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RESUMEN 

 

Huesos y músculos son órganos integrados en la locomoción y el crecimiento; el 

compromiso de uno de ellos puede afectar la estructura y función del otro.  Pérdidas 

o aumentos simultáneos de la masa ósea y muscular se observan en múltiples 

situaciones fisiopatológicas. En los últimos años, se ha desarrollado el concepto 

que, adicionalmente a la comunicación mecánica entre huesos y músculos, existe 

una comunicación bioquímica a través de moléculas solubles que actuarían de 

manera paracrina. Se ha demostrado que tanto las células de remodelación ósea 

(osteoblastos, osteoclastos y osteocitos) como las células musculares esqueléticas, 

tienen receptores para ATP extracelular de tipo P2X/P2Y, que regulan su 

diferenciación y funcionalidad. Además, se ha demostrado que tanto osteoblastos 

como osteocitos liberan ATP al medio extracelular tanto basalmente como por 

estímulos mecánicos. Se desconoce si este efecto también ocurre en osteoclastos. 

 

En los últimos años nuestro grupo ha demostrado la acción del ATP extracelular en 

el músculo esquelético, donde es liberado durante la actividad muscular y actúa de 

manera autocrina regulando la expresión de genes que controla la plasticidad 

muscular. Teniendo en cuenta que: 1) Existe una relación entre la masa ósea y la 

masa muscular, que se ve afectada por aumento y disminución de la carga 

mecánica; 2) El estímulo mecánico aumenta la liberación de ATP desde 

osteoblastos y osteocitos; 3) El músculo esquelético expresa receptores 

purinérgicos que regulan la expresión de genes; 4) En otros tipos celulares se ha 

demostrado que ATP extracelular activa la vía PI3K-Akt-mTOR, con efectos en el 

crecimiento, sobrevida y proliferación celular; 5) La vía  PI3K-Akt-mTOR es 

importante en la regulación de la síntesis de proteínas en músculo esquelético, en 

este trabajo se puso a prueba la siguiente hipótesis:  

 

“Osteoclastos liberan ATP al medio extracelular por estímulos mecánicos y 

aumentan la síntesis de proteínas en músculo esquelético a través de la activación 

de receptores P2 asociados a la vía PI3K-Akt-mTOR”.  

 

En esta tesis demostramos que osteoclastos purificados a partir de la línea celular 

RAW264,7 diferenciada en presencia de RANKL, liberan ATP al medio extracelular 
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tanto basalmente como en respuesta a estimulación mecánica por movimiento del 

medio. La liberación de ATP es proporcional a la intensidad del estímulo, e 

independiente de la lisis celular. La liberación de ATP basal ocurre tanto por vía 

vesicular como por vía conductiva a través de hemicanales de panexina 1. La 

liberación de ATP inducida por estímulo mecánico ocurre por vía conductiva, 

mediada por receptores P2X7. 

 

Paralelamente, demostramos que el ATP exógeno promueve la fosforilación de Akt 

(S473) en músculo FDB aislado de ratones adultos, de manera tiempo- y 

concentración-dependiente, con máximos a los 7-15 min y 3 µM de concentración. 

ATP 3 µM indujo fosforilación de las proteínas río debajo de Akt: mTOR (S2448), 

p70S6K (T389) y 4E-BP1 (T37/46). ATP 3 µM aumentó 1,41 veces la tasa de 

síntesis de proteínas en músculo FDB; este efecto fue bloqueado con suramina 

(antagonista general P2X/P2Y), LY294002 (inhibidor de fosfatidilinositol 3 quinasa) 

y rapamicina (inhibidor de mTOR).  

 

Finalmente, en cocultivos en cámaras Transwell®, demostramos que osteoclastos 

estimulados mecánicamente promueven la síntesis de proteínas en músculo FDB 

aislado, a través de un mecanismo dependiente de la liberación de ATP y activación 

de la vía P2-PI3K-Akt-mTOR en las células musculares. 

 

Considerando los resultados de este trabajo quedan varias propuestas de futuros 

trabajos de investigación como: 1) La liberación de ATP por los osteoclastos podría 

promover la liberación de otras moléculas (osteoquinas), de mayor vida media o 

potencia, que tengan efecto inductor de la masa muscular; 2) El ATP liberado por 

los osteoclastos podría ejercer un efecto autocrino modificando su función durante 

estimulación mecánica afectado la remodelación ósea y sincronizando esta señal 

con procesos de remodelación muscular. Pero, además, abren una nueva área de 

interés clínico en patologías óseas y musculares en las cuales se ven afectadas 

sus masas, en condiciones como la pérdida de masa musculoesquelética durante 

el envejecimiento (osteoporosis/sarcopenia), o en procesos adaptativos 

relacionados con el uso/desuso muscular en las cuales moléculas liberadas por 

ambas estructuras pudieran llegar a afectar todos estos procesos. 
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ABSTRACT 

 

Bones and muscles are integrated tissues involved in locomotion and growth; the 

dysfunction of one of them can affect the structure and function of the other. Losses 

or simultaneous increases in bone and muscle mass are observed in multiple 

pathophysiological situations. In recent years a new concept emerges which 

considers that, in addition to the mechanical communication between bones and 

muscles, there is a biochemical crosstalk through soluble molecules acting in a 

paracrine manner. 

 

It has been demonstrated that bone cells (osteoblasts, osteoclasts and osteocytes) 

and skeletal muscle cells have P2X/P2Y receptors for extracellular ATP, which 

regulate their differentiation and functionality. In addition, it has been reported that 

both osteoblasts and osteocytes release ATP to the extracellular medium both 

basally and by mechanical stimulation. It is unknown if this effect also occurs in 

osteoclasts. 

 

In recent years, our group has demonstrated the role of extracellular ATP in skeletal 

muscle, where it is released during muscle activity and acts in an autocrine manner 

regulating gene expression that controls muscle plasticity. 

 

Taking into account that: 1) There is a relationship between bone mass and muscle 

mass, which is affected by increase and decrease of the mechanical loading; 2) 

Mechanical stimulation increases ATP release from osteoblasts and osteocytes; 3) 

Skeletal muscle expresses purinergic receptors that regulate gene expression; 4) In 

other cell types it has been shown that extracellular ATP activates the PI3K-Akt-

mTOR pathway, with effects on cell growth, survival and proliferation; 5) The PI3K-

Akt-mTOR pathway is relevant for regulating protein synthesis in skeletal muscle; in 

this work the following hypothesis was tested: 

 

 "Osteoclasts release ATP to the extracellular medium by mechanical stimuli and 

increase protein synthesis in skeletal muscle through the activation of P2Y receptors 

associated with the PI3K-Akt-mTOR pathway ". 
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In this thesis we demonstrated that osteoclasts, purified from the RAW264.7 cell line 

differentiated by RANKL, release ATP to the extracellular medium both basally and 

in response to mechanical stimulation by medium perturbation. The ATP release is 

proportional to the intensity of the stimulus and independent of cell lysis. The basal 

release of ATP occurs both via vesicular exocytosis and via conductive mechanisms 

through pannexin 1 hemichannels. The ATP release evoked by mechanical 

stimulation occurs via a conductive mechanism mediated by P2X7 receptors. 

 

In parallel, we demonstrated that exogenous ATP promotes Akt phosphorylation 

(S473) in FDB muscle isolated from adult mice, in a time- and concentration-

dependent manner, with maximal values at 7-15 min and 3 μM. ATP also induced 

phosphorylation of proteins downstream Akt: mTOR (S2448), p70S6K (T389) and 

4E-BP1 (T37 / 46). ATP 3 μM increased the protein synthesis rate in FDB muscle 

by 2.2 times; this effect was blocked with suramin (general P2X / P2Y antagonist), 

LY294002 (phosphatidylinositol 3 kinase inhibitor) and rapamycin (mTOR inhibitor). 

ATP 3 μM did not significantly modify the activity of the degradation pathway that 

involves ubiquitin 3 ligase-proteosome. 

 

Finally, using co-cultures in Transwell® ® chambers, we demonstrated that 

mechanically stimulated osteoclasts promote protein synthesis in isolated FDB 

muscle, through a mechanism dependent on the ATP release and activation of the 

P2-PI3K-Akt-mTOR pathway in muscle cells. 

 

Considering that ATP is a ubiquitous molecule, released by multiple cell types at the 

musculoskeletal system (muscle fibers, bone cells, blood vessel cells, connective 

tissue fibroblasts), it could participate in the fine regulation of muscle mass. These 

evidences open a new area of clinical interest in bone and muscle pathologies, in 

conditions such as the loss of musculoskeletal mass during aging (osteoporosis / 

sarcopenia), or in adaptive processes related to muscle use/disuse. In addition to 

its clinical relevance, knowing the processes that control the homeostasis of the 

musculoskeletal system is an attractive target in the field of exercise physiology and 

high-performance training. 
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1. INTRODUCCIÓN. 

 

1.1 Generalidades de la integración musculoesquelética. 

El hueso y el músculo son órganos integrados en la locomoción y el crecimiento, 

pero además presentan relaciones cercanas en las que el compromiso de uno de 

ellos puede afectar la estructura y la función del otro.  La relación del sistema 

musculoesquelético ha tomado gran importancia en numerosos ensayos clínicos, 

en los que se han relacionado de forma positiva la masa muscular con la masa ósea 

(Bajaj et al., 2015; Kaji, 2014; Laurent et al., 2016; Maurel, Jahn, & Lara-Castillo, 

2017). Aumentos y disminuciones de la masa ósea y la masa muscular se han 

reportado durante todo el ciclo de vida (Burr, 1997; Maurel et al., 2017; Novotny, 

Warren, & Hamrick, 2015). Estos cambios en la masa ósea y muscular se han 

explicado en parte por las funciones comunes que comparten, de dar soporte y 

movimiento, lo que los lleva a un aumento en su masa a través del aumento de su 

función (Novotny et al., 2015; Sun et al., 2013). Esta teoría mecano-funcional ha 

sido fuertemente respaldada en diferentes ensayos clínicos, en los que evidencian 

disminuciones simultáneas de la masa ósea y muscular, con disminución de la 

actividad musculoesquelética, como en el caso de enfermedad obstructiva crónica, 

falla cardiaca, lesiones neuronales que llevan a parálisis, distrofias 

neuromusculares, inmovilizaciones con yeso, microgravedad y reposo prolongado 

(Brotto & Bonewald, 2015; Laurent et al., 2016; Perrini et al., 2010; Thompson, 

Rubin, & Rubin, 2012). Además, de la teoría funcional se ha evidenciado que 

múltiples factores endocrinos disminuyen la masa de ambas estructuras como han 

sido el uso excesivo de glucocorticoides, el déficit de hormona de crecimiento 

(HG)/IGF-1 y el déficit de esteroides sexuales (Kaji, 2014; Laurent et al., 2016; 

Perrini et al., 2010; Thompson et al., 2012).  

 

1.2 Biología Ósea. 

El hueso es un tejido dinámico en constante remodelación. A pesar de las 

diferencias morfológicas, los huesos cumplen funciones similares, tales como ser 

una reserva de energía (tejido adiposo) y minerales (calcio y fósforo) (Kwan, 2015), 

y como centro primario de  hematopoyesis (formación y maduración de elementos 

celulares de la sangre) en el individuo adulto al contener en su interior la médula 

ósea (Morrison & Scadden, 2014). En general, el hueso es un tejido organizado 
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jerárquicamente (Kwan, 2015; Oftadeh et al., 2015). A nivel nanométrico, el hueso 

está compuesto por una fase orgánica de proteínas no colágenas (como la 

osteopontina y la sialoproteína ósea (Bouleftour et al., 2016; Malaval et al., 2008) y 

el colágeno tipo I (Garnero, 2015; Viguet-Carrin, Garnero, & Delmas, 2006), y una 

fase inorgánica de cristales de apatita carbonatada con alto contenido de calcio y 

fósforo. Mediante la densidad mineral ósea se cuantifica el contenido mineral del 

hueso en g/cm3 (Oftadeh et al., 2015). En la escala micrométrica (Oftadeh et al., 

2015), el hueso denominado “cortical” es aquel con un contenido mineral del 70%, 

organizado en láminas concéntricas que rodean paquetes vasculo-nerviosos 

(osteonas), y atravesado por canales transversales (canales de Volkmann) y 

canalículos irregulares (Figura 1).  

 

Figura 1. Estructura y composición de los huesos (Gao, Peng, Feng, & Shuai, 2017) 

 

Por su parte, el hueso “trabecular” presenta menos contenido mineral (62 %), y una 

estructurada laminada irregular del tejido óseo que forma columnas denominadas 

trabéculas distribuidas estratégicamente con base en la necesidad funcional del 

hueso. En general, en un nivel macroscópico el hueso cortical es menos poroso 

que el hueso trabecular (Bagi, Berryman, & Moalli, 2011), y está recubierto por 

tejido conectivo en la superficie denominado periostio (Evans et al., 2013; Lai, Price, 

Lu, & Wang, 2014) y en su interior denominado endostio. Además, el endostio 

recubre el hueso trabecular, pues este se encuentra en contacto directo con la 
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médula ósea en el interior, tejido blando altamente vascularizado e inervado, con 

una población de células precursoras mesenquimales y hematopoyéticas (Morrison 

& Scadden, 2014). Las células de origen mesenquimal y hematopoyético 

contribuyen a la capacidad de adaptación del hueso ante diferentes estímulos 

funcionales, pues integran los componentes del sistema óseo mediante el control 

de la remodelación ósea (Anderson, Renaud, & Rayfield, 2014).  

 

1.3 Remodelación Ósea 

La remodelación ósea se define como el recambio del hueso en el organismo 

maduro en el periodo postnatal, y se inicia por la resorción ósea local del tejido a 

reemplazar (Sims & Martin, 2014). Los osteoclastos del prefijo “osteo”-(hueso)- y el 

sufijo “clasto”-(destructor), son las células de origen hematopoyético especializadas 

en la resorción ósea (Cappariello, Maurizi, Veeriah, & Teti, 2014). Para ejecutar su 

función, los monocitos son atraídos hacia el área a remodelar mediante diversas 

señales moleculares, cómo el factor estimulante de formación de colonias de 

macrófagos (MCS-F) (Xiao, Wang, Pacios, Li, & Graves, 2016), y mediante la 

acción local del ligando del receptor activador del factor nuclear NF-kB (RANKL) 

(Takahashi, Udagawa, & Suda, 1999; Walsh & Choi, 2014). En el sitio de acción, 

estos monocitos se diferencian en pro-osteoclastos y luego a pre-osteoclastos, para 

finalmente fusionarse y convertirse en osteoclastos multinucleados funcionales 

como se observa en la figura 2 (Boyle, Simonet, & Lacey, 2003; Xiao et al., 2016). 

Para ejecutar su principal función, el osteoclasto forma un anillo periférico y 

hermético en la zona del hueso a degradar, y mediante una bomba activa de 

protones genera un ambiente ácido (Cappariello et al., 2014). Este pH ácido permite 

la liberación de materiales inorgánicos como el calcio y el fósforo desde la superficie 

ósea, y es necesario para la actividad proteolítica de catepsina K, una enzima 

expresada principalmente por los osteoclastos que degrada el colágeno tipo I 

(Novinec & Lenarcic, 2013; Wen, Yi, Liu, Wei, & Xue, 2016). La degradación del 

colágeno tipo I genera el telopéptido carboxi-terminal del colágeno tipo I (CTX-I), y 

la concentración de este péptido es utilizada como biomarcador sistémico de 

resorción ósea (Cavalier et al., 2016; Chubb, 2012; Naylor & Eastell, 2012). Así 

mismo, junto a la catepsina K, el osteoclasto expresa proteínas como la Fosfatasa 

Acida Resistente a Tartrato 5b (TRAP5b) (Lv et al., 2015), necesaria para controlar 
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su avance sobre el hueso (Ek-Rylander & Andersson, 2010), y utilizadas 

frecuentemente como marcadores moleculares de los osteoclastos (Lv et al., 2015; 

Novinec & Lenarcic, 2013). Después de la resorción local ósea producida por los 

osteoclastos, la formación de nuevo hueso es función de células derivadas de los 

precursores mesenquimales en la médula ósea, los osteoblastos (Long, 2011). Los 

osteoblastos forman tejido óseo, y al finalizar su función, pueden quedar atrapados 

en la matriz mineralizada, diferenciándose en osteocitos (Bonewald, 2011; Plotkin 

& Bellido, 2016). Los osteocitos representan más del 95 % de las células óseas 

(Plotkin & Bellido, 2016), (Kwan, 2015), mantienen una alta capacidad de 

comunicación mediante proyecciones dendríticas que recorren los canalículos de 

la matriz mineralizada (Honma et al., 2013; Plotkin & Bellido, 2016), y son 

considerados los principales mecanosensores del hueso (Kringelbach et al., 2015; 

Plotkin & Bellido, 2016). Además, son la mayor fuente de RANKL en el hueso 

trabecular (Honma et al., 2013; Xiong et al., 2015) y expresan moléculas específicas 

que permiten su identificación (como E11/gp38/podoplanina y DMP1). La 

disminución de la densidad mineral ósea por debajo de parámetros establecidos se 

conoce como osteopenia del sufijo “penia”, pérdida. Esta condición precede la 

osteoporosis, la cual compromete adicionalmente la estructura trabecular, y por lo 

tanto la calidad del hueso. Teniendo en cuenta que el RANKL es necesario para la 

proliferación y diferenciación de los osteoclastos proceso denominado 

osteoclastogénesis, la producción de RANKL y de su antagonista soluble, la 

osteoprotegerina (OPG), por parte de osteoblastos y osteocitos determina la razón 

RANKL/OPG (Walsh & Choi, 2014), y por lo tanto el balance en el recambio óseo 

(Humphrey & Nakamura, 2016; Kim & Kim, 2016; Takahashi et al., 1999; 

Takayanagi, 2009; Walsh & Choi, 2014).  

 

Figura 2. Proceso de remodelación ósea. La remodelación se inicia cuando se activan los 
osteoclastos, se resorbe el hueso y se crean cavidades de resorción. La resorción es seguida por la 
activación de osteoblastos y la formación de osteoide, que luego llena la cavidad. BRU, unidad de 
remodelación ósea; CL, línea de cemento; LC, células de revestimiento; OB, osteoblasto; OC, 
osteoclasto; OS, osteoide (Deal, 2009). 
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1.4 Movimiento de líquido intersticial induce mecanotransducción en el 

hueso. 

Las señales mecánicas en el hueso son fundamentales para la regulación de la 

masa ósea, se ha reportado que el ejercicio físico incrementa la masa ósea y la 

inmovilización produce disminución (Fritton & Weinbaum, 2009). El mecanismo por 

el cual las células óseas generan la transducción de las señales mecánicas aún se 

encuentra en estudio, pero un punto que ha cobrado importancia en la actualidad 

es el flujo intersticial (Fritton & Weinbaum, 2009). Los osteocitos que se encuentran 

en la matriz ósea se ubican en espacios denominados lagunas y sus 

prolongaciones celulares se conectan con otras células óseas. Entre la matriz ósea 

y estas prolongaciones hay un espacio denominado canalículo, que puede 

atravesar completamente el hueso desde la parte trabecular hasta la parte cortical. 

Esta red de poros se denomina sistema laguno-canalicular (figura 3). Un punto 

importante en los procesos de mecano-traducción a nivel de las células óseas es 

que este sistema laguno-canalicular está invadido de fluido intersticial, el cual rodea 

los osteocitos, osteoblastos y osteoclastos (Fritton & Weinbaum, 2009). 

Para determinar si efectivamente se presentaba movimiento de fluido en esta red 

laguno-canalicular con y sin carga en tiempo real, se utilizó fluoresceína de sodio 

con una técnica que combina la recuperación de fluorescencia después de foto-

blanqueado medido a través de microscopia confocal (L. Wang et al., 2005), Así se 

demostró que hay difusión de la fluoresceína en condiciones sin carga y que a 

través de ciclos de compresión del hueso el transporte de esta molécula se 

incrementa en un 31% siendo este experimento una evidencia directa que la carga 

induce movimiento del fluido en este sistema (Price, Zhou, Li, & Wang, 2011). 
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Figura 3. Las cargas mecánicas del hueso. La carga mecánica aplicada a nivel de todo el hueso 
se transmite a través del tejido óseo hasta el nivel celular y causa el movimiento del fluido intersticial 
que rodea a los osteocitos en la matriz mineralizada.(Fritton & Weinbaum, 2009; Rubin, McLeod, & 
Bain, 1990) 
 
 

1.5 Comunicación paracrina hueso-músculo. 

Un primer estudio que puso en evidencia la posible comunicación paracrina entre 

componentes del sistema musculoesquelético analizó la recuperación de la fractura 

de tibia en ratones cuando se implantaba sobre el periostio una membrana de 

nitrocelulosa de diferentes tamaños de poro (Kaufman, Reznick, Stein, Barak, & 

Maor, 2008). Esto restringía el paso de moléculas entre el músculo y el hueso, pero 

mantenía intacta la unión de ambos a través del tendón, para no alterar el efecto 

mecánico de la fuerza ejercida por el músculo. A través de evaluaciones 

radiográficas, se determinó que la tasa de síntesis y la calidad del hueso neo-

formado se correlacionaban directamente con el tamaño de poro de la membrana 

de nitrocelulosa, concluyendo que el contacto directo entre el hueso y el músculo 

son indispensables en la recuperación de la fractura (Kaufman et al., 2008). Esto 

llevó a pensar que dentro de esta unidad hueso–músculo existe una comunicación 
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bioquímica paracrina que es importante en la regulación de la estructura y la 

función. 

Una pregunta importante que ha surgido en la actualidad es si los aumentos y las 

disminuciones de la actividad mecánica muscular y ósea presentan cambios en las 

liberaciones de “mioquinas (proteína que se produce y libera por las células 

musculares)” y “osteoquinas (proteína que se produce y libera por las células 

óseas)”, las que pueden impactar al tejido adyacente a través de la comunicación 

paracrina. 

 

1.6 Secreción de moléculas por parte de las células óseas que pueden afectar 

la masa muscular. 

En líneas celulares diferenciadas a osteoblastos y tipo-osteocitos se ha estudiado 

la secreción de moléculas denominadas osteoquinas por estimulaciones mecánicas 

como presión, estiramiento y flujo del medio extracelular (Cianferotti & Brandi, 

2014). Un estudio realizado en la línea celular tipo-osteocitos MLO-Y4 demostró 

que los movimientos del medio extracelular de manera pulsátil promueven la 

secreción de factor de crecimiento similar a la insulina, factor de crecimiento 

mecánico, factor de crecimiento vascular endotelial y factor de crecimiento de 

hepatocitos. Estos factores tienen efecto anabólico en el músculo (Juffer, Jaspers, 

Lips, Bakker, & Klein-Nulend, 2012), por lo que han sido candidatos importantes en 

la comunicación bioquímica hueso-músculo (Brotto & Bonewald, 2015; Cianferotti 

& Brandi, 2014; Laurent et al., 2016; Tagliaferri, Wittrant, Davicco, Walrand, & 

Coxam, 2015). 

En osteoblastos se ha descrito la producción de osteocalcina inducida por insulina; 

ésta, a su vez, cumple un papel paracrino y endocrino al regular la sensibilidad del 

músculo esquelético a la insulina (Zoch, Clemens, & Riddle, 2016). Como otras 

posibles moléculas de señalización liberadas por osteocitos y osteoblastos que 

podrían afectar la masa muscular se han propuesto prostaglandina E2 (PGE2), 

factor de crecimiento fibroblástico-23 y esclerostina, pero aún no hay suficiente 

información sobre su posible participación en la regulación de la masa muscular 

(Brotto & Bonewald, 2015; Cianferotti & Brandi, 2014; Kaji, 2014; Laurent et al., 

2016; Tagliaferri et al., 2015). 
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Una molécula que también aumenta su liberación por estímulos mecánicos en los 

distintos tipos de células óseas (osteoblastos y osteocitos) es la adenosina 5’-

trifosfato (ATP) (Rumney, Wang, Agrawal, & Gartland, 2012). Debido a su aumento 

en el medio extracelular durante la estimulación mecánica y la gran cantidad de 

receptores purinérgicos que presentan las diferentes células óseas, esta molécula 

se ha estudiado como reguladora del recambio óseo, ejerciendo acciones a través 

de rutas autocrinas y paracrinas en las células mecanosensoras óseas (osteocitos), 

en células formadoras de hueso (osteoblastos) y en las células que promueven 

resorción ósea (osteoclastos) (Rumney et al., 2012). Por lo anterior, ya en una 

revisión actual sobre candidatos en la comunicación hueso músculo se ha 

adicionado al ATP como un posible candidato liberado por células óseas que puede 

impactar al músculo (Brotto & Bonewald, 2015). 

1.7 Generalidades de la señalización por nucleótidos extracelulares. 

La señalización por ATP extracelular ha sido caracterizada por ser de las más 

primitivas y ubicuas de las comunicaciones intercelulares (Rumney et al., 2012). 

Esta comunicación está constituida por la molécula ATP y sus metabolitos, que 

activan receptores específicos de la membrana plasmática denominados 

“receptores de nucleótidos” y regulan múltiples procesos fisiológicos (Rumney et 

al., 2012). A diferencia de los receptores de nucleósidos P1, activados por 

adenosina, los receptores de nucleótidos P2 son activados diferencialmente por 

ATP, adenosina 5’-difosfato (ADP), uridina 5’-trifosfato (UTP) y/o uridina 5’-difosfato 

(UDP) (Burnstock, 2014). Los receptores P2, de acuerdo con sus características 

moleculares y mecanismos de señalización, se agrupan en dos familias, los 

receptores P2X (canales iónicos) y los receptores P2Y (receptores acoplados a 

proteína G). En la actualidad se han caracterizado cuatro subtipos de receptores 

P1 (A1, A2A, A2B y A3), siete subtipos de receptores P2X (1-7) y ocho subtipos de 

receptores P2Y (1,2,4,6,11-14)(Burnstock, Arnett, & Orriss, 2013). Dentro de las 

funciones que se han relacionado con los nucleótidos extracelulares están la 

comunicación neurona-glía, el reclutamiento de las células inmunes, la agregación 

plaquetaria, la regulación del tono vascular, la proliferación celular, entre muchas 

otras (Burnstock et al., 2013). 
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1.8 Liberación de ATP al medio extracelular. 

La liberación de ATP desde diferentes tipos celulares se produce a nivel basal y en 

respuesta a varios estímulos tales como hipoxia, inflamación o estimulación 

mecánica (Corriden & Insel, 2010). Esta liberación de ATP al medio extracelular se 

debe principalmente a dos mecanismos, la liberación a través de vesículas y la 

liberación a través de canales o también denominado vía conductiva. La liberación 

por vía vesicular, la cual presenta dos formas, la liberación constitutiva (la cual 

podría explicar en parte la liberación basal de ATP) y la liberación por regulación 

exocítica, en la cual requiere de un transportador de ATP al interior de la vesícula 

(VNUT), pero además requiere de un incremento de calcio para su liberación como 

se observa en la figura 4 (Lazarowski, 2012). 

 

 

Figura 4. Mecanismos de liberación de nucleótidos al medio extracelular. En esta figura se 
muestra la secreción de ATP constitutiva, por vía vesicular (exocitosis) y por vía conductiva 
(mediada por canales iónicos). (Lazarowski, 2012). 

 

Por su parte la liberación por vía conductiva se realiza a través de canales entre los 

cuales se encuentran panexinas, conexinas, receptor P2X7 y canales de cloruro 

(Lazarowski, 2012). En los últimos años ha tomado importancia el rol del canal de 

panexina como mecanismo de salida del ATP desde la célula, al formar un canal 

mecánicamente sensible y permeable a ATP (Bao, Locovei, & Dahl, 2004; Penuela, 

Gehi, & Laird, 2013). La familia de proteínas conocidas como Panexinas está 

formada por tres miembros (Panx1, Panx2, Panx3) que forman canales en la 

membrana plasmática. De los miembros de esta familia, Panx1 presenta una 

expresión ubicua en muchos tejidos animales, mientras que Panx2 y Panx3 

presentan una expresión más restringida (Penuela et al., 2013). La función de 

Panx1 como un canal liberador de ATP ha sido extensamente estudiada, 
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encontrando importantes hallazgos que otorgan a este canal un rol crucial en 

importantes procesos fisiopatológicos (Chekeni et al., 2010; Locovei, Wang, & Dahl, 

2006; Penuela et al., 2013; Seminario-Vidal et al., 2011). Una característica 

importante del canal Panx1 es que puede abrirse por aumentos del calcio 

intracelular, facilitando así la rápida salida de ATP a través de la membrana (Bao 

et al., 2004; Locovei et al., 2006). 

 

A nivel celular se ha estudiado que muchas células pueden presentar uno o varios 

mecanismos de liberación de ATP, como ejemplo tenemos las neuronas que al  

igual que los neurotransmisores el ATP es empaquetado en vesículas y liberado 

por vía exocítica como ocurre a través de la motoneurona (Silinsky & Redman, 

1996), pero este mecanismo también se ha reportado en líneas celulares de 

osteoblastos (Genetos, Geist, Liu, Donahue, & Duncan, 2005; Romanello et al., 

2005). En otros tipos celulares, como en los osteocitos se ha reportado que su 

liberación se da a través de una vía conductiva utilizando como vía la conexina 43 

(Cnx-43) (Genetos, Kephart, Zhang, Yellowley, & Donahue, 2007) o en músculo 

esquelético en el cual se encontró que su principal vía de liberación es a través de 

Panx-1 (Buvinic et al., 2009).  

 

Un factor importante en la señalización purinergica es que las células presentan en 

su membrana externa enzimas que hidrolizan nucleótidos regulando las 

concentraciones de estos a nivel extracelular, regulando las señales purinérgicas 

(Zimmermann, Zebisch, & Strater, 2012). Estas enzimas denominadas 

ectonucleotidasas generan nucleósidos extracelulares para la recaptación celular a 

través de transportadores de nucleósidos de la membrana plasmática 

(Zimmermann et al., 2012). Estas enzimas se dividen en cuatro grupos que incluyen 

ecto-nucleosido trifosfato difosfoshidrolasas, ecto-5´-nucleotidasa, ecto-nucleotido 

pirofosfatasa/fosfodiesterasa y fosfatasas alcalinas, siendo esta última fundamental 

en el control de la mineralización ósea (Zimmermann et al., 2012).  

 

Un factor relevante de la señalización purinérgica a nivel celular es que su acción 

es dependiente de las vías de liberación, pero además depende de la tasa de 

degradación mediado por las ectonucleotidasas, de la combinación de ambos más 

los receptores purinérgicos que exprese la célula será la relevancia de las señales 
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purinérgicas, demostrando todo esto la diversidad de funciones fisiológicas que 

puede tener este sistema. 

 

1.9 Señalización purinérgica en el sistema óseo. 

Las señales purinérgicas en el hueso fueron descritas con las observaciones que 

el ATP extracelular provocaba señales de calcio y activación de segundos 

mensajeros en osteoblastos, con implicancia en su funcionalidad (Rumney et al., 

2012). Estudios iniciales en cultivos celulares de osteoblastos de rata encontraron 

que ATP y UTP activan los receptores P2Y2 inhiben la formación de hueso 

disminuyendo la mineralización de la matriz orgánica y la expresión y actividad de 

la fosfatasa alcalina (Orriss, 2015). Estudios en ratones knockout de receptores 

P2Y1, P2Y2 o P2Y6 han mostrado cambios en el número y volumen trabecular, 

como cambios en el grosor del hueso cortical como se observa en la figura 5, 

mostrando la importancia de las señales purinérgicas en el sistema óseo. 

 

Figura 5. Fenotipo óseo de ratones KO de P2Y1, P2Y2 o P2Y6 (Orriss, 2015). 

 

Movimientos del medio extracelular en las líneas celulares tipo osteoblasto MC3T3-

E1 osteoblastos y tipo osteocito MLO-Y4 osteocitos liberan ATP al medio 

extracelular. Se ha propuesto que estas liberaciones generan una comunicación 

autocrina y paracrina con el resto de las células óseas, modificando la formación y 
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resorción ósea (Burnstock et al., 2013; Orriss, Burnstock, & Arnett, 2010; Rumney 

et al., 2012). 

1.10 Liberación de ATP en células de remodelación ósea. 

Se ha reportado que osteoblastos derivados de la línea celular MC3T3-E1 

presentan liberaciones basales de ATP las cuales se incrementan 10 veces en los 

primeros 20 seg post movimiento del medio extracelular, los cuales has sido 

corroborados con otros tipos de estimulación mecánica como compresión, 

estiramiento y flujo turbulento (Genetos et al., 2005; Romanello et al., 2005; Thi, 

Islam, Suadicani, & Spray, 2012; Thompson et al., 2012). En estos estudios se 

determinó que la liberación de ATP es dependiente de los cambios en la 

concentración de calcio intracelular, para lo cual, utilizaron quelantes de calcio 

como BAPTA, que disminuye las concentraciones de calcio citoplasmáticas 

encontrando una reducción de la liberación de ATP, pero además utilizaron 

sustancias que incrementan las concentraciones de calcio citoplasmático, como 

ionomicina encontrando un incremento en la liberación de ATP. Actualmente se ha 

hipotetizado que estos transitorios de calcio se dan a partir de la activación de 

canales de calcio sensibles a estimulación mecánica que activan canales de calcio 

voltaje dependientes (figura 6) (Genetos et al., 2005; Thompson et al., 2012).  En 

este trabajo, demostraron además la presencia de vesículas con ATP a través del 

marcaje con quinacrina, encontrando que el bloqueo farmacológico de la ruta 

exocítica reduce significativamente la liberación de ATP por estimulación mecánica. 

Un punto importante de estos estudios es que se analizó el efecto autocrino de la 

liberación de ATP, encontrando que activa receptores P2Y, los cuales provocan 

señalizaciones intracelulares modificando su función (figura 6).  

 
Figura 6. Modelo de liberación de ATP post estímulo mecánico. El movimiento del medio activa 
canales de calcio mecano-sensibles (MSCC) los cuales llevan a una despolarización celular 
permitiendo la apertura de canales de calcio dependientes de voltaje (VSCC) que provoca la 
liberación de ATP por vía vesicular. (Thompson et al., 2012). 
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Por su parte, en osteocitos se ha descrito que al igual que en los osteoblastos 

presentan liberación de ATP post movimiento del medio. A diferencia de los 

osteoblastos, en que la liberación es vía vesicular, en osteocitos es por vía 

conductiva, dependiente de hemicanales de conexina-43 (Cx-43). Se demostró que 

estos canales se abren con el estímulo mecánico y se postuló que serían 

importantes en la mecanotransducción (Genetos et al., 2007). 

A diferencia de la información que se encuentra en los mecanismos de liberación 

de ATP por estímulos mecánicos desde osteoblastos y osteocitos, no hay 

información respecto si los osteoclastos liberan ATP por estímulos mecánicos. Los 

estudios que se encuentran registrados en la literatura de señales purinérgicas en 

el sistema óseo (Hoebertz, Arnett, & Burnstock, 2003; Orriss et al., 2010) 

demuestran que los osteoclastos presentan una fuerte regulación purinergica a 

través de receptores P2X2, P2X7, P2Y1 y P2Y2, pero ambas revisiones consideran 

como fuente de ATP la liberación desde osteoblastos y osteocitos por estimulación 

mecánica. Sin embargo, un estudio realizado en osteoclastos encontró que la 

utilización de inhibidores farmacológicos de receptores P2X7 disminuían en un 80% 

los niveles extracelulares de ATP en condiciones basales (Brandao-Burch, Key, 

Patel, Arnett, & Orriss, 2012), lo que es un primer indicio que estas células también 

presentan liberaciones de ATP que pueden influir de forma autocrina y paracrina. 

A pesar de que en la actualidad se ha considerado que los osteocitos son las células 

responsables de la mecanotransducción a nivel óseo, ya hay estudios que 

evidencian que los osteoblastos también presentan respuestas ante el movimiento 

del medio. En osteoclastos en los últimos años se ha evidenciado que los 

movimientos del medio generan oscilaciones de calcio intracelular (Li et al., 2018) 

al igual que sucede con los osteocitos y los osteoblastos. Estas oscilaciones de 

calcio intracelulares mediadas por el movimiento del medio en osteoclastos y 

osteoblastos dependen de canales de calcio mecanosensibles dentro de los cuales 

se encuentran STIM1 y TRPV4 (Li et al., 2018). Estos resultados, más la presencia 

de vesículas de ATP reportadas en osteoclastos (Brandao-Burch et al., 2012) abren 

la posibilidad que estas células también puedan generar aumentos de la liberación 

de ATP post estímulo mecánico.  
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Teniendo en cuenta lo anterior y dado la acción coordinada de músculos y 
huesos en el sistema musculoesquelético con la estructura muscular, el 
presente trabajo plantea la siguiente pregunta: ¿Participa el ATP extracelular 
en la comunicación paracrina entre las células óseas y el músculo esquelético 
cercano? 

 

1.11 Generalidades de tejido muscular. 

Los músculos corresponden al tejido del cuerpo responsable de realizar 

movimientos y mantener la postura, dentro de muchas otras funciones y constituyen 

el 50% de la masa corporal de un hombre en etapa adulta. Se pueden identificar 

tres tipos distintos de músculos: liso, cardíaco y esquelético. El músculo liso rodea 

los vasos sanguíneos y forma parte del revestimiento de órganos internos, tales 

como el estómago, los intestinos, las vías respiratorias, la vejiga y el útero. Este 

tipo de musculatura no presenta estriaciones o sarcómeros visibles y tampoco 

presenta placa neuromuscular, a diferencia del esquelético que presenta ambas. El 

músculo cardíaco presenta estriaciones y, como su nombre lo indica, se encuentra 

exclusivamente en el corazón (Matthews, 2003). 

 

El músculo esquelético corresponde al tejido muscular encargado del movimiento 

y de la mantención de la postura corporal. Además, este tejido produce calor, 

permite la propiocepción y participa en la homeostasis de la glucosa, entre otras 

funciones. Es el tipo muscular más abundante del cuerpo humano y está formado 

por células cilíndricas alargadas y multinucleadas, que presentan un patrón estriado 

debido a la organización de las proteínas actina y miosina, esenciales para generar 

la contracción muscular. El músculo esquelético posee gran capacidad de 

adaptación a distintos estímulos, modificando su estructura y funcionalidad 

(Matthews, 2003). 

 

El desarrollo del músculo esquelético comienza en la etapa embrionaria, donde los 

factores MyoD y Myf5 juegan un rol determinante en la generación de mioblastos. 

Posteriormente, los mioblastos se fusionan entre sí para dar origen a miotubos 

primarios, los que posteriormente generan miotubos secundarios, para finalmente 

agruparse en células poligonales estrechamente empaquetadas: la fibra muscular 

adulta (Buckingham et al., 2003). 
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Una de las principales funciones del musculo esquelético es generar movimiento 

dependiente del fenómeno de contracción. La unidad funcional de la contracción 

muscular es el sarcómero, que se compone de dos tipos distintos de miofilamentos: 

filamentos delgados, de actina, y filamentos gruesos, de miosina. Estas proteínas 

son esenciales para el proceso de contracción muscular, en el que también juega 

un rol importante el ion calcio (Ca2+). El Ca2+ además regula la expresión de genes 

en las células musculares, con potencial relevancia en el proceso de plasticidad 

muscular (Carrasco et al., 2003; Ebashi, Nonomura, Kohama, Kitazawa, & Mikawa, 

1980). 

 

Una característica importante que presenta el músculo esquelético es su gran 

capacidad de adaptarse a los estímulos como actividad contráctil (ejercicios de 

fuerza o resistencia), condiciones de carga (microgravedad o sobrecarga), 

intervenciones nutricionales o cambios ambientales (hipoxia).  

 

1.12 Señales purinérgicas en el músculo esquelético. 

En los últimos años nuestro grupo de investigación ha demostrado que el ATP 

extracelular es un mediador relevante entre la despolarización y los aumentos 

transitorios de calcio citosólico en el músculo esquelético (Buvinic et al., 2009; 

Casas, Buvinic, & Jaimovich, 2014). El ATP es liberado desde las motoneuronas 

por vía vesicular como co-transmisor con acetilcolina (Grishin et al., 2006) y, 

además, es liberado desde las fibras musculares a través de Pnx1 en respuesta a 

la despolarización de la membrana plasmática (Buvinic et al., 2009). Los ARNm 

para todos los subtipos de receptores P2X (1-7) y los receptores P2Y1, P2Y2, P2Y4 

y P2Y11 han sido descritos en miotubos derivados de ratas neonatas (Buvinic et al., 

2009), los que generan transitorios de calcio citosólico en respuesta a nucleótidos 

extracelulares. En fibras de músculo FDB de ratón se ha demostrado la expresión 

principal de receptores P2Y1, P2Y2, P2Y13 y P2Y14, que varía con la actividad física, 

regulando así la sensibilidad a ATP extracelular (Fernandez-Verdejo, Casas, 

Galgani, Jaimovich, & Buvinic, 2014). Un importante avance en los efectos del ATP 

extracelular sobre el músculo esquelético es su papel como mediador entre la 

despolarización de la membrana y la expresión de genes, en el proceso 

denominado “acoplamiento excitación-transcripción”. Se ha demostrado que tantos 
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genes tempranos (cfos) o tardíos (interleuquina 6) relevantes en la fisiología 

muscular aumentan su expresión en respuesta a ATP exógeno (Buvinic et al., 

2009), pero además, el ATP extracelular presenta cambios en la transcripción de 

genes relacionados con la plasticidad muscular como sucede con la troponina I, la 

cual, el ATP extracelular incrementa la expresión de troponina I lenta y disminuye 

la expresión de la isoforma rápida (Jorquera et al., 2013). Más aún, la expresión de 

genes inducida por despolarización de la membrana plasmática se inhibe con 

antagonistas y bloqueadores de la vía de ATP extracelular, lo que sitúa al ATP 

como un mediador fundamental para el acoplamiento excitación-transcripción y la 

plasticidad muscular (Bustamante, Fernandez-Verdejo, Jaimovich, & Buvinic, 2014; 

Jorquera et al., 2013). Además, se ha reportado el rol anti-apoptótico de la 

señalización purinérgica en fibras musculares, que se desregula y se transforma en 

estímulo pro-apoptótico en patologías musculares como la distrofia muscular de 

Duchenne (Valladares et al., 2013). En nuestro laboratorio además hemos 

reportado que en células musculares el ATP extracelular incrementa la 

translocación a la superficie celular del transportador de glucosa Glut4, a través de 

receptores purinérgicos y activación de la vía fosfoinositol 3 quinasa (PI3K) y 

proteína quinasa B (Akt) (Osorio-Fuentealba et al., 2013). 

 

Teniendo en cuenta que ATP extracelular es una molécula importante en el 

control de la expresión génica, que activa la vía de señalización de Akt, y 

promueve la entrada de glucosa a las fibras musculares, es interesante 

evaluar si es un inductor de la síntesis proteica en las fibras musculares, 

actuando como un factor trófico para la mantención de la masa muscular. 

 

1.13 Efectos del ATP extracelular sobre la vía PI3K/Akt/mTOR. 
La masa muscular está determinada por los procesos contrapuestos de síntesis y 

degradación de proteínas.  Cada uno de estos procesos presenta diferentes vías 

celulares, dentro de las que se destacan la vía PI3K-Akt-mTOR-S6K1 como la 

principal ruta de síntesis de proteínas y las vías miostatina/SMAD y E3 ubiquitina-

ligasa-proteosoma como las rutas principales de degradación (Bodine et al., 2001; 

Leger et al., 2006; Schiaffino & Mammucari, 2011). En estudios realizados en 

fibroblastos (Gerasimovskaya et al., 2005), células mesangiales renales (Huwiler, 

Rolz, Dorsch, Ren, & Pfeilschifter, 2002), células de cáncer de mama (Bilbao, 
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Santillan, & Boland, 2010), osteoblastos (Katz, Ayala, Santillan, & Boland, 2011) y 

neuronas (Hu et al., 2010), se ha demostrado que el ATP extracelular aumenta la 

fosforilación de Akt en serina 473 (S473) y en treonina 308 (T308), de manera 

dependiente de receptores para nucleótidos de la familia P2Y y activación de PI3K. 

La proteína Akt en músculo esquelético es una quinasa importante de señalización 

río abajo de factores de crecimiento, cuyo efector es la fosforilación del complejo 

de esclerosis tuberoso 1 y 2 (TSC1y2); esta fosforilación incrementa la unión de 

GTP a Rheb (su forma activa) activando al objetivo de rapamicina de mamífero 

(mTOR1). La activación de la ruta PI3K-Akt-mTOR y sus intermediarios se ha 

demostrado en fibroblastos y neuronas en presencia de ATP extracelular 

(Gerasimovskaya et al., 2005; Hu et al., 2010). En músculo esquelético, se ha 

descrito que mTORC1 regula la síntesis de proteínas a través de 2 vías: a través 

de la proteína S6K1 o a través de la proteína de unión al factor 4E (4E-BP1) 

(Dupont, Cieniewski-Bernard, Bastide, & Stevens, 2011; Schiaffino & Mammucari, 

2011). mTOR fosforila a S6K1 en T(389) y la activa. La quinasa S6K1 fosforila a la 

proteína ribosomal S6 (rpS6) en el residuo S(235/236), provocando la biogénesis 

de ribosomas. Pero, además, S6K1 fosforila a la quinasa del factor de elongación2 

(eEF2K), que activará al factor de elongación 2 (eEF2) que promueve la síntesis 

proteica. Por último, mTOR fosforila a la proteína 4E-BP1 en T(37), lo que permite 

que se disocie del factor iniciador de la traducción 4E (eIF4E), el cual se asocia con 

el factor iniciador de la traducción 4G (eIF4G) estimulando la síntesis de proteínas 

figura 7 (Dupont et al., 2011; Schiaffino & Mammucari, 2011).  
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Figura 7. Esquema del efecto del ATP extracelular sobre la vía P2Y/PI3K/Akt /mTOR observada 
en estudios en fibroblastos y neuronas con sus posibles efectos sobre S6K1 y 4E-BP1 en la síntesis 
de proteínas (Schiaffino, Dyar, Ciciliot, Blaauw, & Sandri, 2013). 

Considerando lo anterior, en esta tesis nos propusimos evaluar si el ATP 

extracelular promueve la síntesis proteica en músculo esquelético por 

activación de la vía PI3K/Akt/mTOR y fosforilación de rpS6 (S235/236) y 4E-

BP1 (T37), como se muestra en la figura 7. 

 

Teniendo en cuenta que:  

1. Existe una relación entre la masa ósea y la masa muscular, que se ve afectada 

por aumento y disminución de la carga mecánica a lo largo del ciclo de vida. 

2. Estímulos mecánicos aumentan la liberación de ATP desde células de 

remodelación ósea (tipo osteoblastos/osteocitos). 

3. El ATP extracelular participa en la comunicación paracrina entre células óseas 

(osteoblastos/osteoclastos/osteocitos) regulando la masa ósea. 

4. El músculo esquelético libera ATP durante su actividad y expresa receptores 

purinérgicos que regulan la expresión de genes. 

5. En otros tipos celulares se ha demostrado que el ATP extracelular activa la vía 

PI3K-Akt-mTOR, que es una vía fundamental en la síntesis de proteínas en 

músculo esquelético regulando la masa muscular. 
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En este proyecto de investigación proponemos la siguiente hipótesis: 

2. HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 

 

2.1 Hipótesis. 

“Osteoclastos liberan ATP al medio extracelular por estímulos mecánicos y 

aumentan la síntesis de proteínas en músculo esquelético a través de la activación 

de receptores P2 asociados a la vía PI3K-Akt-mTOR” 

 

2.2 OBJETIVOS. 
 

2.2.1 Objetivo General. 

Evaluar la liberación de ATP desde osteoclastos por estímulos mecánicos y 

determinar si el ATP liberado promueve la síntesis de proteínas en músculo 

esquelético por activación de receptores P2 asociados a la vía PI3K-Akt-mTOR. 

 

2.2.2 Objetivos Específicos: 

 1. Caracterizar la liberación de ATP inducida por estimulación mecánica en 

osteoclastos. 

 

2. Analizar el efecto del ATP exógeno en la síntesis de proteínas en músculo 

esquelético a través de la activación de receptores P2 asociados a la vía PI3K-Akt-

mTOR. 

 

3. Estudiar el efecto del medio condicionado de osteoclastos estimulados 

mecánicamente en la síntesis de proteínas en músculo esquelético a través de la 

activación de receptores P2 asociados a la vía PI3K-Akt-mTOR. 
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3. MATERIALES Y MÉTODOS. 

 

3.1 Reactivos 

Adenosina 5´trifosfato se obtuvo de Sigma-Aldrich Corp. (St. Louis, MO, EEUU). 

RANKL soluble fue de R&D Systems (Minneapolis,MN, EEUU).   

 

Anticuerpos primarios para western blot:  

Anti-GAPDH (ratón monoclonal, dilución 1:1000) se obtuvo de Santa Cruz 

Biotechnology Inc (Dallas, TX, EEUU). Los anticuerpos anti-Akt total (ratón, 

monoclonal, dilución 1:1000); anti-fosfo-Akt(S473) (conejo, monoclonal, dilución 

1:1000); anti-mTOR total (conejo, monoclonal, dilución 1:1000); anti-fosfo-

mTOR(S2448) (conejo, monoclonal, dilución 1:1000); anti-fosfo-p70S6K(T389) 

(conejo, monoclonal, dilución 1:1000); anti-S6K1 total (conejo, policlonal, dilución 

1:2000); anti-fosfo-S6(S235/236) (ratón, monoclonal, dilución 1:1000); anti-fosfo-

4E-BP1(T37/46) (conejo, monoclonal, dilución 1:1000) y anti-poliubiquitina K48 

(conejo, policlonal, dilución 1:1000) se obtuvieron de Cell Signaling Technology 

(Danvers, MA, EEUU). El anticuerpo anti-puromicina (ratón, monoclonal, dilución 

1:10000) se obtuvo de EMD-Millipore (Temecula, CA, EEUU).   

 

 

Anticuerpos secundarios para Western blot:  

Anti-inmunoglobulina de conejo y anti-inmunoglobulina de ratón conjugadas con 

peroxidasa (dilución 1:5000) fueron de Santa Cruz Biotechnology Inc (Dallas, TX, 

EEUU). 

 

Reactivos para inmunofluorescencia:  

Dihidrocloruro Quinacrina se obtuvo de  Sigma-Aldrich Corp. (St. Louis, MO, 

EEUU); El anticuerpo anti-Panexina 1 (Conejo policlonal, dilución 1:500);y el 

reactivo Hoechst 33342  fueron de Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EEUU; 

El anticuerpo anti-P2X7 (rata monoclonal, dilución 1:500) fue de Santa Cruz, 

Biotechnology Inc (Dallas, TX, EEUU) y los anticuerpos secundarios Alexa 488 y 

555 fueron de Life technologies, Eugene,OR,EEUU. 
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Inhibidores farmacológicos:  

Suramina (antagonista general de receptores P2X/P2Y), Brilliant Blue G 

(antagonista de receptores P2X7), Rapamicina (inhibidor de mTOR) y 

Carbenoxolona (bloqueador de hemicanales de conexinas/panexinas) se 

obtuvieron de Sigma-Aldrich Corp. (St. Louis, MO, EEUU). LY294002 (inhibidor de 

PI3K) fue de Cell Signaling Technology (Danvers, MA, EEUU) y Glibenclamida 

(bloqueador de la exocitosis) fue de Research Biochemicals InteARNtional (Natick, 

MA, EEUU). 

 

3.2 Línea celular de monocitos de ratón RAW 264.7 (ATCC®TIB-71 ™).  

Las células fueron donadas por el Dr. Rolando VeARNl (Facultad de Odontología, 

Universidad de Chile) y se utilizaron en los pasajes 7-15. Las células se cultivaron 

en Medio Dulbeccos’s Eagle Modificado con alta glucosa (4500 mg/L), L-glutamina 

(584 mg/L) y rojo fenol (DMEM base, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, 

EEUU) suplementado con suero fetal bovino (Biological industries) 10%, penicilina 

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

húmedo con 5% de CO2 a 37°C. El medio de cultivo se cambió cada 2-3 días y los 

pasajes se realizaron por disrupción mecánica al alcanzar 80% de confluencia. Para 

la diferenciación de estas células a osteoclastos, se cultivaron en presencia de 35 

ng/mL de RANKL soluble (R&D Systems, Minneapolis, MN, EEUU) por 5 a 7 días. 

Para corroborar la diferenciación a osteoclastos, se evaluaron por transcripción 

reversa y PCR tiempo real (qPCR) los ARNm de los siguientes genes marcadores 

de osteoclastogénesis: fosfatasa ácida resistente a tartrato (TRAP), Catepsina K, 

ATPasa lisosomal, Integrina β3, anhidrasa carbónica y metaloproteasa 9. Además, 

se realizó inmunocitoquímica contra TRAP.  

 

Las células RAW 264.7 utilizadas durante la tesis se dividen operativamente en tres 

grupos: RAW monocitos (células RAW 264.7 sin tratamiento), RAW 5d RANKL 

(células RAW 264.7 incubadas 5d con RANKL 35 ng/mL, sin purificar) y RAW 

osteoclastos (células RAW 264.7 incubadas 7d con RANKL 35 ng/mL, con 

posterior purificación de osteoclastos por gradiente de suero). 
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3.3 Extracción y cuantificación del ARN total: 

El ARN total se extrajo tratando a los cultivos RAW 264.7 monocitos/macrófagos y 

RAW 264.7 con 5 días de RANKL(osteoclastos) con el reactivo Trizol®, de acuerdo 

con las instrucciones del fabricante. Los monocitos y los osteoclastos fueron 

tratados con 1 mL de Trizol fueron homogenizados con pipeta. Luego la preparación 

se dejó reposar a temperatura ambiente durante 5 min. Posteriormente, los lisados 

fueron tratados con 0,2 mL de cloroformo, y sometidos a agitación vigorosa durante 

15 seg. Las muestras se dejaron reposar durante 3 min. a temperatura ambiente. 

Luego, se centrifugaron a 12.000 rpm durante 15 min. a 4ºC. Se recuperó la fase 

acuosa que contiene el ARN y se precipitó con 0,5 mL de isopropanol frío a -20ºC 

toda la noche, luego se centrifugó a 12.000 rpm por 10 min. a 4 ºC. Se descartó el 

sobrenadante, se lavó con etanol al 75% frío (-20), y se centrifugó a 10.000 rpm 

durante 5 min. a 4°C. Se descartó el sobrenadante y el precipitado fue resuspendido 

en 40 μL de H2O sin nucleasas. La concentración de ARN total se determinó con 

un espectrofotómetro mediante la medición de su absorbancia a 260 nm. (Synergy 

HTX Multi-Mode Reader). 

 

3.4 Síntesis de cADN por transcripción inversa: 

Se siguió el protocolo incluido en el sistema comercial para RT-PCR   High-Capacity 

cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems). Se incubó una mezcla de 2 

μg de ARN total, 0.8 μLdNTPs Mix 25X (100mM), 2 μL RT Random Primers 10X 

RT Buffer 10X, 1 μL MultiScribe® Reverse Transcriptase (50 U/µL) y H2O sin 

nucleasa para completar 20 μL (25°C por 10 min., 37°C por 120 min., 85°C por 5 

min., 4°C ∞). 

 

3.5 PCR en tiempo real (qPCR): 

El PCR en tiempo real se realizó en el equipo StepOneTM Real-Time PCR System 

(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EEUU). Se usó el kit para qPCR Brilliant 

III Ultra-Fast SYBR® Green QPCR Master Mix (Agilent, Santa Clara, CA, EEUU). 

El Master Mix contiene las concentraciones adecuadas de buffer PCR, Taq DNA 

polimerasa, MgCl2, dNTPs y SYBR® Green. Se utilizó 1 μL de ADNc (diluido 1:3), 

1,2 µL de mezcla de partidores (sentido+antisentido), concentración final 400-600 

nM cada uno, dependiendo del partidor), 6 µL de Master Mix y 3.8 µL de H2O sin 
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nucleasas. La concentración óptima de cada partidor se encontraba previamente 

estandarizada en nuestro laboratorio como aquella que entrega 95-105% de 

eficiencia en la reacción. Los partidores y su concentración final de uso se detallan 

a continuación en la tabla1:    

 

Gen Sentido Antisentido 

GAPDH (400 nM) CAACTTTGGCATTGTGGAAG CTGCTTCACCACCTTCTTG 

TRAP (600 nM) CGACCATTGTTAGCCACATACG TCGTCCTGAAGATACTGCAGGTT 

Catepsina K (600 

nM) 

ATATGTGGGCCAGGATGAAAGTT TCGTTCCCCACAGGAATCTCT 

A. Carbónica (400 

nM) 

CTCTGCTGGAATGTGTGACCT. CTGAGCTGGACGCC AGTTGTC 

Integrina Beta 3 

(600 nM) 

GGAAGAACTGTCACTGTCCT. ACTAAAGCTCACCGTGTCTC. 

ATPasa Lisosomal 

(600 nM) 

ACGGTGATGTCACAGCAGACGT CCTCTGGATAGAGCCTGCCGCA. 

Metaloproteinasa 9 

(600 nM) 

GCTGACTACGATAAGGACGGCA. GCGGCCCTCAAAGATGAACGG. 

 

Tabla 1. Secuencia de los partidores utilizados para la detección de los niveles de ARNm 
en cultivos celulares de RAW 264.7. Las concentraciones que aparecen al lado de cada 
gen son las concentraciones finales de uso de cada pareja de partidores. 

 

La amplificación del cADN se efectuó de acuerdo con el siguiente programa 

estándar de temperaturas: 95ºC por 3 min y 40 ciclos de 95ºC por 20 seg seguido 

de 60°C por 20 seg. La temperatura de lectura de fluorescencia se realizó durante 

la fase de extensión. 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. La amplificación del gen 

constitutivo GAPDH se utilizó como control. Los valores fueron normalizados a la 

expresión de GADPH y reportados bajo el método 2-ΔΔCT(Pfaffl, 2001). 

 

3.6 Estímulos mecánicos:  

Se sembraron 20,000 células en 3 ml de medio en placas de 35mm con RANKL 

35ng/ml por 5 días. En placas control se adicionó el medio sin RANKL durante los 

5 días. Una hora antes de las mediciones de liberación de ATP post estímulo 
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mecánico se cambió el medio sin suero fetal bovino. El movimiento del medio se 

realizó a través del movimiento del medio de cultivo, caracterizado previamente por 

Rumney et al. 2012.Se realizó el movimiento de 12, 25, 37 y 50% del medio 

extracelular 10 veces, realizando un movimiento cada segundo. El movimiento se 

realizó con la punta de pipeta adherida a la pared de la placa de cultivo y en 

diagonal, para impedir la llegada de perturbación directa sobre las células que 

pudiera causar su desprendimiento o muerte. 

 

3.7 Cuantificación de los niveles de ATP extracelular:  

Se determinaron los niveles de ATP en el medio de cultivo de células RAW 264.7 

diferenciadas, con y sin estímulo mecánico, mediante el kit CellTiter-Glo® 

Luminescent Cell Viability Assay (Promega, WI, EE.UU), basado en la reacción 

luciferina-luciferasa. Se tomaron 50 µL de medio de cultivo a los tiempos indicados 

y se mezclaron con 20 µL del kit de reacción, incubándose por 10 min en oscuridad. 

Luego, las muestras fueron cuantificadas en un luminómetro. En paralelo, se 

construyó una curva estándar de ATP (1 fmol-100 pmol); los valores obtenidos de 

las muestras fueron interpolados en la zona lineal de esta curva para determinar la 

cantidad de ATP presente en cada condición. Los valores se normalizaron de 

acuerdo con el volumen medido y a la cantidad de proteínas de cada pocillo, y 

expresados finalmente como pmol ATP/mg proteína.  

 

3.8 Cuantificación de actividad de Lactato deshidrogenasa (LDH):  

Se determinaron los niveles de LDH en el medio de cultivo de células RAW 264.7 

diferenciadas, con y sin estímulo mecánico. LDH extracelular se cuantificó mediante 

el kit Pierce LDH Cytotoxicity Assay (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, 

EEUU) basado en una reacción enzimática acoplada que genera un producto 

formazán rojo detectable a 490 nm. Se tomaron 50 µL de medio de cultivo antes de 

la estimulación mecánica y a los 0.25; 0.5, 1, 5 y 10 min post estímulo y se 

mezclaron con 50 µL del kit de reacción. Luego de 30 min de incubación, se 

adicionaron 50 µL de la solución Stop. Luego, las muestras fueron cuantificadas por 

absorbancia a 490nm y 680nm. La absorbancia a 680 nm corresponde al ruido 

basal del instrumento, y se resta al valor de absorbancia obtenido a 490 nm. Para 

determinar la cantidad total de LDH intracelular (nivel máximo, control positivo), se 
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adicionó a las células buffer de lisis y se extrajo 50 µL de cada placa para la 

medición. 

 

3.9 Purificación de osteoclastos por gradientes de suero: 

Para concentrar los osteoclastos, se utilizó el protocolo de gradiente de suero, que 

permite separar las células por densidad (Collin-Osdoby & Osdoby, 2012). Se 

cultivaron 2´000.000 células RAW264.7 en dos placas de 100 mm durante 7 días 

con 10 ml de medio en presencia de RANKL 35 ng/mL. Después de los 7 días, las 

células se trataron con una 5 ml de solución de digestión colagenasa-tripsina que 

estaba constituida por tripsina (1g en 100ml) más colagenasa tipo 3 (3g en 100ml) 

en una solución MHB durante 5 min. en incubadora, para hacer digestión de la 

matriz extracelular; luego se colocó una solución de digestión proteasa-EDTA que 

se preparó con proteasa (Sigma P-8811) 100mg en 100ml mas EDTA (2g en 100ml) 

durante 15 min. en incubadora para separar y soltar las interacciones de las células 

con la matriz extracelular. Las células provenientes de las dos placas de 100mm se 

transfirieron a la superficie de un tubo Falcon de 50 mL que contenía una capa 

inferior con 15 mL de SFB 70% (11,2 ml SFB mas 4,8ml de solución MHB) y una 

capa intermedia con 15 mL de SFB 40% (6,4 ml SFB mas 9,6 ml de solución MHB).  

Luego de 30 min, se colectaron las distintas fases de la gradiente, desde la 

superficie: fracción superior (17 mL), fracción media (16 mL) y fracción inferior (12 

mL).  

 

3.10 Citoquímica de TRAP. 

Los cultivos celulares RAW monocitos, RAW 5d RANKL y RAW osteoclastos fueron 

sembrados en cubreobjetos. La tinción citoquímica contra TRAP se realizó con el 

kit Acid Phosphatase, Leukocyte (TRAP) Kit (Sigma-Aldrich Corp, St. Louis, MO, 

EEUU), siguiendo las indicaciones del fabricante. El kit permite la tinción púrpura 

de células TRAP positivas, y la tinción con hematoxilina de los núcleos celulares. 

Las imágenes fueron adquiridas en un microscopio óptico Motic BA310E y 

analizadas en el programa de acceso libre ImageJ (NIH, EEUU). Tres imágenes 

fueron tomadas por cada cubre objeto en magnificación de 4x. 

  



 

30 
 

3.11 Caracterización fenotípica de los cultivos celulares. 

Las células RAW control, RAW 5d RANKL y Osteoclastos purificados se trataron 

con 5 ml de solución de digestión colagenasa-tripsina que estaba constituida por 

tripsina (1g en 100ml) más colagenasa tipo 3 (3g en 100ml) en una solución MHB 

durante 5 min. en incubadora, para hacer digestión de la matriz extracelular; luego 

se colocó una solución de digestión proteasa-EDTA que se preparó con proteasa 

(Sigma P-8811) 100mg en 100ml mas EDTA (2g en 100ml) durante 15 min. en 

incubadora para separar y soltar las interacciones de las células con la matriz 

extracelular. Las células se lavaron y fijaron en 100 ml de PBS 1x/BSA al 1 % 

paraformaldehído al 1% y se analizaron en el citómetro de flujo FACScan. Se 

analizaron 30.000 eventos en los cuales se analizaron los parámetros de tamaño 

(FSC) y granularidad (SSC). El análisis de datos se realizó utilizando el programa 

gratuito de análisis de datos de citometría de flujo Flowing Software 2.5.1. 

 

3.12 Inmunofluorescencia. 

Las células fueron cultivadas y tratadas en cubreobjetos de vidrio. Las células 

fueron lavadas 2 veces con tampón fosfato salino (PBS) 1X (137 mM NaCl, 10 mM 

Na2HPO4, 1,8 mM KH2PO4, 2,7 mM KCl, pH 7,4) y posteriormente se fijaron en 

metanol frío por 15 min a 4ºC. Luego se lavaron 4 veces con PBS 1X y se 

bloquearon durante 1 h con una solución PBS 1X-BSA 1%. Para marcar las 

vesículas con ATP utilizó 25 µM de Quinacrina (Sigma-Aldrich Corp.)  por 30 min., 

se enjuagaron las células dos veces en PBS y luego siguió con el proceso de 

fijación. Se incubaron toda la noche con el anticuerpo primario específico a 4°C. Se 

lavaron tres veces con PBS-BSA1% y se incubaron 2 h con el anticuerpo 

secundario correspondiente, conjugado con un fluoróforo a 37°C. Para la marcación 

de los núcleos utilizamos la tinción Hoechst (Molecular Probes; 1:2.000) en PBS 

durante 10 min., posteriormente las muestras se lavaron 3 veces con PBS-BSA1% 

y se montaron en los portaobjetos utilizando medio de montaje (Dako Fluorescence 

Mounting Medium). Las imágenes fueron adquiridas en un microscopio confocal 

(microscopio Carl Zeiss Axiovert 135 M–LSM Microsystems) y analizadas 

posteriormente utilizando el programa de libre acceso ImageJ (NIH, EEUU). 
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3.13 Disección de músculos FDB. 

El músculo FDB de ratones BalbC (6-8 semanas) se obtuvieron por disección y se 

estabilizó en medio DMEM base suplementado con piruvato de sodio 1 mM, 

penicilina 100 U/mL, estreptomicina 100 µg/mL y suero de caballo (HS) 1 % durante 

2 h a 37 °C. Luego del tiempo indicado, se realizaron los ensayos con tratamientos 

de ATP o medio condicionado. Los animales fueron manipulados de acuerdo con 

el protocolo de bioética aprobado por el “Comité de Bioética sobre Investigación en 

Animales” de la Facultad de Odontología, Universidad de Chile, N° CBAE#061501 

FMUCH (Asociado al proyecto Fondecyt N°1151353) anexo 1. 

3.14 Western Blot. 

Los músculos FDB sometidos a los distintos estímulos se lisaron en hielo en 150 µl 

de tampón de lisis (Tris-HCl 20 mM, pH 7,4, NaCl 150 mM, Triton X-100 1%, EDTA 

2 mM) suplementado con inhibidores de proteasas y de fosfatasas (cóctel inhibidor 

de proteasas Calbiochem Set III 1:200, PMSF 1 mM,  Na3VO4 10 mM, NaF 20 mM, 

pirofosfato de sodio 10 mM). Los lisados celulares se sonicaron por 3 min, se 

incubaron 30 min en hielo, y se centrifugaron a 4°C, 12000 rpm por 15 min. en 

centrífuga eppendorf para remover los restos celulares. La concentración de 

proteínas de los sobrenadantes se determinó con utilizando el método de 

precipitación con ácido sulfosalicílico (método turbidimétrico) y medición por 

espectrofotometría a 405 nm. Los datos se interpolaron en una curva estándar 

realizada con albúmina de suero bovino. Las proteínas del lisado fueron 

resuspendidas en un buffer de carga (Tris-HCl 62,6 mM, pH 6,8; dodecil sulfato de 

sodio (SDS) 2%; azul de bromofenol 0,01%; glicerol 10% y DTT 100 mM), y se 

resolvieron por electroforesis desnaturalizante en geles de poliacrilamida al 10%. 

Las proteínas fueron transferidas a membranas de PVDF (Di-

fluoruro de polivinilideno) a 350 mA durante 120 min. Las membranas se 

bloquearon a temperatura ambiente durante 1 h en tampón TBS (50 mM Tris,150 

mM NaCl, pH 7.6) suplementado con leche descremada al 3%, con Tween 20 0,5%. 

Luego fueron incubadas con los anticuerpos primarios correspondientes durante 

toda la noche a 4°C. Las membranas fueron lavadas tres veces con una solución 

TBS-Tween 1% y luego incubadas con el anticuerpo secundario correspondiente 

conjugado con peroxidasa, a temperatura ambiente durante 1 h. Una vez 

completada esta etapa, las membranas fueron lavadas tres veces por 15 min con 
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una solución TBS-Tween 1% a temperatura ambiente en agitación constante. La 

visualización de la marca quimioluminiscente se realizó con un kit (RapidStepTM 

ECL Reagent, Calbiochem, EMD Chemicals, Gibbstown, NJ, EEUU). 

Posteriormente, las membranas fueron recuperadas y tratadas con una solución 

que permite retirar los anticuerpos previamente utilizados (glicina 0,2 M pH 2, 

Tween 20 1% por 30 min en agitación constante a temperatura ambiente) e incubar 

con un anticuerpo control. Para la normalización de la carga de proteínas en el gel 

se utilizó GAPDH o la tinción completa del gel con solución rojo Ponceau (Ponceau 

S 0,1%, ácido acético 1%). Las imágenes fueron analizadas por densitometría con 

el programa de libre acceso ImageJ (NIH, EEUU). 

 

3.15 Determinación de la síntesis de proteínas a través de la técnica SUnSET 
(Surface Sensing of Translation). 
 
Esta técnica permite el monitoreo y cuantificación de la síntesis global de proteínas 

en células en cultivo (in vitro) o en tejidos completos (in vivo) (Goodman & 

Hornberger, 2013; Schmidt, Clavarino, Ceppi, & Pierre, 2009).  Se utilizó puromicina 

(antibiótico aminonucleósido), que presenta una estructura análoga al aminoacil 

tARNs, permitiendo que se incorpore a la cadena polipeptídica naciente y prevenga 

su elongación. Cuando se utiliza en cantidades pequeñas, la puromicina se 

incorpora en las proteínas neosintetizadas reflejando directamente la tasa de 

traducción del ARNm (Schmidt et al., 2009). En músculos FDB aislados se 

realizaron pulsos de puromicina (Calbiochem; EMD Chemicals, Gibbstown, NJ, 

EEUU) 10 mg/mL por 45 min previo a la colocación del estímulo de ATP o al 

movimiento del medio en las cámaras Transwell® ®.  Luego de este tiempo se 

reemplazó el medio por uno sin puromicina y se realizó la caza 30 min después. 

Todo el ensayo se realizó en medio base con HS 1%. La incorporación de 

puromicina a las muestras se evaluó mediante inmunoblot, utilizando un anticuerpo 

monoclonal anti-puromicina (Sigma-Aldrich Corp, St. Louis, MO, EEUU).  

 

3.16 Comunicación paracrina entre osteoclastos purificados y músculo FDB. 

La habilidad de los osteoclastos purificados para tener una comunicación paracrina 

con el músculo FDB fue evaluada mediante el ensayo Transwell®. Este ensayo se 

realizó en placas Transwell® de 12 pocillos provistos con una membrana de 
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poliester con poros de 0,4 µm (Corning, NY, USA). Esta placa consta de dos 

cámaras: una cámara inferior en la cual se agregaron 800 µL de DMEM 

suplementado con 10% SFB. En la cámara superior se sembraron en promedio 

736458 ± 81250 de los osteoclastos purificados en un área de sembrado de 

1,12cm2 24 h a 37ºC en atmósfera humedecida con 5% de CO2. Luego de 24 h se 

procedió a los experimentos de comunicación para lo cual se cambió el medio de 

la cámara superior por 800 µL de DMEM suplementado con 1% HS y en la cámara 

inferior se colocó el músculo FDB en 1 ml DMEM suplementado con 1% HS 

después de 1 hora de estabilización se procedió al estímulo mecánico en el 

compartimento superior. Para la determinación de la síntesis de proteínas, la 

puromicina fue adicionada 5 min. previos al estímulo mecánico de los osteoclastos 

purificados y los diferentes inhibidos como suramina, LY294002 y Rapamicina se 

colocaron 30 min. Antes de la estimulación mecánica en el compartimento inferior. 

 

3.17 Presentación de datos y Análisis Estadístico. 

Los datos se informan como promedio ± error estándar del promedio (SEM). Dado 

que los datos presentan un n de 3 a 6, se utilizó estadística no paramétrica para las 

comparaciones. Las comparaciones entre los grupos se realizaron mediante el test 

no pareado de Mann-Whitney cuando existió una única condición contra un control. 

Para comparaciones múltiples, se utilizó el test de Kruskal-Wallis, seguido de la 

prueba post-hoc de Bonferroni de comparaciones múltiples. Un valor p<0,05 fue 

considerado como límite de significancia. Los análisis estadísticos se realizaron 

mediante el programa Graph Pad Prism 6 (La Jolla, CA, EEUU). 
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4. RESULTADOS 

 

4.1 Estimulación mecánica de osteoclastos en cultivo induce salida de ATP al 
medio extracelular. Caracterización del modelo celular y de las vías de 
liberación. 
 

4.1.1 RANKL genera la diferenciación de monocitos a osteoclastos. 

La incubación de células RAW 264.7 con RANKL 35 ng/mL durante 5 días aumentó 

significativamente la expresión de los genes marcadores de osteoclastogénesis 

fosfatasa ácida resistente de tartrato (TRAP), metaloproteasa 9 (MMP9), catepsina 

K, anhidrasa carbónica, ATPasa lisosomal e integrina beta 3 (figura 8A). Esto fue 

corroborado con tinción citoquímica contra TRAP, en que se encontró la morfología 

clásica de osteoclastos, multinucleados y TRAP+ (figura 8B). 

 

 

Figura 8. RANKL promueve la diferenciación de monocitos a osteoclastos. superior. La 
incubación de células RAW264.7 con RANKL (5d, 35 ng/ml) promueve la expresión de ARNm de 
marcadores osteoclastogénicos, los cuales fueron detectados por RT-qPCR. TRAP: Fosfatasa ácida 
resistente a tartrato, MMP9: Metaloproteinasa 9. n = 8. *: p<0.05; **: p<0.01, test Mann–Whitney. 
Inferior. La incubación con RANKL induce la formación de células multinucleadas TRAP+. La 
expresión de TRAP fue medida por citoquímica en células RAW264.7 en ausencia (-RANKL) o 
presencia (+RANKL) de RANKL (5d, 35 ng/mL). Las células fueron co-marcadas con hematoxilina. 
Se muestra una imagen representativa de n=3. Escala de la barra: 10 µm. 
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4.1.2 Estímulo mecánico promueve liberación de ATP de células RAW 
monocitos y RAW 5d RANKL. 
 
Teniendo en cuenta los resultados de diferenciación, el siguiente punto fue analizar 

si el estímulo mecánico promueve la liberación de ATP. Como estímulo mecánico, 

se utilizó el movimiento de distintos porcentajes del medio extracelular, en forma de 

1 pipeteo/seg durante 10 seg. Las células RAW monocitos (figura 9A) y las células 

RAW 5d RANKL (figura 9B) mostraron una liberación rápida de ATP al medio 

extracelular luego del estímulo mecánico, con máximos a los 15-30 seg y vida 

media cercana a los 5 min.  Se realizaron estudios movilizando un 12, 25, 37 o 50% 

del medio extracelular, y se observó que los máximos de ATP liberado se relacionan 

directamente al nivel de estimulación mecánica (figura 9A-B). Al graficar el punto 

de liberación máxima de ATP, se observan diferencias significativas con respecto 

a la liberación basal con movimientos del medio de 12, 25, 37 y 50%, generando 

en RAW monocitos incrementos de la liberación de 17, 21, 40 y 101 veces (figura 

9C, barras blancas) y en RAW 5d RANKL de 10, 16, 23 y 42 veces (figura 9C, 

barras negras), respectivamente. No hubo diferencias en la liberación de ATP basal 

o a estímulos de 12%, 25% y 37% de movimiento del medio entre RAW monocitos 

y RAW 5d RANKL (figura 9C). Sin embargo, cuando se realizó el estímulo mecánico 

que movilizó el 50% del medio extracelular, las células RAW monocitos presentaron 

una liberación 2.6 veces mayor de ATP que las RAW 5d RANKL (Figura 9C, 

p<0.001). Para descartar que los estímulos mecánicos provocaran lisis celular, se 

cuantificó lactato deshidrogenasa (LDH) en el medio extracelular en presencia del 

estímulo de mayor magnitud (movimiento del 50% del medio). Los niveles de LDH 

se expresaron respecto a la máxima lectura obtenida posterior a la lisis química de 

las células (valor máximo del eje). No hubo variación en los niveles de LDH en RAW 

monocitos ni en RAW 5dRANKL con el estímulo mecánico (Anexo 2).  
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Figura 9.  Estímulo mecánico induce liberación de ATP desde células RAW monocitos y RAW 
5d RANKL. Células RAW monocitos (A) o RAW 5d RANKL (B) se sometieron a estimulación 
mecánica por movilización de distintos porcentajes del medio de cultivo (0-50%), cada 1 seg, durante 
10 seg. A distintos tiempos post-estímulo, se tomaron alícuotas del medio de cultivo y se 
determinaron los niveles de ATP mediante la reacción luciferina-luciferasa. Los resultados se 
normalizaron por mg de proteínas. La línea “control” corresponde a mediciones en ausencia de 
movimiento del medio. C. Representación de la máxima liberación de ATP inducida por movimiento 
de distintos porcentajes de medio en RAW monocitos (barras blancas) y RAW 5d RANKL (barras 
negras). Para la gráfica se promedia el mayor valor obtenido en las cinéticas de liberación de ATP 
para cada “n” independiente. La condición “basal” corresponde a la medición de ATP previo a la 
perturbación mecánica.  n=6. Todos los datos son representados con promedio ± SEM. Los 
asteriscos correspondes a las comparaciones con su propia basal. Los numerales corresponde a 
las comparaciones entre los grupos RAW monocitos y RAW  5d RANKL. ***: p<0.001; test de Mann 
Whitney. ##: p<0.01. 

 
 

4.1.3 Bloqueadores de la vía conductiva (receptor P2X7, panexina/conexina) 
inhiben la liberación de ATP inducida por estímulo mecánico en células 
RAW monocitos y RAW 5d RANKL. 
 

Para caracterizar la vía de liberación de ATP basal y post estímulo mecánico en 

estas células se analizó el efecto de 3 inhibidores farmacológicos que bloquean 

componentes de la vía vesicular o de la vía conductiva (figura 10). Para bloquear la 

liberación de ATP por vía vesicular, se utilizó Glibenclamida 100 μM (inhibidor de 
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VNUT, trasportador de ATP al interior de las vesículas). Para bloquear la liberación 

de ATP por vía conductiva, se utilizó Carbenoxolona (5 μM para inhibir panexinas 

o 100 μM para inhibir conexinas y panexinas) y Brilliant Blue G 50 nM (BBG, 

antagonista de receptores P2X7). Se eligió el estímulo de 37% de medio movilizado 

para ensayar los bloqueos, ya que promueve una liberación de ATP de niveles 

intermedios entre los estímulos ensayados (figura 10), lo que permite ver aumentos 

o disminuciones en su efecto con las intervenciones.  

 
Figura 10. Estrategias farmacológicas de bloqueo de la liberación de ATP por vía conductiva 
o vía vesicular.  

 
Ninguno de los inhibidores redujo significativamente la liberación basal de ATP en 

las células RAW monocitos (figura 11A), ni RAW 5d RANKL (figura 11B).  BBG 

redujo la liberación de ATP post estímulo mecánico en un 44% y en un 41% en 

células RAW monocitos (figura 11C) y RAW 5d RANKL (figura 11D), 

respectivamente. Carbenoxolona en dosis bajas y altas (5 μM y 100 μM) redujo la 

liberación de ATP post estímulo mecánico tanto en células RAW monocitos (49%) 

como en RAW 5d RANKL (69%). Glibenclamida no tuvo efectos en ninguno de los 

dos grupos celulares (figuras 11C-D). De acuerdo con los datos anteriores, tanto el 

cultivo RAW Monocitos como RAW 5d RANKL liberan ATP post estimulo mecánico, 

lo que se reduce significativamente al inhibir el receptor P2X7 o los canales de Pnx1. 
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FIGURA 11. Bloqueadores de la vía conductiva (receptor P2X7, panexina/conexina) inhiben la 
liberación de ATP inducida por estímulo mecánico en células RAW monocitos y RAW 5d 
RANKL. Se analizó el bloqueo de la liberación basal de ATP (A-B) o la máxima liberación de ATP 
inducida por estímulo mecánico de movimiento de medio 37% (C-D) por incubación 30 min antes y 
durante el ensayo con glibenclamida 100 µM (Glib, bloqueador de liberación de ATP por vía 
vesicular), carbenoxolona 5 µM (Cbx 5, bloqueador de hemicanales de panexina), carbenoxolona 
100 µM (Cbx 100, bloqueador de hemicanales de panexina y conexina) o Brilliant Blue G 50 nM 
(BBG, antagonista de receptores P2X7). El ensayo se realizó tanto en células RAW monocitos (A-
C) como en células RAW 5d RANKL (B-D). n=5.Todos los datos son representados como promedio 
± SEM., test de Kruskal-Wallis post-hoc Dunn´s ***: p<0.001 respecto de su propio control. 

 
 

4.1.4 Los cultivos RAW 5d RANKL presenta un 20% de marca TRAP+ y una 
alta proporción de células mononucleadas. 
 
Los cultivos de células RAW 5d RANKL, además de presentar las células 

multinucleadas TRAP+ tipo osteoclastos esperadas, presentaron células 

mononucleares, tanto TRAP+ como TRAP- (figura 12). Esta diversidad de células 

puede estar dada por lo estadios previos en la diferenciación de monocitos a 

osteoclastos, los cuales son pro-osteoclastos y pre-osteoclastos. Considerando 

este punto, es posible que gran parte de la liberación de ATP observada en los 
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cultivos RAW 5d RANLK se deba al aporte de las células mononucleadas y no a 

los osteoclastos. Esto podría explicar en parte que ambos cultivos (RAW monocitos 

y RAW 5d RANKL) tengan las mismas características de liberación de ATP y de 

inhibición con bloqueadores farmacológicos.  

 

 

Figura 12. Expresión de TRAP analizada por citoquímica en células RAW monocitos o RAW 
5d RANKL. Las células fueron co-marcadas con hematoxilina. Se muestran imágenes 
representativas de n=3, obtenidas en un microscopio óptico con diferentes aumentos (40X, 100X, 
400X). 
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Para cuantificar la eficiencia de RANKL para diferenciar los monocitos a 

osteoclastos, células RAW se incubaron por 5-7 días con RANKL 35ng/ml; 

posteriormente se realizó tinción citoquímica contra TRAP y se cuantificó el área 

TRAP+ en imágenes adquiridas con magnificación 40X (figura 12 y 13A). El área 

con marcaje TRAP+ fue de un 5% en ausencia de RANKL y se elevó a 20% tras la 

incubación con RANKL (figura 13B). No hubo diferencias significativas entre 5-7 

días de incubación con RANKL (figura 13B).  

 

 

Figura 13. Cuantificación de la marca total de células TRAP+ en cultivos RAW 5-7d RANKL. 
Células RAW 264.7 fueron incubadas por 5-7 días en ausencia (Control) o presencia de RANKL 35 
ng/mL. Se realizó citoquímica contra TRAP y las células fueron visualizadas en microscopio de luz 
y registradas a una magnificación de 40X (4X objetivo y 10X ocular) en 6 experimentos 
independientes. El área TRAP+ respecto del área total de células se cuantificó con el programa 

ImageJ. A. Foto representativa con tinción púrpura (TRAP+) y áreas de color café (TRAP-). Escala 

de la barra: 100 µm. B. Cuantificación del porcentaje del área con marca TRAP+ post 5, 6 y 7 días 
de RANKL. n=6.Todos los datos fueron representados con el promedio ± SEM. ***:p<0.001 respecto 
del control. test de Kruskal-Wallis, seguido de la prueba post-hoc de Bonferroni. 

 

Esto indica que, pese a la incubación con RANKL, hay una gran proporción de 

células que pueden ser monocitos o estar en estados previos a osteoclastos (pro-

osteoclasto o pre-osteoclastos). Además del ensayo de citoquímica y análisis de 

imágenes, utilizamos la técnica de citometría de flujo para caracterizar las 

poblaciones celulares derivadas de los cultivos RAW monocitos (Figura 14A) y 

RAW 5d RANKL (Figura 14B). En las gráficas se observa que la incubación con 

RANKL enriqueció en un 12,6% la población de células en el cuadrante superior 

derecho, que corresponde a células de mayor tamaño (parámetro de dispersión 
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frontal, FSC-H, eje X) y complejidad (parámetro de dispersión lateral, SSC-H, eje 

Y) (Figura 14 A-B). Posteriormente se construyó un histograma para representar el 

número de células respecto de su valor de FSC-H (figura 14C). Los cultivos RAW 

monocitos mostraron FSC-H entre 50 hasta 900 U.A, encontrando el mayor número 

de células entre 100 a 600 presentando un máximo en 250 U.A (figura 14C), 

mientras que el cultivo de RAW 5d RANKL presentó dos poblaciones de células: 

una entre 100 a 350 y otra entre 400 y 850 FSC-H (figura 14C), siendo esta última 

la de mayor cantidad. Comparativamente, los cultivos RAW monocitos presentaron 

cantidades significativamente mayores de células de 200 a 350 FSC-H que las 

células RAW 5d RANKL, mientras el cultivo RAW 5d RANKL presentó mayor 

cantidad de células de 400 a 850 FSC-H que el cultivo RAW monocito (figura 14C). 

 

 

Figura 14. Caracterización de los cultivos RAW monocitos y RAW 5d RANKL a través de 
citometría de flujo. A-B. Análisis por citometría de flujo de los cultivos celulares RAW Monocito (A) 
y RAW 5d RANKL (B). C. Histograma de número de células respecto de su valor de dispersión 
frontal FSC-H derivado de la citometría de flujo para los cultivos RAW Monocito (barras negras) y 
RAW 5d RANKL (barras grises). n= 3. Promedio ± SEM. *: p<0.05, **: p<0.01, ***: p<0.001, test de 
Mann-Whitney comparando cultivo RAW monocito y RAW 5d RANKL para cada valor de FSC-H. 
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4.1.5 Utilización de una técnica de gradiente de suero para separar los 
osteoclastos de las células mononucleadas en cultivos RAW 5d RANKL. 
 

Para descartar la influencia de células mononucleares en los eventos de liberación 

de ATP, estandarizamos la técnica de gradiente de suero para la purificación de 

osteoclastos, posterior a la incubación con RANKL. Con la técnica de gradiente de 

suero se obtuvieron 3 fracciones: superior, media e inferior (figura 15A). En cada 

fase se midió el porcentaje de células respecto del total, encontrando que en la 

capa superior presentó 51,3%, la capa media el 36,3% y la capa inferior el 12,3% 

de las células (Anexo 3). El análisis citoquímico contra TRAP mostró una fracción 

superior enriquecida en células mononucleares TRAP- (figura 15B) y una fracción 

inferior enriquecida en células multinucleadas TRAP+ (figura 15C). Además, por 

citometría de flujo se evaluó el parámetro FSC-H de las fracciones superiores e 

inferiores, encontrando que la fase superior presenta mayor cantidad de células 

entre 100 - 350 FSC-H (figura 15D, F) y la fase inferior presenta mayor cantidad de 

células entre 450-700 FSC-H (figura 15E, F), permitiendo con esta técnica separar 

las dos poblaciones celulares que se habían encontrado en los cultivos RAW 5d 

RANKL(figura 14C). 
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Figura 15. Purificación de osteoclastos por gradiente de suero. Células RAW incubadas por 5d 
con RANKL 35 ng/mL fueron purificadas en una gradiente de suero. A. Imagen representativa de la 
gradiente de suero, en que se evidencian las tres fases a recolectar: superior, media e inferior. B-C. 
Las fracciones superior (B) e inferior (C) fueron sembradas nuevamente y teñidas con citoquímica 
de TRAP y hematoxilina. Las células fueron visualizadas y registradas en microscopio de luz 
(magnificación de 400X). Escala de la barra: 50 µm. D-E. Análisis por citometría de flujo de células 
correspondientes a la fracción superior (D) e inferior (E). F.  Histograma de número de células 
respecto de su valor de dispersión frontal FSC-H derivado de la citometría de flujo para la fracción 
superior (barras negras) e inferior (barras grises). n= 3. Promedio ± SEM. *: p<0.05, **: p<0.01, ***: 
p<0.001, test de Mann-Whitney comparando fracción superior e inferior para cada valor de FSC-H. 
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4.1.6 Osteoclastos purificados expresan panexina 1 y receptores P2X7 y 
presentan vesículas que contienen ATP.  
 
Teniendo en cuenta que la técnica de gradiente de suero nos permitió tener una 

fracción inferior enriquecida con osteoclastos, se utilizaron estos cultivos para 

determinar la presencia de los componentes de las rutas de liberación de ATP 

descritas (vesicular y conductiva). Por microscopía confocal se observó tinción de 

los osteoclastos purificados con quinacrina (figura 16A), que es un fluorocromo 

sensible a ATP intra-vesicular que se acumula en las vesículas cargadas de ATP 

(Genetos et al., 2005; Liu, Liu, & Yang, 2016). Además, por inmunofluorescencia 

indirecta se demostró la expresión de panexina 1 (Figura 16B) y de los receptores 

P2X7 (Figura 16C). Lo anterior demuestra la expresión de elementos de las vías de 

liberación de ATP vesicular y conductiva en los osteoclastos purificados.  

 

  
Figura 16. Inmunofluorescencia de los componentes de liberación de ATP en osteoclastos 
purificados. Los osteoclastos purificados fueron cultivados en portaobjetos, fijados y 
permeabilizados. Posteriormente, se realizó tinción con el marcador de vesículas de ATP quinacrina 
(A, marca verde), o se detectó Panexina 1 (B, marca verde) o receptor P2X7 (C, marca roja) por 
inmunofluorescencia indirecta. Las imágenes fueron adquiridas en microscopio confocal y tienen co-
tinción de núcleos con Hoescht 33342 (azul). Cada imagen es una agrupación de 7 fotos filtrando el 
máximo de fluorescencia en cada imagen. 
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4.1.7 Osteoclastos purificados liberan ATP basalmente y por estímulo 
mecánico a través de rutas independientes. 
 
Teniendo en cuenta los resultados anteriores, se midió la liberación de ATP basal 

y post movimiento del 37% del medio en cultivo en osteoclastos purificados por 

gradiente de suero. El estímulo mecánico indujo un incremento rápido de ATP 

extracelular, con un máximo de 3,2 veces sobre la basal luego de 15 seg-1 min y 

vida media cercana a los 5 min (figura 17A-B). La liberación basal de ATP se redujo 

en un 45% con el inhibidor farmacológico de la vía vesicular, glibenclamida 100 µM, 

y en un 38% con el inhibidor de hemicanales de panexinas, carbenoxolona 5 µM 

(figura 17C). La liberación basal de ATP no se modificó al bloquear receptores P2X7 

con BBG 50 nM. En cambio, la liberación máxima de ATP inducida por estímulo 

mecánico se redujo en un 63% con BBG 50 nM, y no fue afectada por glibenclamida 

ni carbenoxolona (figura 17D).  
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FIGURA 17. Osteoclastos purificados liberan ATP basalmente y por estímulo mecánico a 
través de rutas independientes. Células RAW 264.7 fueron estimuladas durante 7d con RANKL 
35 ng/mL. Posteriormente, los osteoclastos fueron purificados por gradiente de suero y resembrados 
para evaluar la liberación de ATP basal o posterior a estímulo mecánico (movimiento de 37% del 
medio extracelular cada 1 seg, durante 10 seg). A. A distintos tiempos post-estímulo, se tomaron 
alícuotas del medio de cultivo y se determinaron los niveles de ATP mediante la reacción luciferina-
luciferasa. Los resultados se normalizaron por mg de proteínas. La barra “control” corresponde a 
mediciones en ausencia de movimiento del medio. B. Representación de la liberación de ATP basal 
vs la máxima liberación de ATP post estímulo mecánico en osteoclastos purificados C-D. En 
osteoclastos purificados, se analizó el bloqueo de la liberación basal de ATP (C) o la máxima 
liberación de ATP inducida por estímulo mecánico de movimiento de medio 37% (D) por incubación 
30 min antes y durante el ensayo con glibenclamida 100 µM (Glib, bloqueador de liberación de ATP 
por vía vesicular), carbenoxolona 5 µM (Cbx 5, bloqueador de hemicanales de panexina), o Brilliant 
Blue G 50 nM (BBG, antagonista de receptores P2X7). n=5.Todos los datos son presentados como 
promedio ± SEM. *: p<0.05; **: p<0.01 respecto del control, test de Kruskal-Wallis post-hoc Dunn´s. 
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4.1.8 Osteoclastos purificados presentan mayor liberación basal de ATP y 
menor post movimiento del medio que cultivos celulares RAW monocito y 
RAW 5d RANKL. 
 
Comparativamente, el nivel basal de ATP extracelular en osteoclastos purificados 

fue 2 veces mayor que el de células RAW monocitos (Figura 18A). En cambio, la 

máxima liberación de ATP post estímulo mecánico en osteoclastos fue 8 veces 

menor que en RAW monocitos y 4,5 veces menor que en RAW 5d RANKL (figura 

18B). Al comparar el efecto de los bloqueadores farmacológicos de la liberación de 

ATP por vía vesicular o conductiva encontramos dos diferencias entre los cultivos 

de RAW Monocito y osteoclasto, el primero es el efecto en la liberación basal con 

glibenclamida donde redujo en un 50% los niveles basales de ATP extracelular en 

osteoclastos purificados, mientras que no tuvo efecto sobre las basales de ATP en 

células RAW monocito (figura 18C) y el segundo fue el efecto de BBG en la  

liberación de ATP inducida por estímulo mecánico, el uso de BBG en RAW 

monocitos presenta una reducción del 44% mientras que en osteoclastos la 

reducción es de 63% (figura 18D).  
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Figura 18. Osteoclastos purificados presentan mayor liberación basal de ATP y menor post 
movimiento del medio que cultivos celulares RAW monocito y RAW 5d RANKL. A. 
Comparación del nivel basal de ATP extracelular entre células RAW monocito, RAW 5d RANKL y 
osteoclastos purificados. B. Comparación del máximo de liberación de ATP post movimiento del 
medio del 37% entre células RAW monocito, RAW 5d RANKL y osteoclastos purificados. C-D. 
Comparación del efecto de distintos bloqueadores en la liberación de ATP basal (C) o inducida por 
estímulo mecánico (D) en células RAW monocito y osteoclastos purificados. Los resultados se 
expresan como porcentaje respecto al control, que corresponde al ATP basal (C) o inducido por 
estímulo mecánico (D) en ausencia de bloqueadores. n=5. Todos los datos son presentados como 
promedio ± SEM. *: p<0.05; **: p<0.01, ***: p<0.001. test de Kruskal-Wallis, seguido de la prueba 
post-hoc de Bonferroni para las comparaciones de liberación basal y post estímulo mecánico de 
ATP entre RAW monocitos, RAW 5d RANKL y Osteoclastos. test de Mann-Whitney comparando 
RAW monocito barra blanca y Osteoclastos con la preincubación de los diferentes inhibidores. 
  

En resumen, los resultados de esta primera sección demuestran que osteoclastos 

diferenciados y purificados a partir de la línea celular RAW 264.7, responden a estimulación 

mecánica por movimiento del medio extracelular liberando ATP por mecanismos regulados, 

independientes de la lisis celular. Las vías de liberación de ATP basal son bloqueadas 

parcialmente al usar bloqueadores de la vía vesicular (glibenclamida) o conductiva 

dependiente de panexina 1 (carbenoxolona). En tanto, la liberación inducida por estímulo 

mecánico es bloqueada parcialmente con un inhibidor de la vía conductiva dependiente de 

receptor P2X7 (Brilliant Blue G). 
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4.2 ATP extracelular induce la síntesis de proteínas en músculo FDB de ratón 
por activación de receptores P2Y asociados a la vía PI3K-Akt-mTOR. 

 

4.2.1 ATP 100 µM fosforila Akt en S473 en músculo completo y S6 en 
S(235/236). Curva de tiempo. 
 
Considerando que ATP exógeno fue el estímulo a utilizar, se evaluó inicialmente el 

grado de metabolización de esta molécula en contacto con músculo FDB de ratón 

aislado. En contacto con músculo FDB, ATP 100 µM presentó una disminución 

gradual de hasta 30% a los 15 min, manteniéndose luego relativamente estable y 

llegando a una metabolización de un 40% a los 90 min (Anexo 4). El modelo de 

músculo intacto, si bien podría dificultar el acceso del ATP exógeno a las fibras 

musculares (versus, por ejemplo, la utilización de un modelo de músculo 

semidisgregado enzimáticamente), es más semejante a la fisiología y se adecúa 

mejor a nuestra propuesta, pensando que el ATP liberado desde células óseas 

debiera acceder al músculo esquelético en el organismo a pesar de su alta 

complejidad estructural. Para validar el efecto de ATP exógeno en la vía Akt de 

músculo FDB completo, se realizó una curva tiempo-respuesta con ATP 100 µM y 

se evaluó la fosforilación de las proteínas Akt en S473 y S6 (proteína rio abajo de 

mTOR) en S(235/236). ATP 100 µM incrementó 3 veces la fosforilación de Akt a los 

7-15 min (figura 19A). Además, aumentó al doble la fosforilación de S6 a los 20 min 

(figura 19B). 

 

Figura 19. ATP 100 µM fosforila a Akt en S473 y a S6 en S(235/236) en músculo completo. 
Músculo FDB aislado se estabilizó en DMEM-HS 1 % durante 2 h a 37 °C. Posteriormente, los 
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músculos se incubaron con ATP 100 µM por distintos tiempos (0-20 min) y se homogenizaron. Las 
proteínas se resolvieron por SDS-PAGE y se realizó inmunoblot con los anticuerpos indicados. A. 
Inmunoblot contra pAkt S473, Akt total y GAPDH. B. Inmunoblot contra pS6 S(235/236), S6 total y 
GAPDH. En el panel superior de cada figura se muestra una imagen representativa de un n=5. En 
el panel inferior de cada imagen se muestra el análisis densitométrico que incluye todas las 
repeticiones. Cada proteína fosforilada está normalizado de acuerdo a su proteína total. Todos los 
datos son presentados como promedio ± SEM. *: p<0.05. test de Kruskal-Wallis post-hoc Dunn´s. 

 

4.2.2 ATP promueve la fosforilación de Akt en S473 de manera 
concentración-dependiente y activa los componentes de la vía mTOR, 
p70S6K y 4E-BP1 en músculo FDB aislado. 
Para determinar el rango de concentración de ATP que promueve la fosforilación 

de Akt, se realizó una curva concentración-respuesta incubando músculos FDB con 

ATP (0.1 – 100 µM) por 10 min. ATP indujo fosforilación de Akt (S473) entre 1 y 

100 µM, siendo 3 µM la concentración que presentó un mayor incremento (2,2 

veces de aumento en la fosforilación respecto del control) (figura 20A). Teniendo 

en cuenta que 3 µM presentó la mayor fosforilación de Akt (S473), se evaluó con 

esta concentración la fosforilación de los componentes río debajo de la ruta, a 

distintos tiempos de estimulación. ATP 3 µM aumentó la fosforilación de mTOR 

(S2448) y p70S6K (T389) 1,8 y 1,7 veces, respectivamente, luego de 20 min de 

incubación (figura20B-C). También incrementó 1,5 veces la fosforilación de 4E-BP1 

(T37/46) a los 10 min post estimulación (figura20D). 
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Figura 20. ATP promueve la activación de Akt de manera concentración-dependiente, y activa 
la ruta mTOR, p70S6K, 4E-BP1 en músculo FDB. Músculo FDB aislado se estabilizó en DMEM-
HS 1 % durante 2 h a 37 °C. Posteriormente, los músculos se incubaron con ATP a las 
concentraciones y tiempos señalados y se homogenizaron. Las proteínas se resolvieron por SDS-
PAGE (20 µg por carril) y se realizó inmunoblot con los anticuerpos indicados. En el panel superior 
de cada figura se muestra una imagen representativa de un n=5. En el panel inferior de cada imagen 
se muestra el análisis densitométrico que incluye todas las repeticiones. A. Inmunoblot contra pAkt 
S473, Akt total y GAPDH; curva concentración-respuesta de ATP (0.1- 100µM),10 min post 
estimulación. B. Inmunoblot contra pmTOR S2448, mTOR total y GAPDH; curva temporal (5-20 min) 
con ATP 3 µM. C. Inmunoblot contra  p-p70S6K T389 y GAPDH; curva temporal (5-20 min) con ATP 
3 µM. D. Inmunoblot contra  p-4E-BP1 T37/46 y GAPDH; curva temporal (5-20 min) con ATP 3 µM. 
En las figuras B-D, para cada tiempo se ensayaron los músculos contralaterales de un mismo animal 
en ausencia (Control) o presencia (ATP) de ATP 3 µM. Todos los datos son presentados como 
promedio ± SEM. *: p<0.05, **: p<0.01, ***: p<0.001, test de Kruskal-Wallis post-hoc Dunn´s para 
grafica A y test de Mann-Whitney comparando Control vs ATP en las gráficas B,C y D. 
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4.2.3 ATP incrementa la síntesis de proteínas en el músculo FDB. 
Teniendo en cuenta los resultados anteriores, en que se demostró que ATP 3 µM 

activa la vía Akt-mTOR-p70S6K-4E-BP1, el siguiente experimento fue medir si ATP 

aumenta de la síntesis de proteínas en músculo FDB. Se utilizó la técnica SUnSET 

de pulso y caza con puromicina para evaluar la síntesis de proteínas. Los ensayos 

previamente publicados con esta técnica en músculo esquelético se han realizado 

in vivo o en cultivos celulares de C2C12 o L6; nosotros estandarizamos un protocolo 

de medición en músculo FDB aislado. Se ensayaron diferentes tiempos de  

incubación con medio bajo en suero previo al ensayo (HS 1%, 2, 6 o 12 h) y se 

utilizó insulina 100 nM como control positivo de inducción de la síntesis proteica vía 

Akt. A pesar que con cualquiera de los tiempos de depleción de suero insulina 

incrementó de manera significativa la fosforilación de Akt (Anexo 5), sólo luego de 

2 h de depleción de suero, insulina aumentó la síntesis proteica por encima del 

control (figura 21A). Por lo tanto, para ensayos posteriores se mantuvo la condición 

de depleción de suero por 2h previo a los ensayos. Posteriormente se determinó 

que, luego de 2h de depleción de suero, 3 µM ATP aumento 1,41 veces la tasa de 

síntesis de proteínas en músculo FDB aislado (Figura 21B).  
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Figura 21. ATP incrementa la síntesis de proteínas en el músculo FDB. Músculos FDB aislados 
se incubaron en medio bajo en suero (DMEM-HS 1 %) durante 2, 6 o 12 h (A) o 2 h (B) a 37 °C. 
Posteriormente, se realizaron los tratamientos con Insulina 100 nM o ATP 3 µM durante 45 min. y 
se evaluó la síntesis proteica por incorporación de puromicina a las proteínas neosintesizadas 
(técnica de SUnSET). En el panel superior de cada figura se muestra una imagen representativa. 
En el panel inferior de cada imagen se muestra el análisis densitométrico que incluye todas las 
repeticiones. Para cada tratamiento (Insulina, ATP) se evaluó el músculo FDB de la pata 
contralateral en ausencia de estímulo (Control). A. Efecto de Insulina 100 nM en la incorporación de 
puromicina a músculo FDB, previo 2, 6 o 12 h de depleción de suero; n=3. B. Efecto de ATP 3 µM 
en la incorporación de puromicina a músculo FDB, previo 2 h de depleción de suero; n=5. Todos los 
datos son presentados como promedio ± SEM. **: p<0.01, test de Mann-Whitney comparando 
Control vs Insulina o ATP. 
 

 

4.2.4 El Incremento en la síntesis de proteínas en músculo FDB inducido 
por ATP 3 µM es dependiente de la vía P2-PI3K-mTOR. 
Para evaluar si el aumento de la síntesis de proteínas inducido por ATP 3 µM se 

debe a la activación de los receptores P2-PI3K-mTOR, se utilizó suramina 100 μM 

(antagonista general de los receptores P2X y P2Y), LY294002 50 μM (inhibidor de  

PI3K) o Rapamicina 100 nM (inhibidor de mTOR) como bloqueadores de la ruta a 
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distintos niveles. Cada uno de estos bloqueadores anuló la síntesis de proteínas 

inducida por ATP extracelular (Figura 22).  

 

 

Figura 22 La síntesis de proteínas inducida por ATP 3 µM en músculo FDB es dependiente de 
la vía P2-PI3K-mTOR. Músculos FDB aislados se incubaron en medio bajo en suero (DMEM-HS 1 
%) durante 2 h a 37 °C. Posteriormente, se realizaron los tratamientos con suramina 100 μM, 
LY294002 50 μM o Rapamicina 100 nM por 30 min. antes y durante el estímulo de ATP 3 µM y se 
evaluó la síntesis proteica por incorporación de puromicina a las proteínas neosintesizadas (técnica 
de SUnSET). En el panel superior de cada figura se muestra una imagen representativa de un n=3. 
En el panel inferior de cada imagen se muestra el análisis densitométrico que incluye todas las 
repeticiones. Las muestras (-) y (+) ATP en presencia de cada uno de los bloqueadores 
corresponden a músculos FDB contralaterales de un mismo animal. Todos los datos son 
presentados como promedio ± SEM. **: p<0.01, test de Mann-Whitney comparando Control vs ATP. 
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4.2.5 ATP 3µM no afecta la degradación de proteínas vía proteosoma. 

Teniendo en cuenta que el mantenimiento de los niveles proteicos depende del 

balance entre las vías de síntesis y degradación, se evaluó el efecto de ATP 3µM 

en la vía ubiquitina E3 ligasa - proteosoma como una ruta principal de degradación 

de proteínas. Nosotros encontramos ATP 3 µM no modifica la cantidad de proteínas 

poli-ubiquitinadas en lisina 48 (K48), en ausencia o presencia del inhibidor del 

proteosoma MG132 5µM (figura23). 

 

 

 

 

Figura 23. ATP 3µM no afecta la vía de 
degradación de proteínas vía poli-
ubiquitina. Músculos FDB aislados se 
incubaron en medio bajo en suero (DMEM-
HS 1 %) durante 2 h a 37 °C. 
Posteriormente, se realizaron los 
tratamientos con el inhibidor del proteosoma 
MG132 5µM  por 30 min. antes y durante el 
estímulo de ATP 3 µM y los músculos se 
homogenizaron. Las proteínas se 
resolvieron por SDS-PAGE (20 µg por carril) 
y se realizó inmunoblot con el anticuerpo 
anti-poli ubiquitina (k48). En el panel 
superior de cada figura se muestra una 
imagen representativa de un n=4. En el 
panel inferior de cada imagen se muestra el 
análisis densitométrico que incluye todas las 
repeticiones. Las muestras (-) y (+) ATP para 
cada condición corresponden a músculos 
FDB contralaterales de un mismo animal. 
n=4.Todos los datos son presentados como 
promedio ± SEM. n.s: no significativo, test de 
Mann-Whitney comparando Control vs ATP 

 

 

 

 

 

En resumen, los resultados de esta segunda sección muestran que el ATP 

extracelular promueve la síntesis de proteínas a través de la activación de la vía 

P2-PI3K-Akt-mTOR, sin afectar la degradación de proteínas vía proteosoma en el 

músculo FDB de ratón. 
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4.3 Osteoclastos estimulados mecánicamente promueven la síntesis de 
proteínas en músculo esquelético a través de la liberación de ATP y 
activación de la vía P2Y-PI3K-Akt-mTOR. 
 

4.3.1 Osteoclastos purificados liberan ATP en concentraciones cercanas a 
3 µM 
Teniendo en cuenta que nuestro trabajo busca determinar si el ATP liberado por 

osteoclastos post estímulo mecánico (objetivo 1) podría generar incrementos de la 

síntesis de proteínas en músculo esquelético (objetivo 2), siendo esta una 

comunicación paracrina, lo primero que determinamos fue la concentración de ATP 

extracelular basal y post estímulo mecánico en osteoclastos purificados. 

Osteoclastos fueron sembrados en el compartimento superior de cámaras 

Transwell® de 12 mm (figura 24A), y se cuantificó el ATP en el medio extracelular 

tanto basal como durante 45 min posteriores a la estimulación mecánica. A nivel 

basal, la concentración de ATP fue de 0,064 ± 0,021 µM, que se incrementó post 

estímulo mecánico a valores 2,61 ± 1,04 µM en los primeros 15 seg post 

estimulación, llegando a valores de 1,3 ± 0,7 µM a los 20 min. post estimulación 

(figura 24 B). 

 

 

Figura 24. Los osteoclastos purificados presentan aumentos de las concentraciones 
extracelulares de ATP en el compartimento superior post estímulo mecánico. Células RAW 
264.7 fueron estimuladas durante 7d con RANKL 35 ng/mL. Posteriormente, los osteoclastos fueron 
purificados por gradiente de suero y resembrados en el compartimento superior de cámaras 
Transwell ® de 12 mm (A). Se evaluó la liberación de ATP basal o posterior a estímulo mecánico 
(movimiento de 37% del medio extracelular cada 1 seg, durante 10 seg). A distintos tiempos post-
estímulo, se tomaron alícuotas del medio de cultivo y se determinaron los niveles de ATP mediante 
la reacción luciferina-luciferasa (B). Todos los datos son presentados como promedio ± SEM. 
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4.3.2 En un sistema de co-cultivo, el estímulo mecánico de osteoclastos 
purificados incrementa la síntesis de proteínas en músculo esquelético. 
Teniendo en cuenta, que las concentraciones de ATP extracelular son cercanas a 

las reportadas en el objetivo 2, nosotros realizamos co-cultivos, sembrando en el 

compartimento superior los osteoclastos purificados y en el compartimento inferior 

el músculo FDB aislado (figura 25A, panel derecho). En este sistema, la 

estimulación mecánica de los osteoclastos por movimiento del medio aumentó 2 

veces la síntesis de proteínas en el músculo FDB del compartimento inferior, 

respecto de la condición con osteoclastos sin estimular (figura 25B, panel derecho). 

Como control, se realizaron cultivos sólo con músculo FDB en la cámara inferior, 

sin osteoclastos. En dicho sistema, el movimiento del medio en la cámara superior 

no modificó la incorporación de puromicina en el músculo, confirmando que este 

efecto no se debe a una acción directa de la perturbación del medio sobre las 

células musculares (Figura 25A-B, paneles izquierdos). 
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Figura 25. El estímulo mecánico en osteoclastos purificados incrementa la síntesis de 
proteínas en el músculo esquelético adyacente. Células RAW264.7 fueron estimuladas durante 
7d con RANKL 35 ng/mL. Posteriormente, los osteoclastos fueron purificados por gradiente de suero 
y resembrados en el compartimento superior de cámaras Transwell® ® de 12 mm. En el 
compartimento inferior, se situó un músculo FDB aislado y estabilizado por 2h en DMEM-HS 1%.  
Se realizó estimulación mecánica (movimiento de 37% del medio extracelular cada 1 seg, durante 
10 seg) a los osteoclastos, y se evaluó la síntesis proteica en el músculo FDB por incorporación de 
puromicina a las proteínas neosintesizadas (técnica de SUnSET). A. Diagrama del sistema de co-
cultivo de osteoclastos purificados y músculo FDB de ratón. El panel izquierdo muestra el control en 
que se realiza estimulación mecánica en ausencia de osteoclastos en la cámara superior. El panel 
derecho muestra la condición experimental en que se realiza estimulación mecánica a los 
osteoclastos sembrados en la cámara superior. B. Evaluación de la síntesis proteica en músculo 
FDB por incorporación de puromicina. En el panel superior se muestra una imagen representativa 
de un n=5; En el panel inferior se muestra el análisis densitométrico que incluye todas las 
repeticiones. Todos los datos son presentados como promedio ± SEM. ***: p<0.001, test de Mann-
Whitney comparando Control vs estimulación mecánica. 
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4.3.3 La síntesis de proteínas en el músculo FDB inducida por estimulación 
mecánica de osteoclastos es dependiente de la presencia de ATP 
extracelular. 
Dado que la estimulación mecánica en osteoclastos purificados incrementa la 

liberación de ATP de éstos, pero además provoca incrementos de la síntesis de 

proteínas en el músculo FDB, evaluamos si el ATP extracelular es un mediador en 

la comunicación entre osteoclastos y células musculares. Para esto, se realizó el 

experimento de co-cultivo de osteoclastos y músculo FDB descrito en la figura 25A, 

en presencia de apirasa 5 U/ml en el medio de cultivo. Apirasa es una nucleotidasa 

que metaboliza el ATP hasta AMP y, por tanto, degradará el ATP que sea liberado 

durante el estímulo mecánico a osteoclastos.  En presencia de apirasa, se anuló el 

aumento en la síntesis de proteínas en el músculo FDB inducido por estímulo 

mecánico en los osteoclastos purificados (Figura 26). 

 

 

 
 
 
 
 
 
 

Figura 26. La síntesis de proteínas en el 
músculo FDB inducida por estimulación 
mecánica de osteoclastos es dependiente 
de ATP extracelular. Se realizaron ensayos 
de co-cultivo en cámaras Transwell® de 
osteoclastos purificados y músculo FDB de 
ratón, y estimulación mecánica por movimiento 
del medio, de acuerdo con lo descrito en la 
figura 21. El ensayo se realizó en ausencia o 
presencia de apirasa 5U/ml, ectonucleotidasa 
que metaboliza el ATP a AMP. En el panel 
superior se muestra una imagen representativa 
de un n=4; En el panel inferior se muestra el 
análisis densitométrico que incluye todas las 
repeticiones. Todos los datos son presentados 
como promedio ± SEM. **: p<0.01. test de 
Mann-Whitney comparando Control vs 
estimulación mecánica. 
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4.3.4 La síntesis de proteínas en músculo FDB inducida por estimulación 
mecánica de osteoclastos es dependiente de la activación de la vía P2R-
PI3K-mTOR 
 

Teniendo en cuenta que el estímulo mecánico en osteoclastos purificados 

incrementa la liberación de ATP el cual es relevante para el incremento de la 

síntesis de proteínas en el músculo FDB, nosotros evaluamos si este incremento 

en la síntesis de proteínas es dependiente de la activación de los receptores P2 y 

de la activación de la vía PI3K-mTOR. Para corroborar esta activación, se utilizaron 

los bloqueadores farmacológicos de esta vía descritos previamente: suramina 100 

μM, LY294002 50 μM y Rapamicina 100 nM. Estos bloqueadores efectivamente 

anularon el incremento de la síntesis de proteínas en el músculo FDB post estímulo 

mecánico de osteoclastos purificados (figura 27). 
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Figura 27. La síntesis de proteínas en músculo FDB inducida por estimulación mecánica de 
osteoclastos es dependiente de la activación de la vía P2R-PI3K-mTOR A. Se realizaron 
ensayos de co-cultivo en cámaras Transwell® de osteoclastos purificados y músculo FDB de ratón, 
y estimulación mecánica por movimiento del medio, de acuerdo a lo descrito en la figura 21. El 
ensayo se realizó en ausencia o presencia de suramina 100 μM, LY294002 50 μM o Rapamicina 
100 nM. En el panel superior se muestra una imagen representativa de un n=4; En el panel inferior 
se muestra el análisis densitométrico que incluye todas las repeticiones. Todos los datos son 
presentados como promedio ± SEM. ***: p<0.001. test de Mann-Whitney comparando Control vs 
estimulación mecánica y los diferentes inhibidores farmacológicos. 

 

En resumen, los resultados de esta tercera sección muestran que la estimulación 

mecánica de osteoclastos libera ATP al medio extracelular que, de manera 

paracrina, estimula la síntesis proteica de músculo FDB de ratón por activación de 

la vía P2-PI3K-mTOR. 
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5. DISCUSIÓN. 

 

5.1 La estimulación mecánica promueve la salida de ATP desde osteoclastos. 

La función de nucleótidos extracelulares (ATP, ADP, UTP, UDP) por activación de 

receptores de tipo P2X/P2Y se ha descrito en todos los tipos celulares que 

participan en la remodelación ósea, tales como osteocitos, osteoblastos y 

osteoclastos (Burnstock et al., 2013; Orriss et al., 2010). Dependiendo de la 

concentración, ubicación y temporalidad de las señales de nucleótidos 

extracelulares, participan en la proliferación y diferenciación de osteoblastos, 

promoviendo mineralización ósea (Burnstock et al., 2013; Costessi et al., 2005; Katz 

et al., 2011; Nakano, Addison, & Kaartinen, 2007; N. Wang et al., 2012), o 

promueven la actividad y diferenciación de osteoclastos, para inducir resorción 

ósea (Burnstock et al., 2013; Korcok, Raimundo, Du, Sims, & Dixon, 2005; Orriss 

et al., 2011). Estas funciones que pueden parecer antagónicas son necesarias cada 

vez que se requiere remodelar hueso: antes de la activación de osteoblastos para 

formar nuevo tejido mineralizado, es necesaria la acción de los osteoclastos para 

remover el tejido antiguo (Raggatt & Partridge, 2010). Por lo tanto, los nucleótidos 

extracelulares podrían participar en la regulación fina de la remodelación ósea. Se 

ha descrito, además, que el ATP extracelular es una señal fundamental durante la 

percepción de la carga mecánica por osteocitos; estas células utilizarían al ATP 

como molécula de señalización entre sí, o con células cercanas (Thi, Suadicani, 

Schaffler, Weinbaum, & Spray, 2013; Thompson et al., 2011). 

Paralelamente, se ha demostrado que las células óseas no sólo responden a ATP, 

sino que pueden liberar ATP al medio extracelular en respuesta a estimulación 

mecánica. En osteoblastos,  se reconoce a la vía vesicular como la principal ruta 

de salida de ATP (Romanello et al., 2005), mientras que en osteocitos prevalece la 

vía conductiva, a través de hemicanales de Cnx 43 (Genetos et al., 2007).  

En osteoclastos se ha reportado la expresión de diferentes subtipos de receptores 

purinérgicos, tales como P2X1, P2X4, P2X7, P2Y1, P2Y2, P2Y4, P2Y6 y P2Y11 

(Buckley, Hipskind, Gartland, Bowler, & Gallagher, 2002). Se ha reportado que el 

ATP extracelular induce el incremento transitorio de Ca2+ citosólico (Yu & Ferrier, 

1993), así como la diferenciación y actividad de osteoclastos de ratón (Orriss, 

2015). Un elemento central en los estudios de señalización purinérgica en 
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osteoclastos ha sido el receptor P2X7, cuya activación se ha asociado a la 

reorganización del citoesqueleto en la zona de sellado, la liberación de vesículas 

en la laguna de resorción y la translocación de NFkB (Orriss, 2015). A pesar de la 

gran cantidad de efectos de las señales purinérgicas en los osteoclastos, no se ha 

abordado la posibilidad de una liberación de ATP basal o inducida por estímulo 

mecánico desde estas células. Se ha hipotetizado que los osteocitos y los 

osteoblastos son la fuente de ATP extracelular que estimularía de manera paracrina 

a los osteoclastos (Hoebertz et al., 2003; Orriss et al., 2010).  

En el presente trabajo de investigación nos propusimos investigar si osteoclastos 

pudieran ser un componente de liberación de ATP adicional en el sistema. 

Encontramos que osteoclastos diferenciados a partir de monocitos de la línea 

celular RAW264,7 y purificados a partir de gradientes de suero, presentan vesículas 

de ATP y receptores P2X7, como previamente se había reportado (Brandao-Burch 

et al., 2012). Adicionalmente demostramos la expresión de canales de Pnx1. Los 

estudios farmacológicos demostraron que los osteoclastos purificados liberan 

basalmente ATP al medio extracelular de forma controlada a través de la vía 

vesicular y la vía conductiva (dependiente de Pnx1). Un punto importante, es que 

en cultivos de células RAW 5d RANKL no se encontró inhibición de la liberación 

basal usando bloqueadores de la vía vesicular o de componentes descritos para la 

vía conductiva (Cnx, Pnx, receptor P2X7) al igual que sucede con las células RAW 

monocitos como previamente se había reportado (Brandao-Burch et al., 2012). Esto 

sugiere que, en estados de monocitos o estadios previos de osteoclastos, como 

pre-osteoclastos o pro-osteoclastos, podrían existir vías de liberación basal de ATP 

distintas a las analizadas. Otro hallazgo importante de este trabajo fue determinar 

que en cultivos de osteoclastos purificados la estimulación mecánica incrementa 

3,5 veces los niveles de ATP extracelular, desde los 15 seg post estímulo. Esta 

liberación inducida por un flujo turbulento se inhibe parcialmente con el bloqueo 

farmacológico de los receptores P2X7, al igual que se observa en los cultivos de 

RAW monocitos y RAW 5d RANKL. Estos resultados indican que tanto monocitos, 

pre-osteoclastos, pro-osteoclastos y osteoclastos maduros, un receptor 

fundamental en la liberación de ATP post estímulo mecánico es el receptor P2X7. 

En células RAW monocitos y RAW 5d RANKL se encontró que paralelamente la 
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actividad de canales de Pnx1 es necesaria para la liberación de ATP inducida por 

estímulo mecánico. 

Aunque en este trabajo no estudiamos el efecto autocrino de la liberación de ATP 

desde los osteoclastos purificados, será interesante revisar en futuras 

investigaciones si la liberación de ATP a través de los receptores P2X7 inducida por 

estimulación mecánica es una señal autocrina importante para activar otros tipos 

de receptores purinérgicos que permitan incrementar la diferenciación y actividad 

de resorción por parte de los osteoclastos. 

Un punto interesante es que los tres tipos de células que regulan la masa ósea 

(osteocitos, osteoblastos y osteoclastos) presentan incrementos en la liberación de 

ATP post estimulación mecánica, la cual se presenta a nivel del hueso en el 

movimiento de fluido a través del sistema laguno-canalicular (Fritton & Weinbaum, 

2009; Price et al., 2011). Esto permitiría durante ciclos de carga incrementos del 

movimiento del medio, el cual llevará a incrementos de la liberación de ATP que 

podría ser fundamental en el mantenimiento de la estructura y función ósea.  

Otro punto importante de análisis es el mecanismo de mecanotraducción que 

presenta el osteoclasto al movimiento del medio extracelular, en estudios en 

osteoblastos se ha hipotetizado que el movimiento del medio activa canales de 

calcio mecano-sensibles, los cuales llevan a una despolarización celular 

permitiendo la apertura de canales de calcio dependientes de voltaje que provoca 

la liberación de ATP por vía vesicular y por vía conductiva (Thompson et al., 2012). 

En nuestro estudio, observamos que la inhibición farmacológica del receptor P2X7 

genera una inhibición parcial de la liberación de ATP en osteoclastos, lo cual deja 

dos posibles explicaciones, la primera es que este receptor P2X7 sirva como un 

canal mecano-sensible, el cual al ser activado por el estímulo mecánico genere 

incrementos de las concentraciones de calcio activando ambas vías de liberación 

de ATP (vesicular y conductiva); La segunda posibilidad es que el receptor P2X7 se 

active por la estimulación mecánica y permita la liberación de ATP a través de él, 

esto significa que el receptor cumpliría una acción dual de sensar el estímulo 

mecánico pero además servir de canal que permitiera la liberación de ATP, sería 

de gran interés fisiológico estudiar en futuros trabajos el mecanismo de 
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mecanotraducción que lleva a los incrementos de la liberación de ATP en este tipo 

celular. 

 

Otro aporte de este trabajo en el estudio de las células óseas es el estudio de la 

mecanotransducción del osteoclasto. En estudios se ha considerado que los 

osteocitos son las células responsables de la mecanotransducción a nivel óseo, y 

actualmente hay estudios que evidencia que los osteoblastos también presentan 

respuestas ante el movimiento del medio, pero además, en nuestro trabajo 

encontramos que  osteoclastos también pueden generar respuestas ante estímulos 

mecánicos, estos resultados junto a el estudio que encontró que los osteoclastos 

generan  oscilaciones de calcio intracelular post estímulo mecánico (Li et al., 2018) 

al igual que sucede con los osteocitos y los osteoblastos, permite entender que 

todas las células de remodelación ósea presentan capacidad de 

mecanotransducción. Un punto interesante de estudiar a futuro es si estas 

oscilaciones de calcio intracelulares mediadas por el movimiento del medio se da 

por activaciones autocrinas por la liberación de ATP y determinar si los canales 

calcio mecanosensibles que se han reportado en los osteoclastos STIM1 y TRPV4 

(Li et al., 2018) sean importantes en la liberación de ATP post estímulo mecánico.  

 

5.2 ATP extracelular promueve la síntesis de proteínas en músculo 
esquelético por activación de la vía P2Y-PI3K-Akt-mTOR. 
 

Previamente se ha reportado que las células musculares esqueléticas expresan 

múltiples subtipos de receptores purinérgicos P2X/P2Y (Buvinic et al., 2009), que 

participan como mediadores entre la despolarización de la membrana plasmática y 

la expresión de genes (Buvinic et al., 2009), promueven la translocación de GLUT4 

y captación de glucosa (Osorio-Fuentealba et al., 2013), activan vías anti-

apoptóticas (Valladares et al., 2013) y regulan la producción de ROS (Diaz-Vegas 

et al., 2015).  

En otros tipos celulares, tales como fibroblastos, neuronas, células epiteliales 

humanas y células mesangiales, se ha demostrado que la señal purinérgica activa 

la vía  PI3K-Akt (Bilbao et al., 2010; Gerasimovskaya et al., 2005; Hu et al., 2010; 

Huwiler et al., 2002; Katz et al., 2011) y mTOR-p70S6K (Gerasimovskaya et al., 

2005; Hu et al., 2010), conduciendo a efectos anti-apoptóticos (Huwiler et al., 2002), 
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proliferación (Bilbao et al., 2010; Gerasimovskaya et al., 2005; Katz et al., 2011) y 

recuperación de lesiones neuronales (Hu et al., 2010).  

En el presente trabajo demostramos que en músculo FDB aislado de ratones 

adultos, el ATP extracelular incrementa la fosforilación de Akt(S473) a los 7-15 min, 

al igual que se reportó en cultivo primario de fibroblastos bovinos derivados de 

adventicia de arteria pulmonar (Gerasimovskaya et al., 2005). Además, 

encontramos que esta respuesta se induce a concentraciones entre 1 µM y 100 µM, 

al igual que en la línea de células epiteliales humanas MCF-7 (Bilbao et al., 2010). 

La máxima fosforilación de Akt ocurre con ATP 3 µM. Este dato permite sugerir la 

participación de receptores de tipo P2Y en este proceso. Esto debido a que los 

receptores P2Y se activan con un rango de concentraciones de ATP que va desde 

nM hasta µM bajo, mientras que los receptores de tipo P2X requieren 

concentraciones de ATP en el rango de µM a mM para su activación (Burnstock, 

2014). Considerando que en fibras aisladas de músculo FDB de ratón hemos 

demostrado que el receptor P2Y2 es el subtipo mayormente expresado (Fernandez-

Verdejo et al., 2014), éste podría ser el receptor intermediario entre el ATP 

extracelular y la activación de Akt. Como refuerzo a este punto, y considerando que 

el receptor P2Y2 presenta un rango de potencia equivalente para ATP y UTP, 

demostramos que UTP 3 µM induce 1,78 veces incremento en la síntesis de 

proteínas en músculo FDB aislado (Anexo 6). Este punto deberá ser confirmado a 

través del uso del antagonista competitivo selectivo para el receptor P2Y2, AR-C 

118925XX (Tocris, Reino Unido), o por electroporación directa de los músculos con 

un shARN para el receptor P2Y2.  

Analizando los posibles efectos río abajo de la fosforilación de Akt, estudiamos las 

fosforilaciones de mTOR (S2448), p70S6K(T389) y 4E-BP1(T37/46) en presencia 

de ATP 3 µM. Demostramos que mTOR y p70S6K incrementan su fosforilación 1,8 

veces a los 20 min, mientras que la proteína 4E-BP1 se fosforila 1,5 veces 10 min. 

post estimulación. Esta activación prematura de 4E-BP1 ha sido reportada en otros 

estudios, en las cuales se demostró que aparte de ser activada por mTOR, puede 

activarse directamente por Akt  (Gingras et al., 1999; Tee et al., 2002). Esto último 

sería una posibilidad, teniendo en cuenta que Akt se fosforila desde los 7 min.  
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Considerando que se ha descrito que la ruta PI3K-Akt-mTOR promueve la 

sobrevida y crecimiento del músculo esquelético (Schiaffino et al., 2013),  

evaluamos si ATP 3 µM impacta la tasa de síntesis proteica de músculo FDB 

aislado. Demostramos que la incubación del músculo completo con ATP 3µM  

aumenta en 1,42 veces la incorporación de puromicina mediante la técnica 

SuNSET, que es un indicador del nivel de proteínas neo-sintetizadas.  Este efecto 

fue anulado cuando se pre-incubó el músculo con los bloqueadores farmacológicos 

suramina, LY294002 y rapamicina, lo que sugiere que el incremento de la tasa de 

síntesis de proteínas inducido por ATP exógeno es dependientes de la vía P2-PI3K-

mTOR, al igual que fue descrito en fibroblastos (Gerasimovskaya et al., 2005).  

Teniendo en cuenta que el mantenimiento de la masa muscular depende del 

balance de los procesos anabólicos (síntesis de proteínas) y catabólicos 

(degradación de proteínas) es necesario para futuros estudios del efecto del ATP 

en la masa muscular estudiar su efecto en las vías de degradación. El proceso de 

degradación de proteínas en el músculo esquelético depende de dos procesos, el 

sistema ubiquitin-proteosoma y el sistema autofagia-lisosoma (Schiaffino et al., 

2013; Schiaffino & Mammucari, 2011). La activación de ambas vías proteolíticas es 

regulada transcripcionalmente a través de la expresión de genes relacionados con 

la atrofia conocidos como atrogenes (Atrogina-1 y MuRF1), los cuales a su vez son 

dependientes de las proteínas FoxO, las cuales presenta regulación negativa por 

Akt (Schiaffino et al., 2013; Schiaffino & Mammucari, 2011). Nosotros evaluamos si 

ATP 3 µM podía tener un efecto sobre la vía E3 ubiquitina ligasa-proteosoma, 

descrita como la principal ruta de degradación de proteínas en músculo esquelético 

(Bodine et al., 2001; Leger et al., 2006; Schiaffino & Mammucari, 2011). En 

condiciones controles, ATP 3 µM no indujo cambios en la cantidad de proteínas 

poli-ubiquitinadas en lisina 48 (K48). Para descartar que la ausencia de efecto se 

debiera a un funcionamiento exacerbado de los proteosomas, degradando las 

proteínas poli-ubiquitinadas antes de su posible detección, se repitió el ensayo en 

presencia del inhibidor del proteasoma MG132 5 µM. En esas condiciones 

efectivamente se aprecia la acumulación de mayores cantidades de proteínas poli-

ubiquitinadas en condiciones basales. Sin embargo, ATP 3 µM no indujo cambios 

significativos en los niveles de éstas. Cabe mencionar, de todas formas, que en los 

4 experimentos independientes realizados en presencia del inhibidor del 
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proteosoma, se detecta una disminución en la marca de proteínas poli-

ubiquitinadas respecto de la marca basal, aunque no es suficiente para dar 

significancia estadística con el test analizado. Para validar este punto es necesario 

aumentar el número de ensayos. Pero además también sería de gran interés 

fisiológico estudiar el efecto del ATP extracelular sobre la fosforilación de las 

proteínas FoxO y su efecto en la producción de atrogenes (Atrogina-1 y MuRF1) y 

en el sistema autofagia-lisosoma para tener una caracterización completa de los 

efectos del ATP en la masa muscular.  

El rol del ATP exógeno como inductor de los niveles proteicos sugiere que podría 

ser una molécula encargada de mantener la masa muscular basal de manera 

trófica, o promover hipertrofia muscular en condiciones fisiopatológicas. 

Considerando que el ATP es una molécula ubicua, liberada por múltiples 

componentes celulares del sistema musculoesquelético (fibras musculares, células 

óseas, células de vasos sanguíneos, fibroblastos del tejido conectivo) (Burnstock 

et al., 2013), podría participar en la regulación fina de la masa muscular. Estas 

evidencias junto a las ya existentes de que ATP extracelular genera modificaciones 

en  genes tempranos (cfos), tardíos (interleuquina 6) (Buvinic et al., 2009) y las 

modificaciones en la expresión de genes relacionados con la plasticidad como 

sucede con la troponina I (Jorquera et al., 2013), abren una nueva área de interés 

clínico en patologías tales como distrofias musculares, en condiciones como la 

pérdida de masa muscular durante el envejecimiento (sarcopenia), o en procesos 

adaptativos relacionados con el uso/desuso muscular. Aparte de su relevancia 

clínica, conocer los procesos que controlan la masa muscular es un blanco atractivo 

en el área de fisiología del ejercicio y el entrenamiento de alto rendimiento. 

 

5.3 ATP liberado por osteoclastos aumenta de manera paracrina la síntesis de 
proteínas en músculo FDB de ratón. 
 

Se han reportado fuertes asociaciones entre el tamaño del músculo y del hueso 

adyacente a lo largo de la vida, en el cual un mayor tamaño muscular se relaciona 

de forma consistente con una mayor circunferencia perióstica (Novotny et al., 2015). 

Durante muchos años esta relación positiva se justificaba por la comunicación 

mecánica entre el músculo y el hueso, en que el músculo a través de la contracción 
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genera estimulación mecánica sobre el hueso, regulando su masa (Brotto & 

Bonewald, 2015; Maurel et al., 2017; Novotny et al., 2015).  

Diversas patologías que llevan a una disminución de la actividad muscular como 

inmovilizaciones, reposo prolongado en cama o hipogravedad durante viajes 

espaciales, presentan disminuciones tanto de la masa muscular como de la masa 

ósea (Brotto & Bonewald, 2015; Maurel et al., 2017; Novotny et al., 2015). A su vez, 

durante el envejecimiento, los músculos disminuyen su masa y pierden la 

capacidad de generar fuerza (sarcopenia), lo que se asocia con una pérdida de 

densidad y fuerza ósea (osteoporosis) (Brotto & Bonewald, 2015; Burr, 1997; 

Cianferotti & Brandi, 2014; Kaji, 2014; Maurel et al., 2017; Novotny et al., 2015). 

Sin embargo, en los últimos años, se ha demostrado que el músculo libera 

diferentes moléculas (denominadas mioquinas) que tienen efectos a nivel óseo, 

tales como miostatina, irisina e interleuquinas. Paralelamente, las células óseas 

liberan moléculas (denominadas osteoquinas) capaces de regular la homeostasis 

de las fibras musculares, tales como osteocalcina, prostaglandina E2 y Wnt-3a. 

Esto ha llevado a establecer el concepto de comunicación bioquímica o 

conversación cruzada entre ambas estructuras (Brotto & Bonewald, 2015; 

Cianferotti & Brandi, 2014; Kaji, 2014; Maurel et al., 2017; Tagliaferri et al., 2015). 

Considerando que el ATP es una molécula versátil, que puede ser liberada tanto 

desde células óseas como musculares y cumplir efectos en ambas, estimamos que 

es un blanco interesante como posible comunicador de señales hueso-músculo, ya 

sea directa o indirectamente. En el presente trabajo hemos demostrado que la 

estimulación mecánica promueve salida de ATP desde osteoclastos purificados. 

Paralelamente, demostramos que el ATP exógeno promueve la síntesis proteica en 

músculo FDB aislado. La aproximación siguiente fue evaluar si la estimulación 

mecánica de osteoclastos en un sistema de co-cultivo en cámaras Transwell® con 

músculo esquelético, era capaz de promover síntesis proteica a través del ATP 

liberado. Con estos ensayos, sumados al bloqueo farmacológico de distintos puntos 

de la ruta, demostramos que efectivamente la estimulación mecánica de 

osteoclastos purificados aumenta la síntesis proteica en el músculo FDB, a través 

de la liberación de ATP al medio extracelular y activación de la vía de señalización 

receptores P2-PI3K-mTOR. Es interesante destacar que el uso de apirasa, que 
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degrada el ATP liberado al medio extracelular, bloquea totalmente la inducción de 

síntesis de proteínas en músculo inducida por estimulación mecánica de 

osteoclastos. Esto sitúa al ATP como un mediador fundamental y relevante del 

proceso. 

Otra molécula derivada de células óseas que tiene un efecto demostrado sobre el 

mantenimiento de la masa muscular es la osteocalcina, liberada por los 

osteoblastos durante la formación ósea (Mera, Laue, Ferron, et al., 2016; Mera, 

Laue, Wei, Berger, & Karsenty, 2016). Por tanto, es probable que, durante la 

remodelación ósea, ya sea normal o exacerbada por procesos de daño/reparación, 

tanto osteoclasto como osteoblastos generen moléculas que regulen la estructura 

y función muscular. 

Cuando consideramos al ATP como una molécula de comunicación entre células 

óseas y musculares, hay que tener presentas dos factores importantes:  

1.  El paso del ATP a través de las diferentes barreras anatómicas que se 

presentan desde el hueso hasta la llegada a la fibra muscular, donde la más 

importante en nuestro modelo es el periostio, ya que las fascias musculares 

como epimisio, perimisio y endomisio están presentes en nuestro modelo 

experimental. El periostio es una barrera de aproximadamente 60 µm de 

espesor en ratón (Lai et al., 2014), que comprende fibras de colágeno y elastina. 

Su estructura  es suave e hiperelástica, lo que confiere al hueso la capacidad 

mecánica de absorber más energía (Knothe Tate, Yu, Jalilian, Pereira, & 

Knothe, 2016). Se ha determinado que el periostio es un tejido semi-permeable. 

Debido a la densidad de tejido conectivo presente, la tasa de transporte de 

moléculas es dependiente de su peso molecular. El trabajo de Lai et al. estimó 

la velocidad de traspaso a través del periostio de moléculas de peso molecular 

conocido. Así, demostraron que fluoresceína (346 Da) tenía un tiempo de paso 

de 9.9 seg, mientras que dextrano (3000Da) tenía un tiempo de paso de 67.7 

seg y el dextrano-10000 Da tenía un tiempo de penetración de 26 min (Lai et 

al., 2014). De esta forma estimaron que una molécula como PGE2, de 376 Da, 

presentaría un tiempo de traspaso de 10 seg, mientras que moléculas con 

mayor peso molecular como el factor de crecimiento parecido a la insulina (IGF-

1), peso molecular de 7600 Da tendría un tiempo de penetración de 13 min (Lai 
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et al., 2014). Considerando los datos anteriores, el ATP, que tiene un peso 

molecular de 551.2 Da, tendría un tiempo de penetración a través del periostio 

cercano a los 10-20 seg. En los ensayos de liberación de ATP desde 

osteoclastos por estímulos mecánicos, la vida media del ATP liberado fue 

cercana a los 10 min, donde se encontró concentraciones de ATP 1,75± 1,1 µM. 

En ensayos de concentraciones altas de ATP (100 µM) en presencia de músculo 

FDB aislado, la vida media del ATP exógeno fue mayor a 90 min. En un estudio 

previo en miotubos derivados de ratas neonatas, se demostró que el ATP 

liberado por estimulación eléctrica (20Hz, 270 pulsos, 1 mseg cada uno) tenía 

una vida media cercana a los 30 min (Buvinic et al., 2009). Todos estos datos 

sugieren que, pese a que la velocidad de metabolización del ATP depende de 

la concentración presente, y de la cantidad y tipo de nucleotidasas expresadas 

en cada tejido, su vida media en contacto con células/tejidos es del orden de 5 

min - 1 h, lo que sería suficiente para permitir su paso a través del periostio. Un 

punto que es relevante y es interesante abordar en otros estudios, es la 

liberación de ATP por la red laguno-canalicular, esta red que está altamente 

organizada en el hueso y está formado por los 23 trillones de osteocitos y con 

una superficie 215m2 en el cuerpo humano (Buenzli & Sims, 2015) puede ser 

una vía relevante en la comunicación paracrina entre las células de 

remodelación ósea y el musculo esquelético. 

2. La cantidad de osteoclastos presentes en condiciones fisiológicas en la región 

cortical del hueso, que es la región más cercana al músculo. Teniendo en cuenta 

un estudio realizado en rata, la cantidad de osteoclastos a nivel cortical es 

dependiente del tipo de hueso analizado. En hueso calcáneo encontraron en 

promedio 31 osteoclastos / mm2, mientras que la tibia presentó 43 osteoclastos 

/ mm2 (Bolon, Morony, Cheng, Hu, & Feige, 2004). Se debe considerar que la 

cantidad de osteoclastos puede variar en condiciones patológicas, como artritis, 

en los cuales el promedio se puede incrementar de 43 a 849 osteoclastos / mm2  

en la tibia (Bolon et al., 2004), o en situaciones como irradiación (Willey et al., 

2008) o disminución de los niveles de estrógeno circulantes (Jilka et al., 1992). 

Nosotros, en nuestro modelo experimental sembramos en promedio 6575 

osteoclastos / mm2, los cuales generaban liberaciones de ATP extracelular post 

estímulo mecánico de 2,6 µM. Esta cantidad de osteoclastos se han reportado 

en procesos de artrosis en la médula ósea de huesos largos (Bolon et al., 2004), 
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sin embargo, estos resultados sugieren que, en condiciones normales, se 

requerirá de la liberación de ATP por parte de otras células óseas como 

osteocitos y osteoblastos para generar la liberación de ATP suficiente para la 

activación de la síntesis de proteínas musculares por la vía P2-PI3K-mTOR.  

Un punto importante para tener en cuenta es que a nivel fisiológico durante la 

contracción muscular muchas células cercanas al músculo esquelético liberan ATP 

al medio extracelular como son la motoneurona (Silinsky & Redman, 1996), las 

células endoteliales vasculares (Andersen & Saltin, 1985) y las mismas fibras 

musculares esqueléticas (Buvinic et al., 2009). Esto sugiere que la contracción 

muscular, que genera flujo laguno-canalicular en el hueso, provocaría la liberación 

de ATP extracelular desde múltiples tipos celulares del sistema 

musculoesquelético, que participarían en la mantención de la masa y homeostasis 

de músculos y huesos. Esto podría explicar en parte que, en ausencia de actividad 

muscular o de carga sobre el hueso, estas vías no se activen y promuevan un 

desbalance entre las vías de síntesis y degradación de proteínas en el músculo, 

dando cuenta de la atrofia por desuso. 

Cabe mencionar que, igualmente, una posibilidad es que el ATP liberado desde 

osteoclastos no sea el mediador directo de la inducción de síntesis proteica en las 

células musculares, sino que actúe promoviendo la liberación de otros factores 

desde osteoclastos, en mayores cantidades, de mayor estabilidad o mayor 

potencia. Ese punto no se puede resolver con los resultados de nuestro trabajo. 

Sólo podemos confirmar que el ATP liberado desde osteoclastos es un mediador 

relevante, pero no que actúa de manera directa. 

Por lo tanto sería de gran interés fisiológico estudiar la importancia de este sistema 

en procesos de desuso en los cuales se presenta perdidas de masa ósea y 

muscular como es el caso de la denervación o la suspensión de las extremidades 

posteriores, modelos en los cuales se reduce la carga mecánica en el sistema óseo 

en los cuales se podría valorar en el animal in-vivo la colocación de ATP 

intramuscular para determinar su efecto en la regulación de la masa ósea y 

muscular, al igual que podría de ser de gran interés fisiológico estudiar el efecto del 

ATP extracelular en las adaptaciones del músculo y el hueso con el entrenamiento 

deportivo, para lo cual una metodología posible es analizar los cambios producidos 
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con el ejercicio en presencia de un inhibidor de ecto-ATPasa como (ARL 67156) y 

con apirasa (ectonucleotidasa), lo que permitirá evaluar el efecto de disminuir y de 

incrementar la señal de ATP extracelular determinando su importancia en 

mecanismos de regulación de la masa muscular y ósea post ejercicio.  

Los hallazgos del presente trabajo se resumen en el modelo de la figura 28. Será 

relevante estudiar los alcances de esta vía de comunicación hueso-músculo en 

modelos animales fisiológicos o asociados a patologías, entrenamiento o 

envejecimiento. 

 

Figura 28. Modelo de comunicación paracrina entre osteoclastos purificados y músculo FDB 
a través de ATP extracelular. Los osteoclastos presentan liberaciones de ATP basal a través de la 
vía vesicular y la vía conductiva a través de panexina 1. Post estímulo mecánico, los receptores 
P2X7 incrementan la liberación de ATP que difundirá a través del periostio y podrá activar al músculo 
esquelético a través de los receptores P2. Esta activación aumentará finalmente la síntesis de 
proteínas en las fibras musculares a través de activación de la vía PI3K Akt/mTOR/ p70S6K/4E-
BP1. 
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6. CONCLUSIONES   

 

1. Osteoclastos derivados de la línea celular RAW264,7 son sensibles a 

estímulos mecánicos de movimiento de medio (flujo turbulento).  

 

2. Los osteoclastos liberan ATP al medio extracelular tanto en condiciones 

basales como por estimulación mecánica, a través de vías reguladas que 

involucran diferencialmente la secreción vesicular tipo exocitosis o 

conductiva a través de hemicanales de Pnx1 o receptores P2X7. 

 

3. ATP exógeno induce la síntesis proteica en músculo FDB de ratón, por 

activación de la vía P2-PI3K-Akt-mTOR. 

 

4. La estimulación mecánica de osteoclastos promueve una señalización 

paracrina a través de ATP extracelular, que induce la síntesis proteica en 

músculo FDB de ratón a través de la vía P2-PI3K-Akt-mTOR. 
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7. PROYECCIONES 

 

El ATP liberado por los osteoclastos podría activar directamente las células 

musculares, o promover la liberación desde los osteoclastos de otras moléculas 

(osteoquinas), de mayor vida media o potencia, que tengan efecto inductor de la 

masa muscular. 

La señalización de los osteoclastos hacia el músculo esquelético podría ser 

relevante, por ejemplo, en procesos de injuria musculoesquelética (lesiones, 

fracturas), en que aumenta la tasa de osteoclastos en el hueso para remover el 

tejido dañado para permitir su reparación por parte de los osteoblastos. En esta 

situación, el ATP liberado desde osteoclastos podría participar en la mantención o 

reparación del tejido muscular. 

El ATP extracelular sería una molécula reguladora de la homeostasis 

musculoesquelética, secretada por múltiples tipos celulares del sistema tanto 

basalmente como en respuesta a patologías o daño. 

Este trabajo abre una nueva área de interés clínico en patologías tales como 

distrofias musculares, en condiciones como la pérdida de masa muscular durante 

el envejecimiento (sarcopenia), o en procesos adaptativos relacionados con el 

uso/desuso muscular. Aparte de su relevancia clínica, conocer los procesos que 

controlan la masa muscular es un blanco atractivo en el área de fisiología del 

ejercicio y el entrenamiento de alto rendimiento. 
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ANEXO 1.  
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Anexo 2. Efecto de la estimulación mecánica en de la liberación de ATP 

(círculos negros) y los niveles de lactato deshidrogenasa extracelular 

(cuadrados blancos) en células RAW Monocito y RAW 5d RANK-L. n=6. Todos 

los datos fueron representados como promedio±SEM.  
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Anexo 3. Purificación de osteoclastos por gradiente de suero. Células RAW 

incubadas por 5d con RANKL 35 ng/mL fueron purificadas en una gradiente de 

suero. A. Imagen representativa de la gradiente de suero, en que se evidencian las 

tres fases a recolectar: superior, media e inferior. B. Cantidad de células en cada 

fase del fraccionamiento.  
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Anexo 4. Cinética de metabolización de ATP 100 µM en contacto con músculo 
FDB aislado. El estímulo de 100 µM de ATP se metaboliza lentamente en 
presencia de músculo FDB completo y semidisgregado. Se evaluó la disminución 
del ATP extracelular después de colocar una concentración de 100 µM de ATP en 
placas de 35mm sin músculo (control), con músculo FDB (completo) y con músculo 
FDB pretratado con colagenasa IV durante 30 min (semidisgregado). n=3.Todos los 
datos fueron representados como promedio±SEM. *: p<0.05; **: p<0.01; test de 
Kruskal-Wallis post-hoc Dunn´s. 
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Anexo 5. Efecto de la reducción de suero en la fosforilación de Akt inducida 

por insulina. Se evaluó el efecto de distintos tiempos de reducción de suero al 1% 

sobre la fosforilación de Akt en serina 473 inducida por insulina 100nM. A. 

Inmunoblot de homogenizado de músculo FDB completo con 2, 6 y 12 h de 

reducción con suero (20µg por carril) y su efecto en la fosforilación de Akt (S473). 

B. Análisis densitométrico de 5 experimentos. Todos los datos son presentados 

como promedio ± SEM. *p<0.05, **p>0.01, test de Mann-Whitney comparando cada 

grupo con su control. 
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Anexo 6. ATP y UTP promueven la síntesis de proteína en músculo FDB con 

potencia equivalente. Se evaluó el efecto de ATP 3 μM (en ausencia o presencia 

de pre-incubación con suramina 100 μM) o UTP 3μM sobre la incorporación de 

puromicina en músculo FDB aislado de. Parte superior. Inmunoblot de 

homogenizado de músculo FDB completo (20 µg por carril) contra puromicina. 

Parte inferior. Análisis densitométrico de 3 experimentos. Todos los datos son 

presentados como promedio ± SEM. *p<0.05, **p>0.01, n.s. no significativo, test de 

Mann-Whitney comparando cada grupo con su control. 


