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 RESUMEN. I.

 

La comunicación entre los tejidos del sistema musculoesquelético históricamente se 

ha considerado en base a estímulos mecánicos. Sin embargo, hace una década ha 

surgido la idea de una comunicación bioquímica entre estos tejidos, vía moléculas 

secretadas. En nuestro grupo postulamos que el ATP extracelular sería una 

molécula de comunicación cruzada entre músculos y huesos. Para estudiar tal idea 

es necesario inicialmente reconocer el rol del ATP tanto en músculos como en 

huesos, y en cada uno de los tipos celulares que lo conforman. En el presente 

trabajo se estudió específicamente el rol del ATP extracelular en la diferenciación de 

monocitos a osteoclastos, células encargadas de la resorción durante la 

remodelación ósea. En la línea celular de monocitos de ratón RAW264.7 se evaluó 

la expresión de los ARNm para los distintos subtipos de receptores de ATP P2Y (1-2-

4-6-12-13-14) y P2X (1-7). Además, se caracterizó la expresión de marcadores de 

osteoclastogénesis en estas células expuestas a un estímulo clásico de 

diferenciación (RANKL), o sometidas exclusivamente a ATP exógeno, a diferentes 

concentraciones (0,01-100 µM) y por distintos tiempos (1-7 días). 

Los resultados demostraron la expresión de receptores P2Y2-6-12 y P2X3-4-7 en estado 

de monocitos y osteoclastos. Por otro lado, al momento de analizar la acción del 

ATP en células RAW 264.7 en función a distintas concentraciones y días de estudio, 

se observó un aumento de la expresión de marcadores de osteoclastogénesis en los 

experimentos independientes, lo que respaldaría la relevancia de esta molécula 

como factor de diferenciación de osteoclastos y su participación en la remodelación 

ósea y comunicación músculo-hueso.  Sin embargo, debido a la alta dispersión de 

datos, no se logró significancia estadística, fundamental para sacar conclusiones 

válidas. Por lo tanto, se sugiere el aumento del tamaño muestral para resolver este 

punto. 

 Reconocer el rol del ATP en la remodelación ósea y la comunicación músculo-

hueso permitirá desarrollar opciones terapéuticas farmacológicas y moleculares para 
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patologías del sistema musculoesquelético. Esto será un gran aporte al campo de la 

odontología, dado que actualmente los trastornos témporomandibulares y del 

sistema masticatorio en su conjunto tienen origen poco claro y complejo, siendo 

tratados exclusivamente en forma paliativa 
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 ANTECEDENTES BIBLIOGRÁFICOS Y PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA. II.

 

El sistema musculoesquelético, compuesto por hueso, músculo, tendón y cartílago, 

posee las funciones de sostén, protección y movimiento del cuerpo animal. Cuenta con 

una fisiología finamente regulada de tal manera que cualquier modificación a uno de sus 

componentes presenta repercusiones en el resto.  

Hasta hace pocos años se creía que la comunicación entre estos componentes se debía 

exclusivamente a interacciones mecánicas (generación y recepción de fuerzas), pero en 

el último quinquenio ha surgido la idea de una comunicación vía moléculas secretadas 

(Takahashi y cols., 2016). Así, cada uno de estos tejidos liberaría moléculas que 

impactarían en la función de los tejidos circundantes afectando la fisiología del sistema 

musculoesquelético general. Por tanto, la principal incógnita que se debe aclarar 

actualmente es cuáles son las moléculas esenciales para generar esta comunicación 

cruzada entre los tejidos señalados. En nuestro laboratorio proponemos que un 

intermediario relevante en este proceso es el Adenosín trifosfato extracelular (ATPe), 

debido a las siguientes propiedades: 1. Es una molécula ancestral ampliamente 

conservada entre especies, 2. Es una molécula ubicua sintetizada por todas las células 

del organismo, que tiene 15 subtipos distintos de receptores distribuidos en todas las 

células hasta hoy analizadas, 3. Se libera al medio extracelular frente a distintos 

estímulos fisiopatológicos y posee una corta vida media, lo que permite clasificarlo como 

un buen y rápido comunicador autocrino y paracrino y, 4. Se ha descrito su función en 

regular la plasticidad muscular y la remodelación ósea. La pregunta general de nuestro 

laboratorio es: ¿Participa el ATP extracelular en la comunicación cruzada músculo-hueso 

en el aparato masticatorio? 

Sin embargo, antes de buscar su rol como comunicador músculo-hueso, es relevante 

reconocer la actividad del ATP extracelular en los distintos elementos de este sistema. 
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Esta tesis se enfocará en caracterizar el efecto del ATP extracelular en células que 

resorben hueso: los osteoclastos. Lo anterior permite generar las siguientes preguntas 

¿Existen receptores de ATP extracelular en estas células? ¿Participa el ATP extracelular 

en la diferenciación de monocitos para promover la diferenciación de osteoclastos 

maduros? 

La línea general de investigación y este trabajo en particular tienen gran proyección bio-

odontológica, pues en el sistema masticatorio existe una estrecha relación músculo-

hueso, tanto anatómica como funcional, desconociéndose los eventos moleculares que 

podrían permitir seleccionar y direccionar terapéuticas necesarias para las distintas 

patologías presentes en este sistema. 
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 MARCO TEÓRICO. III.

FISIOLOGÍA INTEGRADA EN EL SISTEMA MUSCULOESQUELÉTICO. 

 

La interacción entre músculos esqueléticos y huesos se ha considerado históricamente 

basada en factores mecánicos, donde el hueso proporciona un sitio de unión para los 

músculos y éstos le aplican carga al hueso. En los últimos años ha surgido la idea que, 

más allá del acoplamiento mecánico entre músculos y huesos, estos tejidos presentan 

una comunicación cruzada a  través de moléculas secretadas (Takahashi y cols., 2016; 

Pedersen y Febbraio, 2008). Por tanto, se hace evidente en variados trabajos la 

presencia de un crosstalk (conversación cruzada) bioquímico en el sistema 

musculoesquelético. Un ejemplo de esta teoría bioquímica se representa a través de la 

generación de un proceso inflamatorio en el tejido muscular que tiene consecuencias en 

el periostio adyacente al músculo (Isaacson y Brotto, 2014). 

Se ha descrito, además, que las fracturas se recuperan en menor tiempo y generando 

tejido óseo de mejor calidad cuando existe contacto entre éste y el tejido muscular, por 

lo que interponer entre ambos tejidos una barrera física va en desmedro de aquello 

(Harry y cols., 2008). Una serie de modelos, tanto in vitro  como in vivo, intentan 

relacionar múltiples factores tróficos presentes en la remodelación ósea. Estos modelos 

se caracterizan por ser en base a huesos largos y músculo esquelético, además 

permiten analizarlos de manera práctica a un nivel tanto molecular como celular (Laurent 

y cols., 2015). En este sentido, se establece una relación directa entre la respuesta 

osteogénica frente a cargas y tensiones musculares aplicadas sobre el hueso, 

sugiriendo que con la edad disminuye esta sensibilidad ósea frente a cargas mecánicas 

(Saarto y cols., 2012). Por otro lado, se establece que una deficiencia de hormona de 

crecimiento (GH) y factor de crecimiento semejante a la insulina 1 (IGF-1), en ensayos in 
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vivo de ratas, también participa en la reducción de esta sensibilidad generando atrofia 

muscular y pérdida de hueso (Alzghoul y cols., 2004). 

Complementariamente, es posible evidenciar esta estrecha relación a un nivel molecular 

al considerar que el periostio es fundamental en la comunicación paracrina entre hueso y 

músculo. Siendo la interleuquina 6 (IL-6) una clásica mioquina liberada desde las fibras 

musculares durante su actividad, sus niveles séricos pueden inducir  la resorción ósea 

(altos niveles) y regular directamente la diferenciación osteoblástica (bajos niveles) 

(Bustamante y cols., 2014). Además, estudios en ratas sugieren que diferentes factores 

de crecimiento derivados del tejido muscular (mioquinas, IGF-1, factor de crecimiento 

fibroblástico 2 (FGF-2)) se localizan en la interface músculo-hueso y exhiben receptores 

en el tejido óseo (Laurent y cols., 2015). Se ha descrito ampliamente que tanto músculo 

como hueso se pueden considerar órganos endocrinos pues liberan moléculas que 

ejercen su acción a nivel sistémico en tejidos como hígado, páncreas y sistema 

cardiovascular (Shao y cols., 2015; Brotto y Johnson, 2014; Pedersen y Febbraio, 2008). 

Por lo tanto, con mayor razón podrán ellos estar afectando la fisiología de sus tejidos 

adyacentes en el sistema musculoesquelético. 

 

 

SEÑALIZACIÓN POR NUCLEÓTIDOS EXTRACELULARES EN EL SISTEMA 
MUSCULOESQUELÉTICO. 

El ATP es considerado como una molécula esencial en procesos energéticos y 

metabólicos en el espacio intracelular. Sin embargo, en las últimas décadas se ha 

demostrado su rol relevante como comunicador autocrino y paracrino (Abbracchio y 

cols., 2006; North, 2002). 

La comunicación en base a nucleótidos extracelulares participa en la señalización 

paracrina entre neuronas y células gliales, en la agregación plaquetaria (Magni y Ceruti, 

2014; Fields y Burnstock, 2006), en el control del tono vascular (Buvinic y cols., 2009; 
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Buvinic y cols., 2002), en la función epitelial (Schwiebert y Zsembery, 2003), y en la 

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

El ATP es liberado de las células de manera basal y su liberación aumenta frente a 

estímulos tales como roce, inflamación o hipoxia. Los mecanismos de liberación 

descritos hasta la fecha son independientes de la lisis celular e incluyen la exocitosis 

mediada por vesículas o la liberación por vía conductora (a través de transportadores 

ABC, canales activados por voltaje, canales de conexinas o canales de panexina) 

(Cheung y cols., 2016; Lazarowski y cols., 2003; Gallagher, 2002). 

Existen dos familias de receptores de superficie celular para nucleótidos extracelulares: 

P2X y P2Y. Los receptores P2X corresponden a canales iónicos activados por ATPe, 

que inducen corrientes de entrada no-selectivas de sodio y calcio. Los receptores P2Y 

son acoplados a proteína G activados por ATPe, ADP extracelular (ADPe), UTP 

extracelular (UTPe) o UDP extracelular (UDPe). Se han caracterizado farmacológica y 

molecularmente 7 subtipos de receptores P2X (P2X1-7) y 8 subtipos de receptores P2Y 

(P2Y1, 2, 4, 6, 11, 12, 13, 14) en mamíferos (Lenertz y cols., 2015; Abbracchio y cols., 2006; 

North, 2002). 

En músculo esquelético se ha reportado un importante rol de los nucleótidos 

extracelulares en la comunicación autocrina y paracrina (Valladares y cols., 2013), lo que 

permite trascender a la idea de los nucleótidos como actores exclusivamente 

intracelulares relacionados con el metabolismo e intercambio energético.  

Los nucleótidos extracelulares regulan tanto la proliferación como la diferenciación de las 

células musculares esqueléticas. El ATP se libera desde las fibras musculares como 

consecuencia de la despolarización de su membrana, similar a lo que ocurre cuando el 

músculo es estimulado por su neurona motora (Chromiak y Antonio, 2008). En esas 

condiciones, el ATP es un intermediario relevante entre la despolarización de la 

membrana plasmática y la expresión de genes que promueven la plasticidad muscular. 

Por lo tanto, el ATP se libera desde los músculos activos y regula cómo dichos músculos 

cambiarán su fenotipo en respuesta al estímulo recibido.  
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Además, es sabido que el ATP es un neurotransmisor en las neuronas motoras, que se 

co-almacena y se co-libera con la acetilcolina durante el impulso nervioso (Silinsky, 

1975). Esto significa que en la sinapsis neuromuscular existirá liberación de ATP tanto 

del componente pre sináptico como del músculo estimulado (Bustamante y cols., 2014; 

Casas y cols., 2014; Fernández-Verdejo y cols., 2014; Jorquera y cols., 2013; Buvinic y 

cols., 2009). 

Considerando el rol del ATPe como una molécula de señalización autocrina/paracrina 

tanto en tejido óseo como muscular, junto con la relación evidente entre estos dos 

tejidos que conforman el aparato musculoesquelético, es posible caracterizar esta 

molécula como un mecanismo de comunicación cruzada entre estos tejidos, cuyo 

resultado final podría asociarse a cambios en la transcripción de genes. 

 

DESCRIPCIÓN GENERAL DEL TEJIDO ÓSEO. 

El tejido óseo corresponde a una especialización del tejido conectivo, cuya característica 

principal es presentar una elevada mineralización de su matriz extracelular (MEC) 

confiriéndole una elevada rigidez y dureza para proteger los órganos vitales y estabilizar 

el sistema musculoesquelético. Además es importante en el metabolismo y homeostasis 

sérica pues contiene elevadas reservas de iones fosfato y calcio (Fitzgerald y cols., 

2004). Corresponde a un tejido dinámico debido a la acción de una gran variedad de 

células y factores extrínsecos que permiten generar cambios en sus características tanto 

macroscópicas como microscópicas (Cediel y cols., 2009). 

El tejido óseo visto desde un punto de vista estructural está compuesto por (Fig. 1): 

 Hueso cortical 

Formado por tejido óseo denso y laminar periférico, con grosor variable y una 

vasta cantidad de canalículos que albergan  vasos sanguíneos y distintas células 

óseas (Voegeli y cols., 2004; Clarke, 2008). 
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 Hueso esponjoso 

Corresponde a una red tridimensional compuesta por placas óseas sólidas y/o 

fenestradas, donde se ubica la médula ósea y los distintos tejidos 

hematopoyéticos óseos, rodeado por el hueso cortical existen de forma variable 

en las estructuras óseas (Voegeli y cols., 2004). 

 

 Periostio 

Corresponde a una túnica que envuelve el contorno externo del hueso cortical 

con  dos capas de tejido conectivo fibroso, de manera que la más externa está 

conformada por tejido denso con predominio de colágeno tipo I y la capa interna 

está compuesta por células osteoprogenitoras (Cediel y cols., 2009). 

 

 Endostio 

Estructura membranosa de tejido conectivo delgado que cubre la superficie 

interna del hueso esponjoso y los distintos vasos sanguíneos presentes en el 

hueso, compuesto por una única capa de células osteoprogenitoras y células 

propias del hueso (Cediel y cols., 2009). 
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A nivel histológico, el tejido óseo está formado por una matriz MEC que rodea distintos 

tipos de células especializadas. Esta MEC se compone en un 70% de materia inorgánica 

(99% de sales fosfatos de calcio); 25% de materia orgánica (donde 90% es colágeno y el 

10% restante son distintas proteínas estructurales no-colágenas como proteoglicanos, 

sialoproteínas y glicoproteínas); y un 5% de agua. Se han descrito, además, un gran 

número de factores de crecimiento y citoquinas presentes en la MEC (Kini y Nandeesh, 

Fig. 1. Estructura microscópica del tejido óseo. Se evidencia la existencia de un 
trabeculado óseo y hueso laminillar. Nótese la capa interna (osteogénica) y externa 
(fibrosa) del periostio que recubre al tejido óseo. (Buckwalter  y cols., 1995). 
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2012). Las células óseas cumplen roles determinantes en la mantención de la 

funcionalidad de la matriz descrita. Las células presentes en mayor proporción dentro del 

tejido óseo son (Fig. 2): 

 

I. Cé

lula

s de 

rev

estimiento (“bone lining cells”) 

Células alargadas derivadas de pre-osteoblastos latentes cuya diferenciación permite la 

generación de osteoclastos en hueso medular. Se encuentran ubicadas tanto en la 

superficie del tejido óseo, como en endostio y periostio (Cediel y cols., 2009; Andersen y 

cols., 2009; Voegeli y cols., 2004; Everts y cols., 2002). 

 

II. Osteoblastos 

Células mono-nucleadas diferenciadas derivadas de células osteoprogenitoras ubicadas 

en el periostio y endostio cuya función principal es la síntesis y organización de los 

componentes orgánicos e inorgánicos de la matriz ósea (Kini y Nandeesh, 2012; Cediel y 

cols., 2009; Fitzgerald y cols., 2004; Voegeli y cols., 2004). 

Fig. 2 Modelo de la diferenciación de células óseas: Osteoclastos (rojo) a partir de la 
estimulación con RANKL, osteoblastos (óvalo morado) a partir de calcio y factores de 
crecimiento, células de revestimiento (lining cells, rectángulo morado) y osteocitos sumergidos 
en la matriz ósea (células estrelladas) (Weilbaecher y cols., 2011). 
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III. Osteocitos 

Células maduras propias del tejido óseo capaces de sintetizar y resorber limitadamente 

componentes de la matriz ósea. Cada una de estas células deriva de un osteoblasto que 

ha quedado dentro de una “laguna” de calcificación de matriz alrededor de ellas, por lo 

que corresponden alrededor de 90-95% del total celular óseo. Presentan largas 

prolongaciones comunicadas entre sí o en contacto con células inmersas en la periferia 

del tejido óseo, formando una red de canalículos. Sus principales funciones 

corresponden a la transducción de estímulos mecánicos para generar diversos flujos de 

calcio y la modulación de la calcemia (Florencio-Silva y cols., 2015; Cediel y cols., 2009; 

Clarke, 2008; Fitzgerald y cols., 2004). 

 

IV. Osteoclastos 

Células gigantes multinucleadas cuya función principal es la resorción ósea. Se originan 

a partir de la activación de células precursoras macrófagos/monocitos presentes en la 

circulación de la médula ósea -células troncales hematopoyéticas (HSCs)- que se 

fusionan, diferencian y activan. (Cediel y cols., 2009; Fitzgerald y cols., 2004; Voegeli y 

cols., 2004). 

 

 

REMODELACIÓN ÓSEA. 

El tejido óseo posee una naturaleza dinámica al poder constantemente modelar (evento 

superficial donde existe nula coordinación entre osteoblastos, osteoclastos, osteocitos y 

bone lining cell) y remodelar (sincronismo entre estos cuatro tipos celulares) su 

estructura de manera fisiológica a medida que se presenten requerimientos físicos y 

biológicos (Cediel y cols., 2009; Datta y cols., 2008; Taylor y cols., 2007). Esta 

remodelación permite la mantención de las dimensiones de los huesos y la homeostasis 

de minerales propios de la matriz ósea (Voegeli y cols., 2004).  Sin embargo existen 

otros tipos celulares, como linfocitos B, T y células neurales que también juegan un rol 

importante dentro de la remodelación ósea (Sims y Gooi, 2008).  
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A continuación se detallan los principales eventos de la remodelación ósea. 

A. Diferenciación osteoclástica 

Tanto los osteoblastos funcionales como los osteocitos dañados por cargas mecánicas 

excesivas secretan factores quimio-atractantes que reclutan monocitos en la superficie 

del hueso que se desea remodelar (Rochefort y Benhamou, 2013). La diferenciación de 

los osteoclastos involucra la proliferación de las HSCs, su conversión a macrófagos, el 

progreso a un estado de progenitor de osteoclasto temprano (con expresión de receptor 

de calcitonina y fosfatasa ácida tartrato-resistente (TRAP)) y la fusión nuclear (Soysa y 

cols., 2012). (Fig. 3) 

 

Se han descrito dos factores derivados del estroma de la médula ósea y de los 

osteoblastos esenciales en la diferenciación de los osteoclastos: Ligando de receptor 

activador para el factor nuclear kB (RANKL) y factor estimulante de colonia monocítica 1 

(M-CSF1). Estos factores permiten la expresión de genes característicos en la 

Fig. 3 Modelo de la  diferenciación 
y activación de osteoclastos. Se 
observa la presencia del 
osteoclasto multinucleado 
(TRAP+) y su activación 
(generación de resorción ósea) 
(Juhasz-Böss y cols., 2012). 
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tipificación de linaje osteoclástico, como TRAP, catepsina K (CTK), metaloproteinasa 9 

(MMP-9), receptor de calcitonina, Anhidrasa Carbónica e integrina-β3 (Soysa y cols., 

2012). 

Para la fusión de las células osteoprogenitoras, con el fin de formar una sola célula 

funcional multinucleada, es necesaria la presencia de familias de citoquinas como 

interleuquina 1 α  (IL-1α) y diferentes proteínas de membrana y de la MEC como 

integrinas y cadherinas (Soysa y cols., 2012; Sims y Gooi, 2008; Boyle y cols., 2003). 

 

B.  Activación osteoclástica 

La activación de los osteoclastos considera la polarización del osteoclasto diferenciado y 

la síntesis de proteínas que participarán en el proceso de resorción ósea, tales como 

Anhidrasa Carbónica, CTK y ATPasa lisosomal (Soysa y cols., 2012). Este proceso 

también es comandado principalmente por RANKL. Factor de crecimiento tumoral alfa 

(TNF-α) y distintos factores como la hormona paratiroidea (PTH), vitamina D3, 

prostaglandinas, prolactina y diferentes interleuquinas, estimulan la expresión de RANKL 

en la superficie del osteoblasto, cuya interacción con la molécula RANK presente en la 

membrana de los osteoclastos diferenciados permite su activación. Esta vía de 

activación osteoclástica es controlada negativamente por  osteoprotegerina (OPG), 

secretada por los osteoblastos o por células osteogénicas del estroma. OPG actúa por 

interacción  con RANKL, impidiendo su unión  a RANK. (Fig. 2) Se ha demostrado que 

RANKL y M-CSF son necesarios para la diferenciación y la activación de los 

osteoclastos. Por tanto, OPG bloquea ambos procesos (Sims y Gooi, 2008).  

Se ha descrito que la presencia de “cracks” en el tejido óseo y/o  cargas mecánicas de 

elevado impacto sobre el hueso son reconocidos por los osteocitos ubicados en sus 

lagunillas, los que mediante sus proyecciones dendríticas se comunican con 

osteoblastos para fomentar la resorción ósea. Además, se ha descrito que osteocitos 

son la principal fuente de RANKL requerido por osteoclastos (Xiong y cols., 2015). Esto 
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es fundamental considerando que, antes de sintetizar nuevo tejido óseo por parte de los 

osteoblastos, es necesario remover el tejido dañado (Crockett y cols., 2011; Sims  y 

Gooi, 2008). 

 

C. Aposición ósea 

Durante la remodelación ósea, la formación de hueso es controlada por factores locales 

y sistémicos (Kini y Nandeesh, 2012). Un claro ejemplo se ve en el sinergismo de 

factores sistémicos como la concentración de vitamina D3 y prostaglandina E2, con IGF-

1 cuya interacción permite la maduración de osteoblastos e intercomunicación con 

osteoclastos por medio de la expresión de RANKL y/o, mediante la presencia del factor 

de transcripción 2 relacionado con Runt (Runx2) y según los requerimientos fisiológicos 

presentes, diferenciarse en células “bone lining cells” o quedar inmersos en lagunillas de 

la matriz ósea como osteocitos (Crockett y cols., 2011). 

Si bien la remodelación ósea corresponde a un proceso de alta sincronía celular del 

tejido óseo –lo que se denomina “unidad multicelular básica” (BMU)-, este proceso 

ocurre de manera asincrónica a través del tejido óseo (Eriksen, 2010; Matsuo, 2009).  Se 

estima que la actividad de resorción de la BMU en un humano adulto lleva 

aproximadamente 3 semanas en completarse, en cambio la formación de hueso 

aproximadamente 3 a 4 meses (Sims y Martin, 2014), por lo que el reemplazo de todo el 

esqueleto humano tomaría alrededor de 10 años.  

Esta actividad coordinada de la BMU difiere según el tipo de hueso que se esté 

remodelando. En hueso trabecular la BMU está localizada en la superficie y se necesita 

de un canopy formado por bone lining cells que generan un ambiente diferenciado 

mientras osteoclastos resorben hueso, mientras que paralelamente los osteoblastos 

cumplen con su formación secretora de matriz ósea. Por otro lado, en hueso cortical no 

existe la formación de un canopy, sino que osteoclastos y osteoblastos están en 

contacto directo con vasos sanguíneos provenientes de los canales de Havers (Fig. 4). 
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Fig. 4 Diferencia entre la remodelación de hueso trabecular y cortical. Se observa que para el hueso 
trabecular existe la generación de  un canopy formado por bone lining cells que separan el medio 
de remodelación del torrente sanguíneo de la médula ósea, de donde surgen los precursores de 
osteoblastos y osteoclastos. Por otro lado, en hueso cortical existe contacto directo entre el sitio de 
remodelación con los vasos sanguíneos de los canales de Havers. (Sims y Martin., 2014). 
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ATP EXTRACELULAR Y REMODELACIÓN ÓSEA. 

Se ha demostrado la presencia de receptores P2Y/P2X en células relacionadas con la 

remodelación ósea  (osteoblastos y osteocitos) (Burnstock y cols., 2013; Orriss y cols., 

2010). La activación de estos receptores por ATPe generan la proliferación osteoblástica 

mediante señalización asociada a transitorios de calcio y, además, provocan la 

activación de Runx2 (factor de transcripción asociado a la diferenciación osteoblástica) 

en osteoblastos (Costessi y cols., 2005). 

Por otro lado, también se ha demostrado la acción directa de nucleótidos extracelulares 

en receptores P2Y6 de osteoclastos promoviendo su diferenciación y activación (Orriss y 

cols., 2011; Korcok y cols., 2005). Por otro lado, se ha propuesto que la acción del ATPe 

sobre receptores P2Y2 en la membrana de osteoblastos genera una disminución de la 

mineralización de la matriz ósea.  

Sin embargo, existen antecedentes diversos acerca de cuál es el resultado de la 

activación de estos receptores P2X y P2Y tanto en osteoblastos como en osteoclastos 

(Orriss y cols., 2010), donde incluso se ha descrito la inducción de apoptosis de estas 

células. Por tanto, es necesario generar un estudio detallado acerca de los efectos que 

genera el ATPe al activar sus receptores en base a distintas dosis y tiempos, pues no 

existen estudios que evidencien detalladamente la respuesta del ATPe en osteoclastos a 

distintas dosis y temporalidades o que diferencien su acción sobre el proceso de 

diferenciación y activación osteoclástica. Además, los pocos estudios  que se han 

realizado para entender la relación de estos procesos han mostrado distintos resultados, 

por lo que sacar conclusiones es bastante complejo y, por tanto, es necesario un análisis 

riguroso y controlado sobre este tema de interés (Orriss y cols.; 2011; 2010). 

 

FISIOPATOLOGÍA DEL SISTEMA MASTICATORIO. 

El Sistema Masticatorio es una unidad funcional caracterizada por la presencia de 

estructuras esqueléticas (mandíbula y maxilares), arcos dentales y tejidos blandos 
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(musculatura masticatoria, ligamentos, glándulas salivales, vasos sanguíneos y nervios), 

junto con la presencia de las articulaciones témporomandibulares (ATM). Estas 

estructuras deben mantenerse en armonía estática y dinámica para cumplir con las 

exigencias funcionales básicas, a saber: hablar, comer, deglutir, etc. (Cuccia y 

Caradonna, 2009). 

Los denominados trastornos témporomandibulares (TTM) corresponden a un grupo 

heterogéneo de patologías que afectan las estructuras músculo-esqueletales que 

conllevan el desequilibrio tanto para las ATM, músculos masticatorios y todos los tejidos 

blandos asociados. (Durham y cols., 2015). Estos trastornos se han clasificado en dos 

ejes fundamentales, con el objetivo de estandarizar el diagnóstico y el manejo 

terapéutico para cada caso. Estos ejes son, según el criterio DC/TMD (Diagnostic 

Criteria for Temporomandibular Disorders) propuesto (Manfredini y cols., 2006; 2011):  

 Eje I: Pacientes con diagnóstico físico.  

 Eje II: Pacientes con diagnóstico psicosocial.  

Sin embargo, esta clasificación se basa únicamente en los criterios clínicos e 

imagenológicos que existen para diagnosticar los TTM, sin existir estudios que aclaren 

cuáles son los eventos moleculares subyacentes a estas patologías que afectan al 

sistema masticatorio en su conjunto (Pupo y cols., 2016).  

Por otro lado, al momento de realizar una revisión de cómo se entiende la comunicación 

de cada uno de los elementos del sistema masticatorio, como un elemento destacable 

del sistema músculo-esquelético, es apreciable que este sistema se estudia 

históricamente en base a las fuerzas mecánicas generadas entre cada una de las 

estructuras que lo componen. Por esto mismo, conocer las bases moleculares de esta 

interacción permitirá entender de mejor manera la etiopatogenia de los trastornos 

témporomandibulares y generar herramientas farmacológicas y terapéuticas concretas. 

Esto será un gran aporte al campo de la odontología, dado que actualmente los 

trastornos témporomandibulares y del sistema masticatorio en su conjunto tienen origen 
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poco claro y complejo siendo tratados exclusivamente en forma paliativa (Schiffman y 

cols., 2014). 

 

 

 

 

 

SEÑALIZACIÓN POR NUCLEÓTIDOS EXTRACELULARES EN SISTEMA 
MASTICATORIO. 

Se ha descrito la presencia de receptores P2X y P2Y en distintas zonas de la región 

oral. En fibroblastos del tejido gingival se expresan  receptores P2X7 cuya activación 

aumenta los niveles de la citoquina inflamatoria interleuquina 8 (IL-8). En el tejido pulpar, 

el estrés mecánico provoca la liberación de UDP que activa receptores P2Y6 y promueve 

la transcripción de IL-6. Se ha descrito también la liberación de ATP a través de hemi-

canales de conexina en ligamento periodontal, que actúa a nivel de receptores P2Y1 

regulando los niveles de osteopontina (OPN) y RANKL (Lim y Mitchell, 2012). Sin 

embargo, no existen estudios ni evidencias del rol del ATPe u otros nucleótidos 

extracelulares en el sistema masticatorio como mediadores de la remodelación ósea y 

plasticidad muscular. Por tanto, la línea general de nuestro laboratorio pretende 

determinar el posible rol del ATPe como mediador de la comunicación cruzada músculo-

hueso en el aparato masticatorio. Y, por lo mismo, se debe desarrollar métodos 

experimentales que permitan esclarecer la base molecular de la comunicación entre 

estos dos tejidos, siendo el tejido óseo el elegido en esta investigación con el fin de 

entregar la evidencia con respecto a su posible plasticidad celular frente a la acción de 

nucleótidos extracelulares liberados por el tejido muscular. 
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 PROYECTO DE INVESTIGACIÓN. IV.

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

remodelación ósea en el sistema masticatorio a través de nucleótidos extracelulares, es 

necesario precisar una serie de caracterizaciones previas. Es así que este proyecto 

evaluará concretamente el rol del ATPe en la diferenciación de osteoclastos en cultivo. 

Se utilizará la línea celular RAW 264.7 de monocitos de ratón, cuyos procesos de 

diferenciación y activación a osteoclastos maduros por RANKL han sido ampliamente 

caracterizados. En esta línea celular, se analizará la expresión de Ácido Ribonucleico 

Mensajero (ARNm) para los distintos subtipos de receptores de ATP (P2X y P2Y) y se 

caracterizará el efecto concentración- y tiempo-dependiente de ATPe respecto en la 

diferenciación a osteoclastos. Nuestro trabajo sentará las bases para que posteriormente 

en nuestro laboratorio se ensaye el efecto de medios condicionados derivados de 

músculos masticatorios de ratón en la osteoclastogénesis de esta línea celular, mediada 

por ATPe. Este proyecto, además de ser un engranaje relevante dentro de un proyecto 

mayor, aportará en sí mismo al conocimiento de la osteoclastogénesis inducida por 

nucleótidos extracelulares, con proyecciones en procesos de remodelación ósea en 

salud y enfermedad. 
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 HIPÓTESIS. V.

 

 “El ATP extracelular promueve la diferenciación de monocitos RAW 264.7 a 

osteoclastos”. 

 

 OBJETIVO GENERAL. VI.

  

Determinar si el ATP extracelular induce la diferenciación de células de la línea 

RAW 264.7 a osteoclastos. 

 

 OBJETIVOS ESPECÍFICOS. VII.

 

1. Determinar la expresión del ARNm para los distintos subtipos de receptores de 

nucleótidos extracelulares P2X/P2Y  en células RAW 264.7 en estado de 

monocitos o luego de inducir su diferenciación a osteoclastos con RANKL. 
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2. Evaluar la diferenciación de células RAW 264.7 a osteoclastos en presencia 

de ATP extracelular (curvas concentración y tiempo-respuesta). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 METODOLOGÍA. VIII.

1. Estrategia Experimental. 

1.1 Determinar la expresión del ARNm para los distintos subtipos de receptores de 

nucleótidos extracelulares P2X/P2Y  en células RAW 264.7 en estado de monocitos o 

luego de inducir su diferenciación a osteoclastos con RANKL.  

Antes de evaluar el efecto de ATP exógeno en las células RAW 264.7, se buscó la 

posible expresión de los ARNm de distintos subtipos de receptores de ATP. Se 

evaluaron los niveles de ARNm y no de proteína, debido a su rápida detección y bajo 

costo por PCR tiempo real (qPCR), considerando el alto número de subtipos de 

receptores que se analizaron (7 P2Y y 7 P2X). Células RAW 264.7 se cultivaron por 5 

días en ausencia o presencia de RANKL 35 ng/mL. En nuestro laboratorio está 

estandarizado que dicha concentración y tiempo de RANKL genera osteoclastos 

maduros. Se evaluaron los niveles de ARNm de receptores de nucleótidos de la familia 

P2Y (subtipos P2Y1-2-4-6-12-13 y 14) y P2X (subtipos P2X 1-2-3-4-5-6 y 7) por qPCR. Además, se 

realizó la estandarización de funcionalidad de los partidores propuestos mediante su 

utilización en extracto total de cerebro de ratón.  
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1.2 Evaluar la diferenciación de células RAW 264.7 a osteoclastos en presencia de ATP 

extracelular (curvas concentración y tiempo-respuesta). 

Células RAW 264.7 serán cultivadas en presencia de distintas concentraciones de ATP 

extracelular (10 nM - 100 nM - 1 µM - 10 µM ó 100 µM) por distintos tiempos (1- 3- 5- 7 

días). Se evaluará  la diferenciación de las células a cuantificación por qPCR del ARNm 

de marcadores de diferenciación (TRAP, MMP-9, catepsina K, ATPasa lisosomal y 

Andhidrasa Carbónica). Como control positivo se utilizarán células RAW 264.7 cultivadas 

en presencia de 35 ng/mL RANKL por 5 días, debido a la evidencia que especifica que a 

partir de esta cantidad de tiempo se encontraría un avanzado desarrollo de la 

diferenciación osteoclástica utilizando RANKL. Como control negativo se utilizarán 

células RAW 264.7 cultivadas en ausencia de estímulos adicionales al medio de cultivo. 

2. Métodos. 

 

2.1 Cultivo celular. 

La línea celular de monocito-macrófago de ratón RAW 264.7 (ATCC®TIB-71™) se 

cultivó en Medio Dulbeccos’s Eagle Modificado con alta glucosa, L-glutamina y rojo fenol 

(DMEM, Thermo Fisher, E.E.U.U.) suplementado con 10% suero fetal bovino (SFB),  

penicilina 100 U/mL, estreptomicina 100 µg/mL y piruvato de sodio 1 mM, en un 

ambiente húmedo con 5% CO2 a 37°C. Se realizaron pasajes de las células cada 2- 3 

días, evitando que superen el 80% de confluencia. Se utilizaron células en pasajes 7- 15. 

2.2 Diseño experimental y tratamientos farmacológicos. 

Se sembraron 3000 células RAW 264.7 por pocillo en placas de 24 pocillos. 

Las células fueron sometidas a distintas concentraciones de ATP exógeno (10 nM – 100 

nM – 1 µM – 10 µM ó 100 µM) por distintos tiempos (1- 3- 5- 7 días). Para experimentos 

que duren más de 1 día, se cambió diariamente el medio de cultivo con el estímulo, 

considerando la degradación que sufre el ATP en el medio extracelular. Como control 
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positivo de diferenciación de las células, se utilizó RANKL soluble 35 ng/mL (PeproTech, 

NJ, E.E.U.U), a los mismos tiempos ensayados para el ATP. 

Por lo tanto, los grupos de ensayo fueron los siguientes: 

1 día: Sin estímulo / Con ATP exógeno (10 nM – 100 nM – 1 µM – 10 µM ó 100 µM) / 

con RANKL 35 ng/mL. 

3 días: Sin estímulo / Con ATP exógeno (10 nM – 100 nM – 1 µM – 10 µM ó 100 µM) / 

con RANKL 35ng/mL. 

5 días: Sin estímulo / Con ATP exógeno (10 nM – 100 nM – 1 µM – 10 µM ó 100 µM) / 

con RANKL 35ng/mL. 

7 días: Sin estímulo / Con ATP exógeno (10 nM – 100 nM – 1 µM – 10 µM ó 100 µM) / 

con RANKL 35ng/mL. 

La utilización de las concentraciones de ATP propuestas se debe a que no existen 

indicios acerca de cuál sería la concentración óptima para la activación de genes de 

diferenciación de osteoclastos. Además se ha demostrado la expresión máxima de estos 

genes posterior a la estimulación con RANKL por 5 a 7 días (Merrild y cols., 2015). Por 

tanto se hace necesario el estudio de temporalidad de la diferenciación de osteoclastos 

a partir de estímulos con ATP que se relacionen con lo aportado en las investigaciones 

de RANKL.  

En resumen, un total de 3000 células RAW 264.7 se cultivaron por 1, 3, 5 y 7 días  en 

presencia de distintas concentraciones de ATP (10 nM, 100 nM, 1 µM, 10 µM ó 100 µM) 

con un control positivo de RANKL 35 ng/mL. El medio fue sustituido diariamente con 

excepción del control positivo, ya que éste fue cambiado cada 3 días de acuerdo a lo 

recomendado en protocolos de diferenciación de células RAW 264.7. Al finalizar los 

tiempos de incubación, las células se procesaron de acuerdo a lo descrito a continuación 

en las distintas metodologías. 
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2.3 Extracción y cuantificación de ARN total. 

El ARN total de células RAW 264.7 con diferentes estímulos de ATP (10 nM, 100 nM, 1 

µM, 10 µM ó 100 µM) por 1-7 días se extrajo usando reactivo Trizol® (Thermo Fisher, 

E.E.U.U.) de acuerdo al protocolo descrito por el fabricante. Brevemente, las células 

fueron homogenizadas en 300 µL de Trizol®, dejando la preparación a temperatura 

ambiente por 5 min. Posteriormente, se adicionaron 67 µL de cloroformo y se mezcló 

vigorosamente 10 veces por inversión, seguido de 20 seg. de vortex. Las mezclas fueron 

centrifugadas a 12000 g por 15 min a 4°C. La fase superior acuosa, que contiene el ARN 

de interés, fue removida y llevada a un tubo nuevo. El ARN se precipitó con 167 µL de 

isopropanol y 3 µL de Glycoblue (Thermo Fisher, E.E.U.U.) durante 2h a -20°C. 

Posteriormente se centrifugaron las muestras a  12000 g por 10 min a 4°C. El 

precipitado se lavó con 1 mL de etanol 70% y se re-suspendió en 20 µL de H20 libre de 

nucleasas. Para evitar posible contaminación con Ácido desoxirribonucleico (ADN) 

genómico, las muestras se trataron con un kit de DNAsa (Thermo Fisher, E.E.U.U.), 

según las indicaciones del fabricante. La concentración de ARN se determinó mediante 

espectrofotometría a 260 nm, en el equipo Synergy HT microplate reader (Biotek, 

E.E.U.U).  La pureza de la extracción se determinó mediante la relación de absorbancia 

260/280 nm; sólo se utilizó el ARN si dicha razón estaba en el rango 1,8- 2,0. El ARN se 

almacenó a -80°C hasta su utilización. 

 

2.4 RT- PCR tiempo real. 

Para la reacción de transcripción reversa se utilizó la enzima SuperScript II (Thermo 

Fisher, E.E.U.U.). Se incubó una mezcla de 1 µg de ARN, 1 µL de dNTP 10 mM y 1 µL 

de poli dT 10 mM en un volumen final de 10 µL (completando el volumen con H2O sin 

nucleasas) durante 5 minutos a 65°C y 1 min a 4°C. Posteriormente se agregó a cada 

tubo la siguiente mezcla: 4 µL buffer de la enzima 5x, 2 µL DTT 0,1 M, 0,5 µL (100 U) de 

transcriptasa inversa SuperScript II, y 1,5 µL de agua sin nucleasas. La síntesis de  

Ácido desoxirribonucleico cíclico (ADNc) se realizó incubando a 42°C por 50 min y la 
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reacción se detuvo a 72°C por 15 min. Luego de la obtención del ADNc se realizó el 

qPCR para determinar los niveles de ARNm de receptores P2Y (subtipos 1, 2, 4, 6, 12, 13 y 

14), receptores P2X (subtipos 1, 2, 3, 4, 5, 6 y 7) o marcadores de osteoclastogénesis. Los 

partidores sentido y antisentido para cada mensajero a amplificar se detallan en la Tabla 

1, junto a la concentración final de uso. La concentración óptima de cada partidor se 

encontraba previamente estandarizada en nuestro laboratorio como aquella que entrega 

95-105% de eficiencia en la reacción. Para la reacción de PCR se utilizó 1 µL de ADNc, 

6 µL Fast Sybr Green Master Mix (Thermo Fisher, E.E.U.U.) 1,2 µL de partidores 

(sentido + antisentido, concentración dependió de la concentración final de uso para 

cada pareja de partidores) y 3,8 µL de H2O sin nucleasas. Para el qPCR se utilizó el 

equipo StepOne® (Thermo Fisher, E.E.U.U.). 

Se realizaron reacciones sin ADNc molde para corroborar la amplificación específica de 

la reacción de PCR, además de realizarse reacciones sin la enzima transcriptasa inversa 

para controlar que los productos de amplificación no correspondían a ADN genómico. El 

protocolo de amplificación utilizado fue el siguiente: 95°C por 20 seg. y luego 40 ciclos 

de 95°C por 3 seg. (desnaturación) y 60°C (hibridación/extensión) por 30 seg. Los 

valores fueron normalizados a la expresión de GADPH y reportados bajo el método 2-

ΔΔCT. (Pfaffl, 2001). Para cada condición de cada partidor se obtuvo su valor de umbral 

de ciclos Ct (cycle threshold) que representa el número de ciclos necesarios para que 

cada partidor analizado alcance un umbral de señal de fluorescencia. La comparación de 

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

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

exista en la muestra, menor será el número de ciclos (Ct) que se requiere para alcanzar 

este umbral, pudiendo estimar la cantidad relativa de ARNm a partir de este valor. Por 

otro lado, el concepto de NTC (Not Template Control) corresponde al control blanco de 

la técnica (sin ADNc). 
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Tabla 1: Partidores utilizados en la técnica de qPCR para amplificar ADNc derivados de 

ARNm para receptores de ATP o marcadores de osteoclastogénesis. 

ADNc a 

amplificar 
Partidor Sentido Partidor Antisentido 

Concentración 

final nM 

P2X1 TGTACGGGGAGAAGAACCTG TCCCAAACACCTTGAAGAGG 200 

P2X2 CGTCTTCATCGTGCAGAAAA CACTTTGTGTTCCGACATGG 600 

P2X3 TACCAAGTCGGTGGTTGTGA CCACCCCACAAAGTAGGAGA 400 

P2X4 GCACCCTCCACCATCTCTAA AAACCTCTTGCCAGAAGCAA 600 

P2X5 ACCAACCTGATCGTGACTCC CAGTCGGTGTCCTCTGAACA 400 

P2X6 GTGGATAGAGAGGCCGGTTT GTAACAGGGTTAGCGGGTGA 400 

P2X7 GGCACTGGAGGAAAATTTGA TGAGCAAGTCAATGCACACA 600 

P2Y1 AGGAAAGCTTCCAGGAGGAG CGTGTCTCCATTCTGCTTGA 400 

P2Y2 GTCAGCAGTGACGACTCAAGAC TCAGAGGATATCAGCCCCTTTA 600 

P2Y4 AGGAAGCAGCAGAACACCAT CAAGGAGTCTGCACTGGTCA 600 

P2Y6 TTCCATCTTGCATGAGACAGAC GCTTGAAATCCTCACGGTAGAC 600 

P2Y12 CCTGTGCGTCAGAGACTACAAG GGATTTACTGCGGATCTGAAAG 600 

P2Y13 GGCCACTAGATGTCACCTTTTC GATGGTGGGGTGGTAACTAGAA 600 

P2Y14 GGAATTCTCTCTTCCGAATCCT TGTTCATCTTCTCACCTCTGGA 600 

TRAP CGACCATTGTTAGCCACATACG TCGTCCTGAAGATACTGCAGGTT 600 

MMP-9 GCTGACTACGATAAGGACGGCA GCGGCCCTCAAAGATGAACGG 600 

Catepsina K ATATGTGGGCCAGGATGAAAGTT TCGTTCCCCACAGGAATCTCT 600 

ATPasa 

lisosomal 
ACGGTGATGTCACAGCAGACGT CCTCTGGATAGAGCCTGCCGCA 600 
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Anhidrasa 

Carbónica 
CTCTGCTGGAATGTGTGSCCTG CTGAGCTGGACGCCAGTTGTC 400 

GAPDH CAACTTTGGCATTGTGGAAG CTGCTTCACCACCTTCTTG 400 

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

final de uso en la reacción de qPCR. 

 

 

A continuación se muestran las Curvas de Melting para cada partidor utilizado: 

 

 

Fig. 5. Curvas de Melting de ARNm utilizados como marcadores de diferenciación 

osteoclástica  

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A) Anhidrasa Carbónica B) ATPasa 

D) MMP-9 C) CTK 
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3. Presentación de datos y análisis estadístico. 

 

Cada uno de los ensayos se realizó de manera independiente al menos 3 veces (en 

células provenientes de distintos cultivos). Los resultados fueron presentados como 

Promedio ± Error Estándar del número de experimentos independientes indicados (n) o 

como ejemplo representativo de experimentos realizados al menos tres veces de forma 

independiente, lo que permitió descartar datos que tuvieron variabilidad de más de 500 

veces con respecto al resto en cada una de las condiciones propuestas. Las 

comparaciones entre los grupos se realizaron mediante el test no pareado y no 

paramétrico de Mann-Whitney cuando existió una única condición contra un control. 

Para comparaciones múltiples, se utilizó ANOVA de dos vías seguido de la prueba post-

hoc de Bonferroni de comparaciones múltiples. Un valor p<0,05 fue considerado como 

límite de significancia. 

 

 

 

F) GAPDH E) TRAP 

Curvas de Melting de muestras representativas para cada partidor utilizado. 
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 RESULTADOS. IX.

1. Expresión de ARNm para receptores P2X/P2Y en células RAW 264.7 en estado 

de monocito u osteoclasto. 

Células RAW 264.7 se cultivaron por 5 días en ausencia o presencia de RANKL 

35 ng/mL. Se evaluaron los niveles de ARNm de receptores de nucleótidos de la 

familia P2Y y P2X por qPCR. Como control positivo de la diferenciación a 

osteoclasto se utilizaron los marcadores: TRAP, CTK, MMP-9, ATPasa y 

Anhidrasa Carbónica. 

Teniendo un n=3, se evaluaron los Ct correspondiente a cada partidor, teniendo 

un NTC para cada uno, considerándose presencia de expresión cuando existía 

una diferencia mayor a 5 Ct con respecto al NTC respectivo. 

Tabla 2. Presencia/Ausencia de expresión de distintos ARNm en células RAW 

264.7 en estado monocítico y osteoclástico (posterior a la estimulación 

con RANKL por 5 días). 
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Los resultados indican la presencia de los receptores subtipos P2X4 y 7 y subtipos 

P2Y2, 6 y 12 en ambos estados de células RAW 264.7. Sin embargo, el receptor 

P2X3 se expresó únicamente para dos cultivos celulares o “n” en el estado 

monocítico. 

Según lo establecido, se presenta el control positivo como  veces de expresión de 

los marcadores característicos de diferenciación osteoclástica en condición 

RANKL por 5 días (Fig.6). 

Presencia (+)/ Ausencia (-) de expresión

Partidor

TRAP

CTK

MMP-9

ATPasa lisosomal

Anhidrasa Carbónica

P2X1

P2X2

P2X3

P2X4

P2X5

P2X6

P2X7

P2Y1

P2Y2

P2Y4

P2Y6

P2Y12

P2Y13

P2Y14 -

-

+

-

+

+

-

-

+

+

-

-

+

+

+

-

-

+

+

+

+

+

-

-

-

+

-

+

-

-

-

-

-

-

+

Monocito Osteoclasto

-

-

-
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v a lo re s  e x p re s a d o s  c o m o  m e d ia  ±  e rro r e s tá n d a r. * : p  <  0 ,0 5 .

*

*

*

*

 

Previo al estudio de la expresión de receptores purinérgicos y para validar nuestro 

método de obtención de osteoclastos, se analizó la expresión de marcadores de 

diferenciación de osteoclasto. Estos resultados entregaron diferencias 

significativas luego de la estimulación con RANKL por 5 días para TRAP, CTK, 

MMP-9 y ATPasa (Fig. 6) existieron diferencias significativas con respecto a su 

control negativo. En contraste, para Anhidrasa Carbónica (AnhCarb) no existieron 

diferencias significativas (p=0,057). Sin embargo al analizar cada uno de los 

experimentos de manera independiente, se observó aumentos individuales de la 

expresión para los cuatro experimentos realizados, por lo que se espera que 

ampliando el tamaño de la muestra se refleje esta diferencia significativa 

encontrada en los otros marcadores propuestos. 
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i. Comparación de cantidad de veces de aumento de expresión de los 

receptores purinérgicos de familia P2X en condición RANKL vs medio sin 

estímulo (Control). 
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(n = 3 ) . R e s u lta d o s  n o rm a liz a d o s  re s p e c to  a  G A P D H  e n  la  c o n d ic ió n  c o n tro l

(s in  R A N K L ) .  T e s t n o -p a re a d o  M a n n  W h itn e y . L o s  p u n to s  m u e s tra n  v a lo re s

e x p re s a d o s  c o m o  m e d ia  ±  e rro r e s tá n d a r. N o  s e  e n c o n tró  s ig n ific a n c ia  p a ra

n in g u n a  d e  la s  c o m p a ra c io n e s .

 

El resultado del análisis estadístico no mostró diferencias significativas en 

la expresión de los receptores P2X3, P2X4 y P2X7 posterior a la 

estimulación con RANKL (p=0,1; p=0,7 y p=0,9, respectivamente). A pesar 

de lo sucedido con el promedio, es posible evidenciar que al analizar los 

resultados de manera independiente del “n”=3, se evidenció un aumento de 

la expresión de 20 a 400 veces en dos de los tres experimentos realizados 

para los receptores P2X4 y P2X7, en la condición RANKL. Además, para el 

receptor P2X3 analizado a través de experimentos de manera 

independiente, se observó un aumento en su expresión en condición 
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RANKL en los tres experimentos realizados, existiendo un aumento entre 2 

a 40 veces de expresión.  

 

ii. Comparación de cantidad de veces de aumento de expresión de los 

receptores purinérgicos de familia P2Y en condición RANKL vs medio 

control. 
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(n = 3 ) . R e s u lta d o s  n o rm a liz a d o s  re s p e c to  a  G A P D H  e n  la  c o n d ic ió n  c o n tro l
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s ig n ific a tiv a s  p a ra  n in g u n a  d e  la s  c o m p a ra c io n e s

 

Al momento de analizar de manera independiente cada uno de los 

experimentos del n=3, se observó una de aumento de expresión para los 

tres experimentos en receptores P2Y2 y P2Y12  de 4 a 80 veces y de 2 a 50 

veces, respectivamente. Por otro lado, en el receptor P2Y6 se observó un 

aumento en dos de los tres experimentos realizados. Sin embargo, debido 

a la elevada dispersión de datos, el análisis estadístico no evidenció 



 40 

diferencias significativas en la expresión de receptores P2Y posterior al 

estímulo con RANKL (p=0,4 para los tres receptores). 

 

 

2. Evaluación del comportamiento temporal (día 1-7) de los marcadores de 

diferenciación de osteoclastos posterior al estímulo con RANKL. 

Considerando que la estimulación con RANKL por 5 días consiste en el control 

positivo propuesto para la osteoclastogénesis, resulta interesante realizar un 

análisis temporal de la expresión de los marcadores de diferenciación a 

osteoclastos desde el día 1 hasta el día 7 con RANKL. Este análisis permite 

evidenciar en qué momentos existe una mayor expresión de cada uno de los 

marcadores de diferenciación a osteoclastos estudiados. Además, estos 

resultados se pueden contrastar de manera sencilla con los obtenidos a partir de 

la estimulación con ATP en distintas concentraciones por diferentes días. 

En la Fig. 9, se presentan los resultados de expresión para los marcadores de 

diferenciación de osteoclastos (Anhidrasa Carbónica, ATPasa, CTK, MMP-9 y 

TRAP) posterior al estímulo de RANKL 35 ng/mL por 1 a 7 días. 

  

 

 

 

Fig. 9. Expresión de marcadores de diferenciación de osteoclastos posterior a 

estímulo con RANKL por 1 a 7 días.  
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Luego del análisis estadístico se evidenció que para Anhidrasa Carbónica (Fig. 9-A) 

solamente se halló diferencias significativas al día 3 (p= 0,0286). Po otro lado, para 

ATPasa, CTK, MMP-9 y TRAP (Fig. 9. B-E) existieron diferencias significativas de 

su expresión  al día 5, luego de la estimulación con RANKL (p=0,0286, en todos los 
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casos). Además, para MMP-9 y TRAP también se encontraron diferencias 

significativas en el día 1 y el día 3, respectivamente (p=0,0286, en ambos casos). 

Para el resto de los días de estudio no se hallaron diferencias significativas en los 

distintos marcadores propuestos. (1.Anhidrasa carbónica: 1, 5 y 7 días: p=0,0571; 

p=0,0571 y p=0,671, respectivamente; 2. ATPasa: 1, 3 y 7 días: p=0,0571; 

p=0,6571; p=0,0571, respectivamente; 3. CTK: 1, 3 y 7 días: p=0,0571; p=0,0571; 

p=0,4, respectivamente; 4. MMP-9: 3 y 7 días: p=0,0571 y p=0,6286, 

respectivamente; 5. TRAP: 1 y 7 días: p=0,2 en ambas condiciones). 

Finalmente, al analizar cada uno de los ensayos manera independiente (cada 

cultivo celular o “n” por separado), se evidenció que en todos los días de estudio 

existió un aumento de expresión de todos los partidores analizados. 

 

 

3. Evaluación de diferenciación de células RAW 264.7 en estado de monocitos   a 

osteoclastos en presencia de ATP extracelular. 

Se analizó la expresión de los distintos marcadores de osteoclastogénesis 

previamente descritos en respuesta a diferentes concentraciones de ATP (0,01-

100 µM) y diferentes días (1-7 días), con respecto a un control negativo (medio 

control) y un control positivo (medio control + RANKL, en ausencia de ATP).  

 

 

 

i. Anhidrasa Carbónica. 
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R e s u lta d o s  n o rm a liz a d o s  re s p e c to  a  G A P D H  e n  la  c o n d ic ió n  c o n tro l.  T e s t

A N O V A  d e  d o s  v ía s  y  B o n fe rro n i p a ra  c o m p a ra c io n e s  m ú lt ip le s . L a s

b a rra s  m u e s tra n  v a lo re s  e x p re s a d o s  c o m o  m e d ia  ±  e rro r e s tá n d a r. N o  s e

e n c o n tró  s ig n if ic a n c ia  p a ra  n in g u n a  d e  la s  c o m p a ra c io n e s .

 

Al analizar la expresión de Anhidrasa Carbónica posterior al estímulo de 

ATP (Fig. 10), no se evidenciaron diferencias significativas entre las 

distintas concentraciones utilizadas respecto al control en ninguno de los 

días estudiados. Sin embargo, al analizar los resultados de manera 

independiente (cada “n” por separado),  se apreció que para los días 1  y 3 

hubo un aumento de su expresión de entre 2 a 6 veces en las 

concentraciones menores a 100 µM. En los otros días no existió aumento 

de su expresión para las concentraciones de ATP estudiadas. 

En los resultados analizados de manera independiente, se observó que 

tanto para RANKL como para ATP 0,01-100 µM, la expresión de Anhidrasa 

Carbónica presentó un aumento de expresión temprano (1 día), que fue 

disminuyendo a medida que aumentaban los días de estudio.  

ii.  ATPasa. 
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Para la expresión de ATPasa posterior al estímulo de ATP (Fig. 11), no se 

encontraron diferencias significativas entre las distintas concentraciones 

utilizadas con respecto al control en ninguno de los días estudiados. Al 

analizar los experimentos de manera independiente,  se apreció que para 

los días 1 y  7 hubo aumento de su expresión de 5 a 8 y 2 a 6 veces, 

respectivamente. Además, en estos días de estudio, se evidenció que las 

concentraciones 10 y 0,01 µM de ATP mostraron de manera independiente 

una mayor expresión de ATPasa.  

Luego de analizar los resultados cada uno de manera independiente, en las 

condiciones RANKL y concentraciones menores a 10 µM de ATP, la 

expresión de ATPasa fue mayor para los días 1 y 7. 

iii. CTK. 
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F ig . 1 2 E x p re s ió n  d e  C T K  e n  c é lu la s  R A W  2 6 4 .7

p o s te r io r  a  e s t ím u lo  d e  A T P  e n  d is tin to s  d ía s
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D e te c c ió n  a  tra v é s  d e  q P C R  d e  A R N m  d e  C T K  e n  c é lu la s  R A W  2 6 4 .7

p o s te r io r a  e s tím u lo  c o n  A T P  0 .0 1 , 0 1 , 1 , 1 0  y  1 0 0   µ M  (n = 4 ). R e s u lta d o s

n o rm a liz a d o s  re s p e c to  a  G A P D H  e n  la  c o n d ic ió n  c o n tro l. T e s t A N O V A  d e

d o s  v ía s  y  B o n fe rro n i p a ra  c o m p a ra c io n e s  m ú ltip le s . N o  s e  e n c o n tró

s ig n if ic a n c ia  p a ra  n in g u n a  d e  la s  c o m p a ra c io n e s .

 

Con respecto a la expresión de CTK posterior al estímulo de ATP (Fig. 12), 

no se evidenciaron diferencias significativas en ninguna concentración 

propuesta. Sin embargo, luego de analizar de manera independiente los 

experimentos realizados, se evidenció un aumento de su expresión 3 a 60  

veces para 3 “n” en la concentración 10 µM al día 1 y de 3 veces para tres 

“n” en la concentración 0,01 µM para el día 7.  

 

 

 

iv. MMP-9. 
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F ig . 1 3  E x p re s ió n  d e  M M P -9  e n  c é lu a s  R A W  2 6 4 .7  p o s te rio r a  e s tím u lo

d e  A T P  e n  d is tin to s  d ía s
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** *

D e te c c ió n  a  tra v é s  d e  q P C R  d e  A R N m  d e  M M P -9  e n  c é lu la s  R A W  2 6 4 .7

p o s te r io r a  e s tím u lo  c o n  A T P  1 0 0 , 1 0 , 1 , 0 .1  y  0 .0 1  µ M   (n = 4 ). R e s u lta d o s

n o rm a liz a d o s  re s p e c to  a  G A P D H  e n  la  c o n d ic ió n  c o n tro l. T e s t A N O V A  d e

d o s  v ía s  y  B o n fe rro n i p a ra  c o m p a ra c io n e s  m ú ltip le s . L a s  b a rra s  m u e s tra n

v a lo re s  e x p re s a d o s  c o m o  m e d ia  ±  e rro r e s tá n d a r. * : p  <  0 ,0 5 .

1 0

 

Los resultados obtenidos luego de la estimulación con ATP (Fig. 13) 

evidenciaron diferencias significativas al día 5 de estudio en las 

concentraciones 100, 1 y 0,01 µM de ATP con respecto al control. Sin 

embargo, al momento de analizar las veces de expresión, se observó que 

ésta disminuyó luego de la estimulación con ATP.  

Por otro lado, al momento de analizar de manera independiente cada uno 

de los experimentos, se evidenció aumento de su expresión hasta 150 

veces en el día 1 para todas las concentraciones propuestas. 

 

 

v. TRAP. 
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F ig . 1 4  E x p re s ió n  d e  T R A P  e n  c é lu a s  R A W  2 6 4 .7  p o s te rio r  a  e s tím u lo  d e

A T P  e n  d is tin to s  d ía s

          C o n c e n tra c ió n  A T P  (µ M )

V
e

c
e

s
 d

e
 e

x
p

r
e

s
ió

n
 d

e
 A

R
N

m

C o n t r o l 0 ,0 1 0 ,1 1 1 0 1 0 0

0

2 0

4 0

6 0

8 0

1  d ía

3  d ía s

5  d ía s

7  d ía s

D e te c c ió n  a  tra v é s  d e  q P C R  d e  A R N m  d e  T R A P  e n  c é lu la s  R A W  2 6 4 .7

p o s te r io r a  e s tím u lo  c o n  A T P  1 0 0 , 1 0 , 1 , 0 .1  y  0 .0 1  µ M   (n = 4 ). R e s u lta d o s

n o rm a liz a d o s  re s p e c to  a  G A P D H  e n  la  c o n d ic ió n  c o n tro l. T e s t A N O V A  d e

d o s  v ía s  y  B o n fe rro n i p a ra  c o m p a ra c io n e s  m ú ltip le s . L a s  b a rra s  m u e s tra n

v a lo re s  e x p re s a d o s  c o m o  m e d ia  ±  e rro r e s tá n d a r. N o  s e  e n c o n tró

s ig n if ic a n c ia  p a ra  n in g u n a  d e  la s  c o m p a ra c io n e s .

 

Luego de la estimulación con las distintas concentraciones de ATP  (Fig. 

14) no se evidenciaron diferencias significativas con el control. Por otro 

lado, al analizar los experimentos de manera independiente se encontró un 

aumento de su expresión entre 2 a 20 veces en la concentración 100 µM 

para el día 3 y de 6 a 7 veces al día 7 para las concentraciones de 10 µM y 

1 µM.  

 

En base a lo observado en cada uno de los ensayos propuestos y a las herramientas 

estadísticas utilizadas, se puede establecer que los resultados con respecto a la 

estimulación de ATP parecen ser poco contundentes cuando se analizan a través 

del promedio, debido a la alta dispersión de datos. Sin embargo, cuando se analiza 

cada experimento de manera independiente (cada “n” por separado), se observa que 
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todos los marcadores de osteoclastogénesis aumentan a concentraciones o días de 

incubación con ATP determinados. Por lo tanto, es necesario aumentar el tamaño 

muestral para reducir la dispersión de datos y lograr la significancia estadística 

necesaria.  
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 DISCUSIÓN. X.

En el presente trabajo se estudió específicamente el rol del ATP extracelular en la 

diferenciación de monocitos a osteoclastos, células encargadas de la resorción 

durante la remodelación ósea. Los resultados obtenidos permitieron caracterizar la 

expresión de 6 subtipos de receptores purinérgicos (P2X3, P2X4, P2X7, P2Y2, P2Y6 y 

P2Y12) en células RAW 264.7. Una vez detallada la expresión de estos receptores, se 

estudió la expresión de marcadores de osteoclastogénesis posterior al estímulo de 

ATP, en función de distintas concentraciones y días de estudio. Se evidenció aumento 

de la expresión de los marcadores para distintas concentraciones y días, por lo que es 

posible sugerir que el ATP estaría actuando a favor del proceso de diferenciación a 

osteoclastos, sin embargo debido a la alta dispersión de los datos obtenidos, se hace 

necesario aumentar la cantidad de experimentos realizados para obtener resultados 

contundentes. 

 

1. Expresión de receptores purinérgicos 

 

Previo al estudio de la expresión de receptores purinérgicos, los resultados con 

respecto a la presencia de marcadores de osteoclastos entregaron diferencias 

significativas luego de la estimulación con RANKL por 5 días para TRAP, CTK, MMP-

9 y ATPasa, donde se evidencian aumento de expresión de cientos a miles de veces. 

Sin embargo al analizar Anhidrasa Carbónica, se encontró que la diferencia 

significativa con respecto al control no era significativa. Esto ocurre porque, pese a 

que los cuatro experimentos independientes realizados a la expresión de Anhidrasa 

Carbónica aumentan tras el estímulo de RANKL, hay una alta dispersión de datos. 

Por tanto, se propone como solución a este problema aumentar la cantidad de 

repeticiones de este experimento para lograr significancia estadística. 
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2. Expresión de receptores purinérgicos 

Distintos estudios han demostrado la presencia de receptores purinérgicos en la 

mayoría de las células de mamíferos, incluyendo células del tejido óseo. También se 

ha evidenciado que las células de este tejido son capaces de liberar  ATP al medio 

extracelular (Li, y cols., 2014; Rumney y cols., 2012; Pelagatti y cols., 2011; Evans y 

cols., 2006), lo que tendría un efecto autocrino y paracrino (Kringelbach y cols, 2015; 

Agrawal, 2015). Con respecto a los receptores purinérgicos, aún no existe consenso 

acerca de cuáles son los subtipos específicos ni en qué tipo de célula ósea específica 

se encuentran. Además, pocos estudios han demostrado la expresión funcional de 

estos receptores purinérgicos.  

Para la familia de receptores purinérgicos P2X1-7 se describe su presencia en 

osteoblastos y osteoclastos, sin embargo solamente los receptores P2X4 y P2X7  

poseen evidencia de expresión funcional en osteoclastos. (Reyes y cols., 2011; Grol, 

y cols., 2009; Hazama y cols., 2009). Se ha descrito que el receptor purinérigo P2X7 

permite establecer comunicación entre osteoblastos y osteoclastos inducida por 

estímulo mecánico, siendo un actor relevante en la mecano-transducción de señales 

que generen la mantención de la masa ósea (Kringelbach y cols., 2015; Kvist y cols., 

2014; Brandao-Burch, 2012; Li y cols., 2009). Diferentes estudios muestran que la 

inhibición de este receptor en células RAW 264.7 provoca la inhibición de marcadores 

de osteoclastos, tales como CTK y TRAP, claves en la diferenciación y activación de 

este tipo celular (Reyes y cols., 2011). Con respecto al receptor purinérgico P2X4, su 

localización también se describe en osteoclastos, sin embargo aún no es posible 

descubrir cuál es su función específica a nivel de tejido óseo (Lenertz y cols., 2015). 

 

Los resultados de la literatura que evidencian la expresión de receptores P2X, son 

concordantes con los obtenidos a partir del modelo de cultivo celular presentado en 

este trabajo, ya que existió la expresión específica de estos dos receptores (P2X4 y 

P2X7), junto con la expresión del receptor P2X3 posterior a la estimulación con RANKL 

en células RAW 264.7. 
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Por otro lado, al analizar la expresión de la familia de receptores purinérgicos P2Y 

luego de la estimulación con RANKL en el cultivo celular propuesto, se obtuvo la 

expresión de receptores P2Y2, P2Y6 y P2Y12. Al contrastar este resultado con la 

literatura, es posible evidenciar una diferencia interesante con respecto a los distintos 

nucleótidos que se proponen como activadores de estos receptores (Hajjawi y cols., 

2016; Wang y cols., 2013; Ham y Evans, 2012). Por ejemplo, para el receptor P2Y2 se 

especifica que los nucleótidos ATP y UTP son capaces de activarlos con similar 

potencia. Por otro lado, se ha demostrado que el tratamiento por varios días con altas 

concentraciones de fosfato (Pi) extracelular, un metabolito presente luego de la acción 

de ecto-nucleatidasas del medio externo, inhibe la diferenciación de células RAW 

264.7, causando apoptosis e inhibiendo la señalización RANK-RANKL, pero que en 

concentraciones fisiológicas su presencia en el medio extracelular potenciaría la 

actividad de osteoclastos (Li y cols., 2017; Baroja-Mazo y cols., 2012). 

Se ha considerado que específicamente en osteoclastos, los receptores P2Y13 son 

potentes estimuladores de pérdida de masa ósea con estímulos de ADP. (Biver y 

cols., 2013; Rumney y cols., 2012). Con respecto a los receptores P2Y6, se ha 

propuesto que cumplen una función inhibidora de apoptosis en osteoclastos, lo que 

sería un rol antagonista con respecto al receptor P2X7 (Orriss y cols., 2012). A pesar 

de que nuestros resultados sugieren la expresión del receptor P2Y12 y que Buckley y 

cols. también evidenciaron su expresión en osteoclastos, no existe aún una 

descripción que permita saber si esta expresión es o no funcional (Reyes y cols., 

2011) 

Por otro lado, Lenertz y cols. demuestran que en ratones knockout de receptores 

purinérgicos P2X7, P2Y1, P2Y2, P2Y6 y P2Y13 presentan anormalidades esqueletales 

(Lenertz y cols., 2015). Sin embargo, el estudio de la importancia de los receptores 

purinérgicos en el desarrollo del sistema esquelético entrega resultados variables 

propuestos en la literatura.  
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Teniendo en cuenta que los resultados obtenidos en este trabajo demuestran la 

expresión de receptores P2X3, P2X4, P2X7, P2Y2, P2Y6 y P2Y12 en células RAW 

264.7 en estado de monocitos y osteoclastos, es importante considerar que su 

activación permite la realización de variadas funciones en el sistema 

musculoesquelético, la presencia de polimorfismos del receptor P2X4 se ha asociado 

a riesgos de osteoporosis (Wang y cols., 2013). El receptor P2X7 participa 

activamente en el desarrollo musculoesquelético (Burnstock y cols., 2013). Se ha 

propuesto, además, la participación del receptor P2Y13 en la disminución de la masa 

ósea y la homeostasis de este sistema (Jorgensen y cols., 2002; Buckley y cols., 

2002). Se ha descrito un aumento de masa ósea en ratones knockout de P2Y2 y una 

disminución de masa ósea en ratones knockout de P2Y6 (Lenertz y cols., 2015). 

Finalmente, se ha demostrado el rol determinante del receptor P2Y12  en la 

mantención de la masa ósea (Lenertz y cols., 2015).  Por lo tanto es deducible que 

cualquier alteración de estos receptores generaría importantes consecuencias en el 

desarrollo del sistema musculoesquelético. 

 

Los resultados obtenidos en este trabajo con respecto a la presencia o ausencia de 

expresión de estos receptores en células RAW 264.7, son coherentes con lo señalado 

en la literatura. Se analizó además si existe diferencia de expresión de los subtipos de 

receptores P2X/P2Y en estas células en estado de monocitos o luego de 

diferenciarlas a osteoclastos. Pese a que  no se encontraron diferencias significativas 

al analizar de manera independiente cada uno de los experimentos, se reconocen 

aumentos de expresión de los receptores P2X3, P2X4, P2X7, P2Y2, P2Y6 y P2Y12 con 

aumento de hasta 40 veces, alrededor de 2 veces, hasta 30 veces, hasta 80 veces, 

hasta 30 veces y alrededor de 80 veces, respectivamente. La falta de significancia 

probablemente se deba a la gran dispersión de datos, por lo que se requiere 

aumentar el tamaño muestral para poder concluir adecuadamente. Sin embargo, los 

resultados obtenidos sugieren que los receptores propuestos aumentan su expresión 

con la diferenciación monocito-osteoclastos, pudiendo cumplir un rol diferencial en 

cada uno de estos estadios (De Ita y cols., 2016; Lioi y cols., 2015). 
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3. Evaluación de posible diferenciación a osteoclasto a partir de ATP extracelular. 

Dependencia de la concentración y el tiempo de exposición. 

A la actualidad no existe ningún estudio que analice detalladamente la temporalidad 

de la expresión funcional de marcadores de osteoclastos. Por ejemplo, el detalle de la 

funcionalidad presentado por Soysa y cols. guarda relación con el análisis cualitativo, 

donde se establecen criterios fenotípicos para las etapas de diferenciación y 

activación de osteoclastos, es decir, se asocia la expresión de ciertas proteínas con la 

secuencia que va desde monocito hasta el osteoclastos maduro y funcional (Soysa y 

cols., 2011). En ese sentido, los resultados obtenidos para los marcadores estudiados 

entregan un análisis más detallado que el aportado por la literatura. 

Al analizar el marcador Anhidrasa Carbónica se evidenció un aumento de expresión 

en el día 3 luego de la estimulación con RANKL. Además, como se señaló 

anteriormente, probablemente el aumento del número de repeticiones de este 

experimento permitiría encontrar diferencias significativas para los días 1, 5 y 7. Por 

otro lado, al estudiar los resultados de su expresión posterior al estímulo con 

diferentes concentraciones de ATP, donde pese a no existir diferencia significativa en 

los promedios, el análisis individual muestra un aumento de expresión en las 

concentraciones menores a 100 µM para los días 1 y 3. Este resultado se podría 

explicar al considerar que Anhidrasa Carbónica juega un papel importante en la 

maquinaria proteica que permite la diferenciación de osteoclastos, asociándose desde 

etapas tempranas de este proceso celular (Bernhardt y cols, 2017; Long y cols., 2012; 

Grossardt y cols., 2010; Neutzsky-Wulff y cols., 2010; Lehenkari y cols., 1998). 

Con respecto al marcador ATPasa, el análisis estadístico concluyó en que solamente 

al día 5 existió diferencia significativa en su expresión posterior a la estimulación con 

RANKL. A pesar de esto, los resultados para los otros días resultaron ser alentadores 
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para  hallar también diferencias significativas si se aumenta el número de 

experimentos realizados. Sin embargo, luego de la estimulación con ATP no se 

evidenciaron diferencias en los días de estudio. Tras analizar estos datos de manera 

independiente, se evidenció aumento de expresión para los días 1 y 7 en 

concentraciones 1 y 0,01 µM de ATP. Al contrastar estos resultados con la literatura, 

resulta interesante las diferencias halladas, pues se asocia la expresión de esta 

enzima a etapas avanzadas en la diferenciación de osteoclastos (Marcoline y cols., 

2016; Soysa y cols., 2012), sin embargo para el día 1 existe un aumento considerable 

de su expresión en cada uno de los experimentos realizados. 

En el estudio del comportamiento del marcador CTK, se estableció una diferencia 

significativa al día 5 posterior a la estimulación con RANKL en comparación a su 

control. Además, al analizar de acuerdo al análisis de los ensayos individuales, 

podrían existir diferencias significativas para los días 1 y 3 aumentando el número de 

experimentos. Por otro lado, posterior a la estimulación con ATP, se observa que al 

analizar los resultados de manera independiente, existe un aumento de la expresión 

de CTK al día 1 y 7 para las concentraciones 10 y 0,01 µM. Este comportamiento 

asociado a las dos condiciones propuestas, tiene coincidencia con la descripción de la 

funcionalidad de CTK en el proceso de diferenciación de osteoclastos, puesto que se 

describe como una importante molécula en la actividad en este tipo celular (Bernhardt 

y cols., 2017). 

Los resultados para el marcador MMP-9 mostraron una diferencia significativa 

posterior a la estimulación con RANKL para los días 1 y 5. Además, probablemente 

con el aumento del número de experimentos para el día 3, también se hubiese 

encontrado diferencia significativa. El efecto del ATP para este marcador fue muy 

interesante. Luego de 1 día de incubación con ATP, a todas las concentraciones 

estudiadas y en todos los “n” de manera independiente, hubo un aumento en la 

expresión de MMP-9 (aunque no alcanzó significancia debido a la alta dispersión de 

los datos). Sin embargo, luego de 5 días de incubación con ATP 0,01-100 µM, hubo 

una disminución significativa de la expresión de MMP-9 respecto del nivel basal. Esto 
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es muy interesante, porque sugiere un rol dual del ATP dependiendo de la 

temporalidad de acción. Y, además, porque no se ha descrito previamente algún otro 

estímulo que pueda regular negativamente la expresión de MMP-9 en 

monocitos/osteoclastos. Por lo tanto, este es un punto interesante para futuros 

estudios 

Finalmente, al analizar el marcador TRAP, se observó que posterior a la estimulación 

con RANKL, existió una diferencia significativa en los días 3 y 5. Además, posterior a 

la estimulación con ATP no se obtuvieron diferencias significativas entre estas 

condiciones y el control. Al analizar de manera independiente cada uno de los 

experimentos, se evidenció aumento de expresión de TRAP en los días 3 y 7  

Como resumen del análisis de cada uno de los marcadores de diferenciación de 

osteoclastos se obtuvieron los siguientes resultados: 

 

 Posterior al estímulo con RANKL, existió una diferencia significativa en todos 

los marcadores en el día 5 y, además, para MMP-9 y TRAP se obtuvo 

diferencias significativas para el día 1 y 3, respectivamente. Por otro lado, 

analizando los resultados de manera independiente, ATPasa mostró aumento 

de expresión al día 7. 

 

 Posterior al estímulo con las diferentes concentraciones de ATP, se evidenció 

diferencia significativa solamente para MMP-9 al día 5 en las concentraciones 

0,01, 1 y 100 µM. Al analizar estos resultados de manera independiente, se 

observó que existe un aumento de la expresión en todos los marcadores luego 

del estímulo con concentraciones menores a 10 µM. Además, estos aumentos 

de expresión se asociaron a partir del día 1 de estudio para Anhidrasa 

Carbónica, ATPasa, CTK y MMP-9. En cambio para TRAP, analizando los 

datos de manera independiente, se evidenció aumento de expresión a partir del 

día 3. 
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Lo anterior se puede relacionar con lo descrito en la literatura, donde se especifica que 

aquellos marcadores son altamente específicos para evidenciar la diferenciación de 

osteoclastos (Bernhardt y cols., 2017; Merrild y cols., 2015; Crockett y cols., 2011; Soysa 

y cols., 2011; Boyle y cols., 2003), por lo que se esperaría encontrar su aumento de 

expresión a partir de la estimulación prolongada con RANKL. Por otro lado, se debe 

destacar que al analizar el comportamiento de expresión para estos marcadores bajo el 

estímulo de distintas concentraciones de ATP, se evidenció un aumento de su expresión 

luego del estímulo con concentraciones menores a 10 µM, lo que resulta coherente con 

lo descrito por la literatura (Hajjawi y cols., 2016; Miyazaki y cols., 2012; Costa y cols., 

2011; Hiken y Steinberg, 2004; Hoebertz y cols., 2003; Morrison y cols., 1998). Con 

respecto a lo visto en los resultados obtenidos, es posible elaborar dos posibles causas 

de este comportamiento: 1. Se ha evidenciado que altas concentraciones de ATP (>10 

µM) exógeno en células RAW 264.7 generan muerte celular e inhibición de la fusión 

celular para formar células multinucleadas, reportándose incluso la pérdida de 

funcionalidad del receptor P2X7 (Hiken y Steinberg, 2004). 2. La utilización de altas 

concentraciones de ATP podrían provocar una rápida diferenciación de las células RAW 

264.7 a osteoclastos, por lo que el requerimiento metabólico aumentaría drásticamente 

con el paso de los días, causando escasez de recursos presentes en el medio de cultivo 

lo que conduciría a muerte celular. Estas dos posibilidades podrían ser la causa de la 

disminución de expresión de estos marcadores bajo la estimulación de las células con 

una concentración de 100 µM de ATP.  
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 CONCLUSIONES. XI.

La caracterización detallada de la expresión de receptores purinérgicos en células RAW 

264.7 en estado monocítico, permite direccionar futuras investigaciones que evalúen la 

activación de estos receptores producto de la presencia de ATP liberado por otros tipos 

celulares, como por ejemplo, células musculares, cuya relación molecular aún se 

desconoce, más aún a nivel del sistema masticatorio. 

Si bien fue posible evidenciar la expresión de los marcadores que representan la 

diferenciación de osteoclastos, no se observaron diferencias significativas en su 

expresión posterior a la estimulación de diferentes concentraciones de ATP durante 

distintos días. Sin embargo, realizando un análisis de manera independiente para cada 

una de las condiciones propuestas, se pudo evidenciar que ATP aumenta la expresión 

de estos marcadores en condiciones específicas, pero que debido a la dispersión de los 

datos, al momento de trabajar en base a promedios no reflejaron significancia 

estadística, por lo que se sugiere que aumentando el tamaño muestral podrían 

encontrarse resultados contundentes con respecto a la acción del ATP extracelular 

sobre osteoclastos. Por otro lado, es posible que se encuentren mayores niveles de 

expresión de estos marcadores cuando exista el estímulo previo de RANKL al momento 

de exponer las células a ATP, pensando que el ATP podría actuar como co-activador 

junto a RANKL. 

Detallar el rol de ATP extracelular en la diferenciación y actividad de osteoclastos y el 

resto de las células óseas, permitiría comprender cómo se comporta la expresión de 

estos marcadores, así como también entregar las primeras líneas en la búsqueda de 

soluciones terapéuticas moleculares en patologías que presenten alteraciones de masa 

ósea, como el caso de la osteoporosis (Kanaya y cols., 2016; Lee y cols., 2013; North y 

Jarvis, 2013; Wesselius y cols., 2012), osteopenia (Kvist y cols., 2014) e incluso 

periodontitis, donde se ha comprobado la existencia de una alta cantidad de expresión 



 58 

de receptores purinérgicos en muestras de ligamento periodontal (Ramos-Junior y cols., 

2015; Kanjanamekanant y cols., 2014; Binderman y cols., 2014; Luckprom y cols., 2010). 
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