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Prefacio 
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Académico de Doctora en Bioquímica, de la Universidad Nacional del Sur 

(UNS) y los resultados que en ella se presentan no han sido utilizados 

previamente para la obtención de otro título en esta Universidad u otra. Dichos 

resultados han sido obtenidos en investigaciones llevadas a cabo en el 

Laboratorio de Química Biológica-A/ Virología Clínica, dependiente del 

Departamento de Biología, Bioquímica y Farmacia de la Universidad Nacional 

del Sur, y en el Laboratorio de Virología, Departamento de Química Biológica, 

Facultad de Ciencias Exactas y Naturales de la Universidad de Buenos Aires, 

durante el período comprendido entre Noviembre del 2011 y el 8 de Noviembre 

del 2013, bajo la dirección de la Dra. Graciela E. Santillán, Profesora de 

Química Biológica-A del Depto. de Biología Bioquímica y Farmacia de la 

Universidad Nacional del Sur, e Investigador Independiente del Consejo 

Nacional de Investigaciones Científicas y Técnicas, y el Dr. Luis A. Scolaro, 

Profesor de Virología del Depto. de Química Biológica de la Facultad de 

Ciencias Exactas y Naturales de la Universidad de Buenos Aires, e 

Investigador Independiente del Consejo Nacional de Investigaciones Científicas 

y Técnicas.  
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Resumen  

 

El conocimiento de los mecanismos moleculares implicados en la 

modulación de las funciones biológicas de los osteoblastos, células 

responsables de la formación de hueso, es indispensable como punto de 

partida para el diseño de nuevas estrategias terapéuticas aplicables en las 

patologías óseas. La acción del trifosfato de adenosina (ATP) sobre los 

receptores purinérgicos de la membrana plasmática ha mostrado regular 

importantes funciones celulares de los osteoblastos. 

Los resultados expuestos en esta Tesis describen por primera vez, el 

efecto del ATP sobre la expresión de proteínas inductoras de formación de 

hueso en osteoblastos de calvaria de rata (OBCs), como así también la 

modulación de dicho suceso por la infección con los virus de Sarampión (MEV) 

y Junín (JUNV). Mediante diferentes técnicas, como ensayos de proliferación, 

determinación de deposiciones de calcio, citometría de flujo y reacción en 

cadena de la polimerasa en tiempo real, se demostró que la activación por ATP 

de los receptores P2Y2 estimula la proliferación y diferenciación de los OBCs. 

Además, se observó que estos receptores modulan positivamente la expresión 

de proteínas asociadas a la diferenciación osteoblástica como las proteínas 

morfogenéticas óseas (BMP-2, 4, 5 y 7), sialo-proteína ósea, colágeno y 

fosfatasa alcalina. Se demostró la participación de la vía de la fosfatidil inositol 

3 quinasa / proteína quinasa B  (PI3K/AKT) en la estimulación inducida por el 

ATP sobre la proliferación y diferenciación de los OBCs. También, el empleo de 

diferentes nucleótidos sugiere que la expresión génica de BMP-1, 3, y 6 estaría 

regulada por los subtipos P2Y6, P2Y4,1,12,13 y P2Y6,1,12,13 respectivamente. 

Además, por técnicas de microscopía convencional y de fluorescencia, western 

blot y ensayos de infectividad, se demostró que MEV o JUNV pueden infectar a 

los OBCs y modular la expresión de varias proteínas relacionadas con la 

diferenciación de los osteoblastos. La infección con MEV mostró analogía con 

datos reportados en la literatura, de biopsias de pacientes con otosclerosis, 

enfermedad de los huesecillos del oído que causa sordera. Sin embargo, a 

diferencia de lo observado para el tratamiento con ATP, esta modulación no 

ocurre a través de la vía PI3K/AKT. La activación de los receptores P2Y1, 12, 13 

inhibe la multiplicación o liberación de MEV. En cambio en el caso de los OBCs 



 
 

infectados con JUNV, los tratamientos con nucleótidos no modificaron los 

títulos virales, sin embargo, generaron péptidos truncados derivados de la 

nucleoproteína viral característicos de la infección persistente de cultivos 

celulares por JUNV. Asimismo, se comprobó la capacidad de JUNV de infectar 

persistentemente a los OBCs. Estos resultados permiten especular acerca de 

las probables alteraciones inducidas por el virus en la respuesta de los OBCs a 

estímulos externos y ubica a estos sistemas virus-célula como modelos de 

estudio de enfermedades óseas de probable etiología viral como la 

otosclerosis. 

Los resultados aquí presentados contribuyen a la comprensión de los 

mecanismos involucrados en la modulación de la proliferación y maduración de 

osteoblastos por receptores purinérgicos y también como respuesta a la 

infección viral. 



 
 

 Abstract  

  

The knowledge of molecular mechanisms involved in the modulation of 

osteoblasts biological functions, cells responsible for bone formation, is 

essential as a starting point to design new therapeutic strategies applicable in 

bone diseases. The adenosine triphosphate (ATP) action on purinergic 

receptors of plasma membrane has shown to regulate important cellular 

functions in osteoblasts.  

The results presented in this thesis describe, for the first time, the ATP 

effect on the expression of proteins related to bone formation in rat calvarial 

osteoblasts (OBCs), as well as the modulation of this event when infected with 

Measles (MEV) and Junin (JUNV) virus. Using different techniques, such as 

proliferation trials, calcium deposition determination, flow cytometry and real-

time quantitative polymerase chain reaction, it was demonstrated that the P2Y2 

receptor activation by ATP, stimulates OBCs proliferation as well as 

differentiation. Moreover, it was observed that these receptors positively 

modulate those proteins associated with osteoblast differentiation such as bone 

morphogenetic proteins (BMP-2, 4, 5 and 7), bone sialoprotein, collagen and 

alkaline phosphatase. It has been demonstrated that the phosphatidyl inositol 3 

kinase / protein kinase B (PI3K/AKT) pathway is involved in the proliferation and 

differentiation of OBCs. The use of different nucleotides also suggests that 

BMP-1, 3, and 6 gene expression would be regulated by P2Y6, P2Y4, 1, 12, 13 and 

P2Y6, 1, 12 and 13 subtypes receptors respectively. In addition, by conventional 

microscopy and fluorescence techniques, western blot and infectivity assays, it 

was demonstrated that both viruses are able to infect OBCs and modulate 

several proteins related to these cells differentiation. These results are in 

accordance with reports dealing with biopsies from patients suffering 

otosclerosis, a human disease of the ear ossicles which causes hearing 

impairment. However, by contrast to that observed for the treatment with ATP, 

viral modulation does not occur via PI3K/AKT. The P2Y1, 12, 13 receptors 

activation inhibit the MEV release or multiplicity; however in the case of OBCs 

infected with JUNV, the treatments with different nucleotides did not modify the 

viral titer but it induced the appearance of truncated peptides derived from the 

viral nucleoprotein, a salient feature of persistent infection of JUNV in vitro. In 



 
 

addition and accordance to the results shown here, JUNV was able to infect 

OBCs, persistently. On the other hand, results allow speculation about the viral 

modulation of OBCs response to external stimuli and the perspectives of virus-

cell systems as useful models in the study of otosclerosis, a bone disease 

associated to viral infection. 

The results presented here contribute to understand the mechanisms 

involved in the modulation of proliferation and maturation in osteoblasts by 

purinergic receptors as well as in response to viral infection.  
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ADNc:  ácido desoxirribonucleico complementario 

ADP:  adenosín difosfato 

ADPβS: adenosín beta-tio difosfato (análogo no hidrolizable del ADP) 

AKT:  proteína quinasa B  

ARNm:  ácido ribonucleico mensajero 

AMP:  adenosín monofosfato o monofosfato de adenosina 

AMPc:  monofosfato de adenosina cíclico 

ATP:  adenosin trifosfato o trifosfato de adenosina 

ATPγγγγS: adenosín gama-tio trifosfato (análogo no hidrolizable del ATP) 

BMP:  proteína morfogénica ósea 

BSP: sialo-proteína ósea 

Col: colágeno 

DE: desvío estándar 

DMEM: medio Eagle modificado de Dulbecco 

DO: densidad óptica 

ECP: efecto citopático  

EDTA: ácido etilendiaminotetraacético 

FAL: fosfatasa alcalina ósea 

FHA:  Fiebre hemorrágica argentina 

GAPDH:  gliceraldehído-3-fosfato dehidrogenasa 

hs: horas 

IGF: factor de crecimiento insulínico 

IgG: inmunoglobulina G 

JUNV: virus de Junín 

kDa: kiloDaltons 

m.o.i.: multiplicidad de infección 

MEM: medio mínimo escencial 
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min: minutos  
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OBCs: osteoblastos de calvaria de rata 

OC: osteocalcina 
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OP: osteopontina 

OPG: osteoprotegerina 

p.i.: post infección 

PI3K:  fosfatidilinositol 3 quinasa 

PBS: buffer fosfato salino 

QRT-PCR: PCR cuantitativa en tiempo real 

RANKL:  ligando del receptor para la activación del factor nuclear K-β 

RIB: ribavirina 

RSV: virus Sincicial Respiratorio 

seg: segundos 

SFB: suero fetal bovino 

TGF-β: factor de crecimiento transformante beta  

u.a.:  unidades arbitrarias 

UDP: uridin difosfato o difosfato de uridina 

UFP: unidades formadoras de placa 

UI/L: unidades internacionales por litro 

UTP: uridin trifosfato o trifosfato de uridina 

VIH: virus de la Inmunodeficiencia Humana Adquirida 

vs: versus 

WB: Western Blot 
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El hueso   

 

 El hueso se considera un tejido conectivo especializado y está formado por 

tres componentes (Gehron-Robey, 1996): 

� Células óseas: En el tejido óseo maduro y en desarrollo, se pueden 

diferenciar cuatro tipos de células; osteoprogenitoras, osteoblastos, 

osteocitos y osteoclastos. Los tres primeros tipos son estadios 

funcionales de un único tipo celular. 

� Matriz mineral: es el componente mayoritario, constituye el 65% de la 

masa ósea. Los minerales que la integran son principalmente calcio y 

fosfato en forma de cristales de hidroxiapatita. 

� Matriz orgánica u osteoide: junto con las células constituye el 35% de la 

masa ósea, está constituida principalmente por colágeno tipo I.  

El hueso externa e internamente está recubierto por membranas: periostio y 

endostio. 

� El periostio es el tejido conectivo denso que recubre al hueso, excepto 

en las áreas tapizadas por cartílago articular. La capa externa fibrosa del 

periostio consiste en tejido conectivo denso irregular. La capa interna 

contiene células osteoprogenitoras capaces de diferenciarse en 

osteoblastos o condroblastos. Las terminaciones nerviosas del periostio 

son las responsables de la mayor parte del dolor provocado por los 

traumatismos óseos.  

� El endostio reviste todas las superficies internas, incluyendo los espacios 

medulares y conductos vasculares. Se conforma de tejido conectivo laxo 

y muy fino. El endostio, que también contiene células osteoprogenitoras, 

se continúa con la capa interna del periostio en los orificios de 

desembocadura de los conductos vasculares que perforan al hueso y 

principalmente está formado por células osteogénicas planas. 
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Células óseas 

 

Células osteoprogenitoras u osteogénicas: Provienen del mesénquima en el 

embrión. Poseen forma de huso. En el adulto, se encuentran en la capa celular 

interna del periostio y del endostio. Su diferenciación hacia osteoblastos 

depende de las condiciones del medio. 

Osteoblastos: son las células responsables de la formación de hueso, 

sintetizan la mayor parte de la matriz orgánica que luego se calcifica a través 

de un proceso bien regulado denominado mineralización ósea. Son células 

mononucleares que surgen por diferenciación de las células osteoprogenitoras 

mesenquimales, bajo la influencia de la familia de proteínas morfogénicas 

óseas (BMPs), del factor de crecimiento transformante beta (TGF-β), y factores 

de transcripción como el Runx-2 (Costessi y col., 2005). Sintetizan colágeno 

tipo I y otras proteínas no colágenas como RANKL (ligando del receptor para la 

activación del factor nuclear K-β), Osteonectina (ON), Osteoprotegerina (OPG), 

Osteopontina (OP), Osteocalcina (OC), Sialo-proteína ósea (BSP), Fosfatasa 

Alcalina (FAL), factor estimulante de colonias de macrófagos (M-CSF) y BMPs 

entre otras. Poseen receptores de hormonas, vitaminas y citocinas. Cuando 

quedan envueltos por la matriz ósea, adoptan un estado de reposo y se 

transforman en osteocitos. Al entrar en un estado de inactividad se les llama 

células de recubrimiento óseo. 

Osteocitos: son osteoblastos completamente diferenciados, que se 

encuentran en estado de reposo inmersos en una laguna de mineral óseo. Se 

adaptan a la forma de la laguna y emiten prolongaciones digitiformes largas 

que se extienden por canalículos de la matriz ósea, contactándose con otros 

osteocitos. En esas zonas de contacto las membranas forman un nexo que 

permite el intercambio de iones, moléculas pequeñas y hormonas. Presentan 

características similares a los osteoblastos, pero son menos activos y por lo 

tanto su retículo endoplasmático y aparato de Golgi están menos desarrollados. 

Se encargan de sintetizar los componentes necesarios para el mantenimiento 

de la matriz que los rodea. Están ampliamente relacionados con la 

mecanotransducción. La acción muscular transmite al hueso una tensión que 

es detectada por la red de osteocitos incluida en el interior del hueso. Éstos 
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reaccionan a la tensión ejercida liberando AMPc, OC, somatomedinas, 

prostaglandinas, óxido nítrico e IGF-I, que estimulan tanto su actividad como la 

de los osteoblastos y originan una mayor formación ósea. Por el contrario, la 

falta de actividad muscular, el reposo o la ingravidez tienen un efecto deletéreo 

sobre el hueso, acelerando la reabsorción (Morey y col., 1978). Se discute si se 

pueden transformar, por desdiferenciación, en osteoblastos activos. 

Osteoclastos: se encargan de destruir o resorber hueso. Son células 

multinucleadas secretoras de enzimas y proteasas que disuelven la matriz 

mineralizada, rompen la matriz orgánica y tienen un origen hematopoyético 

compartido con el linaje mononuclear-fagocítico. Pueden llegar a ser células 

gigantes (hasta 150 µm de diámetro), con varios núcleos.  

 

 

Matriz orgánica 

 

La matriz ósea extracelular constituye una importante reserva de factores 

de crecimiento, especialmente los sintetizados por las células óseas como 

TGF-β, IGF (factor de crecimiento insulínico), FGF (factor de crecimiento de 

fibroblástos) y PDGF (factor de crecimiento de plaquetas). Los factores de 

crecimiento regulan el desarrollo celular y determinan la calcificación de la 

matriz ósea. TGF-β cumple un rol importante en los procesos de formación y 

mineralización de la matriz ósea.  

El 90% de la matriz orgánica u osteoide es colágeno tipo I (Gehron-Robey, 

1996) y el resto está compuesto por sustancia fundamental. La sustancia 

fundamental está compuesta por glucosaminoglucanos como el condroitín-

sulfato, queratán-sulfato y ácido hialurónico. También contiene proteoglucanos 

de pequeño tamaño y otras proteínas, no colágenas, dependientes de la 

vitamina D y exclusivas del hueso como OC, OP, BSP, y ON. 

Colágeno tipo I: Se presenta en fibrillas estriadas de 20 a 100 nm de 

diámetro, agrupándose para formar fibras colágenas mayores. Sus 

subunidades mayores están constituidas por cadenas alfa de dos tipos (alfa1 y 

alfa2), que difieren ligeramente en su composición de aminoácidos y en su 

secuencia. Es sintetizado por fibroblastos, condroblastos y osteoblastos. Su 
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función principal es la de resistencia al estiramiento. Sobre las fibras de 

colágeno maduro comienza el proceso de calcificación correspondiente a la 

incorporación de cristales de hidroxiapatita. 

ON: péptido sintetizado por los osteoblastos. Es una de las proteínas no-

colágena más abundante en el hueso. Regula la homeostasis del calcio. Se ha 

visto que su expresión se encuentra elevada en células mesenquimales luego 

de su diferenciación hacia osteoblastos (Barhanpurkar y col., 2012). Aún se 

discute acerca de los estadios de diferenciación en los que se expresa la ON. 

BSP: es un componente importante de la matriz mineralizada del hueso, 

dentina, cemento y cartílago calcificado. La BSP es la fosfoproteína de la matriz 

extracelular del hueso que constituye el 8% aproximadamente de todas las 

proteínas no colágenas de hueso y cemento radicular. Esta proteína presenta 

en su estructura un alto contenido de ácido siálico el cual le da un pKa de ~ 

3.9, así mismo contiene una gran cantidad de residuos de ácido glutámico 

(~22%). Estas características dividen a la BSP en dominios específicos cuyas 

funciones son la unión a la fibra de colágeno, nuclear los cristales de 

hidroxiapatita y permitir la unión a integrinas cerca del carboxilo terminal. Esta 

proteína juega un papel importante en la biomineralización de la matriz 

extracelular regulando la maduración de los cristales de hidroxiapatita y su 

deposición (Ganss y col., 1999; Giachelli y Steitz., 2000; Gordon y col., 2007). 

Además, cumple una función esencial durante los movimientos óseos, los 

cuales causan tensión generando respuestas celulares y moleculares que 

pueden afectar la matriz extracelular (Kreke y col., 2005; Park y col., 2012). 

OP: junto con la OC es uno de los componentes no-colágeno que se 

encuentra en mayor proporción en la matriz extracelular. Es secretada por 

osteoblastos y se encuentra involucrada en proliferación, apoptosis, e 

inflamación, además ha sido implicada en procesos de remodelación ósea 

asociados a estrés mecánico (Denhardt y col., 2001). 

OC: es secretada por osteoblastos. A pesar de ser la OC una proteína muy 

estudiada, particularmente en mamíferos, la función exacta todavía se discute. 

Estudios en ratas con supresión de la expresión de OC han mostrado una 

acelerada mineralización ósea respecto a los controles (Ducy y col., 1996). 
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Otros estudios han revelado un posible rol sobre la maduración ósea (Boskey y 

col., 1998), y sobre la maduración de osteoclastos (Ishida y Amano, 2004). 

Fosfatasa Alcalina Ósea (FAL): es una enzima liberada desde la membrana 

del osteoblasto y sus precursores cuando el proceso de desarrollo de la matriz 

ósea es activo. Se ha sugerido que la FAL estimula la mineralización ósea al 

liberar fosfato inorgánico, que contribuye al precipitado de complejos calcio-

fósforo en la matriz osteoide (Harris, 1989). Parte de la FAL pasa a la sangre, 

por lo cual la concentración sanguínea de esta enzima es uno de los 

indicadores clínicos de la formación de hueso.  

RANKL: es una proteína soluble liberada por los osteoblastos. Se une al 

receptor-activador del factor nuclear NF-kB (RANK) presente en la membrana 

del preosteoclasto. La activación de RANK por RANKL favorece la 

diferenciación y activación de osteoclastos, también aumenta su supervivencia 

e inhibe su apoptosis. 

OPG: es un receptor trampa (señuelo) que se une al RANKL. Es una 

proteína liberada por los osteoblastos en forma soluble para proteger al 

esqueleto de una excesiva resorción ósea. Su unión a RANKL impide la 

interacción con RANK inhibiendo la diferenciación y activación del precursor 

osteoclástico y favoreciendo su apoptosis (Fig. 1). Se ha encontrado una 

relación RANKL/OPG elevada (indicativa de osteoclastogénesis) en una serie 

de enfermedades con remodelado óseo desequilibrado (McCormic, 2007; 

Boyce y col., 2007).  

      BMPs: Las BMPs, llevan su nombre debido a que originalmente fueron 

descubiertas por su capacidad de inducir la formación ectópica de hueso in vivo 

(Urist, 1965). Son citocinas provenientes de la familia del TGF-β, muy 

importantes en la embriogénesis, crecimiento postnatal, remodelado y 

regeneración del esqueleto (Senta y col., 2009). Hasta el presente se han 

identificado más de 20 BMPs que en base a su secuencia y función han sido 

clasificadas en los siguientes subgrupos: BMP-2/4, BMP-5/6/7/8/8b, BMP-9/10 

y BMP-12/13/14 (Mazerbourg y Hsueh, 2006; Miyazono y col., 2005). La 

citocina activa está formada por homodímeros o heterodímeros y una vez 

secretada, actúa en forma autocrina o paracrina a nivel de receptores de 

membrana plasmática (Senta y col., 2009; Lehnerdt y col., 2007; Liu y col., 
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2007). La superfamilia del TGF-β está compuesta por las proteínas: TGF-βs, 

Nodal, activina y las BMPs (Guo y Wang, 2009). Las BMPs primeramente 

activan a los receptores heterotriméricos de serina/treonina quinasa específicos 

tipo I y II que se encuentran en la membrana plasmática. El receptor tipo I es 

fosforilado seguido de la activación de tipo II (Wagner y col., 2010). El receptor 

tipo I inicia la activación de una cascada intracelular a través de una vía 

canónica o no canónica. La primera vía involucra la fosforilación de R-Smads 

(por ejemplo a Smad-2 y 3) (Liu y col., 2007), éstos una vez activos forman 

complejos con co-Smad y Smad-4, y luego traslocan al núcleo para dirigir la 

transcripción génica. La vía no canónica activa a MAPKs y p38. 

Independientemente de la vía, ambas pueden desembocar en la activación del 

gen Runx-2 para controlar la diferenciación de los osteoblastos (Lee y col., 

2002). Dentro de la superfamilia del TGF-β, las BMPs y TGF-β1 son proteínas 

críticas en la regulación del remodelado óseo (Liu y col., 2007; de Gorter y col., 

2011). La disrupción en la función de las BMPs y sus inhibidores (noggina, 

chordina, esclerostina) se asocia a una variedad de enfermedades óseas (Liu y 

col., 2007; de Gorter y col., 2011). 

Las BMP-2, 3, 4, 6, 7, 8 y 8b son producidas por preosteoblastos y 

regulan en forma autocrina y paracrina su diferenciación a osteoblasto maduro 

(van der Horst y col., 2002). También se observó la presencia de BMPs en 

callos de fracturas óseas (Nakase y col., 1994; Bostrom y col., 1995; Onishi y 

col., 1998).  

La BMP-1 es una metaloproteasa y no pertenece a la familia TGF-β (de 

Gorter y col., 2011; Lui y col., 2007). Existen 7 isoformas de BMP-1 que surgen 

por splicing alternativo del gen Bmp1. Estas variantes difieren en su región C-

terminal pero comparten un dominio N-terminal con actividad proteasa, clivan la 

región C-terminal del procolágeno I, II, y III. Se sabe que BMP-1-1 estimula la 

liberación de BMP-2 y BMP-4 entre otras proteínas. (Garrigue-Antar y col., 

2001; Hopkins y col., 2007; Jasuja y col., 2007).  

Se ha reportado que la incorporación de BMP-2 a cultivos de 

osteoblastos incrementa en gran manera los niveles de OC (Huang y col., 

2010; Jang y col., 2012), a su vez se demostró que la BMP-2 es necesaria para 

inducir la formación de hueso en forma irreversible (Noel y col.,  2004), y se 



 

Introducción 
 

15 
 
sabe que su deficiencia resulta en severos trastornos de la osteogénesis 

(Bandyopadhyay y col., 2006). Estudios recientes indican que polimorfismos 

con cambio de una serina por una alanina (Ser37Ala), en un locus del 

cromosoma 20 que codifica para BMP-2, se encuentran sobre-expresados en 

pacientes con osteoporosis (Styrkarsdottir y col., 2003). 

Vukicevic demostró que los osteoblastos de embriones humanos 

expresaban BMP-3 (Vukicevic y col., 1994). Estudios recientes muestran que la 

formación ósea de las extremidades se produce normalmente en ausencia de 

BMP-4, sugiriendo que esta citocina no es necesaria para la formación de 

hueso en las extremidades (Tsuji y col., 2008). Análisis genéticos de los roles 

de BMP-2 y BMP-4 mostraron que la pérdida de ambos producía defectos en el 

desarrollo de la osteogénesis (Bandyopadhyay y col., 2006) 

Helder y colaboradores demostraron la presencia de BMP-7 en 

osteoblastos humanos y de ratón (Helder y col., 1995). Diversos reportes 

demuestran que BMP-7 induce la expresión de marcadores de diferenciación 

osteoblásticos tales como el aumento de la actividad de la FAL y mineralización 

acelerada por calcio (Gu y col., 2004; Shen y col., 2010).  

En el hueso intramembranoso humano, se ha detectado una mayor 

proporción de ARNm para las BMP-2, 6 y 7 sugiriendo su mayor participación 

en el mantenimiento de la homeostasis durante el remodelado óseo (Senta y 

col., 2009). Las BMP-2 y BMP-7 han mostrado regular la proliferación, 

diferenciación y apoptosis de las células óseas (Wei y col., 2008; Gautschi y 

col., 2009; Lavery y col., 2009).  
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Figura 1. Regulación de los osteoblastos sobre la vía OPG/RANKL y diferenciación 

celular. 

 

 

Reparación y remodelado óseo 

 

Durante los movimientos, el ejercicio y la actividad física, se producen 

estímulos mecánicos que desencadenan una serie de respuestas celulares, 

entre ellas, la liberación por parte de las células óseas, de diversos factores 

solubles al espacio extracelular. Dichas sustancias actúan en forma endocrina, 

paracrina o autocrina, dependiendo de su naturaleza química, mejorando las 

estructuras óseas y la calidad de hueso.  

Por otro lado, se sabe que luego de una fractura ósea se inicia un proceso 

de reparación, que conlleva proliferación, migración y diferenciación celular en 

el sitio de injuria. El proceso a través del cual un hueso lesionado o fracturado 

se repara se denomina consolidación. La consolidación ósea se desarrolla en 

tres etapas secuenciales que se superponen en el tiempo: inflamación, 

reparación y remodelación. En el transcurso de estas etapas la adhesión, 

proliferación, migración y diferenciación de osteoblastos son procesos 

fundamentales para el desarrollo y obtención de una consolidación exitosa (Fig. 

2). 
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Figura 2. Proceso temporal de reparación ósea ante una lesión. 

 

 

Diversos factores celulares estimulan la proliferación y diferenciación de 

osteoblastos. De todos los factores que intervienen en este proceso, las BMPs 

son sin duda las que más interés han despertado, puesto que inducen la 

diferenciación celular hacia el fenotipo osteoblástico. 

 

 

Diferenciación osteoblástica 

 

El proceso reversible de cambio de una modalidad celular funcional a otra 

se conoce como diferenciación celular. Ésta consiste en el proceso de 

especialización de la estructura y la función celular que tiene carácter 

progresivo. Según las etapas de diferenciación celular, la secuencia de 

desarrollo osteoblástico comprende tres fases: proliferación, síntesis de matriz 

y maduración, y posteriormente mineralización (Lui y col., 1994; Malaval y col., 

1994).  

 

Lesión
Adhesión    Proliferación    Migración   Diferenciación       Remodelado

3 días                                                        4 semanas  

Inflamación                    ReparaciónInflamación                    ReparaciónInflamación                    ReparaciónInflamación                    Reparación
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días

 

Figura 3. Esquema temporal de las fases de diferenciación celular de los osteoblastos. 

 

 

La diferenciación de células indiferenciadas o parcialmente diferenciadas 

a osteoblastos maduros ha sido ampliamente demostrada in vitro. 

Habitualmente se realiza mediante el cultivo de una capa adherente de células 

indiferenciadas en un medio adecuado, denominado medio de inducción 

osteogénico, el cual suele incluir ácido ascórbico, glutamina, y β-glicerofosfato. 

Las células indiferenciadas o parcialmente diferenciadas forman en un primer 

momento agregados o nódulos y aumenta la expresión de la FAL. A partir de la 

primera semana se puede observar la aparición de depósitos de calcio, pero no 

es hasta la tercera semana cuando se obtiene una diferenciación completa.  

 La diferenciación osteogénica de células mesenquimales in vitro ha sido 

dividida, para su estudio, en tres etapas (Huang y col., 2007). La primera etapa 

de crecimiento celular o proliferación. La etapa intermedia (5-14to día), está 

caracterizada por aumentos en la transcripción y expresión de la FAL, que 

alcanza un pico para luego declinar (Aubin, 2001). En la línea celular de 

fenotipo osteoblástico (SaoS2) la actividad de la 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 (20-28vo 

día) 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 ON.  
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El ATP extracelular como modulador de la formación de hueso 

 

Se sabe que diferentes estímulos, a los que el hueso se encuentra 

expuesto, como estímulos mecánicos durante los movimientos o injuria e 

inflamación en los traumatismos, resultan en la liberación celular del trifosfato 

de adenosina (ATP) (Elliot y col., 2009). Además, se ha demostrado que la 

misma actividad resortiva de los osteoclastos produce la liberación al medio 

extracelular de ATP (Gallagher y Buckley, 2002). Una vez liberado al espacio 

extracelular, este nucleótido o sus productos de hidrólisis pueden actuar sobre 

los receptores purinérgicos de la membrana plasmática para inducir diversas 

respuestas en las células óseas. Efectos mitogénicos del ATP han sido 

reportados en diferentes tipos celulares, incluyendo a los osteoblastos 

(Alvarenga y col., 2010; Katz y col., 2008; Katz y col., 2011; Costessi y col., 

2005). 

 

 

Nucleótidos de purina y de pirimidina  

 

Los nucleótidos se dividen en dos grandes grupos dependiendo de la 

base nitrogenada que los componen, estas pueden ser: bases púricas, o bases 

pirimidínicas. 

                          

Figura 4. Bases púricas y pirimidínicas 

 

 

El ATP es un nucleótido cuya base púrica es una adenina. Es una 

molécula utilizada por todos los organismos vivos para proporcionar energía y 

como precursor de varias reacciones químicas (Lehninger y col., 2005). Su 
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concentración intracelular es del orden milimolar (Lazarowski y Harden, 1999), 

más exactamente de 3-5 mM (Gallagher y Buckley, 2002).  

Como se observa en la Figura 5, por hidrólisis sucesivas a partir del ATP 

se generan la adenosina difosfato (ADP) y la adenosina monofosfato (AMP) 

(Lehninger y col., 2005). De manera similar, distintos ribonucleótidos se 

originan según contengan como base nitrogenada a la guanina, perteneciente a 

la familia de las purinas, o una base de la familia de las pirimidinas, como la 

citosina, timina, y uracilo. Cuando la molécula no posee grupos fosfato se 

denomina nucleósido. La concentración intracelular del uridin trifosfato o 

trifosfato de uridina (UTP) se encuentra en relación 1:5 respecto al ATP 

(Harden y Lazarowski, 1999).  

 

 

 

Figura 5. Estructura del ATP, ADP y AMP. 

 

 

Como se menciona anteriormente, el ATP y otros nucleótidos pueden 

actuar como moléculas de señalización extracelular luego de ser liberados 

por las células. Se han reportado diversos mecanismos de liberación de 

nucleótidos al medio extracelular (Romanello y col., 2001; Romanello y col., 

2005; Burnstock, 2006).  
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Mecanismos de liberación y transporte de ATP en el microambiente óseo  

 

Para activar los receptores purinérgicos y desempeñar un rol fisiológico 

sobre la función osteoblástica, el ATP debe ser liberado al espacio extracelular 

en el microambiente óseo. Esta liberación puede ocurrir por lisis, estrés e 

injuria celular durante los traumatismos y fracturas o por mecanismos 

fisiológicos (Lazarowski y col., 2011). En cultivo primario de osteoblastos se ha 

observado que bajo estímulos mecánicos el ATP es liberado al medio (Genetos 

y col., 2005). Además, se ha reportado que el ATP es liberado en forma 

constitutiva desde células osteoblásticas (Buckley y col., 2003) y es el 

nucleótido mayoritario en el espacio extracelular. Por otro lado, perturbaciones 

mecánicas del medio aumentan la acumulación de ATP en el espacio 

extracelular (Bowler y col., 2001). La participación de proteínas ABC (del inglés, 

ATP-binding cassette), hemicanales de conexinas o panexinas o canales 

aniónicos dependientes de voltaje, como así también la liberación por 

exocitosis han sido propuestos como mecanismos de transporte o liberación de 

ATP (Burnstock, 2006; Romanello y col., 2001; Romanello y col., 2005). 

Además, enzimas específicas y nucleotidasas extracelulares interconvierten 

nucleótidos, generando o hidrolizando ATP (Buckley y col., 2003; Zimmermann, 

2000; Abbracchio y col., 2006). Estos una vez liberados al espacio extracelular 

pueden activar a los receptores purinérgicos. 

 

 

Receptores Purinérgicos 

 

Los receptores purinérgicos se dividen en dos grandes grupos P1 y P2. 

Los P1 son sensibles a los nucleósidos, su agonista principal es la adenosina, y 

sus antagonistas son del tipo xantinas. Farmacológicamente y de acuerdo a su 

señalización, han sido divididos en los subtipos A1, A2a, A2b, y A3.  

 Los P2 han sido clasificados en la subfamilia de receptores ionotrópicos 

y metabotrópicos, P2X y P2Y, respectivamente. Los P2X son canales iónicos 

activados por ligando, forman trímeros y cada subunidad contiene dos dominios 
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transmembrana. Los P2Y son proteínas acopladas a proteína G, con siete 

dominios transmembrana (Ralevic y Burnstock, 1998; Burnstock, 2006).  

 

 

Figura 6. A la izquierda se representa una subunidad de los receptores  P2X con dos 

dominios transmembrana (M1 y M2), y a la derecha los P2Y con sus siete dominios 

transmembrana.  

 

 

Actualmente, siete proteínas que integran la subfamilia de receptores 

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

sido clonados y funcionalmente caracterizados en vertebrados (Burnstock, 

2006; Erb y col., 2006; von Kügelgen, 2006). 

 

 

Interacción entre nucleótidos  y receptores P2 

 

Los receptores P2X están compuestos por homo o heterotrímeros que 

conforman un poro o canal y sólo son activados por el ATP. Luego de su 

activación permiten el influjo de sodio y calcio y el eflujo de potasio, 

conduciendo a la despolarización de la membrana plasmática y a la 

acumulación de calcio en el citoplasma celular (North y Surprenant, 2000; 

North, 2002). Los receptores P2Y son activados por nucleótidos de purinas y/o 

pirimidinas. Los diferentes subtipos de receptores P2Y pueden caracterizarse 

farmacológicamente en base a su capacidad de responder a los distintos 

nucleótidos. Básicamente todos los receptores P2Y responden al ATP. El ADP 

es el principal agonista de los P2Y1, 12 y 13 (Chhatriwala y col., 2004) y agonista 

parcial de los P2Y11, estos subtipos no responden a UTP, en cambio los P2Y2 y 
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P2Y4 responden a UTP y no al ADP. El principal agonista del P2Y6 es el UDP, y 

el receptor P2Y14 es el único que responde a UDP-glucosa.  

 

 

Mecanismos de señalización de receptores P2Y 

 

De forma similar a otros miembros de la superfamilia de receptores 

acoplados a proteína G (GPCR), la estimulación de los receptores P2Y 

conduce a la activación de proteínas G heterotriméricas y a su disociación en 

las subunidades α y βγ, para interactuar con proteínas efectoras. En general, 

cada subtipo de receptor P2Y interacciona con un tipo de proteína G 

heterotrimérica. Los receptores P2Y1, 2, 4, 6 y 11 están acoplados a la proteína 

Gq/11 que activa fosfolipasa C (PLC) para generar inositol trifosfato (IP3) y 

consecuentemente, aumentos transitorios en la concentración de calcio 

intracelular ([Ca2+]i) (Bowler y col., 1999; Ralevic y Burnstock, 1998; Erb y col., 

2006; von Kugelgen, 2006). La activación de los receptores P2Y12, P2Y13 y 

P2Y14 causa la inhibición de la adenilil ciclasa (AC) a través de la proteína Gi. 

Adicionalmente, se ha reportado que P2Y11 acopla también a Gs para estimular 

la AC y aumentar los niveles de AMPc (Erb y col., 2006).  
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Figura 7. Vías de señalización intracelular principales de los receptores P2Y.  

 

 

Señalización por receptores P2 en osteoblastos 

 

Se ha reportado que los receptores P2Y se expresan en líneas celulares 

osteoblásticas y en osteoblastos de origen humano y de rata (Katz y col., 2008; 

Hoebertz y col., 2000; Maier y col., 1997; Bowler y col., 1995; Yu y Ferrier, 

1993). Estudios realizados en osteoblastos humanos sugieren que la expresión 

de receptores P2Y es heterogénea dentro de la misma población celular, 

probablemente debido a diferencias en los estadios de diferenciación 

individuales (Dixon y col., 1997). Más aún, Orriss y colaboradores (2006) 

describen cambios en los niveles de expresión de receptores P2X y P2Y 

durante la diferenciación de osteoblastos de rata en cultivo primario. Ellos 

sugieren que los osteoblastos inmaduros expresan mayor proporción de 

receptores P2X, mientras que los osteoblastos maduros expresan 

preferencialmente receptores del subtipo P2Y2 y en menor medida los subtipos 

P2Y4 y P2Y6. Estudios recientes reportan la expresión de todos los subtipos de 
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receptores P2, a excepción del P2Y11, en osteoblastos de rata (Orriss y col., 

2011). 

Se ha observado que el ATP incrementa la concentración de Ca2+
 

intracelular en osteoblastos y en células osteoblásticas derivadas de 

osteosarcoma de origen humano y de rata (Kumagai y col., 1991; Schöfl y col., 

1992; Shimegi, 1996; Jorgensen y col., 1997; Katz y col., 2006). La activación 

de receptores P2Y por ATP en osteoblastos induce la expresión de c-fos, un 

gen de expresión temprana que participa en la proliferación y diferenciación de 

las células óseas (Bowler y col., 1999). Existen evidencias de que el ATP 

estimula la síntesis de ADN en células osteoblásticas murinas y humanas 

(Shimegi, 1996; Nakamura y col., 2000; Katz y col., 2008). Además, se 

describieron efectos sinérgicos entre el ATP y el factor de crecimiento derivado 

de plaquetas (PDGF) sobre la proliferación celular (Shimegi, 1996). En células 

osteoblásticas humanas el ATP potencia los efectos proliferativos de PDGF y 

del factor de crecimiento similar a la insulina-1 (IGF1) en forma dependiente de 

las MAPKs luego de la activación de receptores P2X (Nakamura y col., 2000). 

La activación de los receptores P2Y sinergiza la acción de la hormona 

paratiroidea (PTH) sobre la expresión de c-fos en osteoblastos (Bowler y col., 

1999). Se ha reportado que los receptores P2Y2 median la movilización de 

calcio intracelular inducida por estimulación mecánica en osteoblastos (You y 

col., 2002), sugiriendo que los nucleótidos liberados desde las células por 

estimulación mecánica participan en la conversión de las fuerzas mecánicas en 

señales bioquímicas. Asimismo, se ha demostrado que el ATP activa el factor 

de transcripción Runx2, involucrado en la diferenciación osteoblástica y en la 

respuesta al estrés mecánico (Costessi y col., 2005). Por otro lado, se ha 

observado que bajas dosis de ATP inhiben, a través de receptores P2Y2, la 

formación de hueso e incrementan la liberación de RANKL por osteoblastos in 

vitro, resultando esto último en una estimulación de la resorción ósea en forma 

indirecta (Hoebertz y col., 2002; Hoebertz, 2003).  

En cultivos primarios de osteoblastos de rata y en la línea celular 

osteoblástica ROS 17/2.8 se ha demostrado que el ATP, a través de receptores 

P2Y, estimula la vía de señalización de fosfolipasa C (PLC), generando 

aumento en la concentración de inositol trifosfato (IP3) y de Ca2+ intracelular, y 
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activación de miembros de la familia de proteínas quinasas activadas por 

mitógenos (MAPKs) y de la vía de señalización de la fosfatidil inositol 3 quinasa 

(PI3K)/proteína quinasa B (PKB o AKT), asociado a incrementos en la 

proliferación celular (Katz y col., 2006; Katz y col., 2008; Katz y col., 2011;). La 

PI3K activa, fosforila el fosfatidil inositol 3,4 difosfato (PIP2) convirtiéndolo en el 

segundo mensajero  fosfatidil inositol 3,4,5 trifosfato (PIP3), el  cual, corriente 

abajo, conduce a la activación de  la proteína AKT. La AKT tiene múltiples 

blancos,  responsables de los efectos de la activación de la vía (Hiles y col., 

1992; Fruman y col., 1998; Jiménez y col., 1998).  

Algunas evidencias sugieren que el ATP puede regular la osteogénesis 

in vitro, negativamente, a través de la activación de receptores P2Y2, o 

positivamente, mediante la activación de receptores P2X7 (Orriss y col., 2007; 

Panupinthu y col., 2008). Sin embargo, aún no han sido completamente 

elucidados los mecanismos involucrados en la acción del ATP sobre la 

osteogénesis.  

Se ha reportado que el aumento de la síntesis de las BMPs involucra 

influjo de calcio, activación de la vía PI3K/AKT y de la cascada Erk1/2 (Lee y 

col., 2008; Wu y col., 2008; Tanno y col., 2003). Además, se ha evidenciado 

que distintos tipos de estrés como fuerzas mecánicas, ultrasonido e hipoxia, 

entre otros, estimulan la expresión de algunas BMPs y la formación de hueso 

(Ikegame y col., 2001; Tanno y col., 2003; Rath y col., 2008; Csiszar y col., 

2009; Tseng y col., 2010). Por otro lado, se sabe que estímulos mecánicos 

incrementan la actividad de la FAL y activan la vía de señalización BMPs/Smad 

en osteoblastos (Wang y col., 2010). Considerando que esos estímulos podrían 

inducir la liberación de nucleótidos al espacio extracelular, surge la hipótesis de 

que la activación de receptores P2 podría modular la expresión de BMPs. Sin 

embargo, el rol de receptores P2 en la regulación de la expresión de BMPs y su 

relación con la modulación de la diferenciación de osteoblastos por ATP u otros 

nucleótidos no ha sido investigado hasta el presente trabajo. 
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Otosclerosis  

 

La otosclerosis (del griego otós: oído + sklerós: endurecimiento), 

también conocida como otoesclerosis, es una enfermedad ósea primaria 

localizada, de la cápsula ótica y de la cadena oscicular que causa fijación de 

los huesecillos del oído dificultando la transmisión normal de las ondas 

sonoras. Se manifiesta con una pérdida de audición progresiva (hipoacusia) 

que lleva hacia la pérdida total de la audición. Puede ir acompañada de ruidos 

en los oídos (acufenos). 

 Se han reconocido tres fases en el desarrollo histopatológico de esta 

enfermedad: 

1. Otoespongiosis (Fase inicial): Es una fase de congestión osteoide. 

El foco se origina en las inmediaciones de la pared de un vaso 

sanguíneo, los canalículos óseos normalmente visibles 

desaparecen. Las células más activas son los osteocitos, y se 

observa hipervascularidad 

2. Fase de Transición: llamada también fase resortiva ósea, en esta 

fase la dilatación vascular disminuye y aparecen los osteoclastos 

que desde el centro de la lesión y sus alrededores realizan una 

reabsorción ósea de este hueso, que se ha neoformado 

desorganizadamente. El hueso toma un aspecto esponjoso 

característico 

3. Otosclerosis (Fase tardía): En las zonas destruídas ocupadas por 

tejido conectivo, comienza a formarse  tejido osteoide el cual se 

mineraliza, dando como resultado un hueso muy irregular, 

exuberante, de estructura anárquica y de tipo escleroso con 

propiedades mecánicas alteradas (Fig. 8). 
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Oído 
Externo  medio  interno

Tímpano
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Normal
 

Figura 8. Esquema representativo de un oído sano (círculo de la izquierda) y uno con 

otosclerosis (círculo de la derecha).  

 

 

Prevalencia de la Otosclerosis 

 

La edad de comienzo de esta enfermedad es variable, aunque en la 

mayoría de los individuos comienza al finalizar la adolescencia (Schuknecht y 

Gacek, 1993; Friedmann y Arnold, 1990) y se exacerba generalmente entre los 

40 y 50 años. Es más frecuente en la raza blanca (Ghorayeb y Linthicum, 

1978). La relación hombre/mujer es de 1:2. La prevalencia en las mujeres es de 

3% y en la población general es menor al 1%. Alrededor del 8% de los hombres 

y 12% de las mujeres caucásicas presentan otosclerosis, sin embargo, sólo el 

10% de ellos presentan pérdida auditiva (Declau y col., 2001). El 90% de las 

lesiones se encuentran localizadas cerca de la ventana oval causando 

principalmente pérdida de la audición por fijación de los huesecillos y puede 

afectar a ambos oídos. Tiene exacerbaciones en períodos de alto nivel de 

estrógenos, como es el embarazo. Esto se explica porque el estrógeno 

favorece la fragilidad lisosomal, con salida de enzimas que fomentan el proceso 
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de otoespongiosis (Wiet, 1991). En aquellos pacientes que presentaron 

síntomas de otosclerosis en su vida, la existencia de otoespongiosis era 

bilateral en el 70-80% de las biopsias (Bretlau y col., 1971).   

 

 

Diagnóstico   

 

La historia clínica es fundamental en la evaluación del paciente, ya que 

estos pacientes presentan hipoacusia progresiva a lo largo de los años. 

Algunas veces se puede observar el signo de Schwarze, descrito como un 

punto rojo en el centro del tímpano. Esto es debido al aumento de irrigación 

alrededor de la ventana oval, por el proceso de remodelación ósea (Howard, 

1985). En cuanto a los exámenes se observa: Audiograma con hipoacusia de 

conducción, y puede observarse cambios en las tomografías computadas o por 

resonancia magnética nuclear (Valvassori, 1966). 

 

 

Tratamiento 

  

 Hasta el momento, no se conoce un tratamiento farmacológico 

específico. Los pacientes pueden utilizar audífonos mientras transitan por los 

primeros estadios de la enfermedad. Los tratamientos médicos con fluoruro de 

sodio tienen un papel muy limitado, generalmente se utiliza para frenar la 

aparición de acufenos. En la mayor parte de los casos, la cirugía con remoción 

del hueso anómalo (estapedectomía) o el láser, y reemplazo por una prótesis, 

es el tratamiento de elección para la otosclerosis. Sin embargo, en algunos 

pacientes la cirugía no resulta exitosa, o no es aconsejable para ellos, por lo 

que sólo les queda afrontar la sordera.  
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Etiopatogenia de la Otosclerosis 

 

La otosclerosis es considerada una enfermedad multifactorial, causada 

por factores genéticos e infecciosos entre otros. Varios estudios sugieren una 

herencia autosómica dominante con penetrancia incompleta que bordea el 40% 

(Gordon, 1998; Niedermayer y col., 2001; Schrauwen y Van Camp, 2010). 

Aunque más de 10 locus genéticos han sido mapeados, los genes específicos 

y sus proteínas aún no han sido identificados (Gordon, 1989; Brownstein y col., 

2006; Chole y McKenna 2001; Van den Bogaert y col., 2002), sin embargo 

McKenna y col., (1998) demostraron una asociación de esta enfermedad con 

mutaciones en el gen Col1α1. Esta penetrancia disminuida se la puede 

relacionar con la distribución de las lesiones en la cápsula ótica. Algunas de 

estas lesiones se producen en zonas donde no pueden provocar pérdida 

auditiva (Schuknecht y Gacek, 1993; Markou y Goudakos, 2009). Por otro lado, 

en el 40-50% de los caso hay una falta de historia familiar positiva, esto ha sido 

explicado por mutaciones de novo y otros modos de herencia (Niedermayer y 

col., 2001; Schrauwen y Van Camp, 2010).  

Respecto a la asociación viral, primeramente McKenna y col., en 1986, 

postularon la teoría de la etiología viral en la otosclerosis al observar 

estructuras filamentosas, cuya morfología era similar a nucleocápsides virales, 

en los osteoblastos de las lesiones otoscleróticas pertenecientes a pacientes 

enfermos. Posteriormente, se encontraron altas concentraciones de IgG para el 

virus de sarampión (MEV) en lesiones otoscleróticas activas (Arnold y 

Friedmann, 1987; Mckenna y Mills, 1989; Niedermeyer y col., 2000 y 2007). 

Desde entonces ha habido muchas investigaciones al respecto, varios grupos 

han descripto una asociación entre la infección con MEV y procesos 

inflamatorios en la otosclerosis. La presencia de MEV ha sido detectada en la 

zona afectada, en un alto porcentaje de los casos estudiados (Karosi y Sziklai, 

2010). Estudios inmunohistoquímicos en biopsias de pacientes enfermos han 

demostrado la expresión de proteínas de la nucleocápside de MEV en 

condrocitos, osteocitos, macrófagos, osteoblastos y osteoclastos (McKenna y 

Mills, 1990; Arnold y col., 1989). Por otro lado, fue detectada la presencia de 

las proteínas virales en muestras de estribo y cóclea de pacientes 
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otoscleróticos (Niedermayer y col., 2001). Muestras en las que también fue 

posible detectar ARN viral mediante RT-PCR (Niedermayer y col., 2000 y 2001 

y 1994; McKenna y col., 1996).  

La infección persistente de MEV en las células óseas de la cápsula ótica 

provocaría un aumento en los niveles del receptor CD46, utilizado por este 

virus para adsorberse a dichas células e iniciar la infección (Karosi y col., 

2007). Dado que la actividad y la diferenciación de osteoclastos está regulada 

por los osteoblastos, las anormalidades ocurridas en estos últimos podrían ser 

de gran importancia en el desarrollo de esta enfermedad. Asimismo, la 

infección de osteoblastos en la región afectada provocaría una activación de 

osteoclastos embrionarios quiescentes CD51+/CD61+ que serían la base de la 

inflamación que llevaría al remodelado óseo anómalo de la cápsula ótica 

(Karosi y col., 2006). 

Se determinó que la incidencia de otosclerosis es notablemente inferior 

en pacientes que recibieron la vacuna antisarampionosa en comparación con 

los pacientes que no fueron vacunados (Niedermayer y col., 2001; Karosi y col., 

2006; Schauwen y col., 2006). Es importante aclarar que la introducción de la 

vacunación fue en 1974 y el estudio de Niederman y col. (2001) se realizó a 

partir del año 1993, y que no se trata de un caso de inmunidad de grupo, dado 

que la otosclerosis se produce por una infección persistente de MEV, en la cual 

la infección se adquiere mucho antes de que aparezcan los síntomas. 

A pesar de lo expuesto, aún perduran algunos grupos de investigación 

que sostienen que no existe asociación entre la infección por MEV y la 

otosclerosis, fundándose en que hasta el momento no se ha podido aislar a 

MEV desde tejidos otoscleróticos, y en que no existe un modelo animal para 

esta enfermedad que ocurre exclusivamente en el oído medio de los seres 

humanos. 

 

 

Otosclerosis y Paget 

 

Cabe destacar que existe una gran similitud entre la enfermedad de 

Paget y la otosclerosis, en cuanto a que ambas cursan con elevado 



 

Introducción 
 

32 
 
remodelado óseo, debido a la hiperactividad de osteoclastos y osteoblastos, 

que resorben y que generan hueso respectivamente. Además, en ambas 

enfermedades se han encontrado evidencias de infección con paramixovirus, 

grupo al cual pertenece MEV, con la salvedad de que la otosclerosis presenta 

una distribución esquelética focal, mientras que en Paget la distribución es 

generalizada mostrando afección en diversos huesos a la vez. Los hallazgos de 

diferentes estudios ultraestructurales, inmunohistoquímicos, hibridación in situ y 

biológicos son compatibles con una infección por MEV. Se encontraron 

inclusiones intracelulares, típicas de este virus, que reaccionaban con 

anticuerpos dirigidos contra las proteínas de las nucleocápsides del virus 

respiratorio sincicial (RSV) y del MEV (Mills y col., 1981). Incluso se detectó 

ARNm correspondiente a proteínas de las nucleocápsides del MEV en los 

osteoclastos y osteoblastos de pacientes con enfermedad de Paget (Basle y 

col., 1986).  

 

 

Los virus 

 

Los virus son organismos particulados infecciosos, de tamaño 

microscópico, capaces de infectar a todos los tipos de seres vivos, desde 

vertebrados hasta bacterias y arqueas. Los genomas virales pueden ser de 

ADN o ARN, en sus formas de simple y doble cadena y son en general mucho 

más pequeños que los de las células a las que infectan. Al no tener toda la 

información necesaria para replicar por si mismos requieren de una célula 

hospedadora para proveerse de los materiales, la maquinaria y la energía 

necesaria para formar nuevas partículas. En virtud de la estrecha relación de 

los virus con la célula a la que infectan, es difícil encontrar compuestos 

capaces de combatirlos de manera específica y, aún hoy, muchas de las 

enfermedades virales de humanos no tienen tratamiento. 

La habilidad de los virus para ingresar su genoma y proteínas dentro de 

la célula hospedadora, así como el subsecuente uso de la maquinaria 

metabólica de la misma, es esencial para su ciclo de replicación. A pesar de 

esta característica en común, son diversos en estructura, genética y estrategias 
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de replicación, lo que da origen a distintos tipos de interacciones virus-

hospedador por lo que resultan herramientas muy útiles para investigar 

fenómenos biológicos, bioquímicos y celulares en general. 

 

 

La familia Paramyxoviridae  

 

Los virus de la familia Paramyxoviridae son virus envueltos con un 

diámetro de entre 150 y 300 nm. Poseen genoma de ARN de simple cadena de 

polaridad negativa. Dentro de esta familia podemos encontrar dos subfamilias, 

donde cada una contiene diversas clases de géneros virales (Figura 9), y 

frecuentemente suma nuevos integrantes. Contiene a la mayoría de los virus 

más infecciosos y prevalentes en el hombre: RSV, parainfluenza, el virus de la 

papera, el virus de Sarampión o MEV (del inglés Measles Virus) (Norrby y 

Oxman, 1990), entre otros. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. Familia Paramyxoviridae, con sus correspondientes subfamilias y géneros. 
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Virión del Sarampión 

 

MEV posee seis proteínas estructurales, de las cuales, tres forman un 

complejo con el ARN (N: nucleoproteína, P: fosfoproteína, y L: proteína grande) 

y las restantes están asociadas a la membrana viral (H: hemaglutinina, F: 

proteína de fusión, y M: proteína de la matriz). No contiene neuraminidasa. Las 

proteínas F y H son muy importantes en la patogenia viral. F es responsable de 

la unión de la membrana viral a la de la célula hospedadora, lo que permite la 

entrada del virus a la célula, y H permite la adsorción del virus a la célula. 

Dentro de la envoltura se encuentra la nucleocápside helicoidal de 1,2 µm de 

longitud compuesta por proteínas estructurales y el genoma viral de ARN 

sencillo de polaridad negativa no segmentado de entre 15 y 19 kB (Lund y col., 

1984) (Fig. 10). La proteína P para cumplir su función debe estar altamente 

fosforilada, y se sabe que junto a la proteína L forma la polimerasa viral que 

interviene en la síntesis del ARN viral. La proteína M es la más abundante, y la 

asociación entre ellas y la nucleocápside puede ayudar en la formación de la 

partícula viral. 

Su ARN negativo sirve de templado para: la síntesis de mensajeros 

subgenómicos y para un ARN antigenómico (de polaridad positiva) molde para 

la síntesis del ARN negativo genómico (de polaridad negativa). Su genoma se 

encuentra inmerso en una cápside de simetría helicoidal. Ambos (genoma y 

cápside) conforman la nucleocápside. Ésta se encuentra cubierta con una 

membrana o envoltura viral pleomórfica, la cual proviene de la membrana 

celular de la célula hospedadora que infectó (Norrby y Oxman, 1990). 

MEV entra a la célula por fusión de membranas, utilizando distintos 

receptores celulares según el tipo celular que infecta (Racaniello, 2011). Las 

dos glicoproteínas de la envoltura viral, H y F, son las responsables de la 

entrada del virus a la célula. La interacción específica entre H y sus receptores 

celulares son un paso clave en el éxito de la infección viral. Han sido 

identificados tres receptores para  H en el hombre dependiendo del tipo celular 

que se trate, la molécula CD46, la molécula de activación de los linfocitos 

(SLAM, también llamada CD150) y la molécula de adhesión Nectina-4 (Plemper 

y col., 2011; Mühlebach y col., 2011; Noyce y col., 2011). SLAM se encuentra 
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expresado en timocitos inmaduros, linfocitos activados, macrófagos y células 

dendríticas. CD46 se encuentra presente en todos los tipos celulares 

incluyendo los osteoblastos, salvo en los eritrocitos (Ignatius y col., 2011). La 

nectina-4 está presente en células epiteliales y en diversos tipos de cánceres, 

entre otras células (Sato y col., 2012). Tras la entrada, el virus se desnuda por 

un mecanismo desconocido y queda en el citoplasma, donde desarrollara todo 

su ciclo de infección. Como todos los virus de polaridad negativa, los viriones 

de esta familia han de traer consigo una polimerasa dependiente de ARN, que 

esta codificada en su genoma y es capaz de transcribir el genoma viral. Sin 

embargo la síntesis de ARNm viral se da solo tras el desnudamiento del virus 

en la célula hospedadora y la síntesis de ARN genómico tras la transcripción y 

traducción de proteínas virales, cuando suficiente cantidad de proteína N, que 

estabiliza el proceso de transcripción, ha sido sintetizada. Las espículas que 

formarán parte de la envoltura siguen la vía secretoria y son acumuladas sobre 

la membrana celular, estas serán responsables de las actividades de 

hemoaglutinación, neuraminidasa y hemólisis. El proceso de transporte de 

estas proteínas hacia membrana ha sido ampliamente estudiado, y de hecho, 

mucho de lo que se sabe de transporte de proteínas ha sido descubierto 

estudiando el transporte de proteínas de MEV e influenza (Doms y col., 1993, 

Helenius, 1994). Sin embargo, todavía no se conoce con exactitud el proceso 

por el cual los viriones se ensamblan en membrana. 
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Figura 10. Esquema representativo de MEV. 

 

 

Clínica y epidemiología 

 

MEV se transmite por vías respiratorias y es uno de los virus más 

contagiosos que se conocen ya que cada individuo infectado puede causar 

entre 15 y 20 infecciones secundarias (Racaniello, 2011). Durante el transcurso 

de la patología, los enfermos desarrollan fiebre prodrómica, malestar 

generalizado, rinitis, conjuntivitis, inmunosupresión transitoria, tos y rash 

cutáneo característico (Hilleman, 2002, Plemper y Snyder, 2009). 

Generalmente la infección es controlada por el sistema inmune de los 

pacientes, sin complicaciones. Sin embargo, la enfermedad propia puede 

derivar en una inmunosupresión severa que puede traer consigo enfermedades 

oportunistas asociadas a sarampión (Sabella, 2010). Las complicaciones más 

severas incluyen neumonía, que es responsable de la mayor parte de las 

muertes asociadas al sarampión (Duke y Mgone, 2003), encefalitis aguda del 

sarampión (Perry y Halsey, 2004), encefalitis esclerosante (Reuter y Schneider-
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Schaulies, 2010), diarrea, estomatitis, hepatitis subclínica y otitis media 

(Hilleman, 2002; Sabella, 2010). El sarampión es una de las mayores causas 

de muerte infantil y sigue siendo común en países en vías de desarrollo con 

infraestructura sanitaria pobre. En 2010 se registró un promedio de 16 muertes 

por hora por sarampión, la mayoría niños menores de 5 años (WHO Fact sheet 

286, 2012). 

A pesar de la existencia de una vacuna efectiva contra MEV, en la 

mayoría de los países del mundo hay un déficit de vacunación ya sea por 

carencias en los sistemas de salud, por creencias religiosas o por elección 

debido a asociación infundada entre la vacuna, el autismo y la enfermedad de 

Crohn (Hilleman, 2002). La WHO recomendó una cobertura de vacunación 

mínima de la población del 95% para poder eliminar a MEV. Sin embargo esto 

no ha sido logrado siquiera en muchos países desarrollados (Muscat y col., 

2009). En Reino Unido entre 1999 y 2011, la vacunación no superó nunca el 

90% y allí MEV fue nuevamente declarado endémico en 2008 (Editorial team 

2008, UK Health protection agency, 2011). Esta situación resultó en numerosos 

brotes entre 2006 y 2008 en varios países europeos como Suiza, Alemania, 

España, Rumana, Italia, Bélgica, Reino Unido, Noruega y Austria (Muscat y 

col., 2009; Wichmann y col., 2007). 

 

 

Tratamiento, prevención y situación epidemiológica en Argentina 

 

Actualmente no existen antivirales aprobados para el tratamiento del 

sarampión. El análogo nucleosídico ribavirina (RIB) (1-β-D-ribofuranosil-1,2,4-

triazol-3-carboxamida), análogo de la guanosina (Fig. 11), se utiliza como 

monoterapia o en combinación con inmunoglobulinas y ha sido probado en 

clínica médica con éxito variable (Barnard, 2004; del Toro-Riera y col., 2006; 

Hosoya, 2007). Sin embargo, se han registrado efectos secundarios graves 

como anemia hemolítica y teratogenicidad para los pacientes y los 

médicos/enfermeros que administran la droga, por lo que su uso se limita a los 

casos más severos (Roberts y col., 2010; Shiffman, 2009; Mori y col., 2011). 
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Figura 11. Estructura química de la ribavirina.  

 

 

Inhibidores antisentido, péptidos, extractos naturales, análogos 

nucleosídicos y otras moléculas pequeñas han sido evaluados in vitro contra 

MEV; sin embargo, ninguno de estos compuestos ha sido probado en ensayos 

clínicos por su elevada toxicidad o falta de poder antiviral (Barnard y col., 2004, 

Plemper y Snyder, 2009). 

La vacuna antisarampionosa, constituida por cepas atenuadas de MEV, 

está incluida en el Calendario Nacional de Vacunación en la vacuna Triple Viral 

junto con Rubeola y Parotiditis. Se aplica a niños en una primera dosis al año 

de edad y luego en una segunda dosis, en el momento del ingreso escolar a los 

6 años.  

Existe solo un serotipo de MEV, pero los virus salvajes presentan una 

gran variabilidad genética. La WHO reconoce 23 genotipos de MEV (cuadro 1). 

Esta variación del genotipo no parece tener importancia biológica, pues no 

modifica la eficacia de la vacuna. 
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Cuadro 1. Cepas de referencia que se deben utilizar en el análisis genético de los virus 

de sarampión de tipo salvaje. 

 

 

Desde el año 2000, Argentina no registra circulación autóctona de MEV, 

sin embargo, actualmente está circulando con intensidad en Inglaterra, el 

continente europeo y otras partes del mundo. Por todo esto MEV sigue siendo 

un gran problema a nivel mundial por el movimiento en masas de los 

individuos. Es importante que las personas que vayan a viajar a esos destinos, 

se vacunen contra este virus para evitar la reintroducción de este virus en 

Argentina. Son inmunes a la enfermedad quienes acreditan esquema completo 

de vacunación al año de vida, los mayores de 50 años que hayan sufrido la 
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enfermedad; las personas entre 5 y 50 años que recibieron al menos dos dosis 

de la vacuna y los que acrediten haberse vacunado contra el sarampión y la 

rubéola durante las campañas nacionales. El Ministerio de Salud de la Nación 

emitió un alerta epidemiológico ante la detección de un caso de sarampión en 

la ciudad de Buenos Aires, el 24 de mayo del 2012: tratándose de una mujer de 

35 años, residente en esta ciudad, que volvió al país tras estar en Europa 

durante cuatro semanas. Dado que en la Argentina no se registra circulación 

viral de sarampión autóctona desde hace doce años, la aparición de un solo 

caso se considera brote.  

La caracterización molecular de MEV es un componente importante de la 

vigilancia, ya que proporciona un método de determinación del origen 

geográfico y de rastreo de las vías de transmisión de un virus. Asimismo ofrece 

una herramienta valiosa de medición de la eficacia de los programas de control 

y eliminación de MEV y provee información que puede servir en la confirmación 

de la interrupción de transmisión endémica del sarampión. La secuencia de los 

450 nucleótidos que codifican los últimos 150 aminoácidos del extremo carboxi-

terminal de la proteína N, constituye la cantidad mínima de datos necesarios a 

la determinación del genotipo de MEV. 

 

 

La familia Arenaviridae 

 

La familia Arenaviridae está constituida por un grupo de virus envueltos 

con genoma de ARN de polaridad ambisentido, segmentado. Hasta el 

momento la familia consta de 23 especies reconocidas por el “International 

Committee on Taxonomy of Virus” y 8 nuevas especies tentativas aún no 

incluidas en la familia. Estos virus poseen partículas pleomórficas y con un 

diámetro aproximado de entre 50 y 300 nm (Vezza, 1978). Al microscopio 

electrónico se observa en la superficie de las partículas, espículas proyectadas 

hacia el exterior y gránulos electro-densos en su interior (Fig. 12), característica 

que les dio el nombre de “arenavirus”. 
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Figura 12. Microfotografía electrónica de partículas virales perteneciente a la familia 

Arenaviridae. 

 

 

Todos sus miembros con excepción del virus Tacaribe utilizan a los 

roedores como reservorios naturales, infectándolos crónicamente. Según su 

origen se dividen en dos grandes grupos: los del Viejo Mundo y los del Nuevo 

Mundo (Howard y col., 1985) (Fig. 13). 

 

 

Figura 13. Relación filogenética entre los arenavirus en base al análisis del segmento 

S del ARN. Los cuadros sombreados indican las especies causantes de fiebres 

hemorrágicas en humanos. 
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Virión de Junín 

 

 El virus de Junín (JUNV) pertenece a la familia Arenaviridae, género 

Arenavirus, y tiene morfología esférica u oval con diámetros entre 110 y 130 

nm (Lascano y Berria, 1971 y 1974) (Fig. 14). Las partículas virales están 

compuestas por una envoltura lipídica, en su interior se encuentra el genoma el 

cual consta de dos moléculas de cadena simple de ARN.  

               

Figura 14. Esquema de una partícula de JUNV y sus principales componentes. NC: 

nucleocápside, L: ARN polimerasa, R: ribosoma, Z: proteína Z, GP1 y 2: glicoproteína 

1 y 2 respectivamente. 

 

 

Cada una de las moléculas de ARN difiere en tamaño y posee dos 

marcos de lectura abiertos, no superpuestos, y de polaridad opuesta lo que  le 

permite una estrategia de replicación en “ambisentido” (Auperin y col., 1984). El 

segmento S (small: de aproximadamente 3.5 kb) codifica proteínas 

estructurales, tales como la nucleoproteína (N) y el precursor de las 

glicoproteínas (GP), el cual es procesado post-traduccionalmente para dar las 

dos glicoproteínas maduras: GP1 (adsorción al receptor) y GP2 (fusión) 

(Buchmeier, 2002; Meyer y col., 2002). El fragmento L (large: de 7 kb) codifica 

los genes para la síntesis de la ARN polimerasa viral dependiente de ARN y 

una proteína pequeña denominada Z por su capacidad de asociarse a 

moléculas de Zinc. Las moléculas de ARN se encuentran conformando un 
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complejo ribonucleoproteíco o nucleocápside en el interior del virión, constituido 

principalmente por el ARN correspondiente junto con las proteínas N y L.  

 

 

Ciclo de replicación 

 

El ciclo de multiplicación de los arenavirus comienza con la unión de la 

GP1 al receptor celular. JUNV utiliza como receptor al receptor de transferrina 

1 humano (TfR1) (Radoshitzky y col., 2007). La internalización de JUNV 

provoca la activación del camino de señalización de PI3K/AKT (Linero y 

Scolaro, 2009) y es dependiente de la red de actina y de microtúbulos de la 

célula (Gomez y col., 2011; Martinez y col., 2008). La transcripción y la 

replicación del genoma viral ocurren en el citoplasma. A partir del 

procesamiento de las GP en el retículo y aparato de Golgi, el ensamblado y 

brotación de los viriones se produce en la membrana celular pero se 

desconocen los eventos que determinan la salida del virus. En general se 

asume que el ensamblado de las partículas virales es iniciado por interacciones 

entre el dominio citoplasmático de una proteína viral de membrana y los 

componentes internos de la partícula, principalmente con la proteína de matriz, 

Z.  

 

 

Clínica y epidemiología 

 

La fiebre hemorrágica argentina (FHA), localmente denominada mal de 

los rastrojos o mal de O'Higgins, es una enfermedad zoonótica, que afecta el 

área central de la Pampa húmeda. La zona endémica de la FHA abarca las 

provincias de Buenos Aires, Córdoba, Santa Fé y de La Pampa (Fig. 15), con 

una población estimada en riesgo de 5 millones, compuesta principalmente por 

trabajadores rurales. 
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Figura 15. Localización del área endémica para JUNV en la República Argentina 

(Ambrosio y col., 2006). 

 

 

El principal reservorio natural de JUNV es el roedor de hábitos rurales 

Calomys musculinus, también se ha aislado de Calomys laucha, Akodon 

azarae y Oryzomys flavescens (Maiztegui, 1975) y en roedores urbanos como 

el Mus musculus (ratón común) (Sabattini y col., 1985). El pequeño roedor 

conocido localmente como ratón maicero, sufre una infección crónica 

asintomática, y disemina el virus a través de su saliva, orina y/o sangre 

infectando a otros ratones y al hombre accidentalmente. La infección al 

humano se produce a través de contacto con la piel (con excoriaciones), en 

mucosas (ojos) o inhalación de partículas (aerosoles) contaminadas con el 

virus. El virus ingresa al organismo por inhalación y en la mayoría de los casos 

se deposita en los bronquiolos. Al alcanzar el sistema linfático se esparce 

sistémicamente sin dejar un foco neumónico aparente (Kenyon y col., 1992).  

La FHA es una enfermedad grave de desarrollo agudo que comienza 

como una gripe vulgar y termina progresando, en un 20 a 30% de los casos, 

hacia un cuadro hemorrágico fatal mientras que el resto de los enfermos se 

recupera. El tiempo de incubación del virus es de entre 10 a 12 días, 

apareciendo luego los primeros síntomas inespecíficos. En menos de una 

semana los síntomas se intensifican, produciéndose alteraciones vasculares, 
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renales, hematológicas y neurológicas. Este estadio no dura más de 20 días. 

En los casos fatales, la mayoría de las lesiones consisten en una 

vasocongestión generalizada con múltiples hemorragias en diferentes órganos. 

El sangrado profuso, es presumiblemente consecuencia del daño vascular 

ocasionado por el aumento de citoquinas y virus combinado con una marcada 

trombocitopenia (Molinas y col., 1989; Heller y col., 1995). Aunque la 

replicación viral en el tejido vascular no ha sido demostrada hasta el momento, 

se ha encontrado que principalmente linfocitos y monocitos de sangre periférica 

constituyen el sitio primario de replicación del virus (Ambrosio y col., 1986).  

 

 

Prevención y tratamiento de la FHA 

 

La vacuna a virus vivo llamada Candid #1 (candidate 1) presenta un alto 

grado de atenuación de la virulencia (Enria y Barrera Oro, 2002). Ésta vacuna 

mostró una eficacia del 95% en la protección contra la FHA. Además en el 90% 

de los voluntarios se registraron anticuerpos neutralizantes hasta 10 años luego 

de su vacunación (Maiztegui y col., 1998).  

La única droga antiviral conocida actualmente en uso para los arenavirus 

es la ribavirina (RIB), que mostró capacidad inhibitoria, tanto in vitro como en 

modelos animales (Weissenbacher y col., 1986). Este es un compuesto de 

amplio espectro de acción con otros virus a través de 3 mecanismos diferentes. 

Luego de la fosforilación, como monofosfato, actúa como inhibidor competitivo 

de la inosín-monofosfato deshidrogenasa (IMPH), bloqueando la conversión del 

IMP a monofosfato de xantosina (XMP), precursor de la síntesis de guanosín-

trifosfato (GTP) y dGTP, por lo que disminuye el GTP intracelular (Streeter y 

col., 1974). Además RIB puede fosforilarse a la forma 5-trifosfato, afectando la 

iniciación y elongación del ARNm viral por inhibición competitiva con las 

enzimas que agregan el CAP en el extremo 5’ del ARNm y polimerasas virales 

(Goswami y col., 1979). Por último, un mecanismo propuesto es su acción 

mutagénica. Todos los virus con genoma ARN poseen una alta tasa de 

mutación durante sus replicaciones debido a la pobre fidelidad de las ARN 

polimerasas. La acción de RIB aumenta notablemente estos errores llegando a 



 

Introducción 
 

46 
 
producir un mayor número de mutaciones letales (Crotty y col., 2000 y 2001). 

Se ha demostrado que RIB inhibe in vitro la replicación de JUNV pero no 

reduce la mortalidad en casos avanzados de FHA (Enria y Maiztegui, 1994).  

La aplicación de anticuerpos neutralizantes de origen humano presentes 

en el suero de convalecientes, a los pacientes durante los primeros 8 días de la 

infección neutraliza la viremia, disminuye las alteraciones fisiológicas y reduce 

la incidencia de las enfermedades oportunistas, disminuyendo la tasa de 

mortalidad al 1-2% de los pacientes afectados (Maiztegui y col., 1998). 

 

 

BMPs vs infección viral 

 

Se sabe que las BMPs, además de su acción sobre los osteoblastos, 

regulan la respuesta inmune innata frente a múltiples infecciones mediante la 

modulación de la inflamación, controlan la apoptosis celular inducida por la 

infección viral, y la replicación de diversos virus tales como poliomavirus 

(Abend y Imperiale, 2008), reovirus (Beckham y Parker, 2008; Beckham y col., 

2009), virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) (Cotter y col., 2008; Enam y 

col., 2004), virus epstein barr (Fukuda y col., 2001), virus de la hepatitis C 

(Huang y col., 2007), herpes virus humano tipo 8 ( Bull y col., 2008), herpes 

simplex tipo I (Hamza y col., 2007), etc. 

Durante los últimos años, las BMPs y sus receptores han mostrado 

contribuir a la patogénesis de la otosclerosis (Lehnerdt y col., 2007 y 2008). 

Además, recientemente se demostró que, biopsias de huesecillos del oído 

medio de pacientes con otosclerosis activa, presentaban un nivel de expresión 

incrementado de BMP-2, 4, 5, y 7, mostrando una fuerte asociación con el 

diagnóstico histológico de la otosclerosis (Csomor y col., 2012; Schrauwen y 

col., 2008; Liu y col., 2007). También, en estos focos otosclerosos se ha 

encontrado una incrementada expresión de TGF-β, TNF-α, e inhibidores de la 

apoptosis (Chole y Mckenna, 2001; Lehnedrt y col., 2008; Thys y col., 2007; 

Csomor y col., 2010). 
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AKT vs infección viral 

 

Se ha comprobado que la infección in vitro de distintos tipos de cultivos 

celulares con MEV lleva a una regulación negativa de la fosforilación de AKT, 

especulándose que esta modulación podría disminuir la respuesta inmune 

innata montada frente a la infección viral (Carsillo y col., 2010). A su vez, in 

vitro, la sobreexpresión de AKT no influye en la replicación de MEV, pero afecta 

su liberación (dependiendo del tipo celular) (Carsillo y col., 2010). Por todo ello 

se postula que ésta modulación, de la vía PI3K/AKT, podría regular entonces 

negativamente la acción del ATP sobre los osteoblastos mencionada 

anteriormente. JUNV también es capaz de modular la vía PI3K/AKT en 

fibroblastos de riñón de mono. La internalización de JUNV provoca la activación 

del camino de señalización de PI3K/AKT (Linero y Scolaro, 2009). Este virus, al 

igual que MEV, causa infecciones persistentes que modifican las propiedades 

biológicas del cultivo (Ellenberg y col., 2007). Por otro lado, la infección con 

JUNV es capaz de modular la fosforilación de eIF2alfa, factor involucrado en el 

inicio de la síntesis proteica y responsable de la formación de gránulos de 

estrés frente al tratamiento del cultivo con inductores tales como arsenito de 

sodio (Linero y col, 2011), por lo que la infección de osteoblastos con este virus 

podría interferir en la síntesis de BMPs cuando éstos son estimulados por 

ejemplo mecánicamente o con agonistas purinérgicos. 

 

Hipótesis de trabajo  

 

Se plantea como hipótesis de trabajo que el ATP extracelular, a través 

de la activación de ciertos receptores P2, modula la diferenciación de 

osteoblastos de rata induciendo cambios en los niveles endógenos de distintas 

BMPs. Además, se postula que los efectos ejercidos por los agonistas 

purinérgicos sobre los osteoblastos podrían ser alterados en presencia de una 

infección viral en dichas células. 
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Dado el marco teórico y experimental planteado, en este trabajo de Tesis 

Doctoral, se propone estudiar la participación de receptores purinérgicos P2 en 

la regulación por ATP de la proliferación y diferenciación de osteoblastos 

calvariales de rata neonata cultivados in vitro pre y post infección con los virus 

de Sarampión o Junín.  

Para ello los objetivos específicos consistieron en estudiar los efectos del 

ATP y otros agonistas de receptores P2 sobre: 

 

• 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 y expresión de la enzima fosfatasa 

alcalina, expresión de sialo-proteína ósea, y osteoprotegerina, entre 

otros 

 

• la expresión de diversas proteínas osteogénicas (BMP-1, 2, 3, 4, 5, 6 y 

7) 

 

• la diferenciación de los osteoblastos y su interacción con la respuesta 

celular frente a la infección con los virus de Sarampión y Junín 

 

• la participación de la vía PI3K/AKT en la respuesta de los osteoblastos a 

la estimulación purinérgica y frente a la infección viral.              
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Drogas y reactivos 

 

Los compuestos ATP, ATPγS, UTP, ADPβS, UDP, rojo de alizarina, 

Coomassie Brilliant Blue G-250, el medio de cultivo α-MEM (α-Minimal 

Essential Medium), el detergente Tritón X-100 fueron adquiridos en Sigma-

Aldrich Co. (St. Louis, MO, USA). El Ly294002 se obtuvo en EMD Chemicals, 

Inc (San Diego, USA). El suero fetal bovino (SFB) utilizado se adquirió en 

Natocor (Córdoba, Argentina). Los cebadores (primers) utilizados para la 

reacción en cadena de la polimerasa cuantitativa en tiempo real (Real Time 

Quantitative–PCR), dirigidos contra secuencias pertenecientes al ARNm (de 

BMPs u otras proteínas) y el kit para obtención de ADNc (High-Capacity ADNc 

Reverse Transcription Kit) se obtuvieron en Invitrogen S.A. (Buenos Aires, 

Argentina). El kit para el aislamiento del ARNm a partir de los cultivos (Quick-

RNATM Miniprep), y la mezcla de reacción para RTQ-PCR (KAPPA SYBR® 

FAST qPCR Kit) se adquirieron en Biosystems S.A. (Buenos Aires, Argentina).  

El resto de los reactivos utilizados fueron de grado analítico. 

Cabe destacar que se utilizó ATPγS (análogo no hidrolizable del ATP) y 

ADPβS (análogo no hidrolizable del ADP) para discriminar la contribución de 

productos de hidrólisis en las respuestas celulares al ATP y ADP 

respectivamente. 

 

 

Obtención de osteoblastos calvariales (OBCs) de rat a 

 

 Se utilizaron ratas Wistar neonatas (4-5 días) para aislar osteoblastos 

(Morelli y col., 2011). Los animales fueron decapitados rápidamente, 

empleando tijeras afiladas y estériles, conforme a AVMA Guidelines on 

Euthanasia, y a The Guide for the Care and Use of Laboratory Animals 

published by the US National Institutes of Health (NIH Publication Eighth 

Edition). Luego de la ablación del cráneo se apartó la piel y tejido de la base y 

se disecó la calvaria, en condiciones asépticas. El tejido óseo se lavó 3 veces 

con PBS 1X conteniendo EDTA 4 mM, a 37°C durante 10  min. Seguidamente 

se incubó en una solución salina conteniendo colagenasa 200U/ml, durante 10 
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min con agitación y a 37°C para permitir la disocia ción enzimática de las 

células (este procedimiento se repitió 3-4 veces). Las células liberadas en la 

primera digestión fueron descartadas y se colectaron aquellas liberadas en las 

subsecuentes digestiones mediante centrifugación a 1500 rpm durante 10 min 

(ver figura de esta sección). 

 Se sembraron aproximadamente 1.000.000-1.500.000 células por cada 

caja de cultivo de 75 cm2 en medio α-MEM suplementado con 15% SFB y 1% 

antibiótico-antimicótico (GIBCO, Invitrogen). Los OBCs así obtenidos, se 

cultivaron a 37ºC en atmósfera húmeda controlada con 5.5% de CO2 durante 

24 hs. Posteriormente se reemplazó el medio de cultivo por α-MEM  

suplementado con 10% SFB (1% antibiótico-antimicótico) hasta alcanzar 70-

80% de confluencia. Luego se prepararon criotubos con las células 

resuspendidas en α-MEM  10% SFB con 10% de DMSO y se congelaron a -

80ºC durante 2 días. Posteriormente se guardaron dichos criotubos bajo 

atmósfera de nitrógeno hasta su uso. 

  

 

Representación esquemática simplificada de la obtención de cultivos primarios de 

osteoblastos de calvaria de rata. 

 

 



 

Metodología 
 

53 
 
Tratamiento celular  

 

Los OBCs (~ 8500 células/cm2) se cultivaron durante 48 hs (~70-80 % de 

confluencia) en α-MEM 10% SFB, luego se reemplazó el medio de cultivo por 

α-MEM 1% SFB. Al cabo de 18 hs, los OBCs se trataron con ATP, ATPγS, 

UTP, UDP, ADP o ADPβS a las concentraciones y tiempos indicados en las 

figuras, tanto en presencia como en ausencia de bloqueadores o inhibidores 

específicos, o de los virus de Sarampión o Junín, en α-MEM 1% SFB o medio 

osteogénico (α-MEM 1% SFB conteniendo β-glicerofosfato 2 mM y acido 

ascórbico 50 µg/ml) según se indica. Durante los tratamientos, se renovó el 

medio (conteniendo los respectivos agonistas, inhibidores, o vehículo) cada 2-3 

días.  

 

 

Virus 

  

 Se trabajó con un stock de virus de Sarampión (MEV), cepa 

Brazil/001/91, gentilmente donada por la Dra. Mónica Wachsman del 

Laboratorio de Virología, Departamento de Química Biológica, Facultad de 

Ciencias Exactas y Naturales, Universidad de Buenos Aires, Ciudad 

Universitaria, Buenos Aires, Argentina, y con un stock de virus de Junín 

(JUNV), cepa atenuada XJCl3. La titulación viral se realizó por el método de 

Unidades Formadoras de Placas (UFP) en células Vero (American Type 

Culture Collection, ATCC-CCL81). Para ello, estas células se cultivaron en 

Minimum Eagle’s Medium (MEM) con 5 % de suero de ternera (ST) (GIBCO, 

Invitrogen) y 50 µg de gentamicina/ml hasta confluencia en microplaca de 24 

cavidades. Posteriormente las células se infectaron con diluciones seriadas al 

décimo del virus a titular por duplicado. Se incubaron los cultivos por 1 hora a 

37°C agitando cada 15 min para permitir la adsorció n y penetración del virus a 

las células. Luego se descartó el inoculo y se agregó una mezcla de MEM 3% 

ST y metilcelulosa 1,4% (en partes iguales). Se incubó el cultivo así infectado a 

37°C durante 7 días en atmósfera húmeda controlada con 4% de CO2. Se 
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fijaron las células con formol al 10% durante 20 min, se lavó y se tiñó con cristal 

violeta 1%.  

 El título se calculó de la siguiente forma: 

  

  

Infección de los OBCs 

 

 Los OBCs se infectaron con JUNV a una m.o.i. (del inglés multiplicity of 

infection) de 1 UFP/célula inmediatamente junto al tratamiento. En cambio, en 

el caso de MEV, la infección se realizó 24 hs previas a la finalización del 

tratamiento celular, observándose los resultados a distintos tiempos post-

infección (p.i.). Algunos cultivos fueron mantenidos en α-MEM 1% SFB o medio 

osteogénico por más de 25-30 días, con renovación del medio cada dos o tres 

días.  

 

 

Inmunocitoquímica y microscopía de fluorescencia co nvencional.  

 

Las células se sembraron sobre cubreobjetos (contenidos en cámaras 

especiales para microscopía) y se cultivaron hasta alcanzar un 50-60 % de 

confluencia. Luego de tres lavados con PBS 1X pH 7.4, los OBCs se fijaron 

mediante incubación con paraformaldehído al 2% en PBS 1X o glutaraldehído 

al 1% durante 10 min. Para permeabilizar las células se incluyó 0.05 % Triton 

X-100 a la solución de paraformaldehído. Alternativamente, se realizó la fijación 

y permeabilización de las células con metanol, incubando a -20°C durante 20 

min. Las células se incubaron luego durante 60 min en presencia o en ausencia 

(control negativo) de los anticuerpos primarios. Se eliminó el exceso de 

anticuerpo primario mediante tres lavados con PBS 1X y luego se realizó la 

incubación con el anticuerpo secundario conjugado al fluoróforo durante 60 

min. Finalmente los preparados se montaron sobre porta-objetos para su 

visualización por microscopía de fluorescencia convencional.  
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La expresión de antígenos virales se midió por la técnica de 

inmunofluorescencia indirecta (IFI). Los OBCs se sembraron sobre 

cubreobjetos en placas de 24 cavidades. Las células se sometieron al 

tratamiento con los nucleótidos, infectándose al mismo tiempo con JUNV. A 

distintos tiempos p.i. las células se lavaron con buffer fosfato salino (PBS) y se 

fijaron con metanol durante 10 min a -20°C. Este pa so permeabiliza la 

membrana plasmática (IFI total). Luego, las células fueron lavadas con PBS 1X 

y se incubaron con el anticuerpo monoclonal NA05AG12 (anti-N) (1:300) por 45 

min a 37°C. Las células se lavaron con PBS 1X y se incubaron con IgG de 

cabra anti-ratón conjugada con tiocianato de fluoresceína (FITC) (Sigma) (1:50) 

por 45 min at 37 °C. Las células fueron lavadas con  PBS 1X luego de la 

segunda incubación efectuándose un último lavado con agua destilada. 

Finalmente, el núcleo se tiñó con 0.05% de azul de Evans y los cubreobjetos 

fueron montados sobre una solución de glicerol al 90% en PBS 1X al 2.5% de 

1.4-diazabicyclo (2.2.2) octano (DABCO, Sigma). Las muestras fueron 

observadas en microscopio de fluorescencia (Olympus BX51), y se tomaron 

fotografías con el software Image-Pro. 

 

 

Western blot 

 

 Los OBCs de una cavidad de la microplaca se solubilizaron en 25 µl de 

un buffer de carga compuesto en partes iguales de agua y buffer de siembra 

para PAGE (BioRad) (0.06 M Tris/HCl pH 6.8, 5% SDS, 10% de glicerina, 2% 

β-mercapto-etanol, 0.05% azul de bromofenol). Las células lisadas fueron 

separadas por 10% SDS-PAGE y transferidas a una membrana PVDF (Hybond 

P, Amersham Pharmacia) en un sistema de transferencia semi-húmedo (LKB 

Instruments, Multiphor II). La nucleoproteína viral, N, fue revelada con IgG el 

anticuerpo monoclonal NA05AG12 (anti-N) mAb (1:300) y como anticuerpo 

secundario se utilizó una IgG anti-ratón conjugada con peroxidasa (ICN 

Immuno Biologicals) (1:2000), y se reveló su presencia con un sistema de 

detección de quimioluminiscencia (ECL, Amersham Pharmacia). A las 

membranas se les realizó una remoción de los anticuerpos unidos con buffer 
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de stripping (tris-HCl 62.5 mM pH 6.8, SDS al 2%, β-mercapto-etanol 100 mM) 

durante 30 min a 55-60°C y posteriores lavados con buffer TBS-Tween 0,1%, 

con leche descremada 5%. Luego fueron reveladas con un anticuerpo JLA20 

anti-actina (1:2000) (Calbiochem). El mAb anti-JUNV mAbs NA05AG12 fue 

gentilmente provisto por el Dr. A. Sanchez (Center for Disease Control, National 

Institutes of Health, MD, USA) (Sanchez y col., 1989). 

 

 

Ensayo de proliferación celular 

 

Se determinó la cantidad de células viables empleando el kit comercial 

CellTiter 96® Aqueous One Solution Cell Proliferation Assay (Promega). Las 

células se sembraron en placas de 96 cavidades, el cultivo y los tratamientos 

se realizaron como se indicó anteriormente en medio α-MEM con 1% de SFB. 

Al finalizar cada tratamiento, se reemplazó el medio de cultivo por 100 µL de 

una mezcla 1:5 de MTS (3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-

sulfofenil)-2H-tetrazolium); buffer de medición (NaCl 138 mM, KCl 5 mM, MgCl2 

1 mM, Hepes pH7 10 mM, glucosa 5 mM, CaCl2 1,8 mM). Las células fueron 

incubadas en oscuridad a 37°C (5.5% CO 2) durante 60 min y posteriormente se 

midió la absorbancia a 490 nm en espectrofotómetro. Se procesó en paralelo 

un blanco de reactivos, para lo cual se incubó el mismo volumen de la mezcla 

1:5 de MTS en cavidades vacías, y su absorbancia fue substraída a la de las 

muestras. Los resultados fueron obtenidos como absorbancia por cavidad y 

expresados como porcentaje de estimulación respecto al control o en unidades 

arbitrarias tomando los controles como valores de referencia iguales a 1. 

 

 

Determinación de la actividad de la fosfatasa alcal ina (FAL) 

 

La actividad de fosfatasa alcalina (FAL) de los lisados celulares fue 

determinada colorimétricamente usando un kit comercial (Wiener Lab., Rosario, 

Argentina); en este ensayo se usa fenilfosfato de sodio como sustrato; la 

enzima en presencia de metil propanolamina (pH 10) libera fenol. Este se 
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combina con 4-amino-antipirina y ferrocianida que conforman la solución 

generadora de color y el producto es cuantificado por espectrofotometría a una 

λ = 520 nM. 

Los OBCs se cultivaron en microplacas de 6 cavidades (2x105 

células/cavidad) en α-MEM suplementado con 10% SFB. Luego se realizaron 

los tratamientos con los diferentes nucleótidos en medio osteogénico durante 

los tiempos indicados como se describió anteriormente. Para finalizar el 

tratamiento, las células fueron lavadas y levantadas mecánicamente en 200 µl 

de PBS, luego se sonicaron a 4°C y centrifugaron 3 min a 500g. Se colectó el 

sobrenadante y se guardó a 4°C hasta realizar el en sayo como se indicó arriba. 

En paralelo, se procesaron el blanco de reactivos (B) y estándares (S) (200 

UI/L fenol). Se midió la densidad óptica de las muestras (D) y la actividad FAL 

se calculó de la siguiente manera: FAL (UI/L) = 200UI/Lx (D - B)/(S - B). 

 

 

Valoración de la mineralización ósea  

 

Para evaluar el grado de mineralización en los cultivos, se determinaron 

cuali y cuantitativamente los depósitos de calcio existentes luego de los 

distintos tratamientos en medio osteogénico como se describió anteriormente. 

Esto se realizó mediante la tinción con un colorante de origen vegetal, llamado 

rojo de alizarina (al 2% en agua pH 4), el cual forma complejos insolubles con 

el calcio iónico. 

Determinación cuantitativa de depósitos de calcio: Luego de los 

tratamientos específicos, los cultivos celulares se lavaron con PBS 1X pH 7.4 

seguido de fijación con glutaraldehído al 1% durante 10 minutos. A 

continuación, las células se lavaron con agua destilada y posteriormente se 

incubaron con rojo de alizarina al 2% durante 30 min a 37°C. Inmediatamente 

después de lavar los preparados con agua destilada, se tomaron fotos de la 

coloración. Posteriormente se solubilizaron las muestras con NaOH 0.1N y se 

midió la D.O. a 548 nm en espectrofotómetro. Los resultados se expresaron en 

unidades arbitrarias, tomando los valores de D.O. al inicio del tratamiento como 

valores de referencia iguales a 1. 
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Determinación cualitativa de depósitos de calcio: Se siguió el mismo 

procedimiento anterior, con la diferencia que se emplearon células crecidas 

sobre cubreobjetos de vidrio. Una vez finalizada la tinción, los preparados se 

montaron sobre portaobjetos. Las muestras se observaron en un microscopio 

Nikon Eclipse TE 300 con objetivo de 40x y se fotografiaron con cámara Nikon 

Digital Sight DS U2. Las imágenes fueron analizadas con el programa ImageJ 

(NIH). 

 

 

Cuantificación de proteínas 

 

Las células provenientes de los cultivos de los OBCs se extrajeron 

mecánicamente con un buffer de lisis (Laemmli Sample buffer de BioRad tris-

HCl 31.5 mM pH 6.8, glicerol al 10%, SDS al 1%, bromophenol blue 0.005%, β-

mercapto-etanol 355 mM), posteriormente se tomaron alícuotas por duplicado 

de las muestras y se las incubó durante 5 min en presencia de 2,5 mL de 

reactivo de Bradford (Coomassie Brilliant Blue G-250 100 mg/L, etanol al 4,75% 

y ácido fosfórico al 8,5%) (Bradford, 1976). Como estándar de concentración 

conocida se empleó 1mg/mL de albúmina sérica bovina (BSA). Las 

absorbancias se midieron a 595 nm empleando un espectrofotómetro Beckman 

DU530. 

 

 

Estudio de ciclo celular por citometría de flujo 

 

Luego de los tratamientos específicos, las células se lavaron con PBS 1X 

dos veces y se levantaron con tripsina evitando la formación de grumos. Se 

frenó la acción de la tripsina con el agregado de α-MEM 10% SFB seguido de 

centrifugación a 1200 g durante 5 min, se eliminó el sobrenadante y las células 

se resuspendieron en PBS 1X y se colectaron por centrifugación. Cada 

muestra se resuspendió nuevamente en PBS 1X y se agregó suavemente 

etanol 96º, con agitación continua y suave de la suspensión celular, hasta 

llegar a una concentración final de etanol del 70%. Posteriormente se colocaron 
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las muestras a -20°C durante una hora. Luego se dej ó que la muestra alcance 

la temperatura ambiente, se centrifugó, se lavó con PBS 1X como se indicó 

anteriormente, y se resuspendió en 300-500 µL del Kit FACS (BD 

PHARMIGENTM) que contiene ioduro de propidio y ribonucleasas. 

El análisis por citometría de flujo se realizó en el equipo BD FACSCalibur, 

con el programa de captura y análisis de datos CellQuest ProV 6.0.  

 

 

Obtención del ADNc  

 

La extracción del ARN de los cultivos celulares se realizó con el kit 

comercial “Quick-RNATM Miniprep”, siguiendo el protocolo proporcionado por el 

fabricante. Tanto la concentración del ARN como la calidad o pureza del mismo 

se determinaron de manera espectrofotométrica (Concentración, 

Absorbancia260; Pureza, Absorbancia260/Absorbancia280 entre 1.8 y 2). Las 

cadenas de ADNc se sintetizaron a partir de RNA total, usando el kit comercial 

“High-Capacity ADNc Reverse Transcription” (Applied Biosystems), siguiendo 

las recomendaciones del fabricante.  

 

 

PCR cuantitativa en tiempo real (QRT-PCR)  

 

El ADNc obtenido en los pasos anteriores se utilizó para evaluar, mediante 

Quantitative Real Time – PCR, los niveles de expresión de las diferentes 

proteínas estudiadas, así como los cambios producidos luego de los 

tratamientos específicos. Se realizaron estos estudios siguiendo el protocolo de 

Invitrogen con el reactivo SYBR Green I (Deschaght y col., 2009).  

La QRT-PCR fue realizada en un equipo 7500-Real-Time PCR Systems” 

(Applied Biosystems), y las corridas se realizaron respetando los siguientes 

patrones:  

• para la obtención de las curvas estándar: 1 ciclo para la activación de la 

enzima a 95°C 3 min, seguido de 50 ciclos de 95°C 3  seg para la 

desnaturalización, y apareamiento/extensión a 60°C durante 30 seg. Las 
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curvas de melting se obtuvieron con 95°C 15 seg., 6 0°C 1 min., 95°C 30 seg., 

60°C 15 seg.  

•  para la determinación del ∆CT (cuantificación del nivel de expresión 

génica): 1 ciclo para la activación de la enzima a 95°C 3 min, luego 40 ciclos de 

95°C 3 seg para la desnaturalización, y apareamient o/extensión a 60°C durante 

30 seg. Las curvas de melting se obtuvieron con 95°C 15 seg., 60°C 1 min., 

95°C 30 seg., 60°C 15 seg.   

Los niveles de expresión de los genes en estudio fueron normalizados 

respecto a los niveles de gliceraldehído-3-fosfato dehidrogenasa (GAPDH). 

Todos los cebadores usados se describen en la Tabla 1. 

 

 Cebador Directo  Cebador Reverso  

Col 1 α1 5' CCCTACCCAGCACCTTCAAA 3' 5' ATGGAGATGCCAGATGGT 3' 

Col 1 α2 5' ACCCAGAGTGGAAGAGCGATTA 3' 5' GCATCCATAGTGCATCCT 3' 

FAL 5' AGAACTACATCCCCCACG 3' 5' CAGGCACAGTGGTCAAGGT 3' 

GAPDH 5' GGCAAGTTCAACGGCACAGT 3' 5' TGGTGAAGACGCCAGTAGACTC 3' 

OPG 5' AGCTGGCACACGAGTGATGAA 3' 5' CACATTCGCACACTCGGTTGT 3' 

BSP 5' TCCCCACCAGCCAGAAAG 3' 5' TCGTTGCCTATTTGTTCGTATTCTT 3' 

rBMP-1 5' CCCCCACCCAGTACCGTATC 3'                         5' ATCATTGCCCTCAGTCTCGAA 3' 

rBMP-2 5' GGCCACGACGGTAAAGGA 3' 5' GCTTCCGCTGTTTGTGTTTG 3' 

rBMP-3 5' GGACCCTCCAATCCAACCA 3'                5' AGGTTTGGCCGTATCTACTGACA 3' 

rBMP-4 5' CCAAGCGTAGTCCCAAGCAT 3'   5' CGACGGCAGTTCTTATTCTTCTTC 3' 

rBMP-5 5' TCCCTTTGATGGCGTTGGT 3'                            5' AATCTGCCGGTCAGAAGCAA 3' 

rBMP-6 5' CGCTCCGCTCTTCATGCT 3' 5' TGACACCCCATCCTCTTCGT 3' 

rBMP-7 5' CCGCTCCAAGACTCCAAAGA 3'                   5' GCTGCTGTTTTCTGCCACACT 3' 

Tabla 1. Secuencias de los cebadores empleados para QRT-PCR. OPG: 

Osteoprotegerina, Col 1 α1: Colágeno tipo 1 α1, Col 1 α2: Colágeno tipo 1  α2, FAL: 

Fosfatasa alcalina, BSP: Sialo-proteína ósea y rBMPs (proteínas formadoras de hueso 

de rata). 

 

 

Análisis estadístico 

 

La significancia estadística de los datos se evaluó por medio del test t de 

Student (Snedecor y Cochran, 1967). Se consideraron significativos los 
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resultados con valores de probabilidad por debajo de 0,05 (p< 0,05). Los datos 

cuantitativos se expresan como el promedio ± desvío estándar (DE) de la serie 

de experimentos indicados. 
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I- Optimización de siembra y condiciones de cultivo  de osteoblastos de 

calvaria de rata  

 

En primer lugar se optimizaron las condiciones y densidad de siembra para 

los cultivos primarios de osteoblastos de calvaria de rata (OBCs) utilizados en 

esta Tesis a fin de estandarizar las condiciones de utilización de dichas células 

en todos los experimentos. 

 

I-1- Densidad de siembra 

  

Las células se descongelaron, se sembraron en microplacas de 96 

cavidades a diferentes densidades (500, 1000, 2000, 2500, 3000, 4000 

células/cavidad) y se cultivaron durante dos días en α-MEM 10% SFB como se 

indica en la Metodología. Transcurrido este tiempo se continuó el cultivo en 

medio α-MEM 1% SFB. Los cultivos se observaron a las 24 hs por microscopía 

para evaluar adherencia y morfología celular, y a las 48 hs se realizó el ensayo 

de MTS, para evaluar la viabilidad celular, tal cual se describe en la 

Metodología (Fig. 1). La densidad de siembra considerada óptima fue aquella 

en la que los cultivos no se vieron afectados morfológicamente, ya sea por 

inhibición de crecimiento por contacto debida a la falta de espacio (como se 

observó en los cultivos sembrados a una densidad de 4000 células/cavidad 

equivalente a 20000 células/cm2), o por demasiada superficie libre entre las 

células (cultivos sembrados a una densidad menor de 1000 células/cavidad o 

5000 células/cm2, en los que se observó un alargamiento en la morfología 

celular). Además, como se observa en la Fig. 1, los resultados obtenidos 

mediante el ensayo de MTS mostraron que la densidad de siembra debe 

aproximarse a 2000 células/cavidad para obtener, en condiciones basales, 

lecturas de D.O=0,340±0,050 que caen en un punto intermedio del rango de 

detección del ensayo (D.O=0,200-0,900), aumentando la posibilidad de 

detección de cambios en la viabilidad celular por acción de los agonistas. Por 

ello, se consideró que densidades de siembra comprendidas entre 1500 y 2000 

células/cavidad equivalentes a 7500 y 10000 células/cm2 respectivamente, 

serían las óptimas para los estudios realizados en esta Tesis. En todas las 
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concentraciones ensayadas se comprobó una correlación lineal entre la 

cantidad de células sembradas y la densidad óptica medida. 
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Figura 1. Determinación de la viabilidad celular en  función de la densidad de 

siembra.  Los OBCs fueron sembrados a distintas densidades (500-4000 

células/cavidad) en microplacas de 96 cavidades y se cultivaron durante 48 hs en 

medio α-MEM 10% SFB seguido de otras 48 hs de incubación en medio α-MEM 1% 

SFB. Al final del periodo de incubación se realizó el ensayo de MTS y se determinó la 

absorbancia de cada muestra, tal cual se describe en la Metodología. Cada punto en 

la gráfica corresponde al promedio ± DE de dos experimentos realizados por 

cuatriplicado. El coeficiente de correlación lineal fue de 0.9805, indicando una relación 

directamente proporcional entre el número de células y la absorbancia. 

 

 

I-2- Privación de suero 

 

Dado que los experimentos que se planearon para esta Tesis incluían 

tiempos de incubación de hasta 22 días con diversos agonistas y de hasta 70 

días con virus, fue necesario conocer si los cultivos primarios resistirían 

tiempos tan prolongados sin suero. Por ello, se evaluó cuál era la mínima 

cantidad de suero necesaria para mantener la viabilidad de los cultivos durante 

los tratamientos. Con este fin, las células se cultivaron durante 48 hs con α-
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MEM 10% SFB como se indica en la Metodología, luego se reemplazó este 

medio por  α-MEM sin SFB, α-MEM 0,5% SFB o α-MEM 1% SFB, y se las 

continuó incubando en las mismas condiciones por distintos tiempos, 

renovando el medio cada 2-3 días. Se realizaron observaciones de la 

monocapa y morfología celular, bajo microscopio óptico cada 24 hs.  

Se observó que las células completamente privadas de suero (α-MEM sin 

SFB) a las 48 hs comenzaron a presentar vacuolas en su citoplasma y a perder 

adherencia, notándose un levantamiento de la monocapa celular alrededor de 

las 72 hs. Por otro lado, a las 96 hs se pudieron apreciar cambios morfológicos 

similares a los anteriores en las células incubadas con α-MEM 0,5% SFB. 

Contrariamente, las células incubadas con α-MEM 1% SFB no presentaron 

tales cambios y se mantuvieron viables durante 22 días. Por ello, se eligió esta 

última condición para los tratamientos celulares puesto que permite realizar 

experimentos a largo plazo, sin mostrar cambios significativos en la viabilidad 

celular. En adelante, las incubaciones con α-MEM 1% SFB se denominarán 

condiciones de “privación de suero”. 

 

 

I-3- Arresto del ciclo celular bajo privación de su ero 

 

Con el fin de favorecer la detección de cambios inducidos por los distintos 

tratamientos en las fases del ciclo celular, se evaluó el tiempo de incubación 

necesario para arrestar el ciclo celular y sincronizar los cultivos antes del inicio 

de dichos tratamientos bajo privación de suero. Para ello los OBCs se 

incubaron en α-MEM 1% SFB durante los tiempos indicados y luego se realizó 

la citometría de flujo como se indica en la Metodología. 

Como se puede observar en la Fig. 2, a partir de las 7 hs de incubación en 

condiciones de privación de suero, los OBCs lograron ser arrestados en la fase 

G0/G1 del ciclo celular. Esto se evidencia claramente en la tabla 1, que muestra 

la proporción de los OBCs (expresada en %) que se encuentra en cada fase 

del ciclo celular luego de distintos tiempos de incubación bajo privación de 

suero. Puede notarse que alrededor del 90% de la población celular se mostró 

arrestada en la fase G0/G1 del ciclo en todos los tiempos estudiados, sin 
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observarse cambios significativos entre ellos. Sobre la base de estos 

resultados, se decidió arrestar las células durante 7-18 hs y no tiempos 

mayores a estos para evitar un estrés innecesario previo a los tratamientos.  

 

 

Figura 2.  Arresto del ciclo celular y sincronización de culti vos de OBCs en 

condiciones de privación de suero determinado por c itometría de flujo. Las 

células se cultivaron durante 48 hs en medio α-MEM 10% SFB, luego se reemplazó el 

medio por α-MEM 1% SFB y se incubaron durante A) 7, B) 18, C) 24, y D) 29 hs. A 

continuación, fueron procesadas como se detalla en la Metodología para citometría de 

flujo. Los histogramas representan la cantidad de células (Counts) en función de su 

intensidad de fluorescencia (FL2-A). Los gráficos pertenecen a un experimento 

representativo de tres experimentos individuales.  
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Fases de 

ciclo celular 

Tiempo de incubación  

 

    7 hs     18 hs      24 hs     29 hs 

G0/G1 90,01±1,51 92,18±1,23 90,64±1,31 91,06±1,01 

S   5,44±1,12   4,73±1,29   5,67±0,94   5,66±1,28 

G2/M   3,77±0,92   3,19±1,10   3,69±1,01   3,38±1,02 

 

Tabla 1. Ciclo celular de los OBCs en condiciones d e privación de suero. Los 

OBCs  fueron cultivados durante 48 hs en medio α-MEM 10% SFB y posteriormente  

incubados en α-MEM 1% SFB durante los tiempos indicados. Seguidamente, fueron 

procesados como se indica en la Metodología para citometría de flujo. Los datos se 

encuentran expresados como % de la población celular en cada fase del ciclo y 

pertenecen a tres experimentos individuales e independientes. Se muestran valores 

promedios ± DE. p> 0,05 en todos los casos. 

 

 

II- Rol del ATP y UTP sobre la proliferación de los  OBCs 

 

Se sabe que el ATP genera importantes efectos mitogénicos sobre 

diferentes tipos celulares, incluyendo a los osteoblastos (Costessi y col., 2005; 

Alvarenga y col., 2010; Katz y col., 2011). Para verificar este efecto en los 

OBCs, se evaluaron las condiciones óptimas de tratamiento (tiempo y 

concentración) con ATP o UTP para estimular la proliferación celular. Para ello 

se realizó el ensayo MTS tal cual se describe en la Metodología, en los OBCs 

tratados con ATP, UTP o vehículo durante distintos tiempos y a las 

concentraciones indicadas en las figuras. 

 

 

II-1- Tratamiento con ATP 

 

Como se observa en la Fig. 3, el ATP a concentraciones de 10 y 50 µM 

estimuló la proliferación celular a las 24, 48 y 72 hs de tratamiento, en tanto 
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que a concentraciones y tiempos de tratamiento mayores los cambios no 

fueron significativos. 
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Figura 3. Determinación del efecto del ATP sobre la  proliferación de los OBCs. 

Las células fueron incubadas con ATP o vehículo a las concentraciones y tiempos 

indicados. A continuación se determinó la cantidad de células viables mediante ensayo 

de MTS según se describe en la Metodología. Los resultados están expresados en 

unidades arbitrarias tomando los controles como valor de referencia igual a 1 

(promedio ± DE) y pertenecen a dos experimentos individuales realizados por 

cuatriplicado. *p < 0.02, **p < 0.01, ***p < 0.001 vs control.  

 

 

II-2- Tratamiento con UTP 

 

Por otro lado, el UTP mostró un comportamiento parcialmente diferente, al 

del observado con ATP, puesto que estimuló la proliferación celular a las 24 y 

48 hs de tratamiento a todas las concentraciones estudiadas, incluso a una 

concentración de 100 µM en la que mostró el mayor estímulo a las 48 hs de 

tratamiento (Fig. 4), mientras que después de las 72 hs estos efectos fueron 

menos importantes. 

Además, cuando se compararon los efectos del ATP y UTP 10 µM entre 24 

y 72 hs de tratamiento se observó que fueron similares, notándose incrementos 
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de ~ 30% en la cantidad de células viables entre las 48-72 hs de tratamiento 

respecto a los controles (Fig. 5).  
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Figura 4. Determinación del efecto del UTP sobre la  proliferación de los OBCs. 

Las células fueron incubadas con UTP o vehículo a las concentraciones y tiempos 

indicados. A continuación se determinó la cantidad de células viables mediante ensayo 

de MTS según se describe en la Metodología. Los resultados están expresados en 

unidades arbitrarias tomando los controles como valor de referencia igual a 1 

(promedio ± DE) y pertenecen a dos experimentos individuales realizados por 

cuatriplicado. *p < 0.01, **p < 0.02, ***p < 0.005, ****p <0,001 vs control. 
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Figura 5. Comparación de los efectos del ATP y UTP sobre la proliferación de los 

OBCs. Las células se incubaron con ATP, UTP o vehículo a las concentraciones y 

tiempos indicados. A continuación se determinó la cantidad de células viables 

mediante ensayo de MTS según se describe en la Metodología. Los resultados están 

expresados como porcentajes de estimulación respecto a los controles de cada día en 

estudio (promedio ± DE) y pertenecen a dos experimentos individuales realizados por 

cuatriplicado. *p < 0.05, **p < 0.02, ***p < 0.001 vs control.  

 

 

En base a los resultados obtenidos  se decidió elegir como condiciones 

óptimas para estudiar este efecto 48 hs de tratamiento con ATP o UTP 10 µM.  

 

 

III- Rol de la vía PI3K/AKT en la estimulación de l a proliferación de los 

OBCs por el ATP y UTP 

 

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) a través de la vía PI3K/AKT (Katz y col., 2011). Para 

estudiar si en los cultivos primarios de rata, también participa la vía PI3K/AKT 

en el efecto del ATP y UTP sobre la proliferación celular, los OBCs fueron 

incubados en α-MEM 1% SFB en presencia o ausencia de Ly294002 (un 

inhibidor de PI3K) 10 µM, seguidos de tratamiento con ATP, UTP 10 µM o 

vehículo durante 24, 48, y 72 hs. Subsecuentemente, la cantidad de células 

viables fue medida por el ensayo MTS tal cual se describe en la Metodología.  

Como se observa en la Fig. 6, la proliferación celular resultó inhibida en 

presencia de Ly294002, sugiriendo que la vía PI3K/AKT se encuentra 

involucrada en los efectos proliferativos ejercidos por los agonistas purinérgicos 

ATP y UTP en osteoblastos de rata y validando los datos previamente 

observados en la línea celular ROS17/2.8 (Katz y col., 2011). 
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Figura 6.  Participación de la vía PI3K/AKT en la proliferació n de los OBCs 

inducida por el ATP y UTP. Las células fueron incubadas con ATP, UTP 10 µM o 

vehículo por 48 hs en presencia o ausencia de Ly294002 10 µM. A continuación, se 

determinó la cantidad de células viables mediante ensayo de MTS según se describe 

en la Metodología. Los resultados se encuentran expresados como porcentajes de 

estimulación respecto a los controles en ausencia de inhibidor (promedio ± DE) y 

pertenecen a dos experimentos individuales realizados por cuatriplicado. ***p < 0.001 

vs control.  

 

 

IV- Efecto del ATP sobre el ciclo celular de los OB Cs  

 

Para profundizar el estudio del efecto del ATP sobre la proliferación celular, 

se analizó mediante citometría de flujo, el ciclo celular de los OBCs luego de 

distintos tiempos de tratamiento con ATP. Se procedió a analizar 

principalmente los efectos sobre la fase S del ciclo, indicativa de actividad 

proliferativa. Para ello las células, arrestadas durante 7-18 hs, se trataron con 

α-MEM conteniendo: ATPγS (análogo no hidrolizable del ATP) 10 µM, 10% 

SFB (como control positivo inductor de mitogénesis) o vehículo (control) 

durante 14, 16 y 18 hs. 
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En la Fig. 7A se muestra la proporción de células en cada estadio del ciclo 

celular de los OBCs controles y tratados con 10% SFB durante distintos 

tiempos. Como se observa en la Fig. 7B, a todos los tiempos estudiados el 

tratamiento con 10% SFB produjo un efecto positivo sobre la proliferación 

celular, mostrando incrementos significativos en la proporción de osteoblastos 

en fase S respecto a los controles. El máximo estímulo se detectó luego de 16 

hs de tratamiento con 10% SFB, con incrementos en un orden de 2.7 veces 

respecto a las células controles. 
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Figura 7. Activación del ciclo celular de los OBCs inducida por SFB. Las células 

arrestadas durante 7-18 hs se trataron con 10% SFB o vehículo (control) durante los 

tiempos indicados. A continuación se procesaron para realizar la citometría de flujo 

como se describe en la Metodología. A) Porcentaje de la población celular en cada 

estadio del ciclo (G0/G1, S, y G2/M). B) Porcentaje celular correspondiente solamente a 

la fase S del ciclo. Los gráficos de barras representan el promedio ± DE de dos 

experimentos realizados por triplicado. *p < 0.001 vs control. 

 



 

Resultados y discusión 

 

74 
 

0%

20%

40%

60%

80%

100%

control ATPγS 10 µM control ATPγS 10 µM control ATPγS 10 µM 

14 hs 16 hs 18 hs

D
is

tr
ib

u
ci

ó
n

 c
el

u
la

r 
(%

)

G2/M

S

Go/G1

A

0

5

10

15

20

25

30

control ATPγS 10 µM control ATPγS 10 µM control ATPγS 10 µM 

14 hs 16 hs 18 hs

P
o

b
la

ci
ó

n
 c

e
lu

la
r 

en
 f

as
e

 S
 (%

)

*

B

 

Figura 8. Activación del ciclo celular de los OBCs inducida por ATP γγγγS. Las 

células se arrestaron durante 7-18 hs y luego se trataron con ATPγS 10 µM o vehículo 

(control) durante los tiempos indicados. A continuación se procesaron para realizar la 

citometría de flujo como se describe en la Metodología. A) Porcentaje de la población 

celular en cada estadio del ciclo (G0/G1, S, y G2/M). B) Porcentaje celular 

correspondiente solamente a la fase S del ciclo. Los datos obtenidos pertenecen al  

promedio ± DE de dos experimentos independientes realizados por duplicado, *p < 

0.001 vs control. 
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Como se observa en la Fig. 8A las células tratadas con ATPγS 10 µM 

presentaron un incremento de la proporción celular en fase S del ciclo a las 16 

hs de tratamiento, observándose aumentos estadísticamente significativos en 

un orden de 1.7 veces respecto del control (Fig. 8B), mientras que a las 14 y 18 

hs de tratamiento no se observaron cambios significativos.  

En la Fig. 9 se puede notar más detalladamente lo ocurrido luego del 

tratamiento de los OBCs con ATP 10 µM durante 16 hs, tiempo de incubación 

considerado óptimo para detectar incrementos de la población celular en fase 

S. Las condiciones con ATP mostraron valores de hasta un 30% 

aproximadamente del total de la población de los OBCs en fase S-G2M, 

aportando la fase S un 17% aproximadamente a este pool celular (Fig. 9C). En 

cambio, en las condiciones controles, se obtuvo alrededor de un 22% de la 

población celular en fase S-G2M, de los cuales la fase S contribuyó con un 10% 

aproximadamente (Fig. 9B). En los controles positivos (10% SFB) 

aproximadamente un 37% del total de la población celular se localizó en las 

fases S-G2M aportando la fase S un 26% aproximadamente a este pool celular 

(Fig. 9A). Estos resultados permiten concluir que coincidentemente a lo 

observado en los controles positivos, el tratamiento con ATP estimula el 

progreso de la fase G0 a S del ciclo celular en los OBCs.  
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Figura 9.  Activación del ciclo celular inducida por el ATP en  los OBCs. Las 

células privadas de suero durante 7-18 hs fueron tratadas con 10% SFB (A), vehículo 

(B) o ATP 10 µM (C) durante 16 hs. A continuación, se procesaron para realizar la 

citometría de flujo como se describe en la Metodología. M1, M2, y M3 corresponden a 

G0/G1, S, y G2M respectivamente. Los gráficos de puntos de la izquierda representan 

la distribución de la población de los OBCs en función de la complejidad citoplasmática 

versus el tamaño celular. Las tablas de la derecha resumen los datos obtenidos de los 

gráficos de puntos y los histogramas. La figura muestra un experimento representativo 

de tres experimentos realizados en forma individual e independiente.  

 

 

V- Efecto de la estimulación purinérgica sobre la d iferenciación celular 

 

La enzima fosfatasa alcalina (FAL) es un indicador temprano de la 

diferenciación de los osteoblastos. En los experimentos que se explican a 

continuación se usaron diversos nucleótidos para evaluar farmacológicamente 

el posible rol de los diferentes subtipos de receptores purinérgicos sobre la 

diferenciación de los osteoblastos. Para ello, los OBCs fueron incubados en el 

medio privado de suero durante 18 hs, y después fueron tratados con ATP, 

ATPγS, UTP, ADP, ADPβS o UDP en un medio osteogénico para acelerar los 

procesos de diferenciación de los osteoblastos. En el caso de esta Tesis, se 

empleó un medio base de α-MEM 1% SFB, al cual se le adicionó ácido 

ascórbico y β-glicerofosfato en las concentraciones indicadas en la 

Metodología.  

Inicialmente, los OBCs se trataron con los distintos agonistas a una 

concentración de 10 µM durante diferentes tiempos en medio osteogénico. 

Subsecuentemente se determinó la actividad de FAL como se describe en la 

Metodología. 

 

 

V-1- Modulación de la actividad de FAL por ATP 

 

Como se observa en la Fig. 10, la incubación de los OBCs en un medio 

osteogénico (condición control) indujo un aumento en la actividad de FAL. Este 
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aumento es significativamente notable luego de 4 días de incubación, 

alcanzando su máximo a los 7 días y manteniéndose en valores 

aproximadamente constantes, aunque por debajo del máximo, entre los días 10 

y 14. Bajo las mismas condiciones, el tratamiento de los OBCs con ATP 10 µM 

incrementó la actividad de FAL significativamente por encima de los controles 

al día 4, alcanzando el máximo estímulo al día 7 sin observarse cambios a los 

10 y 14 días de tratamiento respecto a los controles. 
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Figura 10. Determinación de la actividad de FAL en los OBCs estimulados con 

ATP. Las células se incubaron con ATP 10 µM o vehículo (control) en medio 

osteogénico, durante los tiempos indicados. Luego, se determinó la actividad de FAL 

colorimétricamente, como se indica en la Metodología. La gráfica muestra valores 

(UI/L) obtenidos de calcular el promedio ± DE de 4 experimentos independientes 

realizados por triplicado.*p <0.001 vs control.  

 

 

V-2- Modulación de la actividad de FAL por UTP 

 

En la Fig. 11, se observa que el tratamiento de los OBCs con UTP 10 µM en 

medio osteogénico durante 7 y 10 días incrementó la actividad de FAL de 

manera significativa con respecto a la condición control, siendo máximo este 

efecto a los 7 días, mientras que a los 14 días de tratamiento la actividad de la 

enzima no mostró cambios significativos respecto al control. 
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Figura 11. Determinación de la actividad de FAL en los OBCs estimulados con 

UTP. Las células se incubaron con UTP 10 µM o vehículo (control) en medio 

osteogénico, durante los tiempos indicados. Luego se determinó la actividad de FAL 

colorimétricamente, como se indica en la Metodología. La gráfica muestra valores 

(UI/L) resultantes de calcular el promedio ± DE de 3 experimentos independientes 

realizados por triplicado.*p <0.02 vs control.  

 

 

V-3- Modulación de la actividad de FAL por ADP 

 

Cuando se realizó el tratamiento de los OBCs con ADP 10 µM en medio 

osteogénico, se observó que la actividad de FAL disminuyó notablemente a los 

14 días, aproximadamente en un 55% respecto del control, mientras que no se 

observaron cambios significativos a tiempos menores de incubación (Fig. 12A). 

Para confirmar estos datos, se utilizó ADPβS en los tratamientos celulares. 

Como se observa en la Fig. 12B, a los días 7 y 10 de tratamiento con ADPβS 

10 µM la actividad de FAL disminuyó en un 40 y 30% respectivamente en 

comparación con los controles.  
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Figura 12. Determinación de la actividad de FAL en los OBCs estimulados con 

ADP o ADPβS. Las células se incubaron con ADP (A), ADPβS (B) o vehículo (control) 

en medio osteogénico, durante los tiempos indicados. Luego se determinó la actividad 

de FAL colorimétricamente, como se indica en la Metodología. La gráfica muestra los 

valores (UI/L) promedio ± DE de 3 experimentos independientes realizados por 

triplicado.*p <0.001 vs control.  

 

 

V-4- Modulación de la actividad de FAL por UDP 

 

El tratamiento de OBCs con UDP 10 µM en medio osteogénico, no afectó la 

actividad de esta enzima a los tiempos estudiados respecto a los controles (Fig. 

13). 
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Figura 13. Determinación de la actividad de FAL en los OBCs estimulados con 

UDP. Las células se incubaron con UDP 10 µM o vehículo (control) en medio 

osteogénico, durante los tiempos indicados. Luego se determinó la actividad de FAL 

colorimétricamente, como se describe en la Metodología. La gráfica muestra los 

valores (UI/L) promedio ± DE de 2 experimentos independientes realizados por 

triplicado. p >0.05 en todos los casos.  

 

 

V-5- Modulación de la actividad FAL por ATP γγγγS y UTP 100 µµµµM 

 

A continuación, se realizaron idénticos experimentos con los agonistas 

ATPγS y UTP empleando concentraciones de 10 y 100 µM durante 7 días de 

tratamiento (Fig. 14), tiempo en que la actividad de FAL mostró alcanzar un 

máximo en los controles. 

En la Fig. 14 se puede observar que tanto ATPγS como UTP 10 y 100 µM 

generaron estímulos similares sobre la actividad de FAL al día 7. Ambos 

agonistas mostraron incrementos de un 35% aproximadamente respecto a los 

controles, a las dosis estudiadas.  
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Figura 14. Determinación de la actividad de FAL en los OBCs  estimulados con 

ATP, ATPγS y UTP. Las células fueron incubadas en medio osteogénico conteniendo  

ATP, ATPγS o UTP 10 y 100 µM o vehículo, durante 7 días. Posteriormente se 

determinó la actividad de FAL colorimétricamente, como se indica en la Metodología. 

Los valores (UI/L) representan el promedio ± DE de dos experimentos independientes 

realizados por triplicado. *p <0.02 vs control. 

 

 

De esta serie de experimentos podemos concluir que, el tratamiento con 

ATP, ATPγS o UTP estimuló la actividad de FAL (Fig. 10, 11 y 14), lo que 

sugiere que los receptores responsivos a estos nucleótidos podrían ejercer un 

efecto positivo sobre la diferenciación celular. 

Por otro lado, se puede observar que ADP, ADPβS y UDP no mostraron 

efectos positivos sobre la actividad de FAL respecto a los controles durante los 

tiempos estudiados (Fig. 12 y 13). La diferente respuesta observada entre ADP 

y ADPβS sugiere que productos de la hidrólisis de ADP (como AMP y 

adenosina) podrían interferir en su efecto. Dado que el ADPβS es agonista de 

los receptores P2Y1, 12 y 13 y agonista parcial de los P2Y11 no se descarta la 

participación de estos subtipos en la regulación negativa de la actividad de 

FAL. El hecho de que UDP no afectó la actividad de FAL sugiere que los 

receptores P2Y6, en las condiciones estudiadas, posiblemente no estarían 

involucrados o no mostrarían tener un rol preponderante en la modulación de la 

diferenciación de osteoblastos de rata.  
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VI- Rol de la vía PI3K/AKT en la diferenciación de los OBCs 

 

Se evaluó si la vía PI3K/AKT participa en la acción estimulatoria del ATP 

sobre la diferenciación celular. Para ello, se determinó la actividad de FAL en 

los OBCs controles y tratados con ATP 10 y 100 µM en presencia y ausencia 

del inhibidor de PI3K (Ly294002) como se indica en la Metodología. Se puede 

observar en la tabla 2 y 3, que el estímulo generado por ATP, ATPγS o UTP 10 

y 100 µM sobre la actividad de FAL luego de 7 días de tratamiento fue abolido 

en presencia del inhibidor Ly294002, sugiriendo la participación de la vía 

PI3K/AKT en la modulación de la maduración de los OBCs mediada por la 

señalización purinérgica (tabla 2 y tabla 3). 

 

Días -Ly294002 +Ly294002 

 Control ATP 10 µM Control ATP 10 µM 

0 15.1±0.002 15.2±0.002 Nd Nd 

3 133.65±14.79 142.22±16.33 Nd Nd 

7 298.56±13.88 397.76±17.96** 285.88±8.32 270.01±9.15 

9 151.37±19.36 211.16±25.28* Nd Nd 

 

Tabla 2. Modulación de la actividad de FAL por ATP y participación de PI3K. Las 

células fueron incubadas en medio osteogénico conteniendo  ATP 10 µM o vehículo, 

en presencia o ausencia de Ly294002 10 µM, durante los tiempos indicados. 

Posteriormente se determinó la actividad de FAL colorimétricamente, como se indica 

en la Metodología. Los valores (UI/L) constituyen el promedio ± DE de dos 

experimentos independientes realizados por triplicado.*p < 0.02, **p < 0.01 vs control. 

 

 

               -Ly294002 +Ly294002 

Control 298.56±13.88 285.88 ± 08.32 

ATPγS 100 µM 355.5± 08.09* 320.78±15.76 

UTP 100 µM 345.07±07.89* 318.98±10.17 
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Tabla 3. Participación de PI3K en la inducción de l a actividad de FAL por ATP γS 

y UTP en los OBCs. Las células fueron incubadas en medio osteogénico conteniendo 

ATPγS o UTP 100 µM o vehículo, en presencia o ausencia de Ly294002 10 µM, 

durante 7 días. Luego se determinó la actividad de FAL colorimétricamente, como se 

indica en la Metodología. Los valores (UI/L) representan el promedio ± DE de dos 

experimentos independientes realizados por triplicado.*p < 0.02 vs control. 

 

 

Los datos presentados hasta aquí demuestran que el ATP, el ATPγS y el 

UTP estimulan la proliferación celular de los osteoblastos de calvaria de rata, 

además, el ATPγS mostró estimular el progreso de la fase G0 a S del ciclo 

celular. Estos nucleótidos también mostraron incrementar la actividad de la 

FAL, sugiriendo estimular la diferenciación de los osteoblastos. A su vez, la 

estimulación de la proliferación y diferenciación celular fue inhibida en 

presencia de Ly294002, demostrando que la vía PI3K/AKT se encuentra 

involucrada en los efectos ejercidos por los agonistas purinérgicos, ATP, 

ATPγS y UTP, en los osteoblastos de rata, validando las reseñas 

preliminarmente observadas en células ROS17/2.8 (Katz y col., 2011). 

Un estudio minucioso realizado por Wildman y colaboradores (2003) sobre 

las propiedades farmacológicas de los receptores P2Y2 y P2Y4 expresados en 

oocitos de rata, demuestran que ambos receptores exhiben equipotentes 

respuestas frente al ATP y UTP pero no frente al ATPγS. Ellos demostraron 

que el ATPγS es un agonista completo de receptores P2Y2 y débil de P2Y4, 

sugiriendo que el ATPγS podría ayudar a distinguir entre los subtipos P2Y2 y 

P2Y4 (Wildman y col., 2003). Considerando esta información, los resultados 

obtenidos sugieren que los receptores P2Y2, responsivos a ATP, ATPγS y UTP, 

estimulan la proliferación y maduración de los OBCs, dado que los otros 

nucleótidos usados no mostraron dicha respuesta. Los efectos mostrados por 

ADP y ADPβS sobre la actividad de FAL sugieren que los receptores P2Y1, 12 y 

13 podrían modular negativamente la diferenciación de los osteoblastos a partir 

del día 7. Además, los diferentes efectos mostrados por estos dos agonistas, 

podrían deberse a la contribución de los receptores P1, que se activan por 

adenosina, uno de los productos de la hidrólisis del ADP.  
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VII- Efecto de la estimulación purinérgica sobre la  formación de nódulos 

de mineralización ósea y morfología celular 

 

La mineralización ósea es un proceso que se acompaña por un incremento 

en la deposición de calcio y fosfato, y es apreciable luego de la diferenciación 

celular.  

 

VII-1- Formación de nódulos de mineralización ósea 

 

Los nódulos de mineralización ósea contienen grandes cantidades de calcio 

que pueden ser fácilmente detectados con la tinción de rojo de alizarina. Para 

determinar el grado de mineralización de los cultivos, los OBCs fueron tratados 

con los diversos nucleótidos o vehículo (control) en medio osteogénico durante 

los tiempos indicados y luego se llevó a cabo la tinción con rojo de alizarina 

como se indica en la Metodología. 

Se puede apreciar en las fotografías de la Fig. 15 y en forma más evidente 

en el gráfico de barras de la Fig. 16, que los tratamientos con ATP y UTP 100 

µM incrementaron la deposición de calcio alrededor del día 22, respecto a los 

controles. Mientras que en los tratamientos con ADP y UDP no se observaron 

cambios significativos.  
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Figura 15. Determinación de nódulos de mineralizaci ón ósea por tinción con rojo 

de alizarina. Los OBCs fueron incubados en medio osteogénico en presencia o 

ausencia de ATP, UTP, ADP o UDP 100 µM, durante los tiempos indicados. Luego, las 

muestras se tiñeron con rojo de alizarina al 2%, se adicionó NaOH 0.1N 

(500µl/cavidad). Los recuadros en amarillo indican las condiciones en las que el 

estímulo fue mayor.  

 

 

VII-2- Cambios morfológicos 

 

Se sabe que la morfología típica de un osteoblasto activamente secretor y 

maduro es cuboide (Cooper y col., 1998; Orriss y col., 2006). Por ello, para 

observar la morfología celular, se reprodujeron las condiciones del experimento 

anterior en células crecidas sobre cubre-objetos de vidrio y se obtuvieron las 

correspondientes fotos microscópicas. Seguidamente, se comparó la 

morfología celular entre las distintas condiciones para evaluar posibles cambios 

inducidos por los diversos agonistas.  

Los cultivos alcanzaron un estado de madurez celular luego de varios días 

de incubación en medio osteogénico (~día 15), y los nódulos de mineralización 

pudieron visualizarse alrededor del día 20 o posterior al mismo. Por esta razón, 
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se estudiaron los efectos de los nucleótidos hasta el día 22 de tratamiento en 

medio osteogénico. Los OBCs controles y/o los incubados en presencia de 

UDP o ADP comenzaron a presentar formas cuboides a partir del día 20, sin 

advertirse diferencias entre ellos, la acumulación de calcio depositado comenzó 

a hacerse visible a partir del día 17 y fue fácilmente detectable al día 22 de 

tratamiento (Fig. 15 y 16). 

Se pudo observar que los cultivos tratados en medio osteogénico por varios 

días con ATP o UTP 100 µM, experimentaron cambios morfológicos 

importantes respecto a los controles. Particularmente este grupo (ATP o UTP), 

luego de una observación bajo microscopía de contraste de fase, presentó un 

mayor número de células poligonales cuboides que en el resto de los cultivos, 

siendo notorios estos cambios a partir del día 7 de tratamiento (Fig. 16A). Las 

células tratadas con ATP o UTP 100 µM incrementaron significativamente la 

formación de depósitos de calcio respecto a los controles al día 22 (ATP: 

1.970.2 y UTP: 2.370.3 vs Control: 1.370.1 en unidades arbitrarias) (Fig.16B y 

C). Además, en los últimos estadios del experimento (días 20-22), los OBCs 

tratados con ATP y UTP, presentaron un importante alargamiento de su 

citoplasma con abundantes prolongaciones dendriformes e interconexiones 

entre ellas.  
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Figura 16. Determinación de cambios morfológicos y grado de mineralización 

ósea en los OBCs bajo estímulos purinérgicos. Los osteoblastos crecidos sobre 

cubre-objetos de vidrio fueron incubados en medio osteogénico en presencia o 

ausencia de los nucleótidos a concentraciones de 100 µM, durante los tiempos 

indicados. Posteriormente se procedió a la tinción con rojo de alizarina y al registro 

fotográfico. Las fotografías en (A) muestran imágenes de células capturadas por 

microscopía de contraste de fase. Las flechas muestran las células con forma cuboide, 

típica de osteoblastos maduros. Barra de escala 50 µm. Las fotografías en (B) 

muestran los OBCs, teñidos con rojo de alizarina, cultivados bajo diferentes 

tratamientos. Los OBCs tratados con ATP o UTP 100 µM exhiben morfología típica de 

osteoblastos maduros a partir del día 7 de tratamiento lo cual se corrobora por una 

discreta mineralización a partir del día 10. Los datos son representativos de 2 

experimentos independientes. Barra de escala 120 µm. El gráfico en (C) representa la 

cuantificación, expresada en unidades arbitrarias (u.a), de la deposición mineral 

medida posteriormente a la tinción con rojo de alizarina como se indica en la 

Metodología. Los datos son promedios ± DE de 3 experimentos independientes. * p< 

0.05, **p<0.02 vs control y # p<0.05 vs control del día 0.  

 

 

La determinación de las deposiciones de calcio con rojo alizarina permite 

concluir que la estimulación purinérgica incrementa la mineralización de la 

matriz extracelular en los cultivos de osteoblastos a través de receptores 

responsivos a ATP y UTP, los cuales aparentemente también son responsables 

de inducir cambios morfológicos tempranos en este tipo celular. Estos 

resultados concuerdan con diversos estudios, que demuestran que los 

osteoblastos activos maduros tienen una morfología cuboide característica 

(Cooper y col., 1998; Orriss y col., 2006), como se detectó en los osteoblastos 

tratados con ATP o UTP desde el día 7 en adelante. Estos datos involucran a 

los receptores P2Y2 y no permiten descartar la participación del subtipo P2Y4, 

puesto que en estos experimentos no se pudo utilizar el compuesto ATPγS, 

agonista débil de los receptores P2Y4. Si bien no puede descartarse, se 

subestima la participación de los receptores P2X en la acción del ATP sobre la 

mineralización observada aquí, puesto que en este estadio la expresión de esta 

familia de receptores se encuentra disminuida (Orriss y col., 2006),  
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En desacuerdo con los resultados presentados en esta Tesis, algunos 

estudios muestran que el ATP y UTP a concentraciones ≥1µM, inhiben la 

mineralización ósea en cultivos primarios de osteoblastos de rata (Hoebertz y 

col., 2002; Orriss y col., 2007). Los trabajos mencionados fueron realizados 

empleando como modelo de estudio ratas Sprague Dawley en un medio 

osteogénico suplementado con dexametasona, en cambio en esta Tesis se 

utilizaron ratas Wistar y medio osteogénico carente de dexametasona. Esto 

podría explicar la diferencia observada ya que se ha demostrado que ésta 

droga bloquea a Runx-2, un factor de transcripción requerido para la 

diferenciación de los osteoblastos (Zhang y col., 2012). Además, en células 

mesenquimales progenitoras, la dexametasona inhibe la vía Wnt/β-catenina, 

una vía de señalización involucrada en la diferenciación de los osteoblastos 

(Naito y col., 2012). Por otro lado, se ha reportado que los glucocorticoides 

reducen la formación de hueso a través de la inducción de apoptosis de los 

osteoblastos y osteocitos (O'Brien y col., 2004). 

 

 

VIII- Determinación de diversas proteínas indicador as de diferenciación 

osteoblástica por QRT-PCR  

 

Para verificar el efecto de los nucleótidos sobre la diferenciación de los 

OBCs, se estudió por QRT-PCR la modulación de la expresión génica de 

proteínas asociadas a la diferenciación osteoblástica luego de la estimulación 

con los distintos nucleótidos durante diversos tiempos. 

 

VIII-1- Efecto de la estimulación purinérgica sobre  la expresión de FAL 

 

Como se puede ver en la Fig. 17 los tratamientos con ATPγS o UTP 10 y 

100 µM produjeron incrementos en los niveles del ARNm de FAL de 

aproximadamente un 30% respecto al control al día 4. Estos resultados se 

correlacionan con los datos mostrados en la Fig. 10, donde se observa que la 

actividad de FAL comienza a aumentar a partir de ese día de tratamiento.  
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Se puede apreciar que en las células tratadas con ADPβS, la expresión del 

ARNm correspondiente a FAL disminuyó respecto a los controles en los días 3 

y 4, alcanzado valores similares al control al día 7 de tratamiento.  
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Figura 17. Expresión de FAL en los OBCs luego de es tímulos purinérgicos. Los 

cultivos de osteoblastos fueron incubados en medio osteogénico en presencia o 

ausencia de ATPγS, UTP, ADPβS o UDP a las concentraciones indicadas durante 1, 2, 

3, 4, 7 y 9 días. Luego estas muestras fueron procesadas como se indica en la 

Metodología para la cuantificación del ADNc correspondiente a FAL por QRT-PCR. 

Los gráficos pertenecen a un experimento representativo de tres experimentos 

individuales procesados por triplicado. *p < 0.05 vs control.  

 

 

VIII-2- Efecto de la estimulación purinérgica sobre  la expresión de BSP 

  

Como se puede observar en la Fig. 18, en los controles BSP presentó un 

perfil de expresión génica que alcanzó un máximo al día 7. Los OBCs tratados 

con ATPγS, UTP o ADPβS 100 µM también mostraron dicho perfil, notándose 

un gran estímulo sobre la expresión génica de BSP por sobre los controles en 

las condiciones tratadas con ATPγS 10 y 100 µM y UTP 100 µM a todos los 

tiempos estudiados. El máximo incremento alcanzado fue de aproximadamente 

2 veces por sobre el valor de los controles al día 7 de tratamiento. En el caso 
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del tratamiento con UDP, se observó una expresión de BSP constante en el 

tiempo a partir del día 7.  
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Figura 18. Expresión de BSP en los OBCs luego de es tímulos purinérgicos. Los 

cultivos de osteoblastos fueron incubados en medio osteogénico en presencia o 

ausencia de ATPγS, UTP, ADPβS o UDP a las concentraciones indicadas durante 1, 3, 

7 y 9 días. Luego estas muestras fueron procesadas como se indica en la Metodología 

para realizar la cuantificación del ADNc correspondiente a BSP por QRT-PCR. Los 

gráficos pertenecen a un experimento representativo de tres experimentos individuales 

procesados por triplicado. *p < 0.05, **p < 0.02 versus control.  

 

 

VIII-3- Efecto de la estimulación purinérgica sobre  la expresión de Col1 αααα1 

  

La Fig. 19 muestra el perfil de expresión del Col1α1 (Colágeno Tipo 1 

cadena α1). En las células controles Col1α1 presenta un pico de expresión al 

día 3. El tratamiento con UTP 100 µM no mostró cambios significativos 

respecto a los controles a los tiempo estudiados. Sin embargo, para los 

estudios realizados al día 2 de diferenciación osteogénica, los tratamientos con 

ATPγS o UTP 10 µM, sí mostraron incrementar la expresión de Colágeno1 α1 y 

α2 respecto a los controles (tabla 4).  
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Figura 19. Expresión de Col1 αααα1 en OBCs tratados con UTP. Los cultivos de 

osteoblastos fueron incubados en medio osteogénico en presencia o ausencia de UTP 

100 µM durante 1, 3, 7 y 9 días. Luego estas muestras fueron procesadas como se 

indica en la Metodología para cuantificar el ADNc correspondiente a Col1α1 por QRT-

PCR, y los resultados fueron normalizados respecto a los controles del día 1. Se 

muestran los valores promedios ± DE de un experimento realizado por triplicado. p > 

0.05.  

 

 Col1α1 Col1α2 

Control 1,00± 0,11 1,00± 0,11 

ATPγS 10 µM 1,60±0,10* 1,39±0,07* 

UTP 10 µM 1,50± 0,07* 1,30±0,03* 

Tabla 4.  Expresión de Col1 αααα1/2 en los OBCs tratados con ATP γγγγS o UTP. Los 

cultivos de osteoblastos fueron incubados en medio osteogénico en presencia o 

ausencia de ATPγS o UTP 10 µM durante 2 días. Luego estas muestras fueron 

procesadas como se indica en la Metodología para cuantificar el ADNc 

correspondiente a los genes para Col1 α1/2 por QRT-PCR, y los resultados fueron 

normalizados respecto a los controles del día 2. Se muestran los valores promedios ± 

DE de dos experimentos realizados por triplicado. *p < 0.05 versus control.  
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VIII-4- Efecto de la estimulación purinérgica sobre  la expresión de OPG 

 

En la Fig. 20 se puede observar la expresión de OPG en controles y 

tratados. Durante la incubación de estas células en medio osteogénico, la 

expresión génica de esta proteína presentó un pico al día 3. Los OBCs tratados 

con los diferentes agonistas, a concentraciones de 100 µM, presentaron niveles 

de expresión inferiores respecto a los controles, pero manteniendo el mismo 

perfil. Sin embargo, para los estudios realizados al día 2 de diferenciación 

osteogénica, los tratamientos con ATPγS o UTP 10 µM, sí mostraron 

incrementar la expresión de OPG respecto a los controles (tabla 5).  

 

 

               

0

0,5

1

1,5

2

2,5

1 3 7 9

E
xp

re
si

ón
 d

el
 A

R
N

m
 

no
rm

al
iz

ad
a

OPG

Control
ATPys 100 µM 
UTP     100 µM 
ADPβs 100 µM 
UDP     100 µM 

días

* γS

 

Figura 20. Expresión de OPG en los OBCs luego de es tímulos purinérgicos. Los 

cultivos de osteoblastos fueron incubados en medio osteogénico en presencia o 

ausencia de ATPγS, UTP, ADPβS o UDP 100 µM durante 1-9 días. Luego estas 

muestras fueron procesadas como se indica en la Metodología para realizar la 

cuantificación del ADNc correspondiente a OPG por QRT-PCR, y los resultados fueron 

normalizados respecto a los controles del día 1. Los gráficos pertenecen a un 

experimento representativo de dos experimentos individuales procesados por 

triplicado. *p < 0.05 vs control. 
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Control ATPγγγγS 10 µµµµM UTP 10 µµµµM 

1,00± 0,10 1,37± 0,08* 1,30± 0,07* 

Tabla 5.  Expresión de OPG en los OBCs tratados con ATP γγγγS o UTP. Los cultivos 

de osteoblastos fueron incubados en medio osteogénico en presencia o ausencia de 

ATPγS o UTP 10 µM durante 2 días. Luego estas muestras fueron procesadas como 

se indica en la Metodología para cuantificar el ADNc correspondiente a los genes para 

OPG por QRT-PCR, y los resultados fueron normalizados respecto a los controles del 

día 2. Se muestran los valores promedios ± DE de dos experimentos realizados por 

triplicado. *p < 0.05 versus control.  

 

 

Las condiciones osteogénicas de cultivo empleadas en esta Tesis muestran 

que, la actividad de FAL comienza a incrementar alrededor del día 4, y 

presenta un pico de actividad al día 7. Además, los cambios en los niveles de 

expresión génica de FAL se detectaron previamente al incremento de su 

actividad, demostrando una correlación temporal. Estos resultados concuerdan 

con estudios que sugieren que durante la diferenciación de osteoblastos in vitro 

la actividad de la FAL comienza a incrementar alrededor del día 4 y se obtienen 

osteoblastos maduros alrededor del día 7 (Quarles y col., 1992).  

Se puede ver que el tratamiento con ATP, ATPγS y UTP incrementaron los 

niveles de FAL al día 4 respecto a los controles indicando un rol importante 

para los receptores P2Y2 en el proceso de diferenciación de los OBCs. 

También se puede ver en los resultados que los receptores P2Y1,12 y 13 podrían 

ejercer efectos negativos en este proceso. 

La BSP, otro marcador de diferenciación osteoblástica, es una proteína 

importante en la biomineralización de la matriz extracelular (Ganss y col., 1999; 

Giachelli y Steitz., 2000; Gordon y col., 2007) cuya expresión se encuentra 

incrementada alrededor del día 11 de diferenciación en los osteoblastos (Sila-

Asna y col., 2007; Liu y col., 2008). El tratamiento con ATPγS y UTP 

incrementó los niveles génicos de esta proteína al día 7 respecto a los 

controles indicando que la activación purinérgica, vía receptores P2Y2, podría 

mejorar la función y maduración de los OBCs.  
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Se ha reportado que la expresión de Colágeno tipo I en estadios tempranos 

cumple un rol preponderante en la maduración de los osteoblastos (Quarles y 

col., 1992). Aquí se pudo ver que el ATPγS y UTP al día 2 de tratamiento 

incrementaron los niveles génicos de ésta proteína, sugiriendo la participación 

de los receptores P2Y2. 

En la literatura, los efectos directos de OPG sobre la diferenciación de los 

osteoblastos aún no están del todo claros. En esta Tesis se observó que en los 

OBCs la expresión de OPG se inhibió bajo el tratamiento con los nucleótidos a 

concentraciones de 100 µM y se estimuló con ATPγS y UTP 10 µM a tiempos 

tempranos. Los resultados de esta Tesis respecto al efecto inhibitorio de los 

nucleótidos sobre la expresión de OPG en los OBCs concuerdan con los 

estudios de Hayton y Evans (Hayton y col., 2005; Evans y col., 2006). En esos 

trabajos se demuestra que el ATP y la adenosina inhiben la secreción y 

expresión de OPG en osteoblastos humanos, sugiriendo estimular la 

osteoclastogénesis. Desde el punto de vista fisiológico se podría especular que 

altas dosis de agonistas de los receptores P2 podrían modular el remodelado 

óseo al promover la formación y la resorción de hueso, y que a bajas dosis los 

agonistas de los receptores P2Y2 inhibirían la resorción ósea.  

La expresión de OPG ha sido observada en las etapas tardías (alrededor 

del día 21) de maduración de los osteoblastos por varios autores (Yang y col., 

2011; Xu y col., 2011; Barbagallo y col., 2010), y en esta Tesis el máximo nivel 

de expresión génica para esta proteína, aparece más tempranamente (día 3). A 

diferencia de esta Tesis, los autores de esos trabajos realizaron los estudios en 

un medio osteogénico de diferenciación que contenía dexametasona. En los 

estudios pioneros, reportados en la literatura, el medio osteogénico se 

componía de un medio suplementado con acido ascórbico y β-glicerofosfato, el 

cual era suficiente para acelerar la deposición de minerales hidroxiapatita y 

calcio, la morfología, la síntesis de colágeno, y la actividad de FAL, 

característico de osteoblastos diferenciados (Schoeters y col., 1988). A partir 

de un estudio de Nakagawa y col., (1990) en líneas celulares MC3T3E-1, 

algunos autores comenzaron a incorporar dexametasona al medio osteogénico. 

Sin embargo, varios estudios demuestran que la dexametasona tiene la 

capacidad de incrementar la osteoclastogénesis al inhibir la producción de 
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OPG en los osteoblastos (Konda y col., 2008), así como en otros tipos 

celulares como adipositos (Hozumi y col., 2009), y en células de cáncer de 

mama (Rochner y col., 2009). Por tales motivos, se podría suponer que en los 

trabajos donde los autores utilizan dexametasona, éste corticoide retrasaría la 

expresión de OPG. El medio utilizado en esta Tesis no contiene dexametasona, 

lo que permite suponer que la expresión de OPG, al no encontrarse inhibida, se 

presenta más tempranamente.  

 

 

IX- Determinación de los niveles de expresión de di versas BMPs por QRT-

PCR 

  

Para determinar el efecto de la estimulación purinérgica sobre la expresión 

génica de proteínas inductoras de la formación de hueso, se estudiaron, por 

QRT-PCR, las citocinas BMP-1, 2, 3, 4, 5, 6 y 7, en células controles y tratadas 

con los distintos nucleótidos en medio osteogénico durante diferentes tiempos. 

 

IX-1- Efecto de la estimulación purinérgica sobre l a expresión de BMP-4 

 

En la Fig. 21A se muestran los niveles de expresión génica de BMP-4 en los 

OBCs tratados con ATPγS 10 y 100 µM. El tratamiento con ATPγS 100 µM 

incrementó los niveles de expresión génica de BMP-4 en ∼ 250% (~ 2.5 veces) 

respecto a los controles, presentando un máximo al día 7 de tratamiento. 

Mientras que no se observaron cambios significativos en los tratamientos con 

ATPγS 10 µM. Ante estas respuestas se decidió continuar los estudios de las 

demás citocinas bajo tratamientos con los agonistas a concentraciones de 100 

µM.  
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Figura 21. Expresión de BMP-4 en los OBCs luego de estímulos purinérgicos. 

Los cultivos de osteoblastos fueron incubados en medio osteogénico en presencia o 

ausencia (control) de ATPγS, UTP, ADPβS o UDP a las concentraciones indicadas 

durante 1-9 días. Luego estas muestras fueron procesadas como se indica en la 

Metodología para realizar la cuantificación del ADNc correspondiente a BMP-4 por 

QRT-PCR. Los gráficos pertenecen a un experimento representativo de tres 

experimentos individuales procesados por triplicado. *p < 0.05, **p < 0.02 vs control.  

 

 

Si bien todos los nucleótidos estudiados ejercieron un efecto positivo sobre 

la expresión de BMP-4 respecto a los controles, los tratamientos con ATPγS y 
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UTP 100 µM fueron los que produjeron respuestas de mayor intensidad (Fig. 

21B).   

 

 

IX-2- Efecto de la estimulación purinérgica sobre l a expresión de BMP-1  

           

Como se puede distinguir en la Fig. 22, la expresión génica de BMP-1 en los 

OBCs control presenta un máximo al día 7. Este perfil se mantiene en células 

tratadas con ATPγS, UTP, ADPβS, o UDP 100 µM, sin embargo, se puede 

observar que sólo el tratamiento con UDP incrementó la expresión de BMP-1 

por sobre los controles. Por otro lado ATPγS, UTP y ADPβS no indujeron 

cambios significativamente importantes respecto a los controles. 
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Figura 22. Expresión de BMP-1 en OBCs luego de estí mulos purinérgicos. Los 

cultivos de osteoblastos fueron incubados en medio osteogénico en presencia o 

ausencia de ATPγS, UTP, ADPβS o UDP 100 µM durante 1, 3, 7 y 9 días. Luego estas 

muestras fueron procesadas como se indica en la Metodología para cuantificar el 

ADNc correspondiente a la BMP-1 por QRT-PCR. Los gráficos pertenecen a un 

experimento representativo de dos experimentos individuales procesados por 

triplicado. *p < 0.05 vs control.  
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IX-3- Efecto de la estimulación purinérgica sobre l a expresión de BMP-2 

 

Como se observa en la Fig. 23, el perfil de expresión de BMP-2 presenta un 

comportamiento ascendente en función del tiempo, coincidente con reportes 

que muestran incrementos de BMP-2 durante la diferenciación celular hacia 

osteoblastos maduros (Wei y col., 2008; Gautschi y col., 2009; Lavery y col., 

2009). El ATPγS incrementó la expresión de BMP-2 entre los días 7 y 9, 

mientras que UTP y ADPβS sólo la incrementaron al día 9, y UDP al día 7 (Fig. 

23A y B).  
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Figura 23. Expresión de BMP-2 en los OBCs luego de estímulos purinérgicos. 

Los cultivos de osteoblastos fueron incubados en medio osteogénico en presencia o 

ausencia de ATPγS, UTP, ADPβs y UDP 100 µM durante 1, 3, 7 y 9 días. Luego estas 

muestras fueron procesadas como se indica en la Metodología para proceder a la 

cuantificación del ADNc correspondiente a la BMP-2 por QRT-PCR. Los gráficos 
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pertenecen a un experimento representativo de tres experimentos individuales 

procesados por triplicado. *p < 0.05, **p < 0.02 vs control.  

 

 

IX-4- Efecto de la estimulación purinérgica sobre l a expresión de BMP-3 

 

BMP-3 presenta un perfil de expresión génica con un máximo alrededor del 

día 7 en los controles (Fig. 24). Las células tratadas con UTP o ADPβS 100 µM 

presentaron un perfil similar pero con un notable incremento por sobre el 

control a los días 7 y 9. Sin embargo, el tratamiento con UDP 100 µM 

incrementó la expresión de BMP-3 en forma ascendente por sobre los controles 

a partir del día 7. Por otro lado ATPγS no produjo ningún cambio significativo 

respecto al control al día 7 e inhibió la expresión de BMP-3 al día 9.  
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Figura 24. Expresión de BMP-3 en los OBCs luego de estímulos purinérgicos. 

Los cultivos de osteoblastos fueron incubados en medio osteogénico en presencia o 

ausencia de ATPγS, UTP, ADPβS o UDP 100 µM durante 1, 3, 7 y 9 días. Luego estas 

muestras fueron procesadas como se indica en la Metodología para la cuantificación 

del ADNc correspondiente a la BMP-3 por QRT-PCR. Los gráficos pertenecen a un 

experimento procesado por triplicado. *p < 0.05, **p < 0.02 vs control. 
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IX-5- Efecto de la estimulación purinérgica sobre l a expresión de BMP-5 

 

En la Fig. 25 se observa que en los OBCs controles el ARNm 

correspondiente a BMP-5 presenta su expresión máxima al día 7 de 

tratamiento. Además se puede observar que los OBCs tratados con los 

distintos agonistas también presentaron dicho perfil, mostrando los tratamientos 

con  ATPγS y UTP 100 µM incrementos en la expresión de esta citocina de ~ 2 

y 2.5 veces por sobre el control respectivamente, entre el día 3 y 9.  
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Figura 25. Expresión de BMP-5 en los OBCs luego de estímulos purinérgicos. 

Los cultivos de osteoblastos fueron incubados en medio osteogénico en presencia o 

ausencia de ATPγS, UTP, ADPβS o UDP 100 µM durante 1-9 días. Luego estas 

muestras fueron procesadas como se indica en la Metodología para cuantificar el 

ADNc correspondiente a la BMP-5 por QRT-PCR. Los gráficos pertenecen a un 

experimento representativo de tres experimentos individuales procesados por 

triplicado. *p < 0.05, **p < 0.02 versus control.  

 

 

IX-6- Efecto de la estimulación purinérgica sobre l a expresión de BMP-6 

 

En la Fig. 26 se puede observar que BMP-6 muestra su máxima expresión 

génica al séptimo día de  tratamiento en los osteoblastos controles. Si bien los 
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OBCs tratados con los distintos nucleótidos presentan un perfil de expresión de 

BMP-6 similar a los controles, se puede ver que el ATPγS, UDP y ADPβS 

mostraron los incrementos más importantes en la expresión de esta citocina 

respecto a los controles. En este caso, el tratamiento con UTP 100 µM no 

generó cambios significativos respecto a los controles a los días estudiados.  
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Figura 26. Expresión de BMP-6 en los OBCs luego de estímulos purinérgicos. 

Los cultivos de osteoblastos fueron incubados en medio osteogénico en presencia o 

ausencia de ATPγS, UTP, ADPβS o UDP 100 µM durante 1-9 días. Luego estas 

muestras fueron procesadas como se indica en la Metodología para cuantificar el 

ADNc correspondiente a la BMP-6 por QRT-PCR. Los gráficos pertenecen a un 

experimento representativo de tres experimentos individuales procesados por 

triplicado. *p < 0.05, **p < 0.02 versus control. 

 

 

IX-7- Efecto de la estimulación purinérgica sobre l a expresión de BMP-7  

  

En la Fig. 27, se puede apreciar que BMP-7 presentó un nivel máximo de 

expresión génica al día 3 en los OBCs controles, curiosamente fue la única 

citocina que mostró incrementar mas tempranamente su expresión en los 

estudios realizados en esta Tesis. En todos los casos, el tratamiento con los 

nucleótidos incrementó la expresión génica de esta citocina respecto a los 
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controles al día mencionado, siendo el estímulo más importante (~5 veces 

sobre los controles) en aquellas células tratadas con ATPγS.  
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Figura 27. Expresión de BMP-7 en los OBCs luego de estímulos purinérgicos. 

Los cultivos de osteoblastos fueron incubados en medio osteogénico en presencia o 

ausencia de ATPγS, UTP, ADPβS o UDP 100 µM durante 1-9 días. Luego estas 

muestras fueron procesadas como se indica en la Metodología para la cuantificación 

del ADNc correspondiente a BMP-7 por QRT-PCR. Los gráficos pertenecen a un 

experimento representativo de dos experimentos individuales procesados por 

triplicado. *p < 0.05, **p < 0.02 versus control. 

   

 

Yonezawa y colaboradores (2011) demostraron en cultivos primarios de 

osteoblastos y células MC3T3 que a partir del día 7 aumenta la expresión de 

los genes para FAL, BMP-2 y 4 y la mineralización a partir del 14. Del mismo 

modo, el incremento de BSP y el de proteínas osteogénicas, como BMP-2, -4 y 

-5, en los controles, sugieren que las condiciones de cultivo utilizadas en esta 

Tesis, acertadamente promueven la diferenciación y maduración de los 

osteoblastos.  

BMP-2, 4, 5, 6, y 7, tienen una gran capacidad osteogénica. Se ha 

reportado que la adición de BMP-2 al medio de cultivo es necesaria y suficiente 

para inducir en forma irreversible la formación ósea (Huang y col., 2010; Noel y 

col., 2004). Análisis genéticos de los roles de BMP-2 y BMP-4 mostraron que la 

pérdida de ambos produce defectos en el desarrollo de la osteogénesis 

(Bandyopadhyay y col., 2006). Ratones carentes de habilidad de producir BMP-
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2 sufren fracturas espontáneas que no logran consolidar, sugiriendo que esta 

citocina es requerida para la reparación del daño óseo (Tsuji y col., 2006). Los 

estímulos mecánicos pueden promover la diferenciación de los osteoblastos a 

través de la vía de señalización BMPs/Smad (Wang y col., 2010). Además, se 

ha reportado que la estimulación mecánica induce la liberación de ATP en 

distintos tipos de  células, incluyendo a osteoblastos (Genetos y col., 2005; 

Bowler y col., 2001; Gartland y col., 2003). En concordancia con estos datos, 

uno de los descubrimientos más importantes de esta Tesis es que los 

agonistas purinérgicos ATPγS y UTP modulan la expresión génica de BMP-2, 

BMP-4, BMP-7 y BMP-5 en los osteoblastos de rata a través de los receptores 

P2Y2. 

Por otro lado, posiblemente la estimulación purinérgica de los receptores 

P2Y1, P2Y6, P2Y12, 13 podría estar involucrada en la activación de la cascada 

intracelular responsable de la expresión de la proteína BMP-1; los receptores 

P2Y1, 4, 6, 12, 13 podrían aumentar la proteína BMP-3, y a tiempos largos parece 

adquirir importancia el rol desempeñado por P2Y6; los receptores P2Y 1, 2, 4, 6, 12, 

13 podrían estar involucrados en la activación de la cascada intracelular 

responsable de la expresión de las proteínas BMP-6.  

En general, el tratamiento con los nucleótidos no mostró afectar el patrón 

temporal de la expresión de las proteínas estudiadas respecto a los controles, 

puesto que los picos de las condiciones tratadas coincidieron cronológicamente 

con los controles. Sin embargo, el gran incremento observado en el nivel de 

expresión de FAL, BSP y proteínas morfogenéticas sugieren que la activación 

purinérgica, vía receptores P2Y2, podría mejorar la función y maduración de los 

osteoblastos.  

 

 

X- Determinación del efecto de la inhibición de la vía PI3K/AKT sobre los 

niveles de expresión génica de FAL y BMP-4 por QRT- PCR 

 

Ly294002, inhibidor de PI3K, abolió la proliferación celular y la actividad de 

FAL inducida por ATP 10 µM en osteoblastos de calvaria de rata, sugiriendo, 

que la activación de la vía PI3K/AKT es necesaria para la proliferación y 
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diferenciación de osteoblastos (Katz y col., 2011). También se demostró que la 

actividad de FAL inducida por ATP o UTP 100 µM es suprimida por Ly294002 

(Fig. 14). Para corroborar estos datos, se estudió el rol de la vía PI3K/AKT 

sobre la regulación de la expresión génica de FAL bajo el tratamiento con ATP 

por QRT-PCR. Para ello, se determinó la expresión de esta enzima, en células 

tratadas con ATP o UTP en presencia o ausencia del inhibidor de PI3K. Como 

se puede ver en la Fig. 28A el tratamiento con Ly294002 inhibió fuertemente el 

incremento inducido por ATPγS 10 y 100 µM o UTP 100 µM en la expresión 

génica de FAL. Paralelamente, también se estudió la incumbencia de esta vía 

en la expresión de BMP-4, bajo las mismas condiciones. El tratamiento con 

Ly294002 también disminuyó, de manera significativa, el aumento de la 

expresión de BMP-4 inducido por ATPγS y UTP (Fig. 28B).  
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Figura 28. Efecto del LY294002 sobre la expresión d e FAL y BMP-4 en los OBCs 

estimulados con ATP γγγγS o UTP. Los cultivos de osteoblastos fueron incubados en 

medio osteogénico con vehículo (control), ATPγS o UTP a las concentraciones 

indicadas, en presencia o ausencia de Ly294002 10 µM (Ly) durante 3 días. Luego 

estas muestras fueron procesadas como se indica en la Metodología para cuantificar 

el ADNc correspondiente a (A) FAL o (B) BMP-4 por QRT-PCR. Los niveles de 

expresión de los genes blanco, fueron normalizados respecto a los controles del día 1. 

Los resultados se presentan como el promedio ± DE de tres experimentos individuales 

procesados por triplicado. * p < 0.05, **p<0.02 vs control. # p < 0.05, # # p<0.02 vs cada 

grupo celular sin Ly. 

 

 

Los resultados de esta Tesis, también sostienen el rol de la vía PI3K/AKT en 

la modulación por ATP de la expresión génica de FAL y de BMP-4. Además, la 

modulación de la vía PI3K/AKT por ATP se ha demostrado en varios sistemas 

(Scodelaro y col., 2010; Katz y col., 2011; Ornelas y ventura, 2010; Horvath y 

col., 2009; Jacques-Silva y col., 2004). Varias líneas de estudio sugieren que la 

vía PI3K/AKT juega un rol crucial en la formación y diferenciación de los 

osteoblastos (Guntur y col., 2012; Yang y col., 2010; Guntur y Rosen, 2011; 

Mukherjee y Rotwein, 2012). En concordancia con los datos presentados, en 

células estromales mesenquimales se ha observado una acción concertada 

entre AKT y BMP-2 en la diferenciación de los osteoblastos (Mukherjee y 

Rotwein, 2012; Ghosh-Choudhury y col., 2002). Por otro lado, se ha reportado 

que la vía de señalización de PI3K y su efector AKT interactúa principalmente 

con los factores de transcripción de los osteoblastos a nivel de la transcripción 

génica (Fujita y col., 2004; Rached y col., 2010). 

Adicionalmente, se sabe que el ATP y UTP extracelular activan el factor de 

transcripción Runx2, el cual controla la diferenciación celular de los 

osteoblastos al inducir la expresión de varios genes críticos de este proceso 

incluyendo la osteopontina, BSP y osteocalcina (Costessi y col., 2005; Ducy y 

col., 1997; Otto y col., 1997). En relación a esto, aquí se reporta un incremento 

en la expresión génica de BSP en los osteoblastos tratados con ATP o UTP. 

BSP se expresa en los osteoblastos maduros, y puede jugar un rol importante 

en la mineralización ósea (Bianco y col., 1991; Wade-Gueye y col., 2012). Esta 
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proteína tiene la capacidad de capturar iones de calcio en sus regiones de 

poliglutamato, las cuales exhiben un potencial de nucleación de cristales de 

hidroxiapatita (Hunter y Goldberg, 1993).  

Los estímulos mecánicos en los osteoblastos han sido asociados con la 

promoción de la liberación del ATP (Genetos y col., 2005; Bowler y col., 2001; 

Gartland y col., 2003), así como también con una incrementada actividad de 

FAL y activación de la vía BMPs/Smad (Wang y col., 2010). Sin embargo, el rol 

de los nucleótidos extracelulares en la modulación de la expresión génica de 

las BMPs pudo ser estudiado por primera vez en este trabajo de Tesis.  

 

 

XI- Infección de los OBCs con MEV 

 

Por otra parte, en este trabajo de Tesis Doctoral se estudió el 

comportamiento de los OBCs frente a la infección por MEV y JUNV. Dado que 

hasta el momento no existía un modelo de estudio in vitro de la otosclerosis y 

considerando que esta enfermedad sería aparentemente detonada por la 

infección con MEV de los huesecillos del oído medio, resultó atractivo el 

estudio de un sistema virus-célula compuesto por osteoblastos infectados con 

estos virus, y posteriormente el estudio de la participación de la vía PI3K/AKT, 

la cual como ya se demostró en esta Tesis es modulada positivamente por el 

ATP y negativamente por Ly294002. 

Por tal motivo y considerando los resultados obtenidos hasta aquí, en lo 

referente a la diferenciación de los OBCs frente a distintos estímulos, se 

decidió analizar la interacción de estas células con MEV, putativo agente 

etiológico de esta enfermedad, a fin de comprobar una respuesta osteogénica 

de las mismas frente a la infección. Con este propósito, primeramente se 

procedió a la caracterización de la infección de los OBCs con MEV.  

 

 

XI-1- Multiplicación de MEV en los OBCs  
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A fin de analizar la susceptibilidad de los OBCs a la multiplicación de MEV 

se realizó una curva de multiplicación de este virus en dichas células. Para ello, 

los OBCs se cultivaron en medio osteogénico (cuya composición se indica en la 

Metodología), se infectaron con MEV y la infectividad producida en los 

sobrenadantes se cuantificó por la técnica de UFP en células Vero. Al mismo 

tiempo, se observaron los cultivos infectados para determinar la producción de 

efecto citopático (ECP), consecuencia de la multiplicación viral. Cuando se 

cuantificó la infectividad producida en los sobrenadantes de los OBCs 

infectados en células Vero por la técnica de UFP se obtuvieron placas definidas 

y líticas, típicas de este virus en dichas células (Fig. 29).  

 

 

Figura 29. Placas de lisis generadas por MEV en cél ulas Vero . Los OBCs fueron 

infectados con MEV a una m.o.i. de 10-2 UFP/célula. Posteriormente, se determinó la 

infectividad de los sobrenadantes de dichos cultivos por la técnica de UFP en células 

Vero crecidas en microplacas de 24 cavidades. A los 2 días p.i. se revelaron las placas 

y se tomaron las fotografías correspondientes. 

 

 

Con los datos obtenidos de las titulaciones de los sobrenadantes de los 

cultivos de los OBCs infectados, se construyeron los gráficos de la Fig. 30 que 

representan las curvas de multiplicación del virus de acuerdo con la m.o.i. 

utilizada. Como se puede observar, el pico máximo de rendimiento viral se 

obtuvo al día 2 p.i. en el caso de las m.o.i. de 10-2 y 10-3 mientras que para la 

m.o.i. mayor, el máximo título se obtuvo al primer día p.i. (Fig. 30C). Por otro 

lado, se pudo determinar que los OBCs infectados con MEV presentaron un 

intenso ECP caracterizado por redondeamiento y desprendimiento de las 

células de la monocapa, observándose al tercer día p.i. una destrucción total 

del cultivo. ECP se denomina a todo aquella manifestación anómala, ya sean 



 

Resultados y discusión 

 

110 
 
cambios bioquímicos, moleculares, morfológicos y/o de viabilidad celular que 

presenten los cultivos, como producto de la replicación viral. En este caso, el 

ECP se presentó como una pérdida de la morfología ahusada característica de 

los osteoblastos, adquiriendo un aspecto globular y refringente para terminar 

luego con la lisis de la célula y el desprendimiento de la misma al 

sobrenadante. La intensidad de este proceso es dependiente del tiempo p.i. y 

de la m.o.i. Dicha lisis justificaría, en parte, la disminución del título viral, dado 

que a medida que la infección progresa, disminuye la cantidad de células 

viables productoras de infectividad. En este sistema, el ECP comenzó a 

hacerse visible al microscopio invertido a partir de las 18 hs p.i. (Fig. 30).  

A partir de estos resultados se concluye que los OBCs pueden ser 

infectados por MEV y que como resultado de la infección se producen niveles 

de infectividad altos asociados a un ECP intenso. Por ser éste un virus rápido y 

lítico acota la realización de los experimentos dentro de las 12 hs p.i., dado que 

MEV realiza un ciclo viral en 16 hs aprox.. Estos resultados representan la 

primera descripción del sistema OBCs-MEV, sistema que podría ser útil como 

modelo de estudio de la otosclerosis desde el punto de vista de su componente 

infeccioso, ya que el MEV podría ser uno de sus probables agentes etiológicos 

(Niedermayer y col., 2001; Karosi y Sziklai, 2010). 
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Figura 30. Crecimiento de MEV en los OBCs.  (A) Los OBCs fueron infectados con 

MEV a distintas m.o.i., según se indica en la figura, el mismo día de comienzo del 

tratamiento con el medio osteogénico y luego se fotografiaron los cultivos controles y 

los infectados a 1 y 2 días p.i. (B) Valoración arbitraria estimativa del ECP en función 

del grado de deterioro celular. (C) Curvas de multiplicación de MEV a distintas m.o.i. 

Los datos pertenecientes a las infecciones con 5 x10-1 y 5x10-2 UFP/cél corresponden 

al promedio ± DE de dos experimentos realizados por duplicado, en cambio las 

cuantificaciones con 5 x10-3 UFP/cél sólo fueron realizadas una vez.  

                             

          

Las dos glicoproteínas de la envoltura de MEV, llamadas hemaglutinina (H) 

y proteína de fusión (F), son las responsables de la entrada del virus a la 

célula. La interacción específica entre H y sus receptores celulares son un paso 

clave en el éxito de la infección viral. En células humanas han sido bien 

identificados tres receptores para H dependiendo del tipo celular que se trate; 

la molécula CD46, la molécula de activación de los linfocitos (SLAM, también 

llamada CD150) y la molécula de adhesión Nectina-4 (Plemper y col., 2011; 

Mühlebach y col., 2011; Noyce y col., 2011). SLAM se encuentra expresado en 

timocitos humanos inmaduros, linfocitos activados, macrófagos y células 

dendríticas, CD46 se encuentra presente en todos los tipos celulares 

incluyendo los osteoblastos, salvo en los eritrocitos (Ignatius y col., 2011), y la 

nectina-4 presente en células epiteliales, diversos cánceres, entre otros (Sato y 

col., 2012). Se cree que existen otros receptores de anclaje hasta el momento 

no totalmente caracterizados (Calpe y col., 2008). Sin embargo en modelos 

animales se sabe muy poco de los posibles receptores que usa MEV. Si bien 

en muchos casos, la cascada de señalización modulada por un virus comienza 

con la interacción de la proteína viral anti-receptor con el receptor específico se 

ha reportado que MEV puede desencadenar varias de sus señales inhibitorias 

a través del contacto con las balsas de lípidos (lipids rafts) de la membrana 

plasmática o proteínas inmersas en éstas, sin requerir de CD46 o de SLAM, 

(Avota y col., 2004; Bretscher y col., 2002; Dunster y col., 1994; Itoh y col., 

2002). Específicamente Schneider-Schaulies y col. (1995) han demostrado que 

existe un bloqueo de la activación de AKT por el sólo contacto con la 

membrana plasmática de células T. Se sabe que H puede aglutinar eritrocitos 
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de mono macaco pero no a los del hombre, sin embargo hasta el momento no 

se sabe cuál es el receptor utilizado en los eritrocitos de macaco (Hashiguchi y 

col., 2007). Además, en varios estudios realizados en roedores como modelos 

de la panencefalitis aguda, no se han identificado los receptores específicos 

para MEV (Moeller y col., 2001; Moeller-Ehrlich y col., 2007). Otros autores, 

mutaron los sitios de unión de H a CD150 y demostraron que MEV aún podía 

causar infección sistémica en macacos, sin lograr identificar cual sería el 

receptor que utiliza en este sistema (Leonard y col., 2008). En este contexto y 

dado que los osteoblastos no expresan SLAM ni Nectina-4, se podría pensar 

que los receptores celulares para MEV en los osteoblastos de calvaria de rata, 

utilizados en esta Tesis, podrían ser los análogos de CD46 presentes en rata y 

ratón (Mead y col., 1999) o las balsas lipídicas, sin descartar la participación de 

otros tipos de receptores. Los efectos inducidos por MEV podrían deberse a un 

estímulo a nivel de membrana y/ o a nivel citoplasmático. En la membrana lo 

realizaría a través de receptores no identificados, y tras su entrada, en el 

citoplasma el virus desarrollaría su ciclo de multiplicación explotando la 

maquinaria celular de acuerdo a la modulación de distintas vías de señalización 

celular. 

 

 

XI-2- Modulación génica de proteínas responsables d e la diferenciación 

en los OBCs infectados con MEV  

 

En biopsias de pacientes con otosclerosis se ha reportado un incremento en 

el nivel de expresión de BMP- 2, 4, 5 y 7 (Csomor y col., 2012). Teniendo en 

cuenta la probable relación otosclerosis-MEV se decidió estudiar el patrón de 

expresión de las BMPs y de otros marcadores de diferenciación celular (FAL, 

BSP y Col1α1/2) por técnicas de QRT-PCR, frente a la infección con MEV en 

medio osteogénico. Como se puede apreciar, en la Fig. 31, en coincidencia con 

lo reportado, los niveles de BMP-4, 5 y 7 se vieron incrementados por la 

infección al día 2 de tratamiento en medio osteogénico. Asimismo, resultaron 

importantes los incrementos observados en los OBCs frente a la infección con 

MEV de las proteínas BSP y FAL. Se observó también un incremento en la 
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expresión génica de BMP-1 y 6. BMP-2 y 3 no presentaron diferencias 

significativas entre los controles infectados respecto a los controles sin infectar. 

Otras proteínas como Col1α1/2 y OPG, indicadores de diferenciación en 

osteoblastos, también presentaron perfiles diferenciales entre los OBCs no 

infectados e infectados. De todos ellos, los genes que presentaron cambios 

más relevantes fueron BMP-4, 5, 6, BSP y FAL (Fig. 31). 
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Figura 31. Expresión de diversas proteínas indicado ras de diferenciación en los 

OBCs infectados con MEV. Los cultivos fueron incubados en medio osteogénico por 

2 días y luego fueron infectados con MEV 12 hs antes de cumplirse ese tiempo (MEV) 

o se dejaron sin infectar (Control). Luego estas muestras fueron procesadas como se 

indica en la Metodología para proceder a la cuantificación del ADNc correspondiente a 

los genes indicados en la figura por QRT-PCR. Los resultados se encuentran 

expresados en unidades arbitrarias y los niveles de expresión de los genes blanco 

fueron normalizados respecto al control sin infectar del día 2 para cada gen. BMP: 
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proteína morfogénica ósea, BSP: sialo-proteína ósea, FAL: fosfatasa alcalina, 

Col1α1/2: colágeno tipo 1 alfa1/2, OPG: osteoprotegerina. Los resultados se 

presentan como el promedio ± DE de los datos tomados de dos experimentos 

individuales realizados por triplicado. * p< 0,05, ** p<0,02 vs los controles.  

 

 

De los genes que presentaron cambios más importantes frente a la 

infección con MEV, se continuó estudiando a BMP-4, 6, BSP y FAL en función 

del tiempo. Como se puede observar en la Fig. 32 la infección con MEV 

estimuló la expresión génica de BMP-4 y 6 en los días 1, 2, 3, y 4 del 

tratamiento en medio osteogénico respecto a los controles sin infectar. Sin 

embargo, si bien MEV, produjo estímulos similares, al día 1, 2 y 3 para los 

genes BSP y FAL, ya al día 4 la expresión génica de éstos, disminuye respecto 

a las células sin infectar (Fig. 32).  

 



 

Resultados y discusión 

 

116 
 
 

0

1

2

3

4

1 2 3 4

0

10

20

30

40

1 2 3 4 7

BMP-6

0

2

4

6

8

1 2 3 4 7

BMP-4

0

10

20

1 2 3 4

ex
pr

es
si

on

BSP

60

70

80 **

**                     *

**

*        

*

*

*

*

*

**     

*

**     
*

**        

**     

**

E
xp

re
si

ón
 d

el
 A

R
N

m
no

rm
al

iz
ad

a
E

xp
re

si
ón

 d
el

 A
R

N
m

no
rm

al
iz

ad
a

A                                                                                      B

C                                                                                      D
FAL

días

días

■ vehículo               ■MEV
 

Figura 32. Estudio temporal de la expresión de BMP- 4, -6, BSP, y FAL en los 

OBCs infectados con MEV. Los cultivos fueron incubados en medio osteogénico por 

1, 2, 3, 4 y 7 días y luego fueron infectados con MEV (■) 12 hs antes de cumplirse ese 

tiempo o se mantuvieron sin infectar (■). Luego estas muestras fueron procesadas 

como se indica en la Metodología para proceder a la cuantificación del ADNc 

correspondiente a los genes en estudio por QRT-PCR. Los resultados se encuentran 

expresados en unidades arbitrarias y los niveles de expresión de los genes blanco 

fueron normalizados respecto al control sin infectar del día 1 para cada gen. Los 

resultados se presentan como el promedio ± DE de los datos tomados de dos 

experimentos individuales realizados por triplicado. * p< 0,05, ** p<0,02 vs controles 

del mismo día. 

 

 

De acuerdo con los resultados presentados se puede observar que en los 

osteoblastos que se encuentran en etapas tempranas de diferenciación, la 
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infección por MEV acrecienta los niveles BMP-4, -6, BSP, y FAL indicando que, 

en estos estadios celulares, MEV incrementa la diferenciación de los OBCs, 

justamente donde los títulos virales fueron mayores, sin embargo en etapas 

intermedias de diferenciación (4-7 días) MEV inhibe la diferenciación de los 

osteoblastos al reducir la expresión génica de estas proteínas, alimentando la 

hipótesis de que el sistema celular de osteoblastos inmaduros es el de 

preferencia para estos virus.  

Es importante señalar que varios estudios previos demuestran que existe 

una asociación entre la alteración de los patrones normales de expresión de las 

BMPs y la infección por MEV en diversos sistemas celulares. Se sabe que los 

astrocitos incrementan la expresión de varios genes, dentro de ellos BMP-2 y 

BMP-3, luego de estímulos proinflamatorios (Meeuwsen y col., 2003). Como 

ejemplo de estímulo proinflamatorio podemos mencionar la infección por MEV 

en el sistema nervioso central, en la panencefalitis subaguda esclerosante que 

es una encefalitis crónica que está dada por la infección persistente de MEV en 

el cerebro (Hirano, 1992).  

Se sabe que los integrantes de la familia TGF-β (dentro de ellos las BMPs), 

además de su acción sobre los osteoblastos, regulan la respuesta inmune 

innata frente a múltiples infecciones mediante la modulación de la inflamación, 

controlan la apoptosis celular inducida por la infección viral, y la replicación de 

diversos virus tales como poliomavirus (Abend y Imperiale, 2008), reovirus 

(Beckham y Parker, 2008; Beckham y col., 2009), VIH (Cotter y col., 2008; 

Enam y col., 2004), virus epstein barr (Fukuda y col., 2001), virus de la hepatitis 

C (Huang y col., 2007), herpes simplex tipo I (Hamza y col., 2007; Calabrese y 

col., 2013), herpes simplex tipo 2 (Gridley y col., 1993), etc. Se ha demostrado 

que existe una correlación entre el patrón de las BMP-2, 4, 5 y 7, que se 

encuentra alterado, y el grado de avance de la otosclerosis en los cortes 

histológicos de pacientes afectados (Lehnerdt y col., 2008; Csomor y col., 

2012; Schrauwen y col., 2008; Liu y col., 2007), coincidiendo con los resultados 

de esta Tesis para BMP-4, 5 y 7.  

Es importante resaltar que existe una asociación entre la otosclerosis y 

mutaciones en el gen para el Colágeno1α1 (McKenna y col., 1998) e 

incrementos en la expresión de FAL (Karosi y col., 2006), como así también, un 
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aumento en los niveles de expresión de OPG (Stankovic y col., 2010; Zehnder 

y col., 2005), coincidiendo con lo observado en esta Tesis en los OBCs 

infectados por MEV. En función de estos antecedentes y los resultados 

expuestos, este sistema de estudio, en etapas tempranas de diferenciación de 

los OBCs, sería por lo tanto un excelente modelo de investigación para esta 

enfermedad. Por tales motivos, resulta interesante especular acerca de la 

utilidad de la determinación del incremento de estas proteínas, como parámetro 

utilizado en el diagnóstico precoz de la otosclerosis incluso antes de la pérdida 

total de la audición del paciente, lo que podría evitar la remoción de la cápsula 

ótica y el uso de prótesis. 

 

 

XI-3- Modulación de la respuesta celular en osteobl astos infectados con 

MEV en presencia de estímulos purinérgicos  

 

Del mismo modo que se estudiaron los efectos de los agonistas 

purinérgicos en los OBCs sin infectar, a continuación se presentan los 

resultados obtenidos en el caso de células infectadas. 

 

XI-3-a- Efecto de la estimulación purinérgica sobre  el rendimiento viral en 

los OBCs infectados con MEV 

 

En primer lugar se determinó el rendimiento viral en los OBCs tratados con 

ATPγS, UTP, ADPβS o UDP a concentraciones de 10 µM frente a la infección 

con MEV en medio osteogénico (Fig. 33). Los datos obtenidos muestran que, 

en los OBCs tratados con ATPγS o ADPβS 10 µM disminuyó el rendimiento 

viral durante todos los tiempos ensayados respecto a los controles (infectados 

pero sin tratar), lo que sugiere un rol importante de los receptores purinérgicos, 

especialmente los P2Y1, 12, 13 en la multiplicación de MEV. Sin embargo, estos 

tratamientos no incrementaron la supervivencia de los OBCs frente a la 

infección con MEV, dado que, luego de los 3 días p.i., todos los cultivos 

mostraron un ECP marcado y luego de los 5 días p.i. la viabilidad celular 

resultó nula (Fig. 33). Tomando como base que el tratamiento con ATP mostró 
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incrementar la diferenciación de los OBCs involucrando a la vía de señalización 

de la PI3K/AKT, como se muestra en la sección X y en trabajos previos con la 

línea celular osteoblástica ROS17/2.8 (Katz y col., 2011), estos resultados 

pueden ser explicados en base al trabajo de Carsillo y colaboradores, pues 

ellos demuestran que, in vitro, la sobrexpresión de AKT no influye en la 

replicación de MEV, pero sí afecta la liberación del mismo (Carsillo y col., 

2010).  
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Figura 33. Crecimiento de MEV en los OBC s infectados y tratados con agonistas 

purinérgicos . Los cultivos fueron infectados con una m.o.i. de 10-2 UFP/célula el 

mismo día de comienzo del tratamiento con ATPγS, UTP, ADPβS o UDP 10 µM, luego 

los sobrenadantes fueron recolectados a los días p.i que se indican en la figura para 

su posterior titulación. Los datos obtenidos corresponden a los promedios ± DE de dos 

experimentos realizados por duplicado.*p < 0,05 vs control de cada día.  

 

 

De la misma manera se determinó el título viral en los sobrenadantes de los 

OBCs infectados con MEV y tratados con ATP 100 µM (Fig. 34), demostrando, 

también, una disminución del título viral en los OBCs tratados con ATP 

respecto a los controles. 
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Figura 34. Crecimiento de MEV en los OBC s tratados con ATP γγγγS. Los cultivos 

fueron infectados con una m.o.i. de 10-2 UFP/célula el mismo día de comienzo del 

tratamiento con ATPγS 10 y 100 µM, luego los sobrenadantes fueron recolectados a 

los días p.i que se indican en la figura para su posterior titulación. Los gráficos de 

barras representan los promedios ± DE correspondientes a dos experimentos 

realizados por duplicado.*p < 0,05 vs el control de cada día.  

 

 

XI-3-b- Modulación génica de las BMPs, en los OBCs infectados con MEV  

 

Se evaluaron los niveles de expresión de los 12 genes estudiados en la Fig. 

31, en presencia de estímulos purinérgicos al día 2 de tratamiento en medio 

osteogénico en células infectadas con MEV (Fig. 35 y 36). 

En la Fig. 35 se pueden observar los efectos generados sobre diferentes 

BMPs en los OBCs tratados con ATPγS 10 µM e infectados con MEV. Como se 

puede ver en la figura, al día 2, la infección de las células con MEV incrementó 

la expresión de BMP-1, 4, 5, 6 y 7 respecto a los controles no infectados (ver 

barras grises de las Fig. 37A, D, E, F y G), contrariamente, BMP-2 y BMP-3 

permanecieron sin cambios en las condiciones de infección respecto a las de 

sin infectar. Por otro lado, el tratamiento con ATPγS 10 µM en los OBCs sin 
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infectar solo resultó ser suficiente para incrementar la expresión de BMP-1 y 2 

por sobre los controles al día 2 de tratamiento (Fig. 35A y B). Sin embargo, los 

niveles de expresión de BMP-1 en presencia de ATPγS 10 µM en los OBCs 

infectados con MEV resultaron ser similares a los de los OBCs sin infectar, 

sugiriendo que el estímulo generado por MEV sobre BMP-1 podría estar dado 

por una vía alterna que compita con la vía estimulada por el ATP, o viceversa 

(Fig. 35A). Además, en la Fig. 35C y G se puede ver que el tratamiento con 

ATP 10 µM en los OBCs infectados con MEV inhibió el efecto generado, sobre 

la expresión génica de BMP-3 y BMP-7, por sobre los controles sin infectar, 

esto podría estar explicado por algún tipo de competencia o bloqueo de las vías 

involucradas en la expresión de estas BMPs en la condición MEV+ATP 10 µM. 

Por otro lado la Fig. 35F muestra que tanto MEV como la condición MEV+ATP 

generaron un incremento de los niveles de expresión génica de BMP-6, lo que 

indicaría que los efectos generados por MEV y ATP sobre esta citocina 

parecerían ser aditivos.   
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Figura 35. Expresión de diversas BMPs en los OBCs i nfectados con MEV en 

presencia de ATP γγγγS. Los cultivos fueron incubados en medio osteogénico por 2 días 

en presencia de ATPγS 10 µM (□) o vehículo (■) y luego fueron infectados con MEV 12 

hs antes de cumplirse ese tiempo (MEV) o se dejaron sin infectar (Control). Luego 

estas muestras fueron procesadas como se indica en la Metodología para proceder a 

la cuantificación del ADNc correspondiente a los genes indicados en la figura por QRT-



 

Resultados y discusión 

 

123 
 
PCR. Los resultados se encuentran expresados en unidades arbitrarias y los niveles 

de expresión de los genes blanco fueron normalizados respecto al control sin infectar 

del día 2 para cada gen. Los resultados se presentan  como el promedio ± DE de los 

datos tomados de dos experimentos individuales realizados por triplicado. * p < 0.05, 

**p<0.02 vs condición control. 

 

 

De igual manera se realizaron estudios en presencia de UTP 10 µM, 

principal agonista de los receptores P2Y2 y P2Y4. Como se puede ver en la 

figura, los perfiles de las BMPs obtenidos en presencia de UTP en los OBCs 

infectados tienen un comportamiento similar a los tratados con ATP (Fig. 37), 

con la salvedad que BMP-7 presenta niveles de expresión génica similares en 

las condiciones Control + vehículo respecto a la condición MEV con o sin UTP.  
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Figura 36. Expresión de diversas BMPs en los OBCs l uego de la infección con 

MEV en presencia de UTP. Los OBCs se incubaron en medio osteogénico por 2 días 

en presencia de UTP 10 µM (□) o vehículo (■). Posteriormente se infectaron con MEV 

12 hs antes de cumplirse ese tiempo (MEV) o se dejaron sin infectar (control). Luego 

estas muestras fueron procesadas como se indica en la Metodología para proceder a 
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la cuantificación del ADNc correspondiente a los genes indicados en la figura por QRT-

PCR. Los resultados se encuentran expresados en unidades arbitrarias y los niveles 

de expresión de los genes blanco fueron normalizados respecto al control sin infectar 

del día 2 para cada gen. Los resultados se presentan  como el promedio ± DE de los 

datos tomados de dos experimentos individuales realizados por triplicado.  

  

 

De las Fig. 35 y 36 se puede concluir que los receptores purinérgicos, 

principalmente P2Y2 cumplen un rol muy importante en la respuesta génica de 

las BMPs frente a la infección con MEV. La modulación génica de estas 

proteínas podría ser útil a la hora de diseñar un tratamiento farmacológico para 

diversas enfermedades óseas como la otosclerosis.  

 

 

XI-3-c- Determinación de diversas proteínas indicad oras de diferenciación 

osteoblástica por QRT-PCR 

 

Para analizar el efecto de los nucleótidos sobre la diferenciación de los 

OBCs y poder así asociarlo con los cambios observados en las distintas BMPs, 

se estudió por QRT-PCR la modulación de la expresión de proteínas asociadas 

a la diferenciación osteoblástica luego de la estimulación con los distintos 

nucleótidos durante los tiempos indicados en presencia y ausencia de infección 

viral.   

En las Fig. 37 y 38 se pueden observar los efectos generados sobre 

diversas proteínas indicadoras de diferenciación osteoblástica en los OBCs 

infectados con MEV en presencia de ATPγS (Fig. 37) o UTP (Fig. 38) 10 µM. 

Como se puede ver en la Fig. 37 y 38A, D y E, el tratamiento con ATP o UTP 

10 µM inhibe el efecto generado por MEV sobre la expresión génica de BSP, 

FAL y OPG, esto podría estar explicado por algún tipo de competencia o 

bloqueo de las vías involucradas en la expresión de estas proteínas bajo estas 

condiciones. Por otro lado, los niveles de expresión de Col1α2 permanecen sin 

ser afectados en presencia de infección viral, inclusive en la condición que se 

adicionan nucleótidos, respecto a los controles (Fig. 37 y 38B y C). 
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Figura 37. Expresión de diversas proteínas indicado ras de diferenciación de 

osteoblastos en los OBCs infectados con MEV tratado s con ATP γγγγS. Los OBCs 

fueron incubados en medio osteogénico por 2 días en presencia de ATPγS 10 µM (□) o 

vehículo (■) y luego fueron infectados con MEV 12 hs antes de cumplirse ese tiempo 

(MEV) o se dejaron sin infectar (Control). Luego estas muestras fueron procesadas 

como se indica en la Metodología para proceder a la cuantificación del ADNc 

correspondiente a los genes indicados en la figura por QRT-PCR. Los resultados se 

encuentran expresados en unidades arbitrarias y los niveles de expresión de los genes 

blanco fueron normalizados respecto al control sin infectar del día 2 para cada gen. 

Los resultados se presentan como el promedio ± DE de los datos tomados de dos 

experimentos individuales realizados por triplicado.  
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Figura 38. Expresión de diversas proteínas indicado ras de diferenciación de 

osteoblastos infectados con MEV tratados con UTP. Los OBCs fueron incubados 

en medio osteogénico por 2 días en presencia de UTP 10 µM (□) o vehículo (■) y 

luego fueron infectados con MEV 12 hs antes de cumplirse ese tiempo (MEV) o se 

dejaron sin infectar (Control). Luego estas muestras fueron procesadas como se indica 

en la Metodología para proceder a la cuantificación del ADNc correspondiente a los 

genes indicados en la figura por QRT-PCR. Los resultados se encuentran expresados 

en unidades arbitrarias y los niveles de expresión de los genes blanco fueron 

normalizados respecto al control sin infectar del día 2 para cada gen. Los resultados 

se presentan como el promedio ± DE de los datos tomados de dos experimentos 

individuales realizados por triplicado. 
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XI-4- Rol de la vía PI3K/AKT sobre la respuesta cel ular en los OBCs 

infectados con MEV en presencia de estímulos puriné rgicos 

 

De acuerdo a los resultados mostrados en la Fig. 32, se eligió al día 3 como 

día de estudio frente al tratamiento con los nucleótidos, en este caso ATPγS, 

para determinar el rol que desempeña la vía PI3K/AKT en este tipo de infección 

(Fig. 39). Para determinar si MEV genera los incrementos génicos a través de 

la vía PI3K/AKT, se realizaron los estudios en presencia de Ly294002 (inhibidor 

de PI3K).  

Como se describió anteriormente (Fig. 28 de esta Tesis), el tratamiento con 

ATPγS a concentraciones 10 o 100 µM estimuló la expresión génica de BMP-4 

y FAL siendo más importante el incremento con la concentración de 100 µM, 

por tal motivo se eligió esta concentración para el estudio de inhibición 

farmacológica con Ly294002 (Fig. 39). 

En la Fig. 35A se observa que la infección con MEV incrementó la expresión 

génica de BMP-4 en 2,5 veces respecto a los controles del día 3. Por otro lado 

el estímulo de ATPγS 100 µM también incrementó la expresión génica de BMP-

4 a niveles comparables con lo que ocurre con MEV. Sin embargo en la 

condición en la cual se realizó el tratamiento con ATPγS 100 µM en presencia 

de MEV, el estímulo no resultó ser aditivo. A la derecha, de la Fig. 39A, se 

presentan las condiciones en presencia de Ly294002. Como se puede observar 

el estímulo generado por ATPγS es dependiente de la vía PI3K/AKT, ya que el 

inhibidor es capaz de inhibir el estímulo. Sin embargo el estímulo inducido por 

MEV no dependería de dicha vía, lo que se puede comprobar observando las 

dos últimas barras de la Fig. 39A. En la Fig. 39B se observa que MEV también 

logró estimular la expresión génica de la FAL independientemente de la vía 

PI3K/AKT ya que su efecto no se ve modificado por el tratamiento con 

Ly294002. Se ha reportado una regulación negativa en la fosforilación de AKT 

inducida por MEV en células Vero (Carsillo y col., 2010). Esto permite 

especular que la infección con MEV estimularía la expresión génica de BMP-4 

y FAL por una vía alterna a la vía PI3K/AKT, MEV podría entonces bloquear 

dicha vía y aún así estimular la expresión génica de BMP-4 o FAL.    
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Figura 39. Expresión de BMP-4 y FAL en los OBC s infectados con MEV en 

presencia de ATP γγγγS. Los cultivos de los osteoblastos fueron incubados en medio 

osteogénico por 3 días con o sin tratamiento con ATPγS 100 µM en presencia o 

ausencia de Ly294002 (Ly), y luego fueron infectados con MEV (□) 12 hs antes de 

cumplirse ese tiempo o se dejaron si infectar (■). Posteriormente estas muestras 

fueron procesadas como se indica en la Metodología para proceder a la cuantificación 

del ADNc correspondiente a los genes indicados en la figura por QRT-PCR. Los 

resultados se encuentran expresados en unidades arbitrarias y los niveles de 

expresión de los genes blanco fueron normalizados respecto al control sin infectar del 

día 1 para cada gen. Los resultados se presentan como el promedio ± DE de los datos 

tomados de dos experimentos individuales realizados por triplicado. * p < 0.05, 

**p<0.02 vs condición control sin Ly.  
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Por otro lado se determinó el grado de compromiso del rendimiento viral en 

presencia del inhibidor de la vía PI3K/AKT (Fig. 40).  
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Figura 40. Crecimiento de MEV en los OBCs tratados con ATP γγγγS y el inhibidor de 

la vía PI3K/AKT . Los cultivos fueron tratados con ATPγS 10 y 100 µM, en presencia o 

ausencia de Ly 294002 10 µM (Ly) o el vehículo (-), en medio osteogénico, por 3 días. 

12 hs antes de cumplido este tiempo fueron infectados con MEV a una m.o.i. de 10-2 

UFP/célula, luego los sobrenadantes fueron recolectados para su posterior titulación. * 

p < 0.05 vs condición control sin Ly. 

 

 

Como se puede observar en la Fig. 40, el compuesto Ly294002 estimuló la 

replicación de MEV en los OBCs, indicando que el bloqueo de la vía PI3K/AKT 

sería importante para la replicación de este virus.  

Avota y col., (2004 y 2001) demostraron que las glicoproteínas de MEV al 

interaccionar con los receptores celulares específicos inhiben la proliferación en 

células T al interferir en la señalización de la vía PI3K/AKT. Estos resultados 

pueden ser explicados tomando como base el trabajo de Carsillo y col., en 

donde demuestran que si bien la sobreexpresión de AKT no influye en la 

replicación de MEV, sí afecta la liberación del mismo in vitro (Carsillo y col., 

2010). Avota y col., (2001) postulan que MEV no sólo no estimula AKT sino que 

además reduce la expresión de su forma forforilada luego de la infección, en 

cambio Moss y colaboradores (2004) lo explican desde una inhibición de la 
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fosforilación y bloqueo de la traslocación de STAT al núcleo, del bloqueo de 

respuestas generadas a través de AKT, de la modulación de NF-κB y del 

bloqueo de la progresión del ciclo celular. Todos los estudios realizados hasta 

el momento indican que MEV interferiría en la vía PI3K/AKT y el ciclo celular 

para inducir apoptosis, aunque se desconoce el mecanismo. Por otro lado, se 

sabe que MEV utiliza proteínas quinasas celulares para fosforilar residuos 

serina de la proteína P viral (Das y col., 1995), residuos serina/treonina de la N 

para favorecer la replicación (Devaux y col., 2007; Robbins y col., 1980) y 

residuos tirosina de N y P (Segev y col., 1995; Ofir y col., 1996). La fosforilación 

de residuos serina de N activa la transcripción y replicación de MEV (Hagiwara 

y col., 2008). Por todo ello, estos estudios sugieren que posiblemente MEV no 

utilice AKT (que es una serina/treonina quinasa) para fosforilar a sus proteínas 

virales como P y N, aunque sí podría utilizar a las proteínas que fosforilan a 

AKT para incrementar su replicación viral, interfiriendo así con los mecanismos 

controlados por la vía PI3K/AKT ya demostrados en esta Tesis. 

 

 

XII- Infección de los OBCs con JUNV 

 

XII-1- Caracterización de los OBCs infectados con J UNV  

 

A fin de analizar si la respuesta de diferenciación de los OBCs frente a la 

infección con MEV se limitaba a este tipo de virus en particular, se procedió a 

caracterizar la infección de JUNV en dichas células. Las mismas fueron 

mantenidas en medio osteogénico, se infectaron a una m.o.i. de 10-1 

UFP/célula y la infectividad producida en los sobrenadantes se cuantificó por la 

técnica de UFP. Se pudo identificar el tipo de placas generadas, siendo las 

mismas redondeadas, de aspecto difuso y de menor tamaño que las obtenidas 

con MEV (Fig. 41). 
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Figura 41. Placas de lisis generadas por JUNV en cé lulas Vero . Los osteoblastos 

fueron infectados con JUNV a una m.o.i. de 10-1 UFP/célula. Posteriormente, se 

determinó la infectividad de los sobrenadantes de dichos cultivos por la técnica de 

UFP en células Vero crecidas en microplacas de 24 cavidades. A los 7 días p.i. se 

revelaron las placas y se tomaron las fotografías correspondientes. 

 

 

Con los datos obtenidos de las titulaciones virales se construyó el gráfico de 

la Fig. 42, que representa la curva de multiplicación de JUNV en los OBCs. 

Como se puede observar en dicha figura, los OBCs infectados con JUNV 

presentaron títulos más bajos que los infectados con MEV, 1,45±0,5 x 105 vs 

130±19 x 105 UFP/ml respectivamente (ver Fig. 30). Sin embargo, el pico 

máximo de rendimiento viral se obtuvo al día 2 p.i. para ambos virus.  

A diferencia de la infección con MEV, los OBCs infectados con JUNV no 

mostraron ECP y resultaron morfológicamente indistinguibles de los controles 

sin infectar. 

 

0

0,5

1

1,5

2

1 2 4 6T
ílt

ul
o 

vi
ra

l (
U

F
P

 /m
l x

 1
0

5 )

JUNV

días p.i.
 

Figura 42. Crecimiento de JUNV en los OBCs . Los OBCs se infectaron con JUNV a 

una m.o.i. de 10-1 UFP/célula, el mismo día de comienzo del tratamiento. Los datos se 
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encuentran expresados como UFP/ml x 105. Los desvíos corresponden a tres 

experimentos realizados por duplicado. 

 

 

XII-2- Análisis de la expresión de la proteína N de  JUNV en los OBCs 

 

Si bien la producción de infectividad resultó un claro indicio de infección en 

los OBCs, se corroboró dicha situación realizando sobre estos cultivos un 

análisis de expresión de la nucleoproteína viral, N, mediante las técnicas de IFI 

y WB a los 7 días p.i.. Como se puede observar en la Fig. 43, los OBCs 

infectados presentaron un patrón de fluorescencia citoplasmática granular 

similar a lo observado para la infección de células Vero (Ellenberg y col., 2007). 

La presencia de N también se confirmó mediante WB en donde se apreció una 

banda intensa de 65 kDa correspondiente a dicha proteína (Fig. 43). Estos 

resultados demuestran que los OBCs, del mismo modo que resultó con MEV, 

fueron susceptibles a la infección con JUNV, aunque este último no produjo un 

ECP visible en estas células. 

 

JUNV
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Figura 43. Determinación de la proteína N. Inmunofluorescencia de los OBCs previo 

(A) y 7 días p.i. con JUNV a una m.o.i. de 10-1 UFP/célula (B) y su correspondiente WB 

(C) indicando el peso molecular de la proteína N. (-): OBCs sin infectar; JUNV: OBCs 

infectados con JUNV. Aumento 400X.  
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XII-3- Sistema OBCs-JUNV como potencial modelo de i nfección 

persistente en los osteoblastos 

 

El hecho de que JUNV no provocara un ECP apreciable en los OBCs 

permitió analizar el sistema virus-célula a tiempos prolongados p.i.. Se 

determinó que los OBCs infectados con JUNV son capaces de proliferar 

durante períodos prolongados sin presentar alteraciones morfológicas respecto 

de los controles no infectados. Es así que luego de más de dos meses de 

iniciada la infección, los cultivos infectados resultaron indistinguibles de los 

OBCs controles (Fig. 44). Esta observación permite especular acerca de la 

utilidad de JUNV como modelo de estudio de infecciones persistentes en 

osteoblastos, como ocurre en el caso de la otosclerosis.  

 

 

Figura 44. Infección con JUNV en los OBCs . Los OBCs se infectaron con  JUNV a 

una m.o.i. de 10-1 UFP/célula al inicio del tratamiento con medio osteogénico 

(OBC+JUNV) o se dejaron sin infectar (OBC) y se mantuvieron durante más de 70 

días, por repiques sucesivos para luego ser fotografiados. Aumento 100X. 

 

 

XII-4- Respuesta de los OBCs infectados con JUNV fr ente a los 

tratamientos con agonistas purinérgicos 

 

Del mismo modo que se planteó en el caso de MEV, se analizó la influencia 

de la infección con JUNV sobre la respuesta de los OBCs frente a la presencia 

de estímulos purinérgicos. En primer lugar se determinó el rendimiento viral en 

los OBCs infectados y tratados con ATPγS, UTP, ADPβS, o UDP a 
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concentraciones de 10 µM en medio osteogénico (Fig. 45). De los valores 

volcados al gráfico se observa que, los tratamientos con los nucleótidos no 

modificaron de manera significativa el título viral de los cultivos infectados 

respecto del control sin tratar. 
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Figura 45. Crecimiento de JUNV en los OBCs infectad os y tratados con 

agonistas purinérgicos . Los OBCs se infectaron con JUNV a una m.o.i. de 10-1 

UFP/célula el mismo día de comienzo del tratamiento con ATPγS, UTP, ADPβS o UDP 

10 µM. Los desvíos corresponden a dos experimentos realizados por duplicado. * p < 

0,05 vs control sin infectar. p>0.05 control de cada día en todos los casos. 

 

 

Estos ensayos se complementaron estudiando la expresión de N por WB. 

Como puede observarse en la Fig. 46, todos los cultivos presentaron una 

banda de 65 kDa correspondiente a N. Sin embargo, a diferencia del cultivo 

control (-) infectado (+JUNV) que sólo mostró esa banda, los cultivos tratados 

con los distintos nucleótidos exhibieron otras dos bandas (de 43-45 y 25 kDa) 

correspondientes a péptidos truncados derivados de N que suelen observarse 

comúnmente a medida que transcurre el tiempo p.i. y son muy comunes 

durante la etapa persistente de JUNV en células Vero (Ellenberg y col., 2002).   
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Figura 46. Expresión de la proteína N en los OBCs t ratados con agonistas 

purinérgicos. Los OBCs fueron infectados (+JUNV) al inicio de los tratamientos 

(vehículo, ATPγS, UTP, ADPβS o UDP 10 µM) o se mantuvieron sin infectar (- JUNV). 

Los estudios por WB de la proteína N se realizaron a los 7 días p.i., junto con el control 

de carga. Al pie de cada calle se muestra el valor de la intensidad de cada banda de 

65 kDa normalizada respecto de la intensidad de la banda del control de carga y 

relativizado al control (-) infectado con JUNV (+JUNV). Esta figura es representativa de 

dos experimentos independientes realizados por separado. 

 

 

XII-5- Estudio de la BMP-4, BMP-6, BSP, y FAL en lo s OBCs infectados 

con JUNV 

 

Por otro lado se repitió el estudio de los genes que presentaron los cambios 

más importantes frente a la infección con MEV (BMP-4, 6, BSP y FAL). Para 

ello los OBCs infectados con JUNV fueron analizados por QRT-PCR al día 2 

p.i. (Fig. 47). En esta figura, se observa que sólo BMP-6 presentó cambios 

significativos respecto a los controles, mientras que no se observaron cambios 

en la expresión génica de BMP-4, BSP y FAL, respecto a los controles. 

Los datos obtenidos en la Fig. 47 sugieren que el incremento de la 

expresión de BMP-6, observado tanto para MEV (ver Fig. 31.) como para 

JUNV, podría estar asociado a un patrón de respuesta común a infecciones 
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virales en los osteoblastos. Por otro lado, al comparar la intensidad de la 

respuesta a la infección, el estímulo ejercido por JUNV sobre la expresión 

génica de BMP-6 resultó menor al generado por MEV (ver Fig. 31F y 47B). 
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Figura 47. Expresión de BMP-4, 6, BSP y FAL en los OBCs infectados con JUNV. 

Los OBCs cultivados en medio osteogénico fueron infectados con JUNV al inicio del 

tratamiento (JUNV) o se dejaron sin infectar (Control). Los cultivos se incubaron por 2 

días y posteriormente estas muestras fueron procesadas como se indica en la 

Metodología para proceder a la cuantificación del ADNc correspondiente a los genes 

indicados en la figura por QRT-PCR. Los resultados se encuentran expresados en 

unidades arbitrarias y los niveles de expresión de los genes blanco fueron 

normalizados respecto al control sin infectar del día 2 para cada gen. BMP-4/6: 

proteína morfogénica ósea-4/6, BSP: sialo-proteína ósea, FAL: fosfatasa alcalina. Los 

resultados se presentan como el promedio ± DE de los datos tomados de dos 

experimentos individuales realizados por triplicado. *p < 0,05 vs control.  

 

 

Se sabe que BMP-6 es un factor importante, para la correcta resolución de 

enfermedades infecciosas tales como malaria, tuberculosis y el virus de la VIH 
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tipo 1 (Armitage y col., 2011; Kautz y col., 2008), y en esta Tesis se manifiesta 

que tanto la infección de los osteoblastos con MEV o JUNV incrementa los 

niveles de BMP-6. Asimismo, el sistema de OBCs infectados con JUNV avanzó 

hacia la persistencia viral por lo que este modelo sería una alternativa 

interesante para el abordaje del estudio de la otosclerosis. 

Reportes previos han descripto la multiplicación de distintos virus en 

osteoblastos. Tal es el caso del virus de la encefalitis equina oriental (VEEO), 

perteneciente al género alfavirus que es patógeno para equinos y el hombre 

(de la Monte y col., 1985; Johnson y Martin, 1974; Zhang y col., 2007). Este 

virus además de infectar células dendríticas, también infecta a cultivos 

primarios de osteoblastos de calvaria murina donde replica completamente su 

genoma (Gardner y col., 2008). Por otro lado, Vogel y col., (2005) demostraron 

in vivo que VEEO utilizaba a los osteoblastos, como principal sustrato de 

multiplicación para su amplificación a nivel periférico. Dado los resultados de 

esta Tesis, los estudios de Vogel, nos hacen suponer que, MEV también podría 

utilizar a los osteoblastos para replicarse en gran medida, dado que al 

comparar los títulos obtenidos al infectar con JUNV se puede ver que éstos 

últimos son muy inferiores a los producidos por MEV en OBCs.  

Por otro lado, se ha comprobado que el VIH, en particular la glicoproteína 

gp120, incrementa la apoptosis en cultivos primarios de osteoblastos (Gibelini y 

col., 2008), reduce la deposición de calcio, la actividad FAL, la expresión de 

Runx-2 (Cotter y col., 2007) y afecta la diferenciación de dichas células (Cotter 

y col., 2007 y 2009). Estas interacciones podrían ser la causa de las 

observaciones realizadas en pacientes con VIH y su propensión a sufrir 

fracturas (Triant y col., 2008, Young y col., 2011; Womack y col., 2011), debido 

a osteopenia, osteoporosis y/o osteonecrosis (Brown y Qaquish, 2006; Miller y 

col., 2005; Gutiérrez y col., 2002; Morse y col., 2007; Gutiérrez y col., 2006), 

probablemente dado a que la infección con VIH estimula el incremento de TNF-

α, el cual induce la apoptosis de los osteoblastos por mecanismos autocrinos y 

paracrinos (Gibelini y col., 2008; Hittinger y col., 1998).  

Otro ejemplo descripto en bibliografía de virus que pueden infectar 

osteoblastos es el del virus de la Hepatitis C (VHC) que puede infectar el 

hueso, replicando en células osteoprogenitoras y osteoblastos humanos 
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(Kluger y col., 2005). Los pacientes infectados con VHC pueden presentar 

cuadros de osteosclerosis (aumento de la densidad ósea, no confundir con 

otosclerosis), enfermedad de la que hasta el momento se conoce muy poco. En 

estos pacientes el nivel sérico de FAL se encuentra aumentado, y los de calcio 

disminuido (Tanaka y col., 2006), y poseen un gran número de osteoblastos 

positivos para OPG (Manganelli y col., 2005). Además, los cultivos de líneas 

celulares osteoblásticas, MC3T3-E1, incubados con suero de estos pacientes 

incrementaron la expresión de TGF-β y la proteína Smad-3 (Sowa y col., 2003). 

Sabiendo que un incremento en la actividad de FAL es indicio de diferenciación 

de los osteoblastos, y que las BMPs activan la vía Smad que desemboca en la 

activación de Runx-2, el cual es importante para que la diferenciación de 

osteoblastos suceda, estos reportes refuerzan la conexión entre la infección 

viral y la activación de la vía de las BMPs/Smad.   

En este marco, las investigaciones presentadas en este trabajo proveen una 

nueva perspectiva para entender el complejo mecanismo de multiplicación viral 

de MEV y JUNV en los OBCs y así encarar el desarrollo racional de agentes 

antivirales dirigidos a este blanco de acción para la prevención y tratamiento de 

la otosclerosis y también se podría considerar para Paget, enfermedades de 

gran impacto e implicancia global. 
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Los resultados obtenidos en esta Tesis permiten concluir que: 
 

En los osteoblastos de calvaria de rata:  

� La estimulación por ATP de receptores P2Y2 favorece el progreso 

de la fase G0 a S del ciclo e incrementa la proliferación celular y la 

diferenciación a osteoblastos maduros, esto último evidenciado 

por los incrementos detectados en la actividad y expresión de 

FAL, la mineralización de los cultivos y por la inducción de 

cambios morfológicos tempranos típicos de osteoblastos 

maduros. Estos receptores también serían los principales 

candidatos responsables de la estimulación por ATP de la 

expresión génica de OPG, Col1α1/2, FAL, BSP, BMP-2, 4, 5 y 7, 

proteínas asociadas a actividad osteoblástica.  

� los receptores P2Y4 favorecen la expresión de BMP-3. 

� los receptores P2Y1, 12, 13 estimulan la expresión de BMP-3 y 6.  

� los receptores P2Y6 ejercen un efecto positivo sobre la expresión 

de BMP-1 y 6, y a tiempos largos sobre BMP-2 y 3. 

� Exceptuando a P2Y4, los demás receptores P2 disminuyen la 

producción de OPG, usando agonistas a concentraciones de 

100µM. 

� la vía PI3K/AKT se encontraría involucrada en los efectos 

ejercidos por el ATP sobre la proliferación y diferenciación celular, 

mostrando además, participar en la regulación de la expresión 

génica de FAL y BMP-4. 
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En los osteoblastos de calvaria de rata infectados con MEV: 

� este sistema representa un modelo biológico de estudio in vitro de la 

otosclerosis, por primera vez reportado en la literatura 

� los niveles génicos de BMP-1, 4, 5, 6 y 7, BSP, Col1α1/2, OPG y FAL se 

vieron incrementados luego de la infección en etapas tempranas de la 

diferenciación de los osteoblastos. Siendo más importantes los 

incrementos para BMP-4, 5, 6, BSP y FAL 

� la activación de los receptores P2Y1, 12, 13 inhibe la multiplicación o 

liberación viral  

� la estimulación de la expresión génica de BMP-4 y FAL ocurriría por una 

vía alterna a PI3K/AKT 

� MEV tendría la capacidad de bloquear la vía PI3K/AKT como así 

también de utilizar productos intermedios de dicha vía 

� el bloqueo de la vía PI3K/AKT no inhibe la replicación viral. 
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En los osteoblastos de calvaria de rata infectados con JUNV: 

� este sistema representa un potencial candidato como modelo de estudio 

in vitro de infecciones persistentes en osteoblastos  

� los tratamientos con los nucleótidos no modificaron de manera 

significativa el título viral de los cultivos infectados respecto a los 

controles. Sin embargo, los cultivos tratados, además de la banda de 65 

kDa correspondiente a N, mostraron aumentadas otras dos bandas (de 

43-45 y 25 kDa) correspondientes a péptidos truncados derivados de 

esta proteína que suelen observarse comúnmente a medida que 

transcurre el tiempo p.i. y son muy comunes durante la etapa persistente 

de JUNV en células Vero 

� BMP-6 presentó cambios significativos en su expresión génica respecto 

a los controles sin infectar 
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