración final de Ca2+ en cada 

condición resulta de la suma de lo agregado (4 mM) y la contenida en el medio (1,35 

mM). Las concentraciones elegidas para realizar los estudios en medio conteniendo 
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Calcio extracelular elevado surgieron de una búsqueda bibliográfica. Además, se ha 

determinado que durante el proceso de resorción ósea las concentraciones locales de 

Ca2+ alcanzan los 40 mmoles/litro (Silver y col., 1988). 

 

Recuento en hemocitómetro 
 
Finalizado el tratamiento, las células se desprendieron con tripsina y resuspendieron en 

α-MEM 10 % SFB. A continuación, se cargó la cámara de Neubauer con la suspensión 

celular y se llevó cabo el conteo en los cuatro cuadrantes externos, de manera de 

obtener el número total de células/ml (T). Para obtener T, se realizó el siguiente cálculo: 

T = sumatoria de células ubicadas en los cuatro cuadrantes x 104 / 4. 

 

Tinción con azul de tripano (AT) 
 
Al final del tratamiento, se retiró el medio y se lavaron las células con PBS 1X. Se 

desprendieron las células con Tripsina, y se resuspendieron con α-MEM 10 %SFB para 

evitar la proteólisis. Finalmente, se mezclaron, en partes iguales, suspensión celular y 

AT 0,4%. 

 

Determinación de viabilidad celular 
 
Finalizado el procedimiento, se llevó a cabo el recuento en cámara de Neubauer, previa 

tinción con AT, como se describe arriba. De manera de obtener T, el número de células 

viables/ml (V) y el número de células muertas/ml (M). Siendo, M = células que 

incorporaron el colorante, V = células que excluyeron el colorante, y T = M + V. Se 

determinó el porcentaje de supervivencia como el resultado de T/V x 100. Todas las 

condiciones experimentales se procesaron por triplicado. 

 

Citometría de flujo 
 
Las células fueron sembradas en cajas de Petri de 10 cm de diámetro y se las cultivó 

hasta 80-90 % de confluencia. Luego, se realizó el tratamiento con los agonistas e 

inhibidores (LY492002 10 μM, inhibidor de PI3K) indicados, en α-MEM suplementado 

con 1 % de SFB. Después, las células fueron desprendidas con tripsina (0,25 % PBS 

1X) y recolectadas por centrifugación. Seguido a esto, las células se resuspendieron y 

se permeabilizaron con etanol 70 %. Finalmente, se recolectaron por centrifugación, y 

fueron resuspendidas para la tinción nuclear con Ioduro de Propidio (IP), a una 

concentración de 2 x 106 células/ml. Las células teñidas se procesaron en un citómetro 

de flujo. Todas las condiciones experimentales se procesaron por triplicado. 
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Actividad Fosfatasa Alcalina (FAL) 
 
La actividad enzimática de FAL fue determinada por método colorimétrico, empleando 

un kit disponible comercialmente (Laboratorios Wiener, Rosario, Argentina). FAL, en un 

medio con pH alcalino (≈ 10), generado por Amino Metil Propanol, libera fenol al 

hidrolizar el sustrato Fenil-fosfato de Sodio. El fenol se combina con una solución de 

reactivo de color (4-Amino-Antipirina y Ferricianuro) y se cuantifica a 520 nm. 

Finalizado el tratamiento, las células se lavaron con PBS 1X y se incubaron con 50 

µl/pocillo de Tritón al 0,2% en PBS 1X, durante 10 minutos a 37 ºC. A continuación, se 

agregaron 250 µl/pocillo del sustrato mencionado anteriormente, seguido de incubación 

durante 10 minutos a 37 ºC. Para frenar la reacción, se adicionaron 1250 µl/pocillo de 

reactivo de color. Simultáneamente, se procesaron un testigo (200 UI/L de Fenol) y un 

blanco. Se midió la absorbancia a 520 nm, y se obtuvo el valor de actividad (en unidades 

internacionales/litro) empleando la siguiente ecuación: FAL (IU/L) = 200 UI/L x (M - B)/(S 

- B). Siendo M = muestra, S = testigo, B = blanco. Todas las condiciones experimentales 

se procesaron por triplicado. 

 

Mineralización (Tinción con RA) 
 
Finalizado el tratamiento, las células fueron lavadas con PBS 1X y se fijaron con 

Glutaraldehído 1%, durante 10 minutos a temperatura ambiente (RT). Luego, las células 

se lavaron con H2O destilada y se incubaron con Rojo de Alizarina (RA) al 2% (pH = 4,1-

4,3), durante 30 minutos, a 37 ºC. A continuación, se retiró el exceso de colorante con 

H2O destilada y se dejaron secar al aire. En este punto, las células se fotografiaron. 

Luego, se agregó NaOH 0,1 N para realizar la cuantificación por medición de la 

absorbancia a 548 nm. Todas las condiciones experimentales se procesaron por 

triplicado. 

 

Extracción de ARN y transcripción reversa 
 
La extracción de ácido ribonucleico y la retrotranscripción de la muestra obtenida, se 

realizaron con kit disponibles comercialmente. 

En el caso de la extracción de ARN, al finalizar el tratamiento se aspira el medio de 

cultivo y se lavan las células con PBS 1X. Luego, se agrega buffer de lisis y se remueve 

el lisado con espátula. La muestra se recoge en una columna de extracción y se 

centrifuga (12000 g, 1 minuto). El eluído se descarta y se agrega buffer de prelavado. 

Nuevamente se centrifuga (12000 g, 1 minuto) y se elimina el eluído. Después, se hacen 

dos lavados consecutivos con buffer de lavado y sus centrifugaciones correspondientes 
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(12000 g, 30 segundos). Este nuevo eluído también debe descartarse y se centrifuga la 

muestra, en seco, durante 2 minutos a 12000 g. La muestra contenida en la columna se 

eluye con H2O libre de nucleasas, centrifugando a 12000 g, 30 segundos. El ARN así 

obtenido se cuantifica por espectrofotometría y se calcula el contenido mediante la 

ecuación: (DO obtenida x 40 ng/ml)/1 DO (260 nm). La muestra puede conservarse a -

70 ºC hasta su procesamiento. En la mayoría de los casos se procesó inmediatamente. 

La muestra de ARN extraída y cuantificada se retrotranscribió a ADNc mediante un kit 

comercial, siguiendo las instrucciones del fabricante. Para esto, se compone una mezcla 

con buffer de reacción, desoxinucleótidos, cebadores, agua libre de nucleasas y 

transcriptasa reversa, que se agrega a la muestra. Luego, la reacción se lleva a cabo en 

termociclador, siendo el programa el siguiente: 25 ºC, 10 minutos; 37 ºC, 120 minutos; 

85 ºC, 5 minutos. A continuación la muestra se utilizó para qRT-PCR o se conservó a    

-20 ºC hasta su procesamiento. 

 

Reacción en cadena de la polimerasa en tiempo real cuantitativa (qRT-PCR) 
 
El ADNc, obtenido por transcripción reversa del ARN extraído, se amplificó por qRT-

PCR, empleándose un kit comercialmente disponible y en termociclador ABI7500 de AB 

(Applied Biosystems). Se preparó una mezcla de reacción con ADNc, sonda SYBR 

green, cebador directo, cebador reverso, colorante pasivo Roxlow y agua libre de 

nucleasas.  

La reacción se realizó de acuerdo a las instrucciones del proveedor, con ciclos de 

desnaturalización a 95 ºC durante 3 segundos y ciclos de apareamiento y extensión a 

60 ºC durante 30 segundos. 

Para la cuantificación se empleó el método 2-∆∆CT (Livak y Schmittgen, 2001). El control 

endógeno utilizado para la normalización de los valores obtenidos fue GAPDH. El valor 

de cada condición control fue definido arbitrariamente como 1. Todas las condiciones 

experimentales se procesaron por triplicado. Los cebadores diseñados para la reacción 

de PCR se listan en tabla. 

 

Gen Cebador(5´ - 3´) 

 Directo Reverso 

GAPDH GGCAAGTTCAACGGCACAGT TGGTGAAGACGCCAGTAGACTC 

Osterix GCTCCAGCCCTCTGCGAGAC GCTGGGTAGGCGTCCCCCAT 

Runx2 CCACAGAGCTATTAAAGTGACAGTG AACAAACTAGGTTTAGAGTCATCAAGC 

Osteocalcina CTGACAAAGCCTTCATGTCCAAGC TCCAAGTCCATTGTTGAGGTAGCG 

Osteopontina TATCAAGGTCATCCCAGTTGCCCA ATCCAGCTGACTTGACTCATGGCT 

Col 1 α 1 TTCACCTACAGCACGCTTGTG TTGGTGGTTTTGTATTCGATGACT 

Sialoproteína Ósea TCCCCACCAGCCAGAAAG TCGTTGCCTATTTGTTCGTATTCTT 

Osteoprotegerina AGCTGGCACACGAGTGATGAA CACATTCGCACACTCGGTTGT 
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BMP3 GGACCCTCCAATCCAACCA AGGTTTGGCCGTATCTACTGACA 

BMP4 CCAAGCGTAGTCCCAAGCAT CGACGGCAGTTCTTATTCTTCTTC 

BMP5 TCCCTTTGATGGCGTTGGT AATCTGCCGGTCAGAAGCAA 

BMP6 CGCTCCGCTCTTCATGCT TGACACCCCATCCTCTTCGT 

BMP7 CCGCTCCAAGACTCCAAAGA GCTGCTGTTTTCTGCCACACT 

 

Inmunofluorescencia 
 
Una vez terminado el tratamiento, se retira el medio de cultivo y se lavan las células con 

PBS 1X. A continuación, se realizó una fijación con metanol puro, durante 20 minutos a 

-20 ºC. Luego, se lavó con PBS 1X, 2-3 veces, y se bloqueó con BSA (5% en PBS 1X), 

durante 45 minutos a temperatura ambiente (RT). Después de otro lavado, se realizó la 

incubación con el anticuerpo primario anti beta-catenina (dilución 1:300), hasta el otro 

día, a 4 ºC. Seguidamente, se lava y recupera el exceso de anticuerpo, y se agrega el 

anticuerpo secundario (dilución 1:300), incubando 1 hora a RT. Se retiró el exceso de 

anticuerpo, con PBS 1X, y se tiñeron los núcleos con IP, a RT durante 15 minutos. 

Finalmente, se lavó el exceso de colorante.  

Todas las condiciones experimentales se procesaron por triplicado. 

 

Ensayo de la herida (migración) 
 
Una vez que las células alcanzaron confluencia ≈90-100%, se realizó una estría (con la 

punta de un tip) en el centro del pocillo y se retiró el medio. Luego se lavó con PBS 1X, 

para retirar restos celulares. Se observó al microscopio la herida realizada, y una vez 

que se confirmó una anchura homogénea y una zona limpia, se procedió a realizar el 

tratamiento correspondiente. 

Finalizado el tratamiento, se practicó una tinción con colorante de Giemsa. Luego, se 

tomaron fotos de cada pocillo en la zona de la herida, con un microscopio invertido. 

Finalmente, se emplearon las fotos para realizar un conteo de las células que invadieron 

la zona de la estría. 

Todas las condiciones experimentales se procesaron por triplicado. 

 

Tinción con colorante de Giemsa 
 
Finalizado el tratamiento, se fijaron las células con metanol durante 5-7 minutos, en 

agitación. Se retiró el alcohol, y se dejó secar al aire. Luego, se procedió a teñir con la 

solución de Giemsa, en agitación, durante 17-20 minutos. Se lavó el exceso de colorante 

con la mezcla de agua, y se dejó secar al aire. 

La solución de Giemsa y la mezcla de agua se prepararon inmediatamente antes de 

realizado el protocolo. La solución de Giemsa se preparó en una proporción de 1 
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volumen de colorante y 20 volúmenes de mezcla de agua. La mezcla de agua se preparó 

con partes iguales de agua corriente y agua destilada. 

 

 

Tinción con IP 
 
Luego de finalizado el tratamiento, se retiró el medio de cultivo y se lavó con PBS 1X. A 

continuación, se realizó una fijación con metanol puro, durante 10 minutos a RT. Se lavó 

el exceso de fijador y se procedió a teñir con IP, durante 15 minutos a RT. Finalmente, 

las células se lavaron y se recuperó el exceso de colorante.  

 

Tinción con Cristal Violeta 
 
Finalizado el tratamiento, las células fueron lavadas con PBS 1X, y fijadas con metanol 

puro, durante 10 minutos a 37 ºC. Luego se eliminó el alcohol con agua destilada y se 

comenzó la tinción con el colorante Cristal Violeta, la cual se realizó durante 30 minutos 

a temperatura ambiente. A continuación, el exceso de colorante fue lavado con agua 

destilada y se tomaron fotos de los cultivos. Finalmente, se realizó una extracción del 

colorante, durante 30 minutos a temperatura ambiente, con Tritón 0,2%. La 

cuantificación espectrofotométrica de los extractos fue llevada a cabo en lector de 

placas, a una longitud de onda de 590 nm. 

 

Análisis estadístico 
 
Los datos fueron analizados mediante el test t-Student. Los valores p menores a 0,05 

fueron considerados estadísticamente significativos. Los resultados cuantitativos fueron 

expresados como promedio ± desvío estándar. 
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RESULTADOS 
 
 

Participación de receptores purinérgicos en la regulación de la migración, de 

células calvariales de rata 
 

Existen varios estudios donde se informan efectos tanto positivos como negativos de 

ATP y otros nucleótidos sobre la migración de diversos tipos celulares (Bomstein y 

Steberl, 1959; Boonen y col., 1991; Elferink y col., 1992; Shen y col., 1993; Pillois y col., 

2002;, Verghese y col., 1996; McCloskey y col., 1999; Omatsu-Kanbe y col., 2006; Rossi 

y col., 2007; Zhou y col., 2015). Sin embargo, a la fecha se ha encontrado solo un reporte 

mostrando un rol regulatorio del sistema de señalización purinérgico sobre la migración 

de células osteoprogenitoras (Ferrari y col., 2011).  

Para evaluar el efecto de nucleótidos extracelulares en la migración de células óseas de 

cultivo primario de calvaria de rata neonata, se empleó el ensayo de la herida (Liang y 

col., 2007). Para ello, luego de producir una estría o “herida” sobre las monocapas 

celulares, se llevó a cabo el tratamiento durante 72 horas con ATPγS o  ADPβS 1, 10 y 

100 µM como se indica en Materiales y Métodos. Como muestra la figura 1, se 

observaron aumentos significativos en la migración celular para los tratamientos con 

ATPγS 1 (197 %), 10 (210 %) y 100 µM (139 %) y ADPβS 10 µM (155 %) con respecto 

al control. Estos resultados sugieren que receptores purinérgicos responsivos a ATPγS 

y en menor magnitud a ADPβS estimulan la migración de las células calvariales de rata.  
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Figura 1: Se realizó una estría sobre las células crecidas en monocapa (≈ 90% 

confluentes). A continuación, se incubaron en αMEM 1% SFB (Control) durante 3 días 

en presencia o ausencia de los agonistas indicados y se determinó la migración según 

se describe en Materiales y Métodos. A) Se muestran valores promedio ± DE del número 

de células en la estría al final del experimento. n = 3 * p < 0,025; ** p < 0,01, vs control. 

B) Se muestran imágenes representativas de 3 experimentos independientes. 

 
 
 
 

Efecto de ATPγ-S sobre la viabilidad de células calvariales de rata, en medio 

base (MB) 

 
 

Para evaluar el efecto del ATP, en la supervivencia de los osteoblastos primarios de 

rata, se incubaron las células en presencia y ausencia de ATPγ-S 10 y 100 µM, en medio 

suplementado con baja concentración de suero (1 %) durante distintos periodos de 

tiempo. Finalizados los tratamientos la viabilidad celular se determinó empleando el 

colorante azul de tripano como se indica en Materiales y Métodos. No se observó 

pérdida de viabilidad en ninguna de las condiciones estudiadas (figura 2). 
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Figura 2: Efecto de ATPγ-S sobre la viabilidad de células calvariales de rata 

neonata. Las células se incubaron en αMEM 1% SFB (Control) en presencia o ausencia 

de ATPγ-S a las concentraciones indicadas, por 24, 48 y 72 h. Luego, se determinó el 

porcentaje de células viables como se describe en Materiales y Métodos. Los datos 

muestran valores promedio ± DE de tres experimentos independientes 

 
 

Efecto de ATPγ-S sobre la proliferación de células calvariales de rata, en MB 
 

Estudios recientes, empleando ensayo de MTT, sugieren que ATP y UTP estimulan la 

proliferación de osteoblastos de rata (Katz y col., 2011). En esta Tesis se estudió el 

efecto de ATPγ-S sobre la proliferación de células calvariales de rata neonata. Para ello, 

las células se trataron con el agonista, a distintas concentraciones, durante diferentes 

periodos de tiempo y a continuación se determinó el número de células mediante 

recuento en hemocitómetro, como se indica en Materiales y Métodos. No se observaron 

cambios significativos respecto del control en las distintas condiciones luego de 24 y 48 

h de tratamiento. Sorpresivamente, luego de 72 horas de exposición a ATPγS 100 µM, 

se registró una brusca caída del número celular (fig. 3). Dado que la viabilidad celular 

no mostró estar afectada bajo estas condiciones, es probable que este resultado sea 

consecuencia de una disminución en la adherencia celular. Sin embargo, este parámetro 

no fue evaluado. 
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Figura 3: efecto de ATPγ-S sobre la proliferación de células calvariales de rata 

neonata. Las células se incubaron en αMEM 1% SFB (Control) en presencia o ausencia 

de ATPγ-S a las concentraciones indicadas, por 24, 48 y 72 h. Luego, se determinó el 

número de células como se describe en Materiales y Métodos. Los datos muestran 

valores promedio ± DE de tres experimentos independientes. * p < 0,001 vs. Control. 

 

Efecto de ATPγ-S sobre la viabilidad de células calvariales de rata, en medio 

osteogénico (MO) 
 
También se llevaron a cabo ensayos de viabilidad, empleando el colorante Azul de 

Tripano, en medio osteogénico (α-MEM 1 % SFB, 50 µg/ml ácido ascórbico, 10 Mm β-

glicerofosfato). Las células fueron incubadas en medio osteogénico durante 24, 48 y 72 

horas en presencia y ausencia de ATPγ-S 10 y 100 μM y durante 7 días en presencia y 

ausencia de ATPγ-S 10 μM. Como muestra la figura 4, no se registraron cambios 

significativos en la viabilidad celular con respecto al control en ninguna de las 

condiciones estudiadas. 
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Figura 4: Efecto de ATPγ-S sobre la viabilidad de células calvariales de rata 

neonata en medio osteogénico. Las células se incubaron en medio osteogénico (α-

MEM 1 % SFB, 50 µg/ml ácido ascórbico, 10 Mm β-glicerofosfato) (Control) en presencia 

o ausencia de ATPγ-S a las concentraciones indicadas, por 24, 48 y 72 h y 7 días. 

Luego, se determinó el porcentaje de células viables como se describe en Materiales y 

Métodos. Los datos muestran valores promedio ± DE de tres experimentos 

independientes. 

 
 

Efecto de ATPγ-S sobre la proliferación de células calvariales de rata, en MO 
 
Se evaluó el efecto del ATP sobre la tasa de crecimiento celular en medio osteogénico. 

Para ello las células se incubaron en medio osteogénico durante 24, 48 y 72 horas en 

presencia y ausencia de ATPγ-S 10 y 100 μM. Finalizado el tratamiento se realizó el 

recuento celular como se indica en materiales y métodos. Como muestra la figura 5, el 

tratamiento con una concentración de agonista 100 μM produjo una disminución, 

significativa con respecto al control, en la cantidad celular a todos los tiempos 

estudiados, mientras que la concentración 10 μM produjo un efecto similar solo a las 48 

h de tratamiento. Dado que la viabilidad celular no se vio afectada, estos datos sugieren 

que el tratamiento con ATPγ-S en un medio osteogénico disminuye la tasa de 

crecimiento celular. 
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Figura 5: Efecto de la estimulación con ATPγ-S sobre el crecimiento de células 

calvariales de rata neonata en medio osteogénico. Las células fueron incubadas en 

medio osteogénico (αMEM 1% SFB, β-glicerofosfato 10 mM y ácido ascórbico 50μg/ml) 

(Control) en presencia o ausencia de ATPγ-S a las concentraciones indicadas, por 24, 

48 y 72 h. A continuación se determinó el número de células según se describe en 

Materiales y Métodos. Los datos muestran el promedio ± DE de tres experimentos 

independientes. * p <0,05, ** p <0,025; *** p <0,005 vs. Control (MO). 

 
 

Efecto de ATPγ-S a nivel del ciclo celular, de células calvariales de rata 
 
Se ha reportado que ATPγ-S (10 μM) estimula el progreso del ciclo celular de 

osteoblastos luego de 16 hs de tratamiento (Ayala y Santillán, 2012). Para corroborar 

estos datos se evaluó, por citometría de flujo, el ciclo celular de las células calvariales 

de rata neonata luego de 16 h de tratamiento en presencia y ausencia de ATPγ-S 10 y 

100 µM como se indica en Materiales y Métodos. Se observó un aumento significativo 

respecto del control, en la cantidad de células que pasaron a fase S del ciclo celular, 

luego de 16 horas de tratamiento con ATPγS 10 y 100 µM (Figura 6). 
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Figura 6: ATPγ-S activa el ciclo celular de células calvariales de rata neonata. Las 

células incubadas en medio αMEM 1% SFB, se trataron con vehículo (Control) o ATPγ-

S (10-100 μM) por 16 h. Luego se procesaron para citometría de flujo como se describe 

en Materiales y Métodos. Los resultados se expresan como porcentaje de células en 

cada estadio del ciclo celular (G0/G1, S y G2/ M). El gráfico muestra valores promedio 

± DE de tres experimentos independientes. * p <0.05 vs. Control.  

 
 

Rol de la vía PI3K/AKT en la activación del ciclo celular por ATP, en células 

calvariales de rata 
 
Datos recientes han demostrado que los nucleótidos ATP y UTP estimulan la 

proliferación de células ROS17/2.8 (células osteoblásticas derivadas de osteosarcoma 

de rata) y de osteoblastos calvariales de rata neonata a través de la vía PI3K/AKT (Katz 

y col., 2011). Con el fin de evaluar si la vía PI3K/Akt participa en el efecto del ATP a 

nivel del ciclo celular, se evaluó el efecto de ATPγ-S en presencia y ausencia del 

inhibidor de PI3K Ly294002 (10 μM). Como se observa en la figura 7 el tratamiento de 

las células con ATPγ-S 10 μM o 100 μM por 16 h., incrementó (26% y 53% 

respectivamente) el número de células que alcanzaron la fase S del ciclo celular. El 

inhibidor de PI3K Ly294002 (10 μM) abolió completamente ese efecto del ATPγ-S (Fig. 

7, A y B). Esos datos sugieren que el ATP estimula la transición de las células de la fase 

G0 a la fase S del ciclo celular y confirma la participación de la vía de señalización de 

PI3K en la acción mitogénica del ATP sobre células calvariales de rata. 

* * 
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Figura 7: ATPγ-S activa el ciclo celular de células calvariales de rata neonata 

involucrando a PI3K. Las células incubadas en medio αMEM 1% SFB, se trataron con 

vehículo (Control) o ATPγ-S (10-100 μM) en presencia o ausencia de Ly294002 (Ly) 10 

uM por 16 h. Luego se procesaron para citometría de flujo como se describe en 

Materiales y Métodos. (A) Los histogramas representan el número de células (Counts) 

vs. Intensidad de fluorescencia (FL2-A). Se muestran gráficos de un experimento 

representativo de tres experimentos independientes. (B) Incremento de células en fase 

S del ciclo celular con respecto al control (100%). El gráfico muestra valores promedio 

± DE de tres experimentos independientes. * p <0.05 vs. Control, δ p <0.05 vs. ATPγ-S 

10 μM, ∆ p <0.05 vs. ATPγ-S 100 μM. 
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Rol del calcio extracelular y efecto del ATP sobre la viabilidad y proliferación 

de células calvariales de rata, en MB 
 
Se ha reportado que altas concentraciones de calcio extracelular favorecen la 

proliferación y diferenciación de osteoblastos (Yamaguchi y col., 1998a; Godwin y 

Soltoff, 1997; Nakade y col., 2001; Sugimoto y col., 1993; Khoshniat y col., 2011; 

Nakamura y col., 2010; Dvorak y col., 2004; González-Vázquez y col., 2014). Con el fin 

de evaluar si una elevada concentración de calcio extracelular afecta la acción del ATP 

sobre la proliferación de células calvariales de rata, se realizaron recuentos en 

hemocitómetro luego de varios tratamientos como se indica a continuación. 

En primer lugar se evaluó el efecto de una concentración elevada de calcio sobre la 

viabilidad y proliferación de las células calvariales de rata neonata como se indica en 

Materiales y Métodos. Para ello, las células se trataron en medio α-MEM 1% FBS 

(Control) y α-MEM 1% FBS + CaCl2 4 mM (5,35 mM final). Como muestra la figura 8, 

esta concentración de calcio no afectó la viabilidad ni la proliferación celular. 
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B)

 

 

Figura 8: Efecto de Ca2+ extracelular elevado sobre la viabilidad y proliferación de 

células calvariales de rata neonata. Las células se incubaron en αMEM 1% SFB 

(Control) en presencia o ausencia de CaCl2 4 mM (5.35 mM final) por 24, 48 y 72 h. 

Luego, se determinó: A) la viabilidad celular empleando el colorante azul de tripano y B) 

la cantidad de células como se describe en Materiales y Métodos. Los datos muestran 

valores promedio ± DE de tres experimentos independientes. 

 
 
A continuación, se evaluó el efecto del tratamiento combinado de ATP y elevado calcio 

extracelular sobre la proliferación y la viabilidad de las células calvariales de rata. 

 
Las células se trataron con ATPγ-S 10 o 100 μM en α-MEM 1% SFB, conteniendo una 

concentración de CaCl2 elevada, 5.35 mM, durante 24, 48 y 72 h. No se observaron 

cambios significativos en la viabilidad de las células bajo ninguno de los tratamientos 

indicados (Fig. 9). 
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Figura 9: Efecto de la estimulación con ATPγ-S y Ca2+ extracelular elevado sobre 

la viabilidad de células calvariales de rata neonata. Las células se incubaron en 

αMEM 1% SFB conteniendo CaCl2 4 mM (Control) en presencia o ausencia de ATPγ-S 

a las concentraciones indicadas por 24, 48 y 72 h. A continuación se determinó la 

viabilidad celular como se indica en Materiales y Métodos. Los resultados se expresan 

como porcentaje de células viables (promedio ± DE) (n=3). 

 

 
Seguidamente, las células se trataron con ATPγ-S 10 o 100 μM en α-MEM 1% FBS, 

conteniendo una concentración de CaCl2 elevada, 5.35 mM, durante 24 y 48 h. No se 

observaron cambios significativos en el número celular luego de los tratamientos con 

ATPγ-S a las 24 h. En cambio, a las 48 h de tratamiento ambas concentraciones de 

agonista incrementaron significativamente el número celular respecto del control (Fig. 

10). 
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Figura 10: ATPγ-S en presencia de Ca2+ extracelular elevado estimula la 

proliferación de células calvariales de rata neonata. Las células se incubaron en 

αMEM 1% SFB y se trataron con CaCl2 4 mM (Control) en presencia o ausencia de 

ATPγ-S a las concentraciones indicadas, por 24 y 48 h. Luego, se determinó el número 

de células como se describe en Materiales y Métodos. Los datos muestran valores 

promedio ± DE de tres experimentos independientes. * p <0,025; ** p <0,005, vs. Control 

 

Rol del calcio extracelular y efecto del ATP sobre la viabilidad y proliferación 

de células calvariales de rata, en MO 
 

Similarmente a lo anterior, las células se incubaron en medio osteogénico en presencia 

o ausencia de CaCl2 4 mM (5.35 mM final) durante 24, 48 y 72 h y 7 días. Seguidamente, 

se determinó la viabilidad celular empleando azul tripano como se indica en Materiales 

y Métodos. Como muestra la figura 11 (A), el medio osteogénico conteniendo una 

elevada concentración de calcio (5,35 mM) no afectó la viabilidad celular a los tiempos 

estudiados. 

A continuación, se evaluó la tasa de crecimiento celular de los cultivos en el medio 

osteogénico conteniendo concentración de calcio elevada.  Las células se incubaron en 

medio osteogénico en presencia y ausencia de CaCl2 4 mM (5.35 mM final) por 24, 48 

y 72 h. Al final de los tratamientos se realizaron los recuentos celulares como se indica 

en Materiales y Métodos. Como muestra la figura 11 (B), la presencia de calcio 

disminuyó los recuentos celulares a las 24 y 48 h de tratamiento. Considerando que la 

viabilidad no se vio afectada, estos datos sugieren que la concentración de calcio 
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empleada (5,35 mM) disminuye la tasa de crecimiento celular. Estos resultados fueron 

similares en magnitud a los mostrados por ATPγ-S en medio osteogénico (figura 5). 

A)

 

B)

 

Figura 11: Efecto de Ca2+ extracelular elevado sobre la viabilidad y proliferación 

de células calvariales de rata neonata en medio osteogénico. Las células se 

incubaron en medio osteogénico (α-MEM 1 % SFB, 50 µg/ml ácido ascórbico, 10 Mm β-

glicerofosfato) (Control) en presencia o ausencia de CaCl2 4 mM (5.35 mM final) por los 

tiempos indicados. Luego, se determinó: A) la viabilidad celular empleando el colorante 

azul de tripano y B) la cantidad de células como se describe en Materiales y Métodos. 

Los datos muestran valores promedio ± DE de tres experimentos independientes. * p 

<0,025; ** p <0,001 vs. Control. 
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Seguidamente, se estudió el tratamiento combinado de Ca2+ y ATP sobre la tasa de 

crecimiento y viabilidad de las células calvariales de rata neonata. Como muestra la 

figura 12, no se observaron cambios significativos por el tratamiento con ATP en medio 

osteogénico conteniendo calcio elevado. Estos resultados sugieren que a pesar de que 

ambos agonistas por separado mostraron inhibir la tasa de crecimiento (Fig. 5 y 11), el 

tratamiento combinado no produjo un efecto aditivo. 

A) 

 
 
B) 

 
 
Figura 12: Efecto de la estimulación con ATPγ-S y Ca2+ extracelular elevado sobre 

el crecimiento y viabilidad de células calvariales de rata neonata en medio 

osteogénico. Las células se incubaron en medio osteogénico (αMEM 1% SFB, β-

glicerofosfato 10 mM y ácido ascórbico 50μg/ml) conteniendo CaCl2 4 mM (Control) en 

presencia o ausencia de ATPγ-S a las concentraciones indicadas por 24, 48 y 72 h. A 

continuación se determinó: A). la viabilidad celular como se indica en Materiales y 
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Métodos. Los resultados se expresan como porcentaje de células viables (promedio ± 

DE) (n=3).  B). el número de células según se describe en Materiales y Métodos. Los 

datos muestran el promedio ± DE de tres experimentos independientes. 

 

Efecto de LiCl sobre la viabilidad y proliferación, de células calvariales de 

rata 
 
Con el fin de evaluar el efecto que tendría la inhibición de GSK3 en la viabilidad celular, 

se estudió el efecto del LiCl, inhibidor de la enzima (Berridge y col., 1989; Stambolic y 

col., 1996; Hedgepeth y col., 1997). Para esto, las células fueron incubadas, durante 7 

días, en medio osteogénico conteniendo LiCl 10 µM y se determinó la viabilidad celular, 

empleando azul tripano, como se indica en materiales y métodos. Como muestra la 

figura 13, no se observaron cambios significativos respecto al control en la supervivencia 

celular luego de 7 días de tratamiento con LiCl 10 µM.  

 

 

 
Figura 13: Efecto de LiCl 10 μM sobre la viabilidad de células calvariales de rata: 

Las células se incubaron en medio osteogénico (αMEM 1% SFB, β-glicerofosfato 10 mM 

y ácido ascórbico 50 µg/ml) (Control), en presencia o ausencia de LiCl 10 μM durante 7 

días. A continuación se determinó, la viabilidad celular empleando azul tripano, como se 

indica en Materiales y Métodos. Los resultados se expresan como porcentaje de células 

viables (promedio ± DE) (n=3). 

 

Dado que en la bibliografía se reporta el empleo de concentraciones mayores del 

compuesto, se trataron las células en αMEM 1% SFB conteniendo LiCl 10 mM, durante 

7 días y se determinó el contenido de ADN por tinción con cristal violeta, como se indica 
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en Materiales y Métodos. Se observó una disminución del 30% en el contenido de ADN, 

estadísticamente significativa con respecto al control (Fig. 14). 

 

 

Figura 14: Efecto de LiCl 10 mM sobre el crecimiento de células calvariales de rata: 

Las células se incubaron en medio αMEM 1% SFB (Control), en presencia o ausencia 

de LiCl 10 mM durante 7 días. A continuación se determinó el contenido de ADN 

empleando cristal violeta, como se indica en Materiales y Métodos. Los resultados se 

expresan en unidades arbitrarias otorgando al control el valor 1 (promedio ± DE) (n=3). 

* p < 0,05, vs control. 

 
 

Efecto de nucleótidos extracelulares sobre la diferenciación, de células 

calvariales de rata 
 
La identificación de una población celular como osteoblástica es compleja, debido a que 

este tipo celular no presenta una característica exclusiva o distintiva. De esta manera, 

es necesario el análisis de un grupo de parámetros relacionados con la función 

osteoblástica para poder definir a una célula como tal (Bellows y col., 1986). Entre estos 

podemos mencionar, análisis de expresión génica de marcadores osteoblásticos 

(Runx2, Osterix, Osteocalcina, Colágeno Tipo I, Fosfatasa Alcalina, Osteopontina, 

Sialoproteína Ósea, Proteínas Morfogenéticas Óseas, etc), actividad enzimática de 

Fosfatasa Alcalina, producción de proteínas específicas de osteoblastos (Colágeno, 

Osteocalcina), ensayos de Mineralización de la matriz extracelular, etc. (Rodan y Rodan, 

1984; Heersche y col., 1985; Majeska y col., 1985). Dada la influencia del sistema de 

señalización purinérgico y de GSK3/βcatenina en el proceso de diferenciación 
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osteoblástica (Orriss y Arnett, 2012; Gartland, 2012; Gartland y col., 2012; Burnstock y 

col., 2013; Maes y col., 2010; Gambardella y col., 2011; Glass y Karsenty, 2007; Baron 

y Kneissel, 2013; Kobayashi y col., 2016), en la presente Tesis se evaluó el efecto de la 

activación de receptores P2, de una concentración de calcio extracelular elevada y de 

LiCl (inhibidor de GSK3) en la diferenciación osteogénica de células calvariales de rata. 

A continuación, se estudió el efecto de distintos tratamientos de las células calvariales 

de rata sobre algunos marcadores de diferenciación osteoblástica. 

 
 

Efecto de nucleótidos extracelulares sobre la actividad enzimática de Fosfatasa 

Alcalina, de células calvariales de rata 
 
Fosfatasa alcalina (FAL) es una enzima cuya actividad es necesaria para la 

mineralización de la matriz extracelular ósea (Orimo, 2010). Incrementos de su actividad 

son considerados indicativos de diferenciación osteoblástica, dado que a lo largo del 

proceso de maduración de células osteoprogenitoras, la actividad y expresión de la 

enzima van en aumento (Siggelkow y col., 1999). 

Recientemente se ha reportado que ATP y UTP aumentan la actividad de FAL en 

osteoblastos de rata, sugiriendo estimular su diferenciación (Katz y col., 2011; Ayala y 

col., 2013). Con el fin de confirmar esos datos, en esta Tesis se evaluó el efecto de 

ATPγ-S 10 μM y UTP 10 y 100 μM sobre la actividad FAL en las células calvariales de 

rata neonata, como se indica en Materiales y Métodos, durante 4-10 días. Como muestra 

la figura 15, el tratamiento con ATPγ-S 10 μM produjo un aumento luego de 10 días, 

estadísticamente significativo con respecto al control en el sistema celular empleado en 

esta Tesis.   

Figura 15: Efecto de la estimulación con ATPγ-S sobre la actividad FAL de células 

calvariales de rata neonata en medio osteogénico. Las células se incubaron en 
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medio osteogénico (αMEM 1% SFB, β-glicerofosfato 10 mM y ácido ascórbico 50μg/ml) 

(Control) en presencia o ausencia de ATPγ-S 10 μM durante los tiempos indicados. A 

continuación se determinó la actividad FAL según se describe en Materiales y Métodos. 

Los datos muestran el promedio ± DE de tres experimentos independientes. * p < 0,005 

vs. Control (MO). 

 

Para el caso de UTP, no se detectaron cambios luego de 4 y 7 días con UTP 10 y 100 

µM (Figura 16). 

Figura 16: Efecto de la estimulación con UTP sobre la actividad FAL de células 

calvariales de rata neonata en medio osteogénico. Las células se incubaron en 

medio osteogénico (αMEM 1% SFB, β-glicerofosfato 10 mM y ácido ascórbico 50 μg/ml) 

(Control) en presencia o ausencia de UTP 10 o 100 μM durante los tiempos indicados. 

A continuación, se determinó la actividad FAL según se describe en Materiales y 

Métodos. Los datos muestran el promedio ± DE de tres experimentos independientes.  

 

Rol del calcio extracelular y efecto de nucleótidos sobre la actividad FAL, de células 

calvariales de rata 
 

En primer lugar se evaluó el efecto de una elevada concentración de calcio extracelular 

(5,35 mM) sobre la actividad de FAL en los cultivos. Para ello, las células se incubaron 

en medio osteogénico en presencia o ausencia de CaCl2 4 mM (5,35 mM final) durante 

los tiempos indicados. Finalizados los tratamientos, se determinó la actividad enzimática 

como se describe en Materiales y Métodos. Como se observa en la figura 17, las células 

tratadas con elevada concentración de calcio mostraron un incremento significativo 

(p<0,025) respecto del control a los 10 días de tratamiento. 
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Figura 17: Efecto del Ca2+ extracelular elevado sobre la actividad FAL de células 

calvariales de rata neonata. Las células se incubaron en medio osteogénico (αMEM 

1% SFB, β-glicerofosfato 10 mM y ácido ascórbico 50μg/ml) (Control), en presencia o 

ausencia de CaCl2 4 mM (5,35 mM final) durante los tiempos indicados. A continuación, 

se determinó la actividad FAL según se describe en Materiales y Métodos. Los datos 

muestran el promedio ± DE de tres experimentos independientes. * p < 0,025 vs. Control 

(MO). 

 
 
Seguidamente, se evaluó el efecto del tratamiento combinado de calcio y nucleótidos 

sobre la actividad de FAL en las células calvariales de rata neonata. Las células se 

trataron en medio osteogénico conteniendo elevada concentración de calcio (5,35 mM) 

en presencia y ausencia de distintos nucleótidos a las concentraciones indicadas. Como 

muestra la figura 18, el tratamiento con ATPγ-S 10 μM indujo una disminución 

significativa con respecto al control a los 10 días de tratamiento. En cambio el 

tratamiento con UTP 10 μM mostró incrementos significativos en la actividad FAL a los 

5 y 6 días, y UDP 100 μM solo a los 5 días (fig. 19).   
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Fig. 18: Efecto del tratamiento combinado de Ca2+ extracelular elevado y ATPγ-S 

sobre la actividad FAL de células calvariales de rata neonata. Las células se 

incubaron en medio osteogénico (αMEM 1% SFB, β-glicerofosfato 10 mM y ácido 

ascórbico 50μg/ml) conteniendo CaCl2 4 mM (Control) en presencia o ausencia de 

ATPγ-S 10 μM durante los tiempos indicados. A continuación, se determinó la actividad 

FAL según se describe en Materiales y Métodos. Los datos muestran el promedio ± DE 

de tres experimentos independientes. * p < 0,025; ** p < 0,01; vs. Control. 

Figura 19: Efecto del tratamiento combinado de Ca2+ extracelular elevado y UTP o 

UDP sobre la actividad FAL de células calvariales de rata neonata. Las células se 

incubaron en medio osteogénico (αMEM 1% SFB, β-glicerofosfato 10 mM y ácido 

ascórbico 50μg/ml) conteniendo CaCl2 4 mM (Control) en presencia o ausencia de UTP 

o UDP a las concentraciones indicadas durante 5 y 6 días. A continuación, se determinó 

la actividad FAL según se describe en Materiales y Métodos. Los datos muestran el 

promedio ± DE de tres experimentos independientes. * p < 0,025; ** p < 0,01; *** p < 

0,001 vs. Control. 
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Efecto de LiCl sobre la actividad enzimática de FAL, de células calvariales de rata 
 
 
Con el fin de evaluar el efecto que tendría la inhibición de GSK3 en la diferenciación 

celular, se estudió el efecto del LiCl, sobre la actividad FAL de los cultivos. Para esto, 

las células fueron incubadas en medio osteogénico en presencia y ausencia de 

diferentes concentraciones de LiCl durante distintos tiempos y se determinó la actividad 

FAL, como se indica en Materiales y Métodos. Como muestra la figura 20, se observaron 

aumentos significativos respecto al control en la actividad FAL luego de 4 y 7 días de 

tratamiento con LiCl 4, 6, 8 y 10 mM.  

 

 

Figura 20: Efecto del tratamiento con LiCl sobre la actividad FAL de células 

calvariales de rata neonata. Las células se incubaron en medio osteogénico (αMEM 

1% SFB, β-glicerofosfato 10 mM y ácido ascórbico 50μg/ml) (Control), en presencia o 

ausencia de LiCl a las concentraciones indicadas durante 4 y 7 días. A continuación se 

determinó la actividad FAL según se describe en Materiales y Métodos. Los datos 

muestran el promedio ± DE de tres experimentos independientes. * p < 0,05; ** p < 

0,025; *** p < 0,005; **** p < 0,001 vs. Control (MO). 

Por otro lado, una exposición de 10 días a LiCl 10 mM indujo una disminución importante 

y estadísticamente significativa en la actividad enzimática de FAL respecto del control 

(fig. 21). 
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Figura 21: Efecto del tratamiento con LiCl 10 mM durante 10 días sobre la actividad 

FAL de células calvariales de rata neonata. Las células se incubaron en medio 

osteogénico (αMEM 1% SFB, β-glicerofosfato 10 mM y ácido ascórbico 50μg/ml) 

(Control), en presencia o ausencia de LiCl 10 mM durante 10 días. A continuación se 

determinó la actividad FAL según se describe en Materiales y Métodos. Los datos 

muestran el promedio ± DE de tres experimentos independientes. * p < 0,05 vs. Control 

(MO). 

 

 

Rol del LiCl y efecto de nucleótidos sobre la actividad FAL, de células calvariales de rata 

 
Seguidamente, se evaluó el efecto del tratamiento combinado de Litio y nucleótidos 

sobre la actividad de FAL en las células calvariales de rata neonata. Las células se 

trataron en medio osteogénico conteniendo Cloruro de Litio (10 mM) en presencia y 

ausencia de UTP a las concentraciones indicadas. Como muestra la figura 22, el 

tratamiento con UTP no provocó cambios en el efecto inducido por Litio.   
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Figura 22: Efecto del tratamiento combinado de Litio y UTP sobre la actividad FAL 

de células calvariales de rata neonata. Las células se incubaron en medio 

osteogénico (αMEM 1% SFB, β-glicerofosfato 10 mM y ácido ascórbico 50μg/ml) 

conteniendo LiCl 10 mM (Control) en presencia o ausencia de UTP a las 

concentraciones indicadas, durante 4 y 7 días. A continuación, se determinó la actividad 

FAL según se describe en Materiales y Métodos. Los datos muestran el promedio ± DE 

de tres experimentos independientes. 

 

Efecto de nucleótidos extracelulares y LiCl sobre la expresión de genes 

relacionados con diferenciación osteoblástica, de células calvariales de rata 
 

Existen diversos métodos para estudiar el proceso de diferenciación de células 

osteoprogenitoras en osteoblastos maduros, formadores de hueso. Uno de ellos como 

se mencionó anteriormente es la medición de actividad FAL. Además, una herramienta 

muy utilizada es el análisis de expresión génica de marcadores de 

maduración/diferenciación osteoblástica. En la presente Tesis, se empleó la reacción en 

cadena de la polimerasa, a tiempo real (qPCR-real time) para estudiar cambios en la 

expresión de distintos marcadores de diferenciación osteoblástica como se describe a 

continuación. 

 

Expresión de Runx2 

 
Runx2 no solo es un factor de transcripción crucial para la diferenciación osteoblástica 

y el desarrollo óseo (Li y Xiao, 2007), sino que representa el marcador más temprano 

para la identificación de una célula como propia de este linaje (Karsenty y col., 2009). 
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Runx2 pertenece a la familia de factores de transcripción que contienen un dominio de 

unión al ADN, denominado RUNT. Éste, además, es utilizado para la interacción con 

otras proteínas nucleares (Karsenty y col., 2009). 

En la presente Tesis se evaluó el efecto de la activación de receptores P2 y de la 

inhibición de GSK3 en la expresión del gen de Runx2. Para esto, las células fueron 

tratadas con UTP 10 y 100 µM ó LiCl 10 µM durante los tiempos indicados. Como se 

observa en la figura 23, la expresión génica de Runx2 disminuyó, significativamente 

respecto del control, luego de 4 días de tratamiento con LiCl 10 µM o con UTP 100 µM 

y luego de 8 días de exposición a UTP 10 µM. 

 
 A) 

 
 
 
B) 

 
 
Figura 23: Efecto del tratamiento con LiCl o UTP de células calvariales de rata 

neonata en un medio osteogénico sobre la expresión génica de Runx2. Las células 
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se incubaron en medio osteogénico (Control) en presencia o ausencia de UTP 10 ó 100 

μM o LiCl 10 μM, durante 4 (A) y 8 (B) días. Seguidamente, se extrajo el ARNm y se 

cuantificaron los niveles de ARNm de Runx2 por QRT-PCR como se indica en 

Materiales y Métodos. Los niveles de expresión del gen de interés fueron estandarizados 

respecto a los niveles de GAPDH en cada muestra y normalizados respecto al control. 

Los resultados muestran valores promedio ± DE, provenientes de dos experimentos 

independientes procesados por triplicado. * p < 0,05; ** p < 0,025; *** p < 0,001, vs 

control. 

 
Además, se estudió el efecto de una aumentada concentración de Calcio extracelular 

sobre la expresión génica de Runx2. Para esto, las células fueron tratadas durante 72 

horas en medio osteogénico en presencia y ausencia de CaCl2 4 mM (5,35 mM final). 

Como muestra la figura 24, no se observaron cambios significativos respecto al control 

a este tiempo de tratamiento. 

 

 
 

Figura 24: Efecto del tratamiento con Calcio elevado de células calvariales de rata 

neonata en un medio osteogénico sobre la expresión génica de Runx2. Las células 

se incubaron en medio osteogénico (Control) en presencia o ausencia de CaCl2 4 mM 

(5,35 mM final) por 72 h. Seguidamente, se extrajo el ARNm y se cuantificaron los 

niveles de ARNm de Runx2 por QRT-PCR como se indica en Materiales y Métodos. Los 

niveles de expresión del gen de interés fueron estandarizados respecto a los niveles de 

GAPDH en cada muestra y normalizados respecto al control. Los resultados muestran 

valores promedio ± DE, provenientes de un experimento procesado por triplicado. 
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Expresión de Osterix (OSX) 
 

Osterix es un factor de transcripción, del tipo proteína dedos de Zinc, necesario para la 

diferenciación a linaje osteogénico (Karsenty y col., 2009). Ratones en los que se indujo 

ablación del gen de Osx no desarrollaron huesos (Nakashima y col., 2002) 

 

En el presente trabajo, se evaluó la expresión de Osx en células de calvaria de rata 

tratadas con UTP 10 y 100 µM ó LiCl 10 µM durante 4 y 8 días. Como muestra la figura 

25, no se observaron cambios significativos con respecto al control en la expresión 

génica de OSX, en ninguno de los tiempos estudiados. 

A) 

 
 
B) 

 
 
Figura 25: Efecto del tratamiento con LiCl o UTP de células calvariales de rata 

neonata en un medio osteogénico sobre la expresión génica de OSX. Las células 

se incubaron en medio osteogénico (Control) en presencia o ausencia de UTP 10 ó 100 
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μM o LiCl 10 μM por 4 (A) y 8 (B) días. Seguidamente se extrajo el ARNm y se 

cuantificaron los niveles de ARNm de OSX por QRT-PCR como se indica en Materiales 

y Métodos. Los niveles de expresión del gen de interés fueron estandarizados respecto 

a los niveles de GAPDH en cada muestra y normalizados respecto al control. Los 

resultados muestran valores promedio ± DE, provenientes de dos experimentos 

independientes procesados por triplicado. 

 

También, se evaluó la expresión de Osx en células de calvaria de rata tratadas con 

CaCl2 5,35 m, durante 3 días. Como muestra la figura 26, no se observaron cambios 

significativos con respecto al control en la expresión génica de OSX, luego de 3 días de 

tratamiento. 

 

 
 

Figura 26: Efecto del tratamiento con Calcio elevado de células calvariales de rata 

neonata en un medio osteogénico sobre la expresión génica de OSX. Las células 

se incubaron en medio osteogénico (Control) en presencia o ausencia de CaCl2 4 mM 

(5,35 mM final) por 3 días. Seguidamente, se extrajo el ARNm y se cuantificaron los 

niveles de ARNm de OSX por QRT-PCR como se indica en Materiales y Métodos. Los 

niveles de expresión del gen de interés fueron estandarizados respecto a los niveles de 

GAPDH en cada muestra y normalizados respecto al control. Los resultados muestran 

valores promedio ± DE, provenientes de un experimento procesado por triplicado. 

 

Expresión de Osteocalcina (OCN) 
 

La OCN es la proteína no colagenosa más abundante en la matriz ósea (Li y col., 2015). 

Respecto de su expresión, ésta parece estar finamente regulada de manera 

dependiente del estadio durante la diferenciación osteoblástica (Li y col., 2015). El nivel 
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de expresión es prácticamente indetectable en los estadios tempranos de maduración 

del osteoblasto, mientras que las células maduras formadoras de hueso son las que 

ostentan la expresión más elevada (Bellows y col., 1999), coincidiendo con la 

mineralización de la matriz extracelular (Lian y col., 1989). De esta manera, se considera 

la OCN como un marcador de formación ósea avanzada en cultivos in vitro. 

En el presente trabajo, se evaluó la expresión de OCN en células óseas de calvaria de 

rata tratadas con UTP 10 y 100 µM ó LiCl 10 µM, durante 4 y 8 días. Como muestra la 

figura 27, se evidenció una disminución del nivel de mensajero luego de 4 días de 

tratamiento con LiCl 10 µM, mientras que en las demás condiciones estudiadas, no se 

observaron cambios. 

 A)

 

B) 

 
 
Figura 27: Efecto del tratamiento con LiCl o UTP de células calvariales de rata 

neonata en un medio osteogénico sobre la expresión génica de OCN. Las células 

se incubaron en medio osteogénico (Control) en presencia o ausencia de UTP 10 ó 100 
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μM o LiCl 10 μM, durante 4 (A) y 8 (B). Seguidamente se extrajo el ARNm y se 

cuantificaron los niveles de ARNm de OCN por QRT-PCR como se indica en Materiales 

y Métodos. Los niveles de expresión del gen de interés fueron estandarizados respecto 

a los niveles de GAPDH en cada muestra y normalizados respecto al control. Los 

resultados muestran valores promedio ± DE, provenientes de dos experimentos 

independientes procesados por triplicado. * p < 0,05 

 

Expresión de Osteopontina (OPN) 
 

Osteopontina (OPN) es una de las proteínas no-colagenosas que conforman la matriz 

ósea no mineralizada u osteoide (Hunter, 2013).  

La OPN está ampliamente expresada en el cuerpo (Nomura y col., 1988), pero los 

niveles más elevados se encuentran en hueso (Prince y col., 1987) y sitios de 

calcificación ectópica (Kohri y col., 1992; Giachelli y col., 1993)  

OPN es considerada un marcador temprano de la diferenciación de osteoblastos (Mark 

y col., 1988), y junto con otras proteínas, como FAL y Sialoproteína ósea, es necesaria 

para la producción de matriz extracelular ósea. Además, ha mostrado participar en la 

regeneración y remodelado óseo (Saad y col., 2008, Jahnen-Dechent y col., 2008) 

 
En la presente Tesis, se evaluó la expresión de OPN luego del tratamiento de las células 

con UTP 10 y 100 µM ó LiCl 10 µM, durante 4 y 8 días. Como muestra la figura 28, luego 

de 4 días de tratamiento con LiCl 10 µM o con UTP 100 µM se observó una disminución, 

estadísticamente significativa, en la expresión génica de OPN con respecto al control.  

Por otro lado, el tratamiento con UTP 10 µM produjo una disminución significativa en la 

expresión de OPN, con respecto al control luego de 8 días de incubación. En cambio, el 

tratamiento con LiCl 10 µM o con UTP 100 µM no produjo cambios. 
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B) 

 

 
 
Figura 28: Efecto del tratamiento con LiCl o UTP de células calvariales de rata 

neonata en un medio osteogénico sobre la expresión génica de OPN. Las células 

se incubaron en medio osteogénico (Control) en presencia o ausencia de UTP 10 ó 100 

μM o LiCl 10 μM, durante 4 (A) y 8 (B) días. Seguidamente se extrajo el ARNm y se 

cuantificaron los niveles de ARNm de OPN por QRT-PCR como se indica en Materiales 

y Métodos. Los niveles de expresión del gen de interés fueron estandarizados respecto 

a los niveles de GAPDH en cada muestra y normalizados respecto al control. Los 

resultados son valores representativos, provenientes de dos experimentos 

independientes procesados por triplicado. * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001, vs control. 

 

 

Seguidamente, se evaluó si el tratamiento de las células calvariales de rata con ATP en 

el medio osteogénico con una elevada concentración de calcio extracelular afecta la 

expresión de OPN. Para ello, se cuantificó la expresión génica de OPN luego de tratar 

las células durante 72 h. en un medio osteogénico conteniendo CaCl2 5.35 mM en 

presencia y ausencia de ATPγ-S 10 y 100 μM, mediante QRT-PCR como se describe 

en Materiales y Métodos.  Como muestra la figura 29, tanto la estimulación de las células 

con ATPγ-S 10 μM como con 100 μM aumentaron significativamente la expresión de 

OPN a las 72 h de tratamiento en el medio osteogénico conteniendo CaCl2 5.35 mM. 
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Figura 29: Efecto de la estimulación por ATPγ-S de células calvariales de rata 

neonata en un medio osteogénico conteniendo elevada concentración de calcio 

extracelular sobre la expresión génica de OPN. Las células se incubaron en medio 

osteogénico conteniendo CaCl2 4 mM (Control) en presencia o ausencia de ATPγ-S 10 

ó 100 μM por 72 h. Seguidamente se extrajo el ARNm y se cuantificaron los niveles de 

ARNm de OPN por QRT-PCR como se indica en Materiales y Métodos. Los niveles de 

expresión del gen de interés fueron estandarizados respecto a los niveles de GAPDH 

en cada muestra y normalizados respecto al control. Los resultados muestran valores 

promedio ± DE, provenientes de dos experimentos independientes procesados por 

triplicado. * p < 0,05; ** p < 0,005 vs. Control. 

 
 

Expresión de Colágeno tipo I (Col I) 

 
 

El colágeno constituye la mayor parte del soporte estructural del cuerpo, ya que es la 

proteína más abundante en el tejido conectivo. Esta proteína es el origen de las fibras 

de colágeno, las cuales forman parte de la piel, los huesos, tendones y cartílagos 

(Hulmes, 1992). 

Existen varios tipos de colágeno (1-12, 14, 15,24-27), siendo el más abundante entre 

estos, y en la matriz ósea (Garnero, 2015), el tipo 1, donde su función es proveer 

resistencia a la tracción (Deshmukh y col., 2016). 

Ha sido reportado que el Colágeno Tipo I (Col I) se expresa en osteoblastos de calvaria 

de rata en estadios inmaduros, y que su expresión aumenta durante la diferenciación 

(Bellows y col., 1999).   
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En este trabajo, células de calvaria de rata fueron tratadas con ATPγS 10 µM durante 5 

días, y con UTP 10 y 100 µM, y LiCl 10 µM, durante 4 y 8 días. Como se observa en la 

figura 30, el tratamiento con ATPγS incrementó la expresión de Col1, significativamente 

respecto del control a los 5 días de incubación.  

 

 
 

 
Figura 30: Efecto del tratamiento con ATPγS de células calvariales de rata neonata 

en un medio osteogénico sobre la expresión génica de Col1. Las células se 

incubaron en medio osteogénico (Control) en presencia o ausencia de ATPγS 10 μM 

por el tiempo indicado. Seguidamente se extrajo el ARNm y se cuantificaron los niveles 

de ARNm de Col1 por QRT-PCR como se indica en Materiales y Métodos. Los niveles 

de expresión del gen de interés fueron estandarizados respecto a los niveles de GAPDH 

en cada muestra y normalizados respecto al control. Los resultados muestran valores 

promedio ± DE, provenientes de un experimento procesado por triplicado. * p < 0,025, 

vs. Control. 

 

 
Como muestra la figura 31, el tratamiento con LiCl 10 µM y UTP 100 µM produjo 

importantes reducciones en el nivel de ARNm de Col1, luego de 4 días. 

Por otro lado, UTP produjo un efecto dual. En una concentración 10 µM disminuyó la 

expresión de Col1, en tanto que a 100 µM indujo un aumento en la misma, 

significativamente respecto del control a los 8 días de incubación. 
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A) 

 
 

B) 
 

 
 

Figura 31: Efecto del tratamiento con LiCl o UTP de células calvariales de rata 

neonata en un medio osteogénico sobre la expresión génica de Col1. Las células 

se incubaron en medio osteogénico (Control) en presencia o ausencia de UTP 10 ó 100 

μM o LiCl 10 μM, durante 4 (A) y 8 (B) días. Seguidamente, se extrajo el ARNm y se 

cuantificaron los niveles de ARNm de Col1 por QRT-PCR como se indica en Materiales 

y Métodos. Los niveles de expresión del gen de interés fueron estandarizados respecto 

a los niveles de GAPDH en cada muestra y normalizados respecto al control. Los 

resultados muestran valores promedio ± DE, provenientes de dos experimentos 

independientes procesados por triplicado. * p < 0,001 vs. Control. 
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Expresión de Osteoprotegerina (OPG) 

 
OPG es una glicoproteína descubierta en 1997, que pertenece a la superfamilia de 

receptores de factor de necrosis tumoral (TNFR), y cuya función, como lo indica su 

nombre, es proteger al hueso de la resorción, lo que logra al inhibir la diferenciación 

osteoclástica (Simonet y col., 1997). Esta glicoproteína está altamente expresada en 

pulmón, riñón, medula ósea, corazón, hígado, timo y nódulos linfáticos, y es sintetizada 

por osteoblastos, fibroblastos, células musculares vasculares, linfocitos B y condrocitos 

(Holen y Shipman, 2006). OPG actúa como un receptor señuelo que se une a RANKL, 

de manera de evitar la activación de su receptor (RANK) en la membrana de los 

precursores de osteoclastos y, así, su fusión y diferenciación (Yasuda y col., 1998). 

Desde el punto de vista de la regulación de su expresión génica, Thirunavukkarasu y 

col., 2000, mostraron que está bajo el control de Runx2.  

 

En esta Tesis, se evaluó el nivel de ARNm de OPG luego de 4 y 8 días de tratamiento 

con UTP 10 y 100 µM ó LiCl 10 µM. Un tratamiento de 4 días, con LiCl 10 µM o UTP 

100 µM produjo caídas estadísticamente significativas en el nivel de mensajero de OPG. 

Por otro lado, las células tratadas con UTP 10 µM durante 8 días exhibieron una 

disminución estadísticamente significativa respecto del control en la expresión génica 

de OPG. El resto de las condiciones no mostró cambios significativos en el nivel de 

mensajero (Fig. 32). 
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B) 

 
 

Figura 32: Efecto del tratamiento con LiCl o UTP de células calvariales de rata 

neonata en un medio osteogénico sobre la expresión génica de OPG. Las células 

se incubaron en medio osteogénico (Control) en presencia o ausencia de UTP 10 ó 100 

μM o LiCl 10 μM, durante 4 (A) y 8 (B) días. Seguidamente se extrajo el ARNm y se 

cuantificaron los niveles de ARNm de OPG por QRT-PCR como se indica en Materiales 

y Métodos. Los niveles de expresión del gen de interés fueron estandarizados respecto 

a los niveles de GAPDH en cada muestra y normalizados respecto al control. Los 

resultados muestran valores promedio ± DE, provenientes de dos experimentos 

independientes procesados por triplicado. * p < 0,05; ** p < 0,025; *** p < 0,001 vs. 

Control. 

 

Expresión de Sialoproteína Ósea (BSP) 

 
BSP es una de las proteínas no-colágenas más abundantes en los tejidos conectivos 

mineralizados (Zhang J. y col., 2009). Está involucrada en la regulación de la formación 

de cristales de hidroxiapatita en huesos y dientes (Fisher y col., 2001), promoviendo la 

formación inicial de cristales de mineral y es considerada un marcador temprano de 

diferenciación osteogénica (Chen y col., 1992, 1994; Kasugai y col., 1992). BSP se 

encuentra expresada en altos niveles en células osteoblásticas, en sitios donde hay 

activa formación ósea (Midura y col., 2004). 

 

En esta Tesis, se evaluó la expresión génica de BSP luego de 4 y 8 días de tratamiento 

con UTP 10 y 100 µM, y 5 días con ATPγS 10 μM. Las células tratadas con ATPγS 10 

µM durante 5 días exhibieron un aumento respecto del control, estadísticamente 

significativo (Fig. 33). 
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Figura 33: Efecto del tratamiento con ATPγS de células calvariales de rata neonata 

en un medio osteogénico sobre la expresión génica de BSP. Las células se 

incubaron en medio osteogénico (Control) en presencia de ATPγS 10 μM por el tiempo 

indicado. Seguidamente, se extrajo el ARNm y se cuantificaron los niveles de ARNm de 

BSP por QRT-PCR como se indica en Materiales y Métodos. Los niveles de expresión 

del gen de interés fueron estandarizados respecto a los niveles de GAPDH en cada 

muestra y normalizados respecto al control. Los resultados muestran valores promedio 

± DE, provenientes de un experimento procesado por triplicado. * p < 0,001, vs. Control. 

 

Por otro lado, un tratamiento durante 4 días, con UTP (10 ó 100 µM) no indujo cambios 

en el nivel de mensajero de BSP (Fig. 34). No se obtuvieron resultados concluyentes 

para los tratamientos de 8 días de duración con UTP 10 y 100 µM. 

 

 
 
Figura 34: Efecto del tratamiento con UTP de células calvariales de rata neonata 

en un medio osteogénico sobre la expresión génica de BSP. Las células se 
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incubaron en medio osteogénico (Control) en presencia de UTP 10 ó 100 μM, durante 4 

días. Seguidamente, se extrajo el ARNm y se cuantificaron los niveles de ARNm de BSP 

por QRT-PCR como se indica en Materiales y Métodos. Los niveles de expresión del 

gen de interés fueron estandarizados respecto a los niveles de GAPDH en cada muestra 

y normalizados respecto al control. Los resultados muestran valores promedio ± DE, 

provenientes de dos experimentos procesados por triplicado. 

 
 

Expresión de BMP6 
 

Las BMPs son un grupo filogenéticamente conservado de factores de crecimiento que 

conforman el subgrupo más numeroso dentro de la superfamilia del factor de 

crecimiento transformante-β (TGF-β) (Lavery y col., 2008; Kawabata y col., 1998). 

Originalmente, fueron identificadas por su acción inductora de formación ectópica de 

hueso (Urist, 1965). A la fecha, se han identificado aproximadamente 30 tipos en seres 

humanos (Lowery y col., 2016). Confirmada está su participación en la regulación de la 

función de varias poblaciones de células madre, entre ellas las mesenquimales o MSCs 

(Scarfi, 2016), donde se las reconoce, en general, como potentes activadores de la 

diferenciación osteocondrogénica (Lowery y col., 2011; Lavery y col., 2008). 

 
Se ha considerado a BMP6 el regulador más potente de la diferenciación de MSCs a 

osteoblastos (Vukicevic y Grgurevic, 2009). Esto se debe a que se ha mostrado que se 

necesitan menores cantidades de BMP6 para promover la osteogénesis, que de BMP7 

y BMP2 (siendo éstos últimos los dos primeros factores de crecimiento aprobados para 

regeneración ósea comercializados (Hankenson y col., 2015)), para acelerar la 

reparación ósea, en conejos. La ausencia de un alelo de BMP2 y ambos alelos de BMP6 

resultó en disfunción osteoblástica con reducida formación de hueso (Kugimiya y col., 

2005). La administración de BMP6 a ratas osteoporóticas restauró la capacidad de 

inducción ósea, y la microarquitectura y calidad del hueso, al promover la diferenciación 

osteoblástica de MSCs e inhibir la osteoclastogénesis (Simic y col., 2006). BMP6 es 

capaz de inducir la expresión génica de factores de transcripción fundamentales para la 

diferenciación en linaje osteogénico, como Runx2, Osterix y Dlx5, y de marcadores de 

maduración ósea, como FAL y OPN (Ryoo y col., 2006; Yung y col., 2015; Vukicevic y 

Grgurevic, 2009). 

En estudios previos, ATPγ-S y UTP 100 μM provocaron incrementos en el nivel de 

ARNm de BMP6, luego de 7 días de tratamiento. 
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Se evaluó el efecto del ATPγ-S sobre la expresión de BMP6 en células calvariales de 

rata. Para ello, se cuantificó la expresión génica de BMP6 luego de 5 días de tratamiento, 

en medio osteogénico, conteniendo ATPγ-S 10 μM, mediante QRT-PCR como se 

describe en Materiales y Métodos. Como muestra la figura 35, se registraron aumentos 

significativos en la expresión de BMP-6 bajo las condiciones estudiadas. 

 

 
 
 
Figura 35: Efecto del tratamiento con ATPγS de células calvariales de rata neonata 

en un medio osteogénico sobre la expresión génica de BMP6. Las células se 

incubaron en medio osteogénico (Control) en presencia o ausencia de ATPγS 10 μM 

por el tiempo indicado. Seguidamente, se extrajo el ARNm y se cuantificaron los niveles 

de ARNm de BMP6 por QRT-PCR como se indica en Materiales y Métodos. Los niveles 

de expresión del gen de interés fueron estandarizados respecto a los niveles de GAPDH 

en cada muestra y normalizados respecto al control. Los resultados muestran valores 

promedio ± DE, provenientes de un experimento procesado por triplicado. * p < 0,001, 

vs. Control. 

 

Expresión de BMP7 
 

La importancia del rol empleado por BMP7 en la fisiología ósea ha sido demostrada en 

ensayos in vivo, tanto en animales como en seres humanos. 

Ratones con deleción del gen de BMP7 no sufrieron fracturas espontáneas ni mostraron 

defectos del proceso de reparación ósea (Tsuji y col., 2010). Sin embargo, Blokhuis y 

col., 2001, y den Boer y col., 2002, informaron de aceleración en la consolidación de 

fracturas, en conejos. La formación ósea se incrementó en zonas defectuosas de las 

mandíbulas de perros a los que se les administró BMP7 (Zhang Y. y col., 2007). Las 
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únicas moléculas osteoinductivas, cuya administración directa en humanos está 

permitida por la FDA son BMP2 y BMP7 (Hankenson y col., 2015). Pacientes tratados 

con BMP7 humana recombinante exhibieron aumentos en la formación ósea y 

aceleración en la reparación de fracturas (Geesink y col., 1999; Govender y col., 2002). 

En la actualidad, sin embargo, la terapia está siendo cuestionada en términos de 

seguridad y eficacia (Garrison y col., 2010; Aro y col., 2011; Lyon y col., 2013; Fu y col., 

2013; Carragee y col., 2013) 

Investigaciones anteriores reportaron aumentos en los niveles de mensajero de BMP7, 

en cultivo primario de calvaria de rata, tratado durante 3 días con ATPγ-S y UTP 100 

μM. 

Seguidamente, se determinó la expresión de BMP7 en osteoblastos de calvaria de rata. 

Para esto, se cuantificó la expresión génica de BMP7 luego de 5 días de tratamiento, en 

medio osteogénico, conteniendo ATPγ-S 10 μM, mediante QRT-PCR como se describe 

en Materiales y Métodos. Como muestra la figura 36, un incremento estadísticamente 

significativo se detectó en la expresión génica de BMP-7 bajo las condiciones descriptas. 

 

 

 
Figura 36: Efecto del tratamiento con ATPγS de células calvariales de rata neonata 

en un medio osteogénico sobre la expresión génica de BMP7. Las células se 

incubaron en medio osteogénico (Control) en presencia o ausencia de ATPγS 10 μM 

por el tiempo indicado. Seguidamente se extrajo el ARNm y se cuantificaron los niveles 

de ARNm de BMP7 por QRT-PCR como se indica en Materiales y Métodos. Los niveles 

de expresión del gen de interés fueron estandarizados respecto a los niveles de GAPDH 

en cada muestra y normalizados respecto al control. Los resultados muestran valores 
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promedio ± DE, provenientes de un experimento procesado por triplicado. * p < 0,005, 

vs. Control. 

 
 

Rol del calcio extracelular y efecto de nucleótidos sobre la la expresión de 

Proteínas Morfogenéticas Óseas (BMPs), en células calvariales de rata 
 

Expresión de BMP3 

 
Se evaluó el efecto de ATPγ-S 10 μM, luego de 5 días de tratamiento de las células en 

medio osteogénico, mediante QRT-PCR como se describe en Materiales y Métodos. 

Como se observa en la figura 37, ATPγ-S 10 μM no indujo cambios en la expresión 

génica de BMP3 a los 5 días de tratamiento.  

 

 

 
Figura 37: Efecto del tratamiento con ATPγS de células calvariales de rata neonata 

en un medio osteogénico sobre la expresión génica de BMP3. Las células se 

incubaron en medio osteogénico (Control) en presencia o ausencia de ATPγS 10 μM 

por el tiempo indicado. Seguidamente, se extrajo el ARNm y se cuantificaron los niveles 

de ARNm de BMP3 por QRT-PCR como se indica en Materiales y Métodos. Los niveles 

de expresión del gen de interés fueron estandarizados respecto a los niveles de GAPDH 

en cada muestra y normalizados respecto al control. Los resultados muestran valores 

promedio ± DE, provenientes de un experimento procesado por triplicado. 

 

A continuación se evaluó si una elevada concentración de calcio extracelular afecta la 

acción del ATP sobre la expresión de BMP3 en células calvariales de rata. Para ello, se 

cuantificó la expresión génica de BMP3 luego de tratar las células durante 16 y 48 h en 

un medio osteogénico conteniendo 5.35 mM CaCl2 en presencia y ausencia de ATPγ-S 
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10 y 100 μM, mediante QRT-PCR como se describe en Materiales y Métodos. Como 

muestra la figura 38 A, el tratamiento con ATPγ-S 10 μM estimuló la expresión de BMP-

3 a las 16 h pero la redujo a las 48 h (Fig. 38 B), con respecto al control. 

A) 

 

B) 

 

 
Figura 38: Efecto de la estimulación por ATPγ-S de células calvariales de rata 

neonata en un medio osteogénico conteniendo elevada concentración de calcio 

extracelular sobre la expresión génica de BMP-3. Las células se incubaron en medio 

osteogénico conteniendo Ca2+ 5.35 mM (Control) en presencia o ausencia de ATPγ-S 

10 ó 100 μM por 16 (A) y 48 (B) h. Seguidamente, se extrajo el ARNm y se cuantificaron 

los niveles de ARNm de BMP-3 por QRT-PCR como se indica en Materiales y Métodos. 

Los niveles de expresión del gen de interés fueron estandarizados respecto a los niveles 

de GAPDH en cada muestra y normalizados respecto al control. Los resultados 
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muestran valores promedio ± DE, provenientes de dos experimentos independientes 

procesados por triplicado. * p < 0,05; ** p < 0,025 vs. Control. 

 

Expresión de BMP4 

 
Datos recientes muestran que ATP y UTP (100 μM) estimulan la expresión génica de 

BMP4 en células calvariales de rata luego de 7 días de incubación en un medio 

osteogénico como el empleado en esta Tesis. 

Se evaluó el efecto de ATPγ-S 10 μM, luego de 5 días de tratamiento de las células en 

medio osteogénico, mediante QRT-PCR como se describe en Materiales y Métodos. 

Como se observa en la figura 39, ATPγ-S 10 μM incrementó significativamente la 

expresión génica de BMP4 a los 5 días de tratamiento. 

 

 
 
 
Figura 39: Efecto del tratamiento con ATPγS de células calvariales de rata neonata 

en un medio osteogénico sobre la expresión génica de BMP4. Las células se 

incubaron en medio osteogénico (Control) en presencia o ausencia de ATPγS 10 μM 

por el tiempo indicado. Seguidamente se extrajo el ARNm y se cuantificaron los niveles 

de ARNm de BMP4 por QRT-PCR como se indica en Materiales y Métodos. Los niveles 

de expresión del gen de interés fueron estandarizados respecto a los niveles de GAPDH 

en cada muestra y normalizados respecto al control. Los resultados muestran valores 

promedio ± DE, provenientes de un experimento procesado por triplicado. * p < 0,005, 

vs. Control. 
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Con el fin de evaluar si una elevada concentración de calcio extracelular afecta la acción 

del ATP sobre la expresión de BMP4 en células calvariales de rata, se cuantificó la 

expresión génica de BMP4 luego de tratar las células durante 16 y 48 horas en un medio 

osteogénico conteniendo 5.35 mM CaCl2 en presencia y ausencia de ATPγ-S 10 y 100 

μM, mediante QRT-PCR como se describe en Materiales y Métodos. Como se observa 

en la figura 40 A, ATPγ-S 100 μM incrementó significativamente la expresión génica de 

BMP4 a las 16 h de tratamiento. Luego de 48 horas (Fig. B), ATPγ-S 10 y 100 μM no 

provocaron cambios, con respecto al control. 

A) 

 

B)

 

Figura 40: Efecto de la estimulación por ATPγ-S de células calvariales de rata 

neonata en un medio osteogénico conteniendo elevada concentración de calcio 

extracelular sobre la expresión génica de BMP-4. Las células se incubaron en medio 

0

0,2

0,4

0,6

0,8

1

1,2

1,4

1,6

1,8

16 horas

Ex
p

re
si

ó
n

 n
o

rm
al

iz
ad

a

Control ATPγS 10 µM ATPγS 100 µM

0

0,2

0,4

0,6

0,8

1

1,2

1,4

1,6

1,8

48 horas

Ex
p

re
si

ó
n

 n
o

rm
al

iz
ad

a

Control ATPγS 10 µM ATPγS 100 µM

* 



98 
 

 

osteogénico conteniendo Ca2+ 5.35 mM (Control) en presencia o ausencia de ATPγ-S 

10 ó 100 μM por 16 (A) y 48 (B) h. Seguidamente se extrajo el ARNm y se cuantificaron 

los niveles de ARNm de BMP-4 por QRT-PCR como se indica en Materiales y Métodos. 

Los niveles de expresión del gen de interés fueron estandarizados respecto a los niveles 

de GAPDH en cada muestra y normalizados respecto al control. Los resultados 

muestran valores promedio ± DE, provenientes de dos experimentos independientes 

procesados por triplicado. ** p < 0,01 vs. Control. 

 

Expresión de BMP5 
 
Similarmente a lo anterior, fue reportado que ATP y UTP (100 μM) estimulan la 

expresión génica de BMP5 en células calvariales de rata luego de tres o más días de 

incubación en un medio osteogénico como el empleado en esta Tesis. 

Se evaluó el efecto de ATPγ-S 10 μM, luego de 5 días de tratamiento de las células en 

medio osteogénico, mediante QRT-PCR como se describe en Materiales y Métodos. 

Como se observa en la figura 41, ATPγ-S 10 μM incrementó significativamente la 

expresión génica de BMP5 a los 5 días de tratamiento. 

 

 

Figura 41: Efecto del tratamiento con ATPγS de células calvariales de rata neonata 

en un medio osteogénico sobre la expresión génica de BMP5. Las células se 

incubaron en medio osteogénico (Control) en presencia de ATPγS 10 μM por el tiempo 

indicado. Seguidamente, se extrajo el ARNm y se cuantificaron los niveles de ARNm de 

BMP5 por QRT-PCR como se indica en Materiales y Métodos. Los niveles de expresión 

del gen de interés fueron estandarizados respecto a los niveles de GAPDH en cada 
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muestra y normalizados respecto al control. Los resultados muestran valores promedio 

± DE, provenientes de un experimento procesado por triplicado. * p < 0,005, vs. Control. 

 

 
Con el fin de evaluar si una elevada concentración de calcio extracelular afecta la acción 

del ATP sobre la expresión de BMP5 en células calvariales de rata, se cuantificó la 

expresión génica de BMP5 luego de tratar las células durante 16 y 48 horas, en un medio 

osteogénico conteniendo 5.35 mM CaCl2 en presencia y ausencia de ATPγ-S 10 y 100 

μM, mediante QRT-PCR como se describe en Materiales y Métodos.  Como se observa 

en la figura 42, solo ATPγ-S 10 μM incrementó significativamente la expresión génica 

de BMP5 a las 16 y 48 horas de tratamiento respecto del control. Mientras que una 

concentración de ATPγ-S de 100 μM solo provocó un aumento luego de 16 horas de 

tratamiento. 
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B)

 

Figura 42: Efecto de la estimulación por ATPγ-S de células calvariales de rata 

neonata en un medio osteogénico conteniendo elevada concentración de calcio 

extracelular sobre la expresión génica de BMP-5. Las células se incubaron en medio 

osteogénico conteniendo Ca2+ 5.35 mM (Control) en presencia o ausencia de ATPγ-S 

10 ó 100 μM por 16 y 48 h. Seguidamente se extrajo el ARNm y se cuantificaron los 

niveles de ARNm de BMP-5 por QRT-PCR como se indica en Materiales y Métodos. Los 

niveles de expresión del gen de interés fueron estandarizados respecto a los niveles de 

GAPDH en cada muestra y normalizados respecto al control. Los resultados muestran 

valores promedio ± DE, provenientes de dos experimentos independientes procesados 

por triplicado. * p < 0,001 vs. Control. 

 
 

Estudio de la expresión y localización de β-catenina 
 
Una de las señales regulatorias más importantes en la diferenciación de células madre 

mesenquimales al linaje osteoblástico es la vía de Wnt/β-catenina (Baron y Kneissel, 

2013). La β-catenina es una proteína que se encuentra presente tanto en membrana 

como en citoplasma, y ejerce funciones de factor de transcripción. Para ello, debe 

acumularse en núcleo y regular la transcripción génica (Kim y col., 2013). Como se 

mencionara en la introducción, independientemente de Wnt, β-catenina puede 

acumularse en citoplasma y translocar a núcleo luego de la inhibición de GSK3 a través 

de la vía PI3K/Akt (Dorsam y Gutkind, 2007). 
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En la presente Tesis, con el fin de evaluar la participación de β-catenina en la acción de 

nucleótidos extracelulares sobre osteoblastos primarios de rata, se estudió el efecto de 

ATP sobre la expresión y localización de la proteína. Para ello, las células se trataron 

durante 4, 24, 48, 72 y 96 h, y 7 días, con ATPγS 10 y 100 µM y se determinó β-catenina 

mediante inmunocitoquímica como se indica en Materiales y Métodos. Se observaron 

ligeros aumentos en la translocación y expresión de β-catenina, luego de 96 h de 

tratamiento (fig. 43). 

 

 

   
 

   
 
 
 
Figura 43: Osteoblastos primarios de rata, incubados en medio osteogénico (izquierda), 

conteniendo ATPγS 10 (centro) y 100 µM (derecha), se utilizaron para realizar la 

inmunocitoquímica como se describe en Materiales y Métodos. Las flechas señalan 

localización nuclear de β-catenina. El panel superior corresponde a la superposición de 

imágenes, luego de tinción con Ioduro de Propidio y anti-β-catenina. Las imágenes 

inferiores corresponden a la inmunocitoquímica de β-catenina. 
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Paralelamente, se realizaron experimentos similares mediante incubación de las células 

con LiCl 10 mM, durante 48, 72, 96 h y 7 días. Al igual que para el caso de los 

nucleótidos, el tratamiento con LiCl aumentó la expresión y acumulación en núcleo de 

β-catenina, y los cambios más notables se dieron a las 96 h (fig. 44). 

 

 

 

  
 

  
 
 
 
Figura 44: Osteoblastos primarios de rata, incubados en medio osteogénico (izquierda), 

conteniendo LiCl 10 mM (derecha), se utilizaron para realizar la inmunocitoquímica 

como se describe en Materiales y Métodos. Las flechas señalan localización nuclear de 

β-catenina. El panel superior corresponde a la superposición de imágenes, luego de 

tinción con Ioduro de Propidio y anti-β-catenina. Las imágenes inferiores corresponden 

a la inmunocitoquímica de β-catenina. 
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Seguidamente se evaluó el efecto de una elevada concentración de calcio extracelular 

sobre la localización y expresión de β-catenina. En la investigación propia, los 

osteoblastos primarios de rata fueron incubados durante 7 días en medio osteogénico, 

en ausencia o presencia de CaCl2 4 mM (5,35 mM final). Se observaron ligeros 

aumentos en la translocación nuclear de β-catenina por acción del calcio extracelular 

elevado (Fig. 45). 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 45: Osteoblastos primarios de rata, incubados en medio osteogénico (izquierda), 

conteniendo CaCl2 4 mM (derecha), se utilizaron para realizar la inmunocitoquímica 

como se describe en Materiales y Métodos. Las flechas señalan localización nuclear de 

β-catenina. El panel superior corresponde a la superposición de imágenes, luego de 

tinción con Ioduro de Propidio y anti-β-catenina. Las imágenes inferiores corresponden 

a la inmunocitoquímica de β-catenina. 
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Efecto de nucleótidos extracelulares sobre la capacidad de mineralización, 

de células calvariales de rata 
 

El mejor parámetro para identificar a una célula como osteoblasto es determinar su 

capacidad de mineralización (Bellows y col., 1986). Este proceso es apreciable al final 

de la diferenciación osteoblástica. Una vez que los osteoblastos han secretado 

suficiente matriz extracelular, comienzan a depositarse cristales de calcio y fosfato en 

forma de hidroxiapatita formando nódulos de mineralización. Estos nódulos, que 

contienen grandes cantidades de calcio, pueden ser fácilmente detectados mediante 

tinción con rojo de alizarina (Puchtler y col., 1969). 

Para determinar el efecto de la estimulación purinérgica sobre la mineralización de los 

cultivos, en el presente trabajo, las células se incubaron durante 15, 18 y 22 días, en 

presencia de ATPγS 10 µM, y se evaluó la deposición de calcio por tinción con Rojo de 

Alizarina como se indica en Materiales y Métodos. Se observó un aumento significativo 

en la mineralización de los cultivos, inducida por ATP, a los días 15 y 18 (figura 46). 

 

 
 

Figura 46: Efecto de ATPγ-S sobre la mineralización del cultivo. Las células se 

incubaron en medio osteogénico (Control) en presencia o ausencia de ATPγ-S 10 μM 

durante 15, 18 y 22 días. Seguidamente se determinó la deposición de calcio en las 

monocapas celulares, mediante tinción con rojo de Alizarina, como se indica en 

Materiales y Métodos. Los resultados se expresan en unidades arbitrarias 

proporcionales con respecto al control, al cual se le asignó el valor 1. Se muestran 

valores promedio ± DE, provenientes de dos experimentos independientes realizados 

por triplicado. * p < 0,05, vs. Control. 
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Rol del calcio extracelular y efecto de nucleótidos sobre la capacidad de 

mineralización, de células calvariales de rata 
 
Para estudiar un posible rol del Ca2+ extracelular en el proceso de formación de nódulos 

mineralizados, en los cultivos de osteoblastos primarios de calvaria de rata, las células 

se incubaron en medio osteogénico con o sin el agregado de CaCl2 4 mM (5,35 mM 

final), durante 15, 18 y 22 días. 

Si bien no se detectaron cambios en la mineralización luego de 15 días de incubación, 

los cultivos mostraron incrementos significativos con respecto al control, luego de 18 y 

22 días de tratamiento con elevada concentración de Ca2+ extracelular (Figura 47). 

 
 
 

 
 
Figura 47: Efecto del Calcio extracelular elevado sobre la mineralización del 

cultivo. Las células se incubaron en medio osteogénico (Control) en presencia o 

ausencia de CaCl2 4 mM (5,35 mM final) durante 15, 18 y 22 días. Seguidamente se 

determinó la deposición de calcio en las monocapas celulares, mediante tinción con rojo 

de Alizarina, como se indica en Materiales y Métodos. Los resultados se expresan en 

unidades arbitrarias proporcionales con respecto al control, al cual se le asignó el valor 

1. Se muestran valores promedio ± DE, provenientes de dos experimentos 

independientes realizados por triplicado. * p <0,025; ** p <0,001, vs. Control. 

 
 
Finalmente, se evaluó el efecto del sistema de señalización purinérgico en un medio con 

elevada concentración de Calcio extracelular (5,35 mM). Para esto, las células fueron 

tratadas con ATPγS 10 µM, en un medio osteogénico con el agregado de CaCl2 4 mM, 

durante 15, 18 y 22 días. El tratamiento combinado con nucleótidos y Calcio mostró un 
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leve efecto de tipo sinergístico a los 18 días de incubación, dado que en esas 

condiciones, el tratamiento combinado presentó un estímulo superior en la 

mineralización, con respecto al de cada agonista por separado. En las demás 

condiciones no se observó este efecto (Fig. 48). 

 

 

 

 
 
 
 
Figura 48: Efecto del Calcio extracelular elevado y estimulación purinérgica sobre 

la mineralización del cultivo. Las células se incubaron en medio osteogénico (Control) 

o conteniendo CaCl2 4 mM (5,35 mM final) en presencia o ausencia de ATPγ-S 10 μM 

durante 15, 18 y 22 días. Seguidamente se determinó la deposición de calcio en las 

monocapas celulares, mediante tinción con rojo de Alizarina, como se indica en 

Materiales y Métodos. Los resultados se expresan en unidades arbitrarias 

proporcionales con respecto al control, al cual se le asignó el valor 1. Se muestran 

valores promedio ± DE, provenientes de dos experimentos independientes realizados 

por triplicado. * p < 0,05; ** p < 0,025; *** p < 0,01; **** p < 0,005; ***** p < 0,001. 
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Efecto de LiCl sobre la capacidad de mineralización, de células calvariales de 

rata 
 

Para evaluar la participación de GSK3 en el proceso de mineralización, los osteoblastos 

primarios de rata fueron tratados durante 15, 18 y 22 días con el inhibidor de la enzima 

LiCl 10 mM. Como se observa en la figura 49, en todos los periodos de tiempo 

estudiados, el compuesto disminuyó la cantidad de depósitos de calcio 

significativamente con respecto al control. 

 

 

 

 

Figura 49: Efecto de LiCl sobre la mineralización del cultivo. Las células se 

incubaron en medio osteogénico (Control) en presencia o ausencia de LiCl 10 mM 

durante 15, 18 y 22 días. Seguidamente se determinó la deposición de calcio en las 

monocapas celulares, mediante tinción con rojo de Alizarina, como se indica en 

Materiales y Métodos. Los resultados se expresan en unidades arbitrarias 

proporcionales con respecto al control, al cual se le asignó el valor 1, se muestran 

valores promedio ± DE, provenientes de dos experimentos independientes realizados 

por triplicado.  * p < 0,01; ** p < 0,001, vs. Control. 
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Discusión 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



109 
 

 

DISCUSIÓN 
 
 
El conocimiento acerca de los mecanismos que regulan la migración, proliferación y 

diferenciación de osteoblastos es de fundamental importancia frente al desafío de 

implementar nuevas terapias anabólicas de aplicación en fisiología ósea. 

Los cultivos primarios de células calvariales de rata neonata son un excelente modelo 

para estudiar dichos mecanismos. Estos cultivos contienen una población heterogénea 

de células, integrada mayormente por células madre mesenquimales, células 

osteoprogenitoras comprometidas, preosteoblastos y osteoblastos. Bajo condiciones de 

cultivo y estímulos apropiados, estas células proliferan, migran y pueden obtenerse 

poblaciones celulares diferenciadas de los linajes osteoblásticos, condrocíticos o 

adipocíticos, de acuerdo a la constitución del medio condicionante (Pirih y col., 2008; 

Weivoda y Hohl, 2012). 

 

A pesar de la existencia de varias formulaciones osteogénicas conocidas, así como la 

importancia de cada uno de sus componentes para inducir la diferenciación de 

osteoblastos in vitro, esto aún no ha sido completamente optimizado (Vater y col., 2011). 

Además, el mecanismo conducente de la osteogénesis no ha sido totalmente dilucidado. 

 

Los resultados presentados en esta Tesis muestran que purinoceptores principalmente 

de subtipos P2Y estimulan la migración de células calvariales de rata neonata. Ello se 

infiere por la actividad pro-migratoria de los nucleótidos ATPγS y ADPβS, agonistas de 

receptores P2Y, aunque algunos reportes sugieren que ATPγS también activaría P2X2 

y P2X5 (Burnstock y Knight, 2004). Por lo tanto no se puede descartar la participación 

de estos dos últimos subtipos en la estimulación de la migración celular observada en 

este trabajo.  

De acuerdo a la información recabada, ésta es la primera vez que se evalúa un posible 

rol del sistema de señalización purinérgico en la migración celular de un cultivo primario 

de células de calvaria de rata. 

El primer estudio sobre un posible rol del sistema purinérgico (en ese entonces no existía 

el concepto) en la regulación de la migración celular es el de Bernstein y Steberl, 1959, 

donde se involucró a adenosina en la estimulación de la movilidad de células de 

esperma bovino. Sin embargo, no se evaluó la participación de receptores purinérgicos. 

Muchos años más tarde, Boonen y col., 1991, informaron inhibición de la migración de 

neutrófilos por nucleótidos (ATP, GTP, ATPγS y GTPγS). Si bien los autores mencionan 

la posibilidad de activación de purinoceptores, no evaluaron la hipótesis. Sus resultados 
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fueron confirmados por Elferink y col., 1992, quienes, además, demostraron inhibición 

de la migración de neutrófilos por XTP, ITP, CTP y UTP. La primera evidencia de 

participación de purinoceptores llegó con Shen y col., 1993, quienes demostraron 

participación de receptores de Adenosina en la regulación de la movilidad espermática, 

en muestras humanas. Más tarde, Falzoni y col., 1995, reportaron que la inhibición de 

P2X7 no provocó cambios en la migración, espontánea y dirigida, de monocitos. 

Finalmente, Pillois y col., 2002, demostraron participación de P2Y2 en la estimulación 

de la migración por UTP, en células de músculo liso de arteria de rata. 

Posteriormente, Verghese y col., 1996, evaluaron la respuesta de neutrófilos humanos 

a ATP, ATPγS, UTP y ADPβS (100 µM). Todos los nucleótidos ejercieron un efecto 

quimiotáctico, siendo los más importantes los de ATPγS y UTP. Resultados similares 

reportaron McCloskey y col., 1999, quienes trataron mastocitos primarios de médula 

ósea de rata (BMMC) y una línea celular de monocitos de ratón (J774) con UTP, ADP, 

ADPβS, AMPpcp y 2-MeSATP (los últimos dos análogos no hidrolizables de ATP) y 

encontraron aumentos en la movilidad celular. Más aun, determinaron que los 

incrementos provocados por ADP tuvieron un componente mayoritariamente 

quimiotáctico. Ninguno de estos resultados pudo ser replicado en la línea celular RBL-

2H3 (mastocitos de rata) ni en cultivo primario de mastocitos de peritoneo de rata 

(McCloskey y col., 1999). 

Omatsu-Kanbe y col., 2006, también informaron aumentos en la quimiotaxis inducidos 

por los nucleótidos ATP, ADP y UTP, siendo el efecto de ATP dosis-dependiente. 

Además, la preincubación de los preadipocitos de ratón con Suramina (antagonista de 

receptores P2) y con U-73122 (inhibidor específico de fosfolipasa C) bloqueó la 

respuesta inducida por ATP, sugiriendo la participación de receptores purinérgicos 

metabotrópicos (P2Y). 

Por su parte, Ferrari y col., 2011, reportaron que ATP 1 mM no presenta capacidad 

quimiotáctica en células madre mesenquimales humanas. Aun así, se observó un 

aumento en la quimioquinesis, y una potenciación en la quimiotaxis inducida por el 

compuesto CXCL-12 (un agente quimioatrayente).  

Los nucleótidos ATP (1 nM) y UTP (10 µM) no indujeron quimioquinesis ni quimiotaxis 

en células madre hematopoyéticas humanas. Sin embargo, UTP potenció el efecto 

quimiotáctico de CXCL-12 (Rossi y col., 2007). Contradiciendo estos resultados, 

Salvestrini y col., 2012, trataron células de leucemia humana con ATP, UTP, INS973 

(agonista de P2Y2R/P2Y4R) e INS415 (agonista de P2Y2R/P2Y6R), y encontraron 

disminución en la migración espontánea en todas las condiciones. Además, evaluaron 

el efecto de los mismos agonistas sobre la capacidad quimiotáctica de CXCL-12, la cual 

resultó menguada por UTP e INS973. 
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En células de carcinoma mamario humano, el agregado de Apirasa (hidrolasa de ATP) 

estimuló la migración sugiriendo un efecto inhibidor del ATP. En el mismo sentido, la 

activación de receptores P2X7, con BzATP, disminuyó la migración celular. Además, 

células de carcinoma mamario murino, tratadas con ATP y ATPγS, mostraron reducida 

capacidad migratoria (Zhou y col., 2015). 

 

Resumidamente, los reportes sobre estudios realizados en cultivos primarios, en su 

mayoría, muestran estimulación de la migración espontánea o quimioquinesis por 

activación de purinoceptores. Sin embargo, el efecto contrario es reportado en líneas 

celulares. 

 

Los resultados obtenidos en esta Tesis concuerdan con la mayoría de los estudios 

reportados en la bibliografía, mostrando a los nucleótidos extracelulares como 

moduladores positivos de la migración celular, ya sea espontánea o dirigida. En este 

sentido, se puede mencionar que el tipo celular empleado por Ferrari y col., (2011), 

células mesenquimales humanas, es el más cercano en características al propio. Si bien 

las células pertenecen a especies distintas (humano vs rata), en ese trabajo el ATP 

estimuló la quimioquinesis, concordando con los resultados mostrados en esta Tesis, 

los cuales fueron obtenidos mediante ensayo de la herida, la cual evalúa ese tipo de 

movilidad celular. Aun así, debe mencionarse que los estudios realizados no permiten 

determinar efectos quimiotácticos (atrayentes) por parte de los nucleótidos. 

 

También, cabe aclarar que la proliferación de las células podría estar contribuyendo en 

los aumentos de migración observados. De acuerdo con los resultados de citometría de 

flujo, ATPγS 10 y 100 µM estimulan el pasaje de las células a fase S del ciclo celular. 

Sin embargo, estos aumentos (26 y 53 %, respectivamente) no parecen suficientes para 

explicar los cambios observados en el ensayo de la herida, por el ATPγS 10 y 100 µM 

(210 y 139 %, respectivamente). Además, los recuentos en hemocitómetro no muestran 

alteraciones en el ritmo de división celular respecto al control, luego de 72 horas. 

Por su parte, no se realizaron ensayos de proliferación celular con ADPβS. Sin embargo, 

trabajos previos del laboratorio, en los que emplea una línea celular de osteosarcoma 

de rata (células ROS-A 17/2.8) y células calvariales de rata neonata, muestran que 

ADPβS 10 µM presenta una respuesta débil con respecto a ATP y UTP en la activación 

de las MAPKs ERK1/2, p38 y JNK1, y además no produce cambios en la proliferación 

celular luego de 24 horas de tratamiento (Katz, 2007; Katz y col., 2008). De acuerdo con 

esto, se podría inferir que el aporte de una aumentada división celular inducida por 
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ADPβS al resultado observado en la migración sería escaso. No se encontraron más 

informes respecto del efecto en la proliferación de osteoblastos por ADPβS. 

 

Respecto de los resultados obtenidos por citometría de flujo, estos demuestran que 

ATPγS (10 y 100 µM) estimula el pasaje de las células de fase G0/G1 a fase S del ciclo 

celular, involucrando a PI3K. Estos datos concuerdan con investigaciones previas, 

donde se le atribuye al sistema de señalización purinérgica un rol positivo en la 

estimulación de la proliferación celular. En referencia a esto, Katz y col., 2008, 

informaron incrementos en la proliferación de células ROS 17/2.8 inducidos por ATP, 

UTP, ATPγS y en menor medida por ADPβS, luego de 24 y 48 horas de tratamiento. 

Resultado confirmado más tarde, en el mismo modelo y en osteoblastos primarios de 

rata, donde además se demuestra la participación de la vía PI3K/Akt en la acción 

proliferativa del ATP en osteoblastos y se sugiere la participación de receptores P2Y2 

(Katz y col., 2011). Sin embargo, los resultados obtenidos mediante recuento celular, en 

esta Tesis, no muestran cambios en la tasa de crecimiento ni en la viabilidad celular. Si 

bien esto puede considerarse una discrepancia en comparación con los datos obtenidos 

por citometría de flujo, es válido mencionar que el recuento en cámara es un método de 

menor sensibilidad para registrar cambios en la tasa de crecimiento celular respecto del 

ensayo de MTT o la citometría de flujo (Pozarowski y Darzynkiewicz 2004; Balu y col., 

2009). 

Otros estudios muestran que osteoblastos primarios de rata, expuestos a un antagonista 

de P2Y12 (Clopidogrel® (Plavix)) redujeron su capacidad proliferativa luego de 4 (etapa 

proliferativa) y 7 días (etapa de diferenciación temprana), sin mostrar cambios al día 14 

(etapa de diferenciación final), sugiriendo un rol positivo para los receptores P2Y12 en 

la proliferación de osteoblastos (Syberg y col., 2012). Lemoli y col., 2004, encontraron 

que ATP y UTP, en concentraciones bajas (ATP 1 nM - 1 µM; UTP 100 nM - 1 mM), 

pueden estimular la formación de colonias de células madre hematopoyéticas humanas, 

en medio con suero (24%) y suplementado con citoquinas. Este efecto fue abolido al 

emplearse concentraciones mayores de los agonistas. Vale aclarar que no evidenciaron 

cambios en la capacidad proliferativa, cuando las células fueron tratadas, con ATP y 

UTP, en medio libre de suero y citoquinas. Al respecto, en el presente trabajo de Tesis 

se emplearon medios de tratamiento con concentraciones de suero consideradas no 

mitogénicas (1%). La inhibición de la señalización purinérgica, por inactivación de 

receptores P2Y por Suramina (Orriss y col., 2006) o por hidrólisis del ATP extracelular 

por acción de Apirasa (Orriss y col., 2013) redujo el número de osteoblastos de rata en 

cultivo primario, sugiriendo la participación de receptores P2Y en la estimulación de la 

proliferación de osteoblastos y concordando con los resultados presentados en esta 
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Tesis. En otro trabajo, células de osteosarcoma humano MG-63 expuestas a ATP 

mostraron incrementar su proliferación, siendo este estímulo mayor con los análogos no 

hidrolizables ATPγS y AMP-PNP. En cambio, UTP y UDP causaron el efecto contrario 

y αβ-mATP no provocó cambios. Además, en el mismo trabajo, mediante el empleo de 

los antagonistas Suramina y PPADS se bloqueó el efecto estimulador del ATP, mientras 

que azul reactivo-2 no causó efecto. Sobre esta base los autores sugieren la 

participación de receptores P2X5 en la estimulación de la proliferación de osteoblastos 

(Nakamura y col., 2000). Sin embargo Suramina es un conocido antagonista de 

receptores acoplados a proteína G, incluyendo a P2Y2 y P2Y4 (Chung y Kemode, 2005).  

Por su parte, Cutarelli y col., 2016, reportaron que ATP 10 µM incrementó, levemente, 

la proliferación en la línea celular de osteoblastos humanos SaOS-2, luego de 6 días de 

incubación, y el mismo nucleótido, en mayor concentración (1 mM), provocó una 

disminución en 3 días de tratamiento.  

Orriss y col., 2012, empleando agonistas y antagonistas selectivos de receptores P2 y 

análisis de expresión génica, descartaron la participación de los receptores P2X1, 3 y 7 

y P2Y4 en la regulación de la proliferación de cultivos primarios de osteoblastos de rata. 

Por su parte, Noronha-Matos y col., 2012, no encontraron diferencias en la proliferación 

de células estromales de medula ósea humana entre el grupo control y aquellos tratados 

con UTP, UTPγS y UDP 100 µM, descartando la participación de receptores P2Y2, P2Y4 

y P2Y6. 

Tomando en cuenta los estudios en diversos modelos celulares reportados en la 

bibliografía, los datos parecen indicar que los receptores purinérgicos de mayor 

relevancia en la regulación de la proliferación celular serían P2X2 y/o P2X5. Ambos 

receptores han mostrado responder a ATPγS (Burnstock y Knight, 2004) y presentan 

altos niveles de expresión en cultivos primarios de osteoblastos de rata a tiempos 

tempranos, disminuyendo a medida que el cultivo se diferencia (Orriss y col., 2006). Sin 

embargo receptores homoméricos de P2X2, P2X4, P2X5, P2X6 y P2X7 muestran, en 

general, una menor afinidad por el ATP y se desensibilizan rápidamente luego de varios 

segundos de exposición al agonista, siendo la recuperación extremadamente lenta 

(North, 2002; Gever y col., 2006). Si bien no puede descartarse un rol para el receptor 

P2Y12, al que se le ha atribuido una acción proliferativa según los datos de Syberg y col 

(2012), el ATPγS, empleado en esta Tesis, no es una agonista preferencial de este 

subtipo. Cultivos primarios de osteoblastos calvariales de rata neonata, como los 

utilizados en esta Tesis, han mostrado responder a ATP y UTP, sugiriendo la expresión 

de receptores P2Y2 y/o P2Y4 (Katz y col., 2011). Los receptores P2Y2 y P2Y4 de rata 

responden en forma equipotente a ATP y UTP. En cambio ATPγS es un agonista fuerte 

de receptores P2Y2 y actúa débilmente sobre el subtipo P2Y4 de rata (Wildman y col 
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2003). También el subtipo P2Y11 son activados por ATPγS (Burnstock y Knight, 2004; 

Jacobson y col., 2004), pero los roedores carecen del gen para este receptor (Orriss y 

col., 2012). 

En esta Tesis, ATPγS 10 y 100 µM incrementaron el pasaje a fase S del cultivo primario, 

siendo mayor el aumento provocado por la concentración más alta.  

De esta manera, los efectos pro-mitóticos de ATPγS 10 µM pueden ser atribuidos a 

receptores P2X2 y/o 5, o a heterómeros de ambos (P2X2/5) que responden a bajas 

concentraciones del nucleótido (Jacobson y col., 2004).  

Por su parte, el mayor efecto inducido por ATPγS 100 µM podría ser consecuencia de 

la activación de los mencionados purinoceptores P2X, junto con alguna contribución de 

receptores P2X4 y/o 6 y/o P2Y1, 2, 4 y/o 12, que explicaría la diferencia observada entre 

ambas concentraciones de nucleótido. Esto podrá ser esclarecido, en investigaciones 

futuras, mediante el análisis de expresión de los distintos subtipos de receptores 

purinérgicos en el modelo celular empleado en esta Tesis. 

 

Los reportes que estudian el rol del Calcio extracelular en la proliferación de células 

óseas o relacionadas, concuerdan en la existencia de un efecto estimulatorio de la 

división celular para concentraciones de 1,8-10 mM (Dvorak y col., 2004; Chattopadhyay 

y col., 2004; Hashimoto y col., 2012; Barradas y col., 2012). En la presente Tesis, no se 

encontraron cambios significativos en la viabilidad ni en la tasa proliferativa de los 

osteoblastos primarios de rata, luego de 24, 48 y 72 horas de tratamiento en medio base 

conteniendo Ca2+ 5,35 mM con respecto al control (1,36 mM). 

Al respecto, vale la pena mencionar que los aumentos en proliferación encontrados por 

Dvorak y col., 2004, son leves (17% de aumento en la incorporación de BrdU) y a 

tiempos de tratamiento mayores (7 y 10 días). Por su parte, Hashimoto y col., 2012 y 

Barradas y col., 2012, emplearon un tipo celular distinto (células estromales de médula 

ósea murinas y humanas, respectivamente), diferentes técnicas de determinación de 

proliferación (incorporación de BrdU y cuantificación de ADN) y una concentración de 

Calcio mayor (10,8 y 7,8 mM, respectivamente), a la cual el modelo empleado en esta 

Tesis no es viable. Al respecto y concordando con lo reportado por Chattopadhyay y 

col., 2004 (quienes emplearon cultivos primarios de calvaria de rata fetal), en esta Tesis, 

el tratamiento de los cultivos con concentraciones de Ca2+ de 6, 8 y 10 mM produjo 

cambios en los recuentos celulares y en la morfología compatibles con muerte celular 

(pérdida de adherencia, tamaño y forma redondeada) (datos no mostrados en esta 

tesis). Además, el tratamiento de las células con una concentración de Ca2+ de 5,4 mM, 

similar a la empleada en la presente Tesis (5,35 mM), no indujo cambios en la 

proliferación (Hashimoto y col., 2012). 
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Respecto de la discrepancia con los resultados obtenidos por Chattopadhyay y col 

(2004) en la proliferación, se debe mencionar que el medio de cultivo empleado por ellos 

es DMEM, el cual contiene una concentración de Glutamina (4 mM) que duplica la del 

α-MEM (Glutamina 2 mM). Dato relevante, dado que la Glutamina ha sido considerada 

el aminoácido más importante para la proliferación celular (Nakajo y col 2004). Se ha 

reportado que la adición de Glutamina al medio de cultivo estimula la proliferación de 

linfocitos (Szondy y Newsholme, 1991; Newsholme y Calder, 1997; Yaqoob y Calder, 

1997), enterocitos (Wiren y col., 1998; Rhoads y col., 1997; Yamauchi y col., 2002), 

fibroblastos (Eagle y col., 1956) y células tumorales (Turowski y col., 1994; Eagle y col., 

1956), en concentraciones de 1-7 mM. 

Además, las ratas utilizadas por Chattopadhyay y col., 2004, son de estadio fetal, las 

cuales podrían proveer células de calvaria con una mayor capacidad proliferativa 

constitutiva que las propias, las cuales son neonatas. 

Así, la conjunción de ambas situaciones (mayor concentración de Glutamina y ratas 

fetales) podría resultar en un cultivo con mayor sensibilidad al estímulo de la 

proliferación por agentes externos. 

Por otro lado el estímulo en la proliferación celular demostrado en esta Tesis por acción 

del ATPγ-S 10 y 100 μM en medio base conteniendo Ca2+ 5,35 mM, sugiere que ambos 

agonistas en conjunto ejercen un estímulo mitogénico mayor, que pudo ser detectado 

por recuento celular, con respecto al que presenta cada agonista individualmente 

(Laiuppa y Santillán, 2016). 

 

Como fue descripto en la sección “Materiales y Métodos”, en los experimentos 

realizados con el fin de estudiar la diferenciación osteoblástica, las células fueron 

incubadas en medio osteogénico, el cual está compuesto por α-MEM 1 % suero fetal 

bovino (SFB), ácido ascórbico 50 µg/ml (300 µM) y β-glicerofosfato 10 mM. 

Un estudio reciente (Orriss y col., 2012), reportó pérdida de viabilidad en cultivos 

primarios de osteoblastos de calvaria de rata, por concentraciones de β-glicerofosfato 

en el rango de 5-10 mM. Según consta en el artículo, esas cantidades de β-glicerofosfato 

provocaron una disminución en la viabilidad (evidenciada por aumentada liberación de 

lactato deshidrogenasa) debido a una excesiva mineralización de la matriz, que acaba 

por “fosilizar” los osteoblastos.  

Sin embargo, en el presente trabajo de Tesis no se observaron cambios en la viabilidad 

de los cultivos luego de 7 días de incubación en medio osteogénico conteniendo β-

glicerofosfato 10 mM. Estos resultados concuerdan con los antecedentes del grupo de 

trabajo (Ayala, 2014) 
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Tampoco se observaron cambios en la viabilidad celular luego de la incubación de los 

cultivos en medio osteogénico conteniendo ATPγS 10 o 100 µM respecto de los 

controles. Sin embargo, la estimulación purinérgica mostró una disminución significativa 

en los recuentos celulares respecto al control, siendo este efecto mayor para ATPγS 

100 µM. Un efecto similar se observó para el tratamiento con medio osteogénico 

conteniendo calcio 5,35 mM. Estos datos sugieren que ambos agonistas en medio 

osteogénico producen una disminución en la tasa de crecimiento celular, probablemente 

favoreciendo el pasaje del estadio proliferativo al de diferenciación. Dado que la 

respuesta celular al tratamiento con ambos agonistas en conjunto es similar a la 

observada con cada agonista por separado, se sugiere que ambos agonistas podrían 

estar activando una misma vía de señalización. 

  

Sumado a esto, se han conducido experimentos de mineralización de hasta 22 días de 

incubación en medio osteogénico conteniendo Ca2+ 5,35 mM, y no se han observado 

alteraciones morfológicas indicativas de pérdida de viabilidad, ni disminuciones en la 

densidad celular.  

 

El LiCl es un ampliamente reconocido y asequible inhibidor de GSK3 (Berridge y col., 

1989; Stambolic y col., 1996; Hedgepeth y col., 1997). Ha mostrado inhibir a la quinasa 

mediante dos maneras, directa e indirectamente. Por un lado, el Litio reemplaza iones 

Magnesio en el sitio activo de la enzima (Zhang F y col., 2003). Por otro lado, el LiCl 

activaría a la vía PI3K/AKT, inhibiendo a GSK3 por fosforilación mediada por AKT 

(Chalecka-Franaszek y col., 1999) 

En esta Tesis, no se observaron cambios en la supervivencia celular, por incubación en 

presencia de LiCl 10 µM, durante 7 días. En cambio, el tratamiento de las células con 

LiCl 10 mM provocó una disminución (30%) en el contenido de ADN, estadísticamente 

significativa, luego de siete días de tratamiento. Por otro lado, los tratamientos que 

comprendieron incubaciones con esa concentración de Litio de hasta 22 días, no 

mostraron alteración morfológica indicativa de muerte celular o desprendimiento de la 

monocapa celular. Estos datos concuerdan con los estudios de Wang y col., 2012, que 

no reportaron cambios en la viabilidad de células madre de papila apical (SCAP) luego 

de una incubación con LiCl 10 mM, durante 7 días. Sin embargo, mostraron reducción 

en los valores de MTT por tratamiento con concentraciones de LiCl 20 y 30 mM. 

 

Durante la diferenciación osteogénica de células mesenquimales in vitro se pueden 

distinguir tres etapas (Huang y col., 2007). Una etapa inicial, de crecimiento celular o 

proliferación (los primeros 4 o 5 días de cultivo), seguida de un estadio intermedio (entre 
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los días 5 a 15), caracterizado por aumentos en la actividad de la enzima FAL, que 

alcanza un pico para luego declinar (Aubin, 2001). En la línea celular de fenotipo 

osteoblástico (SaOS-2) la actividad de FAL se ve incrementada a partir del día 7 en 

medio osteogénico (Li y col., 2009). También se encontró en éste estadio la expresión 

de Colágeno tipo I (Quarles y col., 1992), específicamente alrededor del día 11 (Sila-

Asna y col., 2007; Feng y col., 2008) y de la BSP (Sila-Asna y col., 2007; Liu y col., 

2008). La etapa tardía (entre 18 y 28 días de cultivo) se presenta con una gran expresión 

de OC y OP, seguida por deposición de calcio y fosfato (Hoemann y col., 2009; Huang 

y col., 2007). Se ha encontrado elevada expresión de OPG en células mesenquimales 

alrededor del día 21 de incubación en medio osteogénico (Yang y col., 2011). Aún se 

discute acerca de los estadios de diferenciación en los que se expresa la Osteonectina 

(ON). 

 

Los resultados presentados en esta Tesis muestran que ATPγ-S 10 μM incrementó la 

actividad FAL a los diez días de tratamiento. El agonista UTP (10 y 100 μM) no mostró 

cambios a los 4 y 7 días de tratamiento. Estos datos concuerdan parcialmente con lo 

reportado por Katz y col, 2011, que en el mismo modelo celular, detectaron aumentos 

en la actividad FAL luego del tratamiento con ATP 10 uM durante 7 y 9 días. Incrementos 

similares, luego de 7 días de tratamiento con ATP, ATPyS y UTP 10 y 100 uM reportaron 

Ayala y col., 2013, quienes además, evidenciaron una caída en la actividad FAL a los 

14 días de tratamiento con UTP 10 uM. Las diferencias mencionadas podrían ser 

atribuidas a modificaciones en el protocolo de obtención del cultivo, del protocolo 

utilizado en la determinación de la actividad enzimática o diferencias inherentes al lote 

de animales empleado (Czekanska y col., 2012; Garrett, 2003). 

Similarmente, preosteoblastos murinos, tratados con ATP, ADP, UTP, UDP, αβmeATP, 

βγmeATP y BzATP 100 nM, mostraron aumentos en la actividad FAL a los 7 días, 

seguidos de disminución a los 14 días (Rodrigues-Ribeiro y col., 2015). ATP, en 

concentraciones 10, 100 y 1000 uM, incrementó la actividad FAL, en osteoblastos 

humanos Saos-2, luego de tres días de tratamiento (Cutarelli y col., 2016). Por su parte, 

Sun y col., 2013, informaron que el ATP, en el rango de 0,1 – 100 uM, aumentó la 

actividad FAL de células madre mesenquimales humanas, a los 14 días de tratamiento. 

Empleando el mismo modelo celular, Noronha-Matos y col., 2014, reportaron un 

resultado similar, por activación de P2X7 con BzATP 100 uM. El mismo grupo de 

investigación, valiéndose de células de estroma de medula ósea humana, encontraron 

que UTP y UDP 100 uM, también aumentaron los valores de actividad FAL (Noronha-

Matos y col., 2012). Clopidogrel (Plavix), un antagonista selectivo de P2Y12, redujo la 
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actividad FAL a los 14 días de tratamiento, a concentraciones de 10 y 50 uM (Syberg y 

col., 2012). 

Contrariamente a lo demostrado en esta Tesis, Orris y col., 2007, midieron la actividad 

FAL, en cultivos primarios de osteoblastos de calvaria de rata, a los días 4, 7, 10 y 14 y 

encontraron disminuciones provocadas por ATP y UTP 10 uM. Por otro lado, no 

reportaron efectos por ADP ni UDP. 

 

Los nucleótidos presentan distinta afinidad por los diversos receptores purinérgicos. 

Entre estos, ATPγS (análogo no hidrolizable de ATP) es considerado un agonista fuerte 

de P2Y2 y débil de P2Y4. UTP activa los dos receptores mencionados anteriormente 

(en rata pero no en humano) con la misma potencia (Wildman y col., 2003). 

Los aumentos provocados por ATPγS, sugieren la participación de receptores P2Y2 en 

la regulación de la actividad FAL. Estos resultados son concordantes con los obtenidos 

anteriormente por el grupo (Ayala y col., 2013; Katz y col., 2011) y con la mayor parte 

de la evidencia recogida.  

Las discrepancias observadas con los estudios de Orris y col., 2007, que reportaron 

efectos anti-osteogénicos para ATP y UTP podrían tener su explicación en las diferentes 

condiciones experimentales empleadas por ese grupo. El medio utilizado en ese trabajo 

fue D-MEM, que presenta una formulación distinta al α-MEM, el cual induce una 

expresión de 2-3 veces mayor en la actividad FAL que el D-MEM (Orris et al., 2014). 

Sumado a esto, el medio osteogénico reportado por ellos, además de contener Ácido 

Ascórbico y β-glicerofosfato, contiene Dexametasona. Un informe le atribuyó al 

corticoide efectos anti-osteogénicos y pro-adipogénicos (J Li y col., 2013). Tobimatsu y 

col., 2006, mostraron apoptosis en la línea celular de preosteoblastos murinos MC3T3 

inducida por Dexametasona. Sin embargo la concentración empleada en ambos 

estudios es diez veces mayor que la utilizada por Orris y col., 2007, (10 nM). Por otro 

lado, se informó inhibición de la actividad FAL por tratamiento con Dexametasona 1 nM 

- 10 µM durante cuatro días, en calvaria de rata neonata (Canalis, 1983). Al contrario, 

Tenenbaum y col., 1985, mostraron inducción de actividad FAL por Dexametasona 10 

nM - 1 µM en calvaria de embriones de pollo. 

Otro factor a tener en cuenta es la distinta cepa de los animales utilizados por Orriss y 

col., 2007 (ratas Sprague-Dawley). 

 

Hashimoto y col., 2012, incubaron células de estroma de medula ósea de ratón, en 

medio osteogénico conteniendo concentraciones extracelulares de calcio de 5,4 y 10,8 

mM, y evidenciaron aumentos en la actividad de FAL a los 14 días.  En concordancia 

con este trabajo, en la presente Tesis se demuestra un incremento en la actividad de la 
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enzima luego de 10 días de tratamiento en medio de cultivo osteogénico con una 

concentración de Calcio de 5,35 mM. Sin embargo, en desacuerdo con dicho trabajo, la 

concentración de CaCl2 de 10,8 mM, provoca pérdida de viabilidad en el cultivo primario 

de calvaria propio.  

Dvorak y col., 2004, partiendo de un cultivo control con una concentración de Calcio 

extracelular de 1,2 mM, mostraron que aumentos (concentración final 1,8-3 mM) de la 

misma incrementan la expresión de marcadores de diferenciación osteoblástica en 

cultivos primarios de calvaria de rata. Sin embargo, reportaron que la actividad de FAL 

alcanza valores máximos a concentraciones de Ca2+ extracelular de 1,2 - 1,8 mM, 

disminuyendo su actividad por encima o debajo de este rango de concentración, luego 

de 7, 10 y 14 días de tratamiento. Esto no concuerda con lo demostrado en esta Tesis, 

ya que la concentración de calcio 5,35 mM no produjo cambios en la actividad 

enzimática a los 7 días de tratamiento pero la incrementó a los 10 días respecto del 

control, el cual presenta una concentración de calcio de 1,36 mM. 

Cabe mencionar, sin embargo, que la máxima concentración empleada por Dvorak y 

col., 2004, es de 3 mM, lo que representa un 56% de la empleada en esta Tesis. 

La disminución observada en la actividad de FAL luego del tratamiento con ATPγS 10 

μM en medio osteogénico conteniendo calcio 5,35 mM, sugiere que ambos compuestos 

podrían estar modulando vías de señalización que antagonizan entre sí. Sin embargo, 

la estimulación de la actividad FAL mostrada por UTP 10 μM en medio osteogénico 

conteniendo calcio 5,35 mM sugiere un efecto sinergístico entre estos agonistas. Dado 

que ATPγS es agonista fuerte de receptores P2Y2 pero débil para P2Y4 y que ambos 

subtipos de receptores responden de manera equipotente a UTP, surge la hipótesis de 

un efecto antagónico entre las vías de señalización moduladas por el calcio elevado y 

la activación del receptor P2Y2, mientras que la estimulación del receptor P2Y4 ejercería 

un efecto sinérgico con la elevada concentración de calcio. 

Además, a pesar de ser más débil, la respuesta observada al UDP, agonista de 

receptores P2Y6, no permite descartar la participación de este subtipo en la estimulación 

de la actividad de FAL. La participación de los distintos receptores en esta respuesta, 

deberá ser abordada en investigaciones futuras mediante el empleo de inhibidores 

selectivos de subtipos de receptores P2 y/o silenciamiento específico por siRNA. 

 

Los resultados obtenidos en esta Tesis, muestran que luego de 4 y 7 días de tratamiento 

de las células con LiCl 4-10 mM, aumenta la actividad de FAL. Concordando con estos 

resultados, Arioca y col., 2014, demostraron un aumento dosis-dependiente de la 

actividad FAL luego de 9 días de tratamiento con LiCl 10 y 20 mM, en preosteoblastos 

murinos. A su vez, el tratamiento con LiCl 5 y 10 mM de células madre de papila dental 
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durante 7 y 14 días, condujo a aumentos de la actividad enzimática (Wang y col., 2012). 

van der Horst y col., 2005, al tratar una línea celular murina de MSC (C3H10T1/2) 

durante 1 semana, con LiCl 0.1-20 mM, obtuvieron incrementos dosis-dependiente en 

la actividad de FAL. Sin embargo, el mismo tratamiento no produjo este efecto en cultivo 

primario de médula ósea. Galli y col., 2012, trataron células de cultivo primario de 

medula ósea de ratón con LiCl 1 mM durante 7, 14 y 21 días. No reportaron cambios en 

la actividad de la enzima a los días 7 y 14, pero sí detectaron aumentos (300%) a la 

tercera semana de tratamiento. Du y col., 2012, trataron células de folículo dental 

durante 4, 8 y 12 días con LiCl 10 mM, sin encontrar cambios en la actividad FAL al día 

4, mientras que reportaron aumentos leves a los tiempos más prolongados. 

Clément-Lacroix y col., 2005, demostraron aumentos en la actividad FAL en células 

mesenquimales murinas tratadas con LiCl 20 mM. Sin embargo, no observaron efectos 

en células de calvaria, provenientes de los mismos animales 

En dos líneas celulares de osteoblastos humanos (MG63 y SaOS-2), Briolay y col., 

2012, reportaron incrementos en la actividad enzimática luego de 7 días de tratamiento 

con LiCl a concentraciones bajas (0.2, 2 mM), mientras que una concentración elevada 

(20 mM) redujo los valores. 

Dado que el LiCl es un inhibidor de GSK3 (Berridge y col., 1989; Stambolic y col., 1996; 

Hedgepeth y col., 1997), estos resultados sugieren que la inhibición de esta enzima 

podría estar implicada en el efecto del LiCl sobre el incremento observado en la actividad 

de FAL. 

En este sentido, Zeadin y col., 2012, transfectaron células musculares lisas vasculares 

(CMLV) con una forma constitutivamente activa de GSK3β y observaron disminución en 

la actividad enzimática de FAL en un período de 8 días. De igual manera, la activación 

de GSK3β por un lipopolisacárido (LPS) redujo la actividad FAL (Tang y col., 2013). 

Células ST2, expuestas a un inhibidor específico de GSK3 (CHIR99021) exhibieron 

elevada actividad FAL (Bennett y col., 2005). Kulkarni y col., 2006, trataron células 

mesenquimales murinas con un inhibidor dual de GSK3 (α/β) y observaron aumento de 

la actividad FAL. 

En discrepancia con lo demostrado en esta Tesis, se reportaron disminuciones en la 

actividad FAL, inducidas por LiCl, en células preosteoblásticas de ratón (Yoshida y col., 

2012; Li y col., 2011). Sin embargo, en esos trabajos se emplearon concentraciones de 

LiCl de 20 mM y 50 mM, equivalentes al doble y al quíntuple de la máxima concentración 

empleada en esta Tesis (10 Mm). Por otro lado, se ha reportado inhibición de la 

viabilidad celular por concentraciones elevadas de LiCl (20-30 mM) en cultivos primarios 

de células madre de papila apical (Wang y col., 2012). 
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Li y col., 2011, demostraron que la inhibición de GSK3, con tres agentes específicos, 

AKP (2,5 μM), BIO (2 μM) y SB 216763 (10 μM), redujo la actividad FAL en la línea 

celular MC3T3-E1 (preosteoblastos murinos), mientras que en la línea C2C12, uno de 

los inhibidores (BIO) incrementó la actividad de la enzima y los otros no surtieron efecto. 

 

La disminución en la actividad de FAL provocada por LiCl 10 mM luego de 10 días de 

tratamiento coincide con la caída observada en la etapa intermedia de la diferenciación 

osteoblástica reportada por otros autores (Aubin, 2001; Katz y col., 2011; Ayala y col., 

2013). Por otro lado, concuerda con la inhibición de la mineralización observada a los 

15, 18 y 22 días. 

 

Los resultados obtenidos en esta Tesis muestran por primera vez que la activación de 

receptores purinérgicos P2, en células calvariales de rata, estimula la expresión y 

translocación nuclear de β-catenina, luego de 4 días de tratamiento con ATPγS 10 y 100 

µM. La correlación temporal y la similitud en magnitud con los aumentos en la expresión 

y en la acumulación nuclear de β-catenina inducidos por LiCl 10 mM, sugieren la 

participación de GSK3. Los cambios observados por acción del LiCl, en el modelo 

celular propio, concuerdan con lo reportado en la bibliografía. Al respecto, se ha 

reportado que distintos tratamientos con LiCl (1-25 mM) disminuyen los niveles de la 

forma fosforilada y aumentan la translocación nuclear, la expresión y la actividad 

transcripcional de β-catenina en distintos tipos celulares (Du y col., 2012; Arioka y col., 

2014; Briolay y col., 2012; Li y col., 2015; Chandar y col., 2005; Armstrong y col., 2007; 

Spencer y col., 2005; McCarthy y Centrella, 2010; van der Horst y col., 2005; Ohnaka y 

col., 2005; Galli y col., 2012). Adicionalmente, y de acuerdo con los resultados 

presentados aquí, se ha demostrado que la estimulación de GSK3β, mediante el empleo 

de una toxina bacteriana (el lipopolisacárido de Porphyromonas gingivalis) disminuye el 

nivel de β-catenina nuclear y su actividad transcripcional (Tang y col., 2013). Por su 

parte, Gregory y col., 2005 reportaron incrementos en la β-catenina citosólica, en 

respuesta a LiCl 10 y 15 mM. 

 

Vale la pena destacar que la estimulación de β-catenina, por Litio, ocurrió al cuarto día, 

coincidiendo con el aumento en la actividad enzimática de FAL, estimulado por igual 

tratamiento. En concordancia con los resultados presentados en esta Tesis, existen 

reportes de aumento en la actividad de FAL por activación de β-catenina (Zhang W. y 

col., 2016; Liu B. y col., 2015). Además, Bein y col., 2003, demostraron que la 

introducción de una forma de β-catenina resistente a fosforilación por GSK3, y por ende 
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a degradación proteosómica, en una línea celular murina de MSC, indujo notables 

incrementos en la actividad FAL.  

 

Concordante con los resultados obtenidos en esta Tesis, Grol y col., 2016 (el único 

reporte, a la fecha, de una regulación purinérgica de la localización y función de β-

catenina, en células osteoblásticas), trabajando con la línea celular de preosteoblastos 

murinos MC3T3, encontraron que un agonista de P2X7, BzATP (300 µM), promovió la 

inhibición de GSK3 y la acumulación nuclear de β-catenina. Además, los datos 

mostrados en esta Tesis, concuerdan con estudios que reportaron que agonistas 

purinérgicos incrementaron tanto la expresión como la translocación nuclear de β-

catenina, en células neuronales (Ortega y col., 2008) y en células musculares (Taurin y 

col., 2008) 

Por último, y contradiciendo los resultados mencionados, Guo y col., 2014, informaron 

reducciones en la expresión y función del factor de β-catenina, luego de la activación de 

P2X7, en células epiteliales pulmonares. 

Interesantemente, en esta Tesis se encontró que el tratamiento con ATPγS 10 µM indujo 

la expresión génica de BMP4, 5, 6 y 7, BSP y Colágeno tipo I, al quinto día de 

incubación. Si bien este dato no fue confirmado en el presente trabajo, concuerda con 

lo reportado por Ayala y col., 2013. Además, es relevante mencionar que se han 

reportado aumentos en el nivel de ARNm y proteína de BMP6 provocados por Wnt5a, 

la cual ha mostrado activar a β-catenina (Dai y col., 2008; Mikels y Nusse, 2006). 

Por su parte, Hill y col., 2006, demostraron que la sobreexpresión de β-catenina indujo 

aumentos en el nivel de transcripto de BMP7. Por otro lado, se ha reportado que la 

expresión de BSP, que mostró ser incrementada por la estimulación purinérgica, puede 

ser inducida por la activación de β-catenina (Zeadin y col., 2012). 

 

El Receptor Sensor de Calcio (CaSR), es un receptor acoplado a proteína Gq, capaz de 

sensar los niveles de Calcio extracelular. El ion, al unirse al dominio extracelular del 

receptor provoca cambios conformacionales y, con éstos, su activación. De esta 

manera, el Ca2+ puede actuar como primer mensajero extracelular en una vía de 

señalización (Brown y Macleod., 2001) 

Fernandez y col., 2013, encontraron que el Ranelato de Estroncio (RS) provocó la 

activación de β-catenina, de manera dependiente del CaSR. 

Por otro lado, células humanas de adenocarcinoma de colon fueron expuestas a 

concentraciones de Calcio extracelular de 1 (Chakrabarty y col., 2003) y 5 mM (MacLeod 

y col., 2007) y exhibieron disminuciones en la formación de complejos β-catenina/TCF4 

y en el nivel proteico de β-catenina total, respectivamente, además de reducida actividad 
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transcripcional. En el mismo tipo celular, Bhagavathula y col., 2007, reportaron 

disminución de la β-catenina citoplásmica y perinuclear, a expensas de la forma unida 

a membrana, y en la actividad transcripcional, provocada por aumentos en la 

concentración de Ca2+ extracelular. 

Respecto del rol del calcio en la localización de β-catenina, los informes son variables. 

La quelación de Calcio (por EGTA) no provocó cambios en los niveles de proteína total, 

en tejido cartilaginoso (Romereim y col., 2014) o en células MCF-7 (Symons y col., 

2002), pero indujo internalización, disminuyendo la expresión en membrana (Kartenbeck 

y col., 1991; Aicher y col., 1997) 

Células HEK expuestas a cambios en la concentración de calcio extracelular (de 2 µM 

a 2 mM), mostraron relocalización de β-catenina, en forma de acúmulos en los 

complejos de adhesión de la membrana plasmática (Boscher y Mège, 2008). 

Queratinocitos humanos, incubados durante 5 minutos en presencia de Calcio 

extracelular (1,2 mM), mostraron aumentada expresión de β-catenina en membrana 

plasmática (Xie y col., 2009). Sin embargo, Ito y col., 1999, reportaron el efecto contrario. 

El aumento del influjo de Ca2+ (inducido por Ionomicina) provocó una relocalización de 

la β-catenina de la membrana al citoplasma. 

 

Popp y col., 2014, describieron aumentos en la expresión y actividad transcripcional de 

β-catenina, en keratinocitos humanos tratados con Ca2+ extracelular a una 

concentración 2 mM. En el mismo sentido, Guan y col., 2015, mostraron aumentos en 

la expresión de β-catenina, en células madre derivadas de orina incubadas con extractos 

de Silicato de Calcio. Concordante con esto, en la presente Tesis se observó incremento 

en la localización nuclear de β-catenina luego de incubación de las células en medio 

osteogénico conteniendo calcio elevado (5,35 mM). Sin embargo, no se encontró ningún 

reporte sobre el efecto de elevadas concentraciones de Calcio extracelular en la 

regulación de la expresión y función de β-catenina, en células óseas. 

 

Ayala y col., 2013, mostraron aumentos en la expresión de los genes de BMP2, 4 y 5 y 

BSP, en cultivo primario de calvaria de rata tratado durante 1 semana con ATP y UTP. 

Además, informaron incrementos del ARNm de FAL, después de 4 días de incubación. 

En osteoblastos humanos se detectaron incrementos de la expresión de Runx2, FAL y 

Osteocalcina (OCN) luego de tratamiento durante 3, 6 y 9 días con ATP 10, 100 y 1000 

µM. Los mayores aumentos se observaron a tiempos tempranos, con todas las 

concentraciones, siendo la de 100 µM la que indujo los cambios más importantes 

(Cutarelli y col., 2016). Rodrigues-ribeiro y col., 2014, estudiaron la expresión de Runx2, 

Dlx5 y Osterix (OSX), en preosteoblastos murinos, transcurridos 7 y 14 días de 
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tratamiento con ATP 100 nM. Los tres genes exhibieron aumentos de la expresión al 

séptimo día. La expresión de OSX y Dlx5 disminuyó a tiempos más prolongados, 

mientras que la de Runx2 resultó inalterada. Fibroblastos pulmonares humanos 

exhibieron aumentos en la transcripción del gen de colágeno tipo I, luego de tratamiento 

con ATP (Janssen y col., 2009). 

En células de calvaria de ratones knockout para P2X7 la expresión de Runx2 no mostró 

cambios respecto del control tipo salvaje a los 7, 14 y 28 días de cultivo, mientras que 

la de OCN se mantuvo por debajo todos los días, excepto al 28. Los genes OSX y BSP 

solo mostraron reducción en su expresión al séptimo día (Panupinthu y col., 2008). 

 

Biver y col., 2013 demostraron aumentos en la expresión de OSX, FAL y Col1 inducidos 

por activación de P2Y13, en células madre mesenquimales (MSC) murinas. 

Contradiciendo los resultados anteriores, Orris y col., 2007, empleando osteoblastos 

primarios de rata, evaluaron la expresión génica de FAL, COL1, OCN y OPN luego de 

4, 7 y 14 días de exposición a agonistas purinérgicos. Encontraron disminuciones en la 

expresión de FAL, COL1 y OCN, inducidas por ATP y UTP a los 7 y 14 días, sugiriendo 

un efecto anti-osteogénico para los receptores P2Y2. Estudios posteriores, en el mismo 

modelo, empleando los agonistas de P2X α, β-meATP, β, γ-meATP y Bz-ATP, no 

mostraron cambios en los niveles de ARNm de FAL durante 7 y 14 días de tratamiento. 

También resultó inalterada la expresión de COL1, excepto en la condición Bz-ATP, 

donde se registró un aumento solo al día 14 (Orris y col., 2012). 

Además, Li y col., 2015 mostraron disminución en la expresión génica de Runx2, FAL y 

OPN en células madre de médula ósea de rata, tratadas durante 7 días con UTP 125 

µM. 

 

Parte de los resultados obtenidos en esta Tesis concuerdan con los reportes que 

muestran efectos anti-osteogénicos por activación de purinoceptores (Orris y col., 2007, 

2012). Luego de 4 días, el tratamiento de las células con UTP 100 µM, y después de 8 

días de tratamiento con UTP 10 µM, el nivel de ARNm de los genes Runx2, Col1, OPG 

y OPN mostró disminuciones estadísticamente significativas. OPN y Col1 son genes 

blanco de la acción del factor de transcripción Runx2 (Ducy y col., 1997), así como 

también OPG (Thirunavukkarasu y col., 2000). Considerando esto, la reducción de la 

expresión de Runx2, por UTP, concuerda con las disminuciones observadas en la 

expresión de OPN, Col1 y OPG. 

Sin embargo, el aumento en el nivel de ARNm de Col1 observado luego de 8 días de 

tratamiento con UTP 100 µM requiere otra fundamentación. Una posible explicación 

para este resultado podría ser la activación de receptores de distinto subtipo, dado que 
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una mayor concentración de UTP (100 µM) permite mayor generación de productos de 

hidrólisis, entre ellos UDP, agonista de receptores P2Y6. Existe un reporte donde se 

muestra aumento en la expresión de procolágeno tipo I por activación de P2Y6 por UDP 

extracelular, en células hepáticas de rata (Dranoff y col., 2004). Además, Orriss y col., 

2006, encontraron que luego de 8 días de incubación en medio osteogénico 

osteoblastos primarios de rata expresaron niveles de ARNm de P2Y6 superiores a los 

de P2Y2 y P2Y4. 

Por otro lado, los aumentos en los niveles de ARNm de BMP4, 5, 6 y 7, BSP y Col1 

inducidos por ATPyS 10 µM, sustentan un rol pro-osteogénico para los receptores P2 

evidenciado por otros grupos de investigación (Cutarelli y col., 2016; Rodrigues-ribeiro 

y col., 2015; Biver y col., 2013) Interesantemente, se ha reportado que la expresión y 

actividad transcripcional de Runx2 aumentan como consecuencia de la acción de BMP 

2,4 y 7 (Ducy y col., 1997; Tsuji y col., 1998; Lee y col., 2000; Banerjee y col 2001; 

Phimphilai y col., 2006). A su vez, BSP y Col1 son genes blanco del factor de 

transcripción Runx2 (Ducy y col., 1997; Gersbach y col., 2004). Por otro lado, el 

tratamiento de células madre mesenquimales humanas con BMP6 provocó incrementos 

en la expresión, a nivel de ARNm y proteína, de BSP (Zhu F. y col., 2012). A su vez, 

Yung y col., 2015, demostraron aumentos en la expresión génica de Runx2 y OPN, en 

células endoteliales bovinas tratadas con BMP6. Más aun, BMP5, en combinación con 

BMP2 y 6, estimuló la expresión de Runx2, Osx y Col1, en cultivo primario de 

osteoblastos (Wutzl y col., 2010). 

Esto último, permite sugerir que los aumentos de expresión de BMP4, 5, 6 y 7 podrían 

incrementar el nivel de ARNm de Col1 y BSP, al inducir la expresión de Runx2. 

Un aspecto más a tener en cuenta a la hora de analizar las discrepancias con los 

resultados obtenidos por otros grupos que trabajaron con osteoblastos primarios de 

calvaria de rata, es la frecuencia de las renovaciones del medio de cultivo. En el caso 

de Orris y col., 2006, 2007, 2014, se renueva la mitad del medio, cada 3 días. Esto 

podría cobrar relevancia dado que los nucleótidos son susceptibles de degradación, y 

sus productos de hidrólisis pueden activar diversos receptores, incluyendo 

purinoceptores P1. Sumado a esto, se ha reportado que la activación de receptores P2X 

aumenta la actividad de ecto-nucleotidasas (Orris y col., 2012), lo que promueve la 

hidrólisis de los agonistas purinérgicos y la generación de productos derivados. 

 

Barradas y col., 2012, observaron aumentos de la expresión de OPN, BSP y OCN luego 

de incubar células mesenquimales de medula ósea humana en medio conteniendo 

calcio 7,8 mM. La expresión de FAL solo se situó arriba del control a las 6 horas, para 

luego descender, mientras que la de Runx2 no mostró cambios. En concordancia con 
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este trabajo, en la presente Tesis, no se observaron cambios en la expresión de Runx2 

y OSX luego de tres días de incubación de las células en presencia de elevada 

concentración de Ca2+ extracelular. En cambio, Koori y col., 2014, utilizando células 

madre humanas de ligamento periodontal (PDLSCs), demostraron que un medio 

conteniendo calcio 5 mM indujo aumentos significativos en la expresión de Runx2, 

BMP2, OPN y OCN, luego de 7 días de tratamiento.  

Como se mencionara antes, se ha informado de aumentos en la expresión y actividad 

transcripcional de Runx2 por acción de BMP 2,4 y 7 (Tsuji y col., 1998; Lee y col., 2000; 

Banerjee y col., 2001; Phimphilai y col., 2006). Uno de los genes blanco de la acción de 

Runx2 es OPN (Ducy y col., 1997). Además, tejidos y células de embriones de roedor 

con el gen Runx2 silenciado exhibieron niveles muy bajos de expresión y actividad 

Fosfatasa Alcalina (Kobayashi y col., 2000; Komori y col., 1997). Estos datos sustentan 

el rápido aumento en el nivel de ARNm de BMP4, y en la actividad FAL, inducidos por 

acción del Ca2+ extracelular elevado que se demuestra en esta Tesis. 

 

Galli y col., 2012, encontraron aumentos en la expresión de FAL y OPG inducidos por 

tratamiento con LiCl 1 mM en la línea celular C2C12. Además, LiCl 1 mM indujo 

aumentos en el nivel de ARNm de OCN y OPG en preosteoblastos murinos MC3T3, a 

las 96 horas de tratamiento. Finalmente, células de cultivo primario de médula ósea de 

ratón mostraron incrementos en la expresión génica de FAL y OCN, luego de diez días 

de incubación en medio con LiCl 0,1 mM, mientras que se mantuvo inalterada la 

expresión de Runx2, Colágeno 1α1 y OPG. Otro grupo informó aumentos en los niveles 

de ARNm de FAL y OCN, luego de 14 días de tratamiento con LiCl 5 y 10 mM, 

empleando células madre de papila dental, no observándose efecto con LiCl 1 mM 

(Wang y col.,  2012). Células MC3T3, tratadas durante 24 horas con LiCl 25 mM, 

exhibieron aumentos en la expresión génica de Runx2 y OPG (Lopez-Herradón y col., 

2013). El tratamiento durante 6 días con LiCl 10 y 25 mM, indujo aumentos en el nivel 

de mensajero de FAL, en la línea celular de MSC murinas C3H10T1/2. Un efecto similar 

se observó luego de la transfección celular con una forma resistente a degradación de 

β-catenina. Y además, no registraron cambios en la expresión de OCN (Bain y col., 

2003). LiCl 5 mM provocó aumentos en la expresión de Runx2 y OCN, en MSCs de 

médula ósea derivadas de ratas con osteonecrosis inducida por drogas (Z Yu y col., 

2015). 

Los efectos inducidos por tratamiento con Litio podrían ser atribuidos a la inhibición de 

la enzima GSK3. En este sentido, células de calvaria, de ratones deficientes en GSK3β, 

exhibieron aumento en la expresión génica de OCN, OPN, Col1 y FAL. En concordancia 

con esto, cultivos celulares con expresión aumentada de GSK3β o que expresan una 
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forma constitutivamente activa de la quinasa mostraron disminuciones en el nivel de 

ARNm de OCN. En ambos casos, los efectos fueron contrarrestados por la incubación 

con inhibidores de GSK3β, como LiCl 16 mM o SB216763 10 µM (Kugimiya y col., 2007). 

Estos resultados fueron confirmados por Kumar y col., 2015, en células HEK293T. 

BIO (inhibidor dual de GSK3α/β) promovió la expresión génica de Osterix, Runx2, Col1 

y FAL y disminuyó la de OCN y OPN en células MC3T3 (Watanabe y col., 2012). Efectos 

similares fueron observados por Li y col., 2011, en osteoblastos primarios de ratón 

tratados con BIO durante 48 horas. 

 

Experiencias in vivo también avalan un rol pro-osteogénico para el Litio. Ratas 

alimentadas con una solución de LiCl mostraron aumentos en el nivel de ARNm de 

Runx2, OSX, BSP y OCN (Tang y col., 2013). 

Contradiciendo las evidencias previas, Yoshida y col., 2012, informaron disminuciones 

en los niveles de ARNm de distintos marcadores de diferenciación osteoblástica (Runx2, 

OSX, BSP y Col1), en preosteoblastos murinos expuestos a LiCl 50 mM, durante 7 días. 

No se observaron cambios en la expresión génica de OCN, en MSCs humanas tratadas 

con LiCl 200 µM (Briolay y col., 2012). 

 

La disminución en la expresión génica de Runx2, OCN, OPN, OPG y Col1 provocada 

por LiCl 10 µM reportada aquí no coincide con la mayoría de los resultados recopilados. 

Sin embargo, no puede soslayarse el hecho de que la concentración de LiCl empleada 

en esos estudios es superior, siendo la más cercana a la propia 10 veces mayor (0,1 

mM). Además, las concentraciones de LiCl (4-10 mM) que provocaron incrementos en 

actividad FAL no fueron estudiadas a nivel de expresión génica, en esta Tesis. 

Sustentando lo demostrado en esta Tesis, ha sido reportado que la actividad FAL no es 

regulada por Runx2 (Ding y col., 2009). 

De los poco estudios que concuerdan con los resultados propios, Yoshida y col., 2012, 

emplearon un modelo celular distinto y concentraciones mucho más elevadas (5000 

veces), que resultarían inviables en el cultivo primario de calvaria de rata. En 

discrepancia con los datos presentados en esta Tesis, los reportes de Watanabe y col., 

2012, y Li y col., 2011, si bien se llevaron a cabo en modelos celulares muy similares al 

propio, muestran que un inhibidor especifico de GSK3 α y β aumenta la expresión génica 

de Runx2, Osx y Col1. Sin embargo, con el mismo tratamiento, observaron disminución 

en la expresión de OCN y OPN. Resultado similar al obtenido en la tesis, luego de 

incubar los cultivos en presencia de LiCl. 
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Aun así, los resultados obtenidos aquí concuerdan con el hecho de que OCN, OPG, 

OPN y Col1 son genes blanco de la acción del factor de transcripción Runx2 (Ducy y 

col., 1997; Gersbach y col., 2004; Thirunavukkarasu y col., 2000). Por otro lado, se 

correlacionan con la disminución inducida por el LiCl en la mineralización de los cultivos, 

sugiriendo ejercer efectos anti-osteogénicos.  

 

Otro aspecto a tener en cuenta en el análisis de la expresión génica de un cultivo 

primario de calvaria de rata, es lo reportado por Liu y col., 1994. Mediante PCR, estos 

investigadores determinaron que células sembradas en la misma placa, e incluso las 

pertenecientes a una misma colonia, mostraban diferencias en la expresión de 

marcadores de diferenciación osteoblástica, como FAL, Col I, OPN, BSP y OCN. Este 

hecho agrega complejidad a la interpretación de los resultados obtenidos por PCR, 

explicando, al menos en parte, ciertos datos que no articulan adecuadamente. 

 

El mejor parámetro para identificar a una célula como osteoblasto es determinar su 

capacidad de mineralización (Bellows y col., 1986) Para esto, en un principio se 

empleaban diversas técnicas in vivo, como por ejemplo injertos de capas celulares en 

membranas corioalantoicas (Nijweide y col., 1982), inoculación intramuscular de células 

aisladas (Groot y col., 1983) o células en cámaras de difusión luego implantadas 

intraperitonealmente (Moskalewski y col., 1983). Sin embargo, los enfoques in vivo no 

permiten un estudio controlado de las variables que afectan al proceso de formación 

ósea. Entre estas, se puede mencionar el pH del medio, el cual inhibe el proceso de 

mineralización a valores ácidos (Brandao-Burch y col., 2005). 

Hace 30-40 años, se reportaron los primeros casos de depósitos de mineralización 

asociados a células óseas in vitro, para cultivos de calvaria de rata fetal (Binderman y 

col., 1974) y adulta (Williams y col., 1980) y células de endostio de conejos fetales 

(Anderson y col., 1984). Sin embargo, no resultaron reproducibles o histológicamente 

correctos. Esto se solucionaría con el agregado de fosfato orgánico al medio de cultivo 

(Tenenbaum, 1981; Tenenbaum y Heersche, 1982). Luego, Ecarot-Charrier B y col., 

1983, obtendrían estructuras similares a hueso in vitro, con la adición de fosfato orgánico 

y ácido ascórbico. Experiencia repetida por Whitson y col., 1984, en cultivo de calvaria 

bovina, y por Bellows y col., 1986, con calvaria de rata fetal, obtenidas por métodos 

enzimáticos. Posteriormente, se demostraría que el β-glicerofosfato promueve la 

mineralización actuando como un dador de fosfato inorgánico para la formación de los 

cristales de hidroxiapatita (Bellows y col., 1991). 

En esta tesis se utilizaron el medio osteogénico y las condiciones experimentales que 

describen Bellows y col., 1986. 
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Sun y col., 2013, mostraron que ATP (0,1-100 µM) estimuló la formación de nódulos 

óseos, en células madre mesenquimales humanas, a los 30 días de tratamiento. Este 

efecto fue mediado por activación de P2X7. Otro grupo que reportó resultados similares 

fue el de Nakano y col., 2007, quienes demostraron que el ATP puede actuar como 

donante de fosfato inorgánico, ya que una concentración 5 mM del nucleótido indujo la 

mineralización en preosteoblastos murinos en niveles similares a β-glicerofosfato 10 

mM. En el mismo sentido, Panupinthu y col., 2008, informaron incrementos en la 

mineralización, de osteoblastos primarios de rata, inducidos por BzATP 100 µM, a partir 

de la segunda semana de tratamiento. Este efecto no pudo ser replicado por UTP 100 

µM. 

Efectos anti-osteogénicos fueron reportados por Jones y col., 1997, donde ATP, y dos 

análogos no hidrolizables, ATPγS y MeSATP, inhibieron la formación ósea en 

osteoblastos primarios de rata. Sin embargo, observaron efectos positivos por 

tratamiento con UTP 2 µM. Asimismo, Hoebertz y col., 2002, también mostraron efectos 

negativos inducidos por ATP y UTP en la mineralización, y a concentraciones tan bajas 

como 1 µM e involucrando a receptores P2Y2. Orris y col., 2006 y 2007, obtuvieron 

resultados similares a Hoebertz y col., 2002, y encontraron además que UDP no provoca 

cambios. Orris y col., 2012, mostraron que análogos no hidrolizables de ATP (α, β-

meATP, β, γ-meATP, Bz-ATP), en concentraciones ≥ 1 µM, de manera dosis-

dependiente, inhibieron la mineralización en cultivo primario de osteoblastos primarios 

de rata, e involucraron en el efecto a los receptores P2X1 y P2X7. Posteriormente, el 

resultado se repetiría con ATP (1-100 µM) (Orris y col., 2014). 

 

La mayor parte de la evidencia obtenida en cultivos primarios de calvaria de rata 

reportan efectos inhibidores de los nucleótidos extracelulares (Jones y col., 1997; 

Hoebertz y col., 2002; Orris y col., 2006, 2007, 2012, 2014), mientras que en la presente 

Tesis los efectos de ATPγS resultaron estimulatorios. Entre las diferencias con esos 

trabajos y el propio, podemos citar la formulación del medio (D-MEM vs α-MEM), la cepa 

de los animales empleados y el protocolo de tinción. Son numerosas las variaciones en 

las condiciones de cultivo que pueden afectar el crecimiento y la diferenciación de 

osteoblastos.  

Células cultivadas en α-MEM, mostraron un incremento de 2-3 veces en la formación 

de nódulos mineralizados que aquellas cultivadas en D-MEM (Orris y col., 2014). 

Sumado a esto, el medio osteogénico reportado por ellos, además de contener Ácido 

Ascórbico y β-glicerofosfato, contiene Dexametasona. Un informe le atribuyó al 

corticoide efectos anti-osteogénicos y pro-adipogénicos (J Li y col., 2013), y Tobimatsu 
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y col., 2006, mostraron apoptosis en la línea celular de preosteoblastos murinos MC3T3 

inducida por Dexametasona, sin embargo la concentración empleada en ambos 

artículos es diez veces mayor que la utilizada por Orris y col., 2007 (10 nM).  

Respecto del protocolo de tinción, las diferencias son numerosas (Experiencias ajenas 

vs experiencia propia): 1-Reactivo para el lavado de exceso de colorante: Etanol 50-70 

% vs H2O destilada; 2-Concentración de RA = 1 % vs 2 %; 3-Tiempo de tinción = 5 

minutos vs 30 minutos; 4-pH de la solución de RA = 4,5-6,9 vs 4,1-4,3; 5-Modo de 

análisis = empleo de software de análisis de imágenes vs cuantificación 

espectrofométrica de deposiciones de mineral disueltas en NaOH. Sobre este último 

punto, se debe resaltar que el software se utiliza para determinar el número y área de 

superficie de los nódulos mineralizados, mientras que el NaOH actúa disolviéndolos. La 

opinión propia es que la disolución de las calcificaciones es un mejor método para 

determinar la capacidad mineralizante del cultivo, dado que el empleo del software no 

tiene en cuenta el grosor de la formación cálcica, lo que, junto con su superficie, 

determina el volumen de la misma. Por lo tanto, como la densidad de mineral en cada 

formación no es la misma, el contenido exacto no puede ser determinado. 

Sumado a esto, los resultados son reportados por autores que pertenecen al mismo 

grupo de investigación, lo que podría llevar a sesgos en la obtención y procesamiento 

de los datos (Jones y col., 1997; Hoebertz y col., 2002; Orris y col., 2006, 2007, 2012, 

2014). Como se mencionara anteriormente, en estos trabajos la frecuencia de las 

renovaciones del medio de cultivo son diferentes a las empleadas en esta Tesis. Orris y 

col., 2006, 2007, 2014, renuevan solo la mitad del medio, cada 3 días. Dado que los 

nucleótidos son susceptibles de degradación, y sus productos de hidrólisis pueden 

activar diversos receptores, incluyendo purinoceptores P1, esto puede explicar las 

diferencias observadas. Además, Orris y col., 2012, mostraron que la activación de 

receptores P2X aumenta la actividad de ecto-nucleotidasas, lo que aumentaría la 

concentración de productos derivados de hidrólisis. 

Por otro lado, los trabajos que reportan efectos pro-mineralizantes de ATP (Ayala y col., 

2013; Sun y col., 2013; Nakano y col., 2007; Cutarelli y col., 2016; Ciciarello y col., 2013; 

Panupinthu y col., 2008) fueron realizados por distintos grupos de investigación, sobre 

diferentes tipos celulares de diversas especies, en entornos osteogénicos muy variables 

(concentración y tipo de reactivos inductores de osteogénesis). Sin embargo, deben 

hacerse algunas salvedades. Entre éstas, está reportado que las células SaOS-2 

exhiben alta capacidad mineralizante a partir del pasaje 50. Cutarelli y col., 2012, 

emplearon este modelo in vitro y reportaron aumentos en la mineralización. También 

cabe aclarar que en el artículo, no se indica el número de pasaje de las células.  
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En esta Tesis, se demuestra que una concentración de calcio extracelular elevada 

aumenta la mineralización de los cultivos primarios de calvaria de rata neonata. En 

concordancia, Dvorak y col., 2004 reportaron aumentos, dosis-dependiente, en la 

capacidad mineralizante de osteoblastos primarios de calvaria de rata fetal, luego de 21 

días de tratamiento con CaCl2 1,8 - 2,5 mM. Koori y col., 2014, observaron un fuerte 

aumento n la mineralización de los cultivos (células madre humanas de ligamento 

periodontal) incubados en presencia de CaCl2 5 mM. Yamauchi y col, 2004, empleando 

preosteoblastos murinos MC3T3-E1, observaron aumentos en la capacidad 

mineralizante del cultivo, luego de 10 días de tratamiento en medio osteogénico 

conteniendo Calcio elevado (2,8 y 3,8 mM). 

También se reportaron aumentos en la deposición de Calcio en cultivos de células 

musculares vasculares humanas (Yang y col., 2004) y células condrogénicas C5.18 

(Chang y col., 2002), en presencia de elevadas concentraciones de Ca2+. 

Además, los datos aportados en esta Tesis sugieren que la alta concentración de calcio 

extracelular en conjunto con la estimulación purinérgica por ATPγ-S favorece la 

mineralización del cultivo de osteoblastos in vitro. 

 

Arioka y col., 2014, empleando la línea celular de células mesenquimales murinas 

C3H10T1/2 observaron aumentos en la formación de nódulos calcificados luego del 

tratamiento con LiCl (10 y 20 mM), durante 21 días, sugiriendo que la inhibición de GSK3 

favorece la mineralización ósea. También Wang y col., 2012, demostraron un efecto 

deletéreo de la quinasa en el proceso de formación ósea. Durante 21 días, trataron 

células madre de papila dental con LiCl 1, 5 y 10 mM. Observaron un aumento dosis-

dependiente en la mineralización de los cultivos. 

Sustentando estas evidencias, Bennett y col., 2005 trataron células ST2 (línea celular 

de estroma de medula ósea) con un inhibidor específico de GSK3 (CHIR99021) y 

reportaron incrementos en la capacidad mineralizante. Sumado a esto, Kugimiya y col., 

2007, mostraron que células de calvaria, de ratones deficientes en GSK3β, exhibieron 

aumentos en la mineralización, mientras que cultivos celulares con expresión 

aumentada de GSK3β o que expresan una forma constitutivamente activa de la quinasa 

mostraron disminución en la cantidad de deposiciones de Calcio. Resultados similares 

reportaron Thouverey y Caverzasio, 2015, que mostraron aumentada mineralización de 

una línea celular mesenquimal murina (C3H10T1/2) tratada con un inhibidor especifico 

de GSK3 (SB216763 10 µM), luego de 10 días de incubación. 

Al contrario, Yoshida y col., 2012, trabajando con la línea celular MC3T3, encontraron 

que el agregado de LiCl provocó una inhibición dosis-dependiente de la mineralización, 

luego de 25 días de tratamiento. Apoyando estos resultados, van der Horst y col., 2005, 
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informaron disminuciones en la deposición de Calcio luego del tratamiento con LiCl 10 

mM durante 7 y 14 días, para la línea celular de preosteoblastos murinos KS483, y 7, 

10 y 17 días, en cultivo primario de células de medula ósea de ratón. En el mismo 

sentido, preosteoblastos murinos MC3T3-E1 expuestos a Litio vieron reducida su 

capacidad mineralizadora (Li y col., 2011). 

 

Los resultados anti-osteogénicos encontrados para Litio son difíciles de explicar. Si bien 

concuerdan con algunas evidencias reportadas (Yoshida y col., 2012; van der Horst y 

col., 2005; Li y col., 2011), la mayoría de los trabajos recopilados le atribuyen un rol 

positivo a la inhibición de GSK3 sobre la mineralización ósea (Thouverey y Caverzasio, 

2015; Arioka y col., 2014; Wang y col., 2012; Gregory y col., 2005; Tang y col., 2013; 

Bennett y col., 2005; Kugimiya y col., 2007). Aun así, vale la pena remarcar que entre 

los estudios citados, los resultados concordantes con los propios emplean los modelos 

celulares más parecidos al utilizado en esta Tesis. Además, en estos últimos las células 

son tratadas, efectivamente, con Litio y, en la mayoría de los estudios donde se le 

atribuye un rol anti-osteogénico a GSK3, se emplearon inhibidores específicos de la 

quinasa. 

El hallazgo de que Litio 10 mM reduce la actividad enzimática de FAL, luego de 10 días 

de tratamiento, concuerda con la idea de una reducción en la capacidad mineralizante, 

para la cual se cree que la FAL cumple un rol fundamental, como lo muestran 

investigaciones in vitro e in vivo (Orimo, 2010). Sin embargo, un reporte indica que β-

catenina induce la expresión de Pit1, un cotransportador de sodio-fosfato tipo III (Yao y 

col., 2015), el cual se localiza en las vesículas de matriz, fundamentales para el proceso 

de mineralización (Orimo, 2010) 

Vale la pena mencionar, además, que ninguno de los artículos recopilados emplea 

cultivo primario de calvaria de rata, como modelo de sus investigaciones. Sumado a 

esto, se encontraron muchas diferencias respecto de las condiciones experimentales 

(formulación de medio de base, composición de medio osteogénico, concentración de 

Litio, uso de otros inhibidores de GSK3, protocolos de tinción), que podrían fomentar el 

surgimiento de discrepancias. 

 

Finalmente, si bien existe correlación en los resultados obtenidos, algunos de estos no 

concuerdan con lo reportado en la bibliografía. Al respecto, vale la pena aclarar que Yu 

y Ferrier, 1993, encontraron que osteoblastos de un mismo cultivo expresaron no solo 

distintos subtipos de receptores P2Y, sino que lo hicieron en proporciones variables. 

Sumado a esto, el nivel de expresión de ARNm de FAL, OPN y OCN, en calvaria de rata 

varía de acuerdo a la región en que estén ubicadas las células en el tejido (Weinreb y 
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col., 1990). Por último, y agregando más complejidad al tema, las distintas colonias de 

una misma placa presentan heterogeneidad respecto de los tipos celulares que las 

componen, siendo algunas representativas de células formadoras de hueso, mientras 

que otras podrían pertenecer a linajes fibroblásticos u osteoprogenitores (Bellows y 

Aubin, 1989; Aubin y col., 1990), y, sumado a esto, las células dentro de una misma 

colonia expresan distintos niveles de marcadores de diferenciación osteoblástica (Liu y 

col., 1994). Otra cuestión que hace complejo el análisis y la reproducibilidad de los 

resultados es que el fenotipo celular se ve afectado por el sexo y edad de los animales 

empleados (Czekanska y col., 2012). Más aun, en el caso de cultivos de calvaria de 

ratón, se han registrado diferencias en la respuesta osteogénica de células derivadas 

de diferentes camadas, e incluso entre animales pertenecientes a la misma camada 

(Garrett 2003). 
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Conclusiones 
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CONCLUSIONES 

 

Las conclusiones obtenidas en la presente tesis doctoral se enumeran a continuación 

 

En cultivos primarios de células calvariales de rata neonata: 

 

 La activación de receptores purinérgicos, responsivos a ATPγ-S (P2Y2, P2X2 y 

P2X5), estimula la migración celular. Mostrando un estímulo de menor magnitud 

los receptores sensibles a ADPβ-S (P2Y1, P2Y12,13) 

 

 La estimulación de receptores purinérgicos por ATPγ-S estimula el progreso de 

la fase G0 a S del ciclo celular involucrando a PI3K. 

 

 La estimulación purinérgica por ATPγ-S en un medio conteniendo Calcio elevado 

(5,35 mM), estimula la proliferación celular.  

 

 En condiciones osteogénicas la estimulación purinérgica por ATPγ-S inhibe la 

proliferación celular. Efecto comparativamente similar al que produce una 

concentración elevada de calcio extracelular en medio osteogénico. Sin 

embargo, el tratamiento combinado con ambos agonistas no muestra cambios 

respecto de su acción individual. 

 

 En condiciones osteogénicas la estimulación purinérgica por ATPγ-S aumenta la 

actividad FAL, la expresión de algunas proteínas inductoras óseas y la 

mineralización del cultivo, sugiriendo favorecer la diferenciación osteoblástica. 

Por otro lado, la activación de receptores purinérgicos por UTP no provocó 

cambios en la actividad enzimática de FAL e indujo disminución de la expresión 

génica de marcadores de diferenciación osteoblástica. 

 

 La concentración elevada de Calcio extracelular indujo aumentos en la actividad 

FAL y en la mineralización de los cultivos primarios de calvaria. Sin embargo, no 

indujo aumentos en la expresión génica de marcadores de compromiso 

osteoblástico. 

 

 El efecto de ATPγ-S sobre la diferenciación osteoblástica mostró estar 

incrementado en algunos parámetros por la concentración elevada de calcio 

extracelular.  Las diferencias observadas con los nucleótidos UTP y UDP 
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(agonista de P2Y2 y de P2Y4, el primero, y agonista de P2Y6, el segundo), 

podrían explicarse por la participación de receptores P2Y4 y P2Y6 en esa 

respuesta. 

 

 La estimulación purinérgica por ATPγ-S aumenta la expresión y translocación 

nuclear de β-catenina. Esta respuesta fue comparativamente similar al efecto 

ejercido por la concentración de calcio extracelular elevada y por el inhibidor de 

GSK3 LiCl, sugiriendo que la inhibición de GSK3 estaría involucrada en la 

respuesta de las células al ATPγ-S y al aumento de calcio extracelular. 

 

 El inhibidor de GSK3 LiCl (en altas concentraciones, 4-10 mM) mostró estimular 

la diferenciación osteoblástica en etapas tempranas (aumentos en actividad 

enzimática FAL), mientras que provocó inhibición en fases tardías (disminución 

en la mineralización). Por otro lado, concentraciones bajas de Litio ejercieron 

efectos inhibitorios, en fases tempranas del desarrollo osteoblástico, a nivel de 

la expresión de genes osteogénicos. 

 

Los datos presentados en esta tesis son un aporte al conocimiento fundamental del 

mecanismo de señalización de receptores purinérgicos. Como se muestra en el 

esquema receptores purinérgicos principalmente responsivos a ATPγ-S estimulan la 

proliferación y diferenciación osteoblástica involucrando a PI3K y la vía GSK3/β-

catenina como posible modulador de la transcripción de genes osteogénicos. Estos 

conocimientos son de potencial aplicación en el diseño de nuevas terapias 

farmacológicas moduladoras de la formación de hueso para su empleo en fisiología 

ósea. 
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