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ABREVIATURAS

ATP - Adenosin Trifosfato: Un nucleétido que desempefia un papel crucial en la transferencia de energia
dentro de las células.

ADP - Adenosin difosfato: Un compuesto organico que es importante en el metabolismo energético y la
senalizacion celular.

UTP - Uridina Trifosfato: Un nucleétido que, al igual que el ATP, puede actuar como molécula sefalizadora
en ciertos contextos celulares.

ERK1/2 - Proteina quinasa regulada por sefiales extracelulares 1/2: Una proteina clave en la mediacion de
la transduccion de seiiales celular.

CREB - Proteina de unidn al elemento de respuesta a AMPc: Un factor de transcripcién implicado en la
transcripcidn de genes en respuesta a sefiales hormonales y de crecimiento.

PTH - Hormona paratiroidea: Una hormona importante en la regulacién del metabolismo del calcio y el
fosforo.

IP3 - Inositol Trifosfato: Un segundo mensajero que moviliza el calcio desde almacenamientos
intracelulares.

P2X7 - Un subtipo de receptor purinérgicos que es un canal catidnico activado por ATP.

VNUT - Transportador vesicular nuclear de nucleétidos: Un transportador involucrado en la acumulacidn
y liberacién de nucleédtidos a través de vesiculas.

RANKL - Ligando del receptor activador del factor nuclear kappa-B: Un factor clave en la formacién y
activacién de osteoclastos.

ABC - Proteinas transportadoras de casete de unién a ATP: Un grupo de transportadores que utilizan
energia de ATP para mover sustancias a través de las membranas P1 y P2 - Receptores Purinérgicos:
Receptores celulares que responden al ATP y otros nucleétidos y nucledsidos.

P2X y P2Y - Subtipos de receptores P2.

GABAg - Receptor GABA: Tipo de receptor que responde al neurotransmisor GABA, involucrado en la
inhibicidn en el sistema nervioso central.

ERK1/2 y CREB - Proteinas de Sefializacién: ERK1/2 son parte de las rutas de sefializacién de mitégenos, y
CREB es un factor de transcripcion que responde a cambios en los niveles celulares de AMP ciclico.

NFATc1 - Factor Nuclear de Células T Activadas c1: Un factor de transcripcion crucial en la activacion de
genes en el sistema inmunitario y en la diferenciacion de osteoclastos.
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RESUMEN

Este estudio investiga la actividad de los receptores purinérgicos en cultivo de
osteoblastos de rata, destacando la influencia del ATP y el ion calcio en su
funcionamiento. Se determind que la concentracion optima de ATP para la activacion de
estos receptores es 1 UM. Ademas, se observé que la presencia de iones de calcio en el
medio extracelular es crucial para la actividad del receptor. Los receptores purinérgicos
se caracterizaron de manera parcial en la linea celular de osteoblasto, identificando su
expresion en el citoplasma y en el ndcleo. Este hallazgo sugiere roles especificos de
estos receptores en diferentes contextos celulares. La relevancia de este estudio radica
en su potencial para fundamentar investigaciones futuras orientadas al desarrollo de

tratamientos contra patologias como la osteoporosis.
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INTRODUCCION

La célula, como unidad funcional en organismos pluricelulares, requiere comunicarse
para establecer un estatus de su situacion y entorno, asi como de su fase en su ciclo de
replicacion. Esta compleja dinamica implica la recepcion y emision de numerosas
sefales, necesitando asi una especializacion de receptores y moléculas mensajeras
(Burnstock, 2006; Verkhratsky & Burnstock, 2014). Estos mensajeros, que incluyen una
amplia gama de compuestos diversos en su naturaleza, se transmiten tanto directamente
a través de uniones comunicantes como difundiéndose en el medio extracelular. Las
purinas juegan un papel crucial en el intercambio energético, un proceso vital en el cuerpo
humano. Ademas de su sintesis y uso en las estructuras celulares, su disponibilidad tanto
dentro como fuera de las células permite enviar sefiales importantes al tejido circundante.
Estas sefiales son interpretadas por receptores purinérgicos, proteinas
transmembranales activadas por nucleétidos, que son esenciales en la regulacion de
funciones criticas para el destino de diversas células (Long, 2012; Rubert & De la Piedra,

2020).

Estas sefiales tienen una fuerza preponderante, ya que provocan cascadas de segundos
mensajeros o movilizacién directa del ion Ca?*, cuyo propésito es la regulacion de
funciones celulares como transmisién sinaptica, contraccion muscular, inflamacion, y
respuesta inmune (Di Virgilio et al., 2018; Chess-Williams et al., 2019). Ademas, los
episodios trombéticos que estan directamente relacionados con la regulacion de flujo
sanguineo, por mencionar algunos, son evidencia de como las purinas y sus receptores
juegan un papel critico en los mecanismos de sefalizacion celular que mantienen la

homeostasis fisioldgica (Koupenova & Ravid, 2018). Es claro que estos mensajeros y sus
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vias de transmisién son de gran importancia en la homeostasis fisiolégica y se ven
afectados en su funcién por un multitudinario set de factores que envuelven a los seres

VIVOS.

En el contexto del envejecimiento humano, se observan cambios en las funciones
corporales, como la reduccion de la masa muscular, los rangos de movimiento y
alteraciones en la coordinacion y equilibrio (Cujilema-Cujilema et al., 2019). Segun el
informe de salud de la OMS de 2018, se proyect6 que para 2020 la poblacion de adultos
mayores superaria al grupo de menores de 5 afos, estimando alcanzar los 2000 millones
de personas mayores para 2050 (OMS, 2018; Baptista, Mendes, & Soares, 2013). En
México Cujilema et al en 2019; destacé la prevalencia de fracturas de cadera en pacientes
mayores de 65 afios, siendo mas frecuentes en mujeres, el estudio de la Secretaria de
Salud registro 71,771 egresos hospitalarios por fractura de fémur entre 2002 y 2007, con
una incidencia alta en personas mayores de 65 afios, y se proyecta un incremento

significativo para 2050 concordando con las proyecciones mundiales (OMS, 2018).

La osteoporosis es una enfermedad que debilita los huesos haciéndolos fragiles y
propensos a fracturas (Figura 1), es especialmente prevalente en la poblacién de edad
avanzada en México, debido a factores como la baja actividad fisica y una ingesta

inadecuada de calcio, incluyendo factores genéticos y epigenéticos (OMS, 2018).



W Osteoporosis M Normal W Osteopenia  Eigyra 1. Tomada de Barrios-Moyano y De la Pefia-Garcia
(2018), que es un estudio que recluto 1431 pacientes (18%
hombre, 82% mujeres) todos en condiciones laborales
comprendiendo un rango de edad desde los 30 hasta los 79
afos, en México.

Las fracturas de cadera, en particular, representan una carga considerable para los
sistemas de salud mexicanos (Baptista, Mendes, & Soares, 2013), y el tratamiento
oportuno es crucial para prevenir complicaciones y mejorar la calidad de vida del adulto
mayor que poco a poco ocupara el grueso de la piramide poblacional en el pais y que
gracias a los avances de la ciencia hoy podemos asentir que las personas mayores a 65
afios aun cuentan con la calidad de vida necesaria para poder continuar otros 20 afios
de manera digna. La alta prevalencia de fracturas de cadera en México, especialmente
en mujeres mayores, y la importancia de medidas preventivas efectivas, como la
deteccién y tratamiento temprano de la osteoporosis, son vitales (Baptista, Mendes, &

Soares, 2013).

Como mencionabamos, las mujeres tienen un riesgo mas alto de fracturas de cadera
debido a factores como la estructura 6sea pélvica, menor actividad fisica y la aparicion
temprana de osteoporosis debido a cambios séricos de hormonas sexuales (Rubert & De

la Piedra, 2020; Orriss, Burnstock, & Arnett, 2010). Dato que podemos corroborar en La
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prevalencia de estas fracturas en pacientes mayores de 65 afios en México por Cujilema-
Cujilema (2019) (Figura 2). Es esencial implementar medidas preventivas para reducir el
riesgo de osteoporosis y fracturas en la poblacion, promoviendo la actividad fisica,
mejorando la nutricion y realizando detecciones tempranas (Pech-Ciau et al., 2021; OMS,
2018). Estas estrategias no solo contribuyen a la salud ésea, sino también a mejorar la

calidad de vida general de la poblacion mayor.

Incidencia de fracturas de cadera por edad y género

Hombres
—&— Mujeres
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Figura 2. Incidencia de fracturas de cadera por edad y género en México. Tomada de Cujilema-
Cujilema et al., (2019).

Las fracturas de cadera son una carga significativa para los sistemas de salud en México,
y el tratamiento temprano dentro de las 24 a 48 horas puede ayudar a disminuir la
estancia hospitalaria y prevenir complicaciones (Cujilema-Cujilema et al., 2019). Por lo
tanto, mejorar el acceso al tratamiento temprano es fundamental. Entre el 20 y el 40% de
los pacientes ancianos con fracturas de cadera en México fallecen dentro del primer afio

tras la lesion, lo que resalta la importancia de la prevencion y la intervencién temprana



en el manejo de la osteoporosis y las fracturas (Baptista, Mendes, & Soares, 2013).
Medidas efectivas pueden reducir el riesgo de osteoporosis y fracturas, mejorar los

resultados y asi, aliviar la carga sobre los sistemas de salud en México.

Las fracturas intracapsulares, especialmente del cuello femoral, son comunes en México
(Cujilema-Cujilema et al., 2019). La alta prevalencia de estas fracturas en México subraya
la necesidad de implementar medidas preventivas efectivas, como la deteccion temprana
y el tratamiento adecuado de la osteoporosis (Baptista, Mendes, & Soares, 2013). Aun
en el campo de investigacion se buscan nuevas formas de tratar fracturas, osteoporosis
y osteoartritis, el desarrollo de terapias regenerativas, incluyendo “terapia celular” y
“terapia génica”, asi como también fortalecer el papel de la nutricién, ejercicio y otros

factores del estilo de vida de las personas (Vo, Kasper, & Mikos, n.d.; Alfaro et al., 2011).
Desafio Médico de la Regeneracién Osea

El entendimiento y aprovechamiento de la regeneracion O0sea representa un desafio
médico significativo, especialmente dado que una mala cicatrizacion y crecimiento de
huesos estéa reportado que afecta a millones de personas en Estados Unidos (Stewart et
al., 2015). Los escenarios clinicos mas prevalentes de deficiencia en la curacion ésea
son la pérdida ésea sistémica (osteoporosis y osteopenia) y el trauma local (fracturas).
La comprensién detallada de los riesgos clinicos y las patologias biol6gicas subyacentes
es crucial para el desarrollo de estrategias terapéuticas y de regeneracion. La
osteoporosis, que afecta a aproximadamente 10 millones de estadounidenses, y la
osteopenia, que afecta a cerca de 50 millones, tienen como consecuencia mas
devastadora las fracturas por fragilidad en la poblacién anciana, mientras que en México

se calcula que alrededor de 104,000(9.3%) son afectadas por este padecimiento (World

5



population review, 2024) Aproximadamente la mitad de las mujeres y un cuarto de los
hombres mayores de 50 afios experimentaran una fractura por fragilidad, con
significativas morbilidad y mortalidad subsiguientes (Pech-Ciau et al., 2021). Esto
corrobora con los datos mundiales y locales lo que acentia la preocupacion respecto a

este fenomeno.
Regeneracion Osea

La capacidad intrinseca del tejido 6seo para regenerarse constituye un fenémeno
biolégico fundamental en la reparacién, manutencién y crecimiento del sistema éseo
(Figura 3) (Burnstock & Di Virgilio, 2013). Este proceso de regeneracion 6sea implica una
serie de eventos bioldgicos meticulosamente orquestados, que abarcan fases de
"induccién" y "conduccion” (Vo, Kasper, & Mikos, n.d.). Este fenébmeno involucra cierta
diversidad de tipos celulares y vias de sefalizacion tanto extra como intracelulares,
desplegando secuencias espacio-temporales precisas en un esfuerzo coordinado del
organismo por optimizar el uso y canalizacidén de recursos para restaurar la funcionalidad
del érgano. A diferencia de otros tejidos, la mayoria de las lesiones 6seas, tales como
fracturas, sanan sin formacién de tejido fibroso, regenerando el hueso con sus
caracteristicas originales (Foreman et al., 2005). Todo esto gracias a los diferentes
procesos bioldgicos como la diferenciacion de las células progenitoras mesenquimales
en osteoblastos, el papel de los factores de crecimiento, citocinas y hormonas en la
regulacion de la formacion ésea, la interaccion entre osteoblastos y osteoclastos en la

remodelacion del area afectada y el importante papel que tiene la matriz extracelular y



las proteinas de adhesion celular en la mineralizacion y formacion de la matriz 6sea

(Alfaro et al., 2011; Stewart et al., 2015).
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Figura 3. Regeneracion 6sea a partir de una fractura, después de la lesién se forma el hematoma
(resorcién), posteriormente el callo blando donde se alojan nuevos condroblastos para ofrecer soporte junto
con algunos osteoblastos (inversién), posteriormente, los osteoclastos se disponen disolver crecimientos
anormales y dejar los cimientos adecuados para el andamiaje de celulares monoclonales (Remodelacion
y formacion de hueso), y la consecuente llegada de nuevos osteoblastos, que posteriormente se convierten
en osteocitos que mineralizan y posteriormente osifican por completo la zona de la lesién (mineralizacién).



Factores Involucrados en la Regeneracién Osea

El proceso de regeneracion 6sea es complejo, requiriendo una orquestacion de multiples
actores en el microambiente 0seo para restaurar las propiedades y la estructura 0sea
preexistentes (Stewart et al., 2015). Este proceso implica una secuencia de eventos que
incluyen induccion, conduccion y remodelacion, cuyo orden puede verse afectado por

ciertas condiciones, como las fracturas. A continuacién, profundizaremos en este tema.
Sefnales moleculares en la regeneracion 0sea

1. Factores de crecimiento y citocinas: Sustancias como el factor de crecimiento
transformante-beta (TGF-f), las proteinas morfogenéticas dseas (BMPs), el factor
de crecimiento derivado de plaguetas (PDGF), el factor de crecimiento de
fibroblastos (FGF) y las interleucinas juegan roles criticos en la promocion de la
proliferacion y diferenciacion celular, la angiogénesis y la formacién de la matriz
Osea. Estos factores son fundamentales en el proceso de curacion y regeneracion
del tejido 6seo, y su estudio continda revelando nuevas posibilidades para la

terapia regenerativa (Alfaro et al., 2011; Vo, Kasper, & Mikos, n.d.).

2. Hormonas: La paratiroidea (PTH) y la calcitonina regulan el metabolismo éseo y
la homeostasis del calcio, influenciando la actividad osteoblastica y osteoclastica.
Estas hormonas son esenciales para mantener el equilibrio entre la formacion y
resorcion 0sea, desempefiando un papel crucial en la salud 6sea general (Rubert

& De la Piedra, 2020; Price et al., 1976).

3. Nucledtidos extracelulares: Actian a través de los receptores purinérgicos

para influir en la proliferacién, diferenciacién y funcién de los osteoblastos y
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osteoclastos, como se mencionara en este estudio, los receptores que estan
involucrados con estos compuestos extracelulares juegan un papel clave en los
procesos que regulan la salud 6sea y la respuesta a los estimulos mecanicos y

quimicos (Burnstock & Di Virgilio, 2013; Jgrgensen, 2019).
Componentes de la matriz extracelular (MEC) en la regeneracién 0sea

1. Proteinas de la matriz: Como el colageno (principalmente tipo I), que proporciona
un armazon para la deposicion de minerales y la adhesion celular, es fundamental
en la arquitectura y la funcionalidad del tejido 6seo. Este componente es esencial
no solo para la estructura 6sea sino también para la dindmica de la reparacion y

la regeneracion o0sea (Price et al., 1976).

2. Glicoproteinas de adhesion: Tales como las osteopontinas y las sialoproteinas
Oseas, que regulan la adhesiéon de las células 6seas a la matriz y regulan la
mineralizacién, jugando un rol crucial en los procesos de reparacion y

remodelacion del tejido 6seo (Price et al., 1976; Alfaro et al., 2011).

3. Proteoglicanos y glicosaminoglicanos: Contribuyen a la estructura de la MEC
y regulan la disponibilidad de factores de crecimiento y citocinas, desempefiando
funciones criticas en los procesos de sefializacion celular que promueven la

regeneracion y reparacion 6sea (Alfaro et al., 2011; SenGupta et al., 2021).
Factores adicionales

1. Oxigeno y nutrientes: suministrados a través de la vascularizacion, son
esenciales para el metabolismo celular y el soporte de la regeneracion 0sea. Estos

componentes juegan un papel crucial en la supervivencia y funcionalidad de las
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células 6seas durante los procesos de reparacion y regeneracion (Stewart et al.,

2015; SenGupta et al., 2021).

2. Factores mecanicos: Factores mecanicos como la carga mecéanica y el estrés
son importantes para la remodelacion 6sea y pueden influir en la diferenciacion de
las células progenitoras mesenquimales (CPM) hacia linajes osteogénicos. Estos
estimulos mecéanicos son esenciales no solo para el mantenimiento de la
estructura O0sea sino también para la activacion de vias de sefializacion que
promueven la formacién 6sea y la reparacion (SenGupta et al., 2021; Jagrgensen,

2019).

Métodos Actuales para Acelerar la Regeneracion Osea

Los métodos actuales de injerto 6seo incluyen injertos autélogos, aloinjertos y sustitutos
0seos, asi como factores de crecimiento, todos fundamentales en las préacticas de
regeneracion 6sea modernas (Bates & Ramachandran, 2007; Vo, Kasper, & Mikos, n.d.).
Métodos no invasivos de estimulacion biofisica, como el ultrasonido pulsado de baja
intensidad (LIPUS) y los campos electromagnéticos de pulso constante (PEMF), se
utilizan como adyuvantes para mejorar la regeneracion 6sea (SenGupta et al., 2021). La
ingenieria tisular, un método emergente, se emplea para generar nuevas opciones de
tratamiento, como es el uso de andamios, factores de crecimiento y/o células, mejorando
la incorporacion del injerto, la osteoconductividad, la osteoinductividad y la
osteointegracion (Verkhratsky & Burnstock, 2014). Estos andamios suelen consistir en
estructuras de soporte sélido con una red de poros interconectados, mientras que las
matrices a menudo son hidrogeles con células encapsuladas. Las propiedades
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fisicoquimicas, tales como resistencia, rigidez, biodegradabilidad y quimica de superficie,
son cruciales para la formacion de tejido y puedan gozar de resistencia a las tensiones
mecanicas que es lo que caracteriza a este tipo de tejido (Alfaro et al., 2011). Ademas, la
regeneracion 6sea mediada por células madre (mesenquimales) invitro ha demostrado
ser prometedora en ensayos clinicos para la regeneracién de grandes defectos craneo-
maxilofaciales, en la desaceleracion del proceso degenerativo en pacientes con
osteonecrosis de la cabeza femoral y en el tratamiento profilactico de fracturas tibiales
distales (Terunuma et al., 2015). A pesar de su potencial, existen limitaciones y
desventajas en su uso Yy disponibilidad, principalmente el costo. Actualmente no hay
sustitutos 6seos heterélogos o sintéticos que igualen o superen las propiedades
biolégicas 0 mecanicas del hueso natural (Stewart et al., 2015). Los analogos de acidos
nucleicos, farmacos como el acido peptidonucleico (PNA) y el acido nucleico bloqueado
(LNA), pueden persistir y funcionar en las células durante periodos prolongados, y los
sistemas portadores de farmacos se utilizan para la entrega eficiente de estos y otros
agentes para la regeneracion 6sea (Di Virgilio et al., 2018). Denosumab, un anticuerpo
monoclonal, puede disminuir el recambio 6seo y aumentar la densidad mineral 6sea,
ofreciendo potencialmente una mejora indirecta en la regeneracion 6sea en condiciones
que requieran mejoria (Koupenova & Ravid, 2018). Asimismo, las terapias
antirreabsortivas para la osteoporosis pueden incrementar la densidad mineral 6sea
influyendo directamente en proceso como la regeneracion y remodelacion 6sea. Los
agentes anabolicos también son una opcidn para acompafar el tratamiento de
regeneracion 6sea (Alberto et al., 2019). Ademas, se investiga en biomateriales y
técnicas de ingenieria de tejidos como los andamios biocompatibles, que imitan la

estructura de la matriz 6sea natural, la liberacion controlada de factores de crecimiento y
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otras moléculas bioactivas para estimular al microambiente 0seo, y el uso de la impresion
3Dy la biofabricacion para crear estructuras 6seas personalizadas (Vo, Kasper, & Mikos,
n.d.). En resumen, existe una variedad de métodos para facilitar la regeneracion ésea,

pero es esencial considerar las limitaciones y desventajas asociadas a cada uno de ellos.
Linea Multipotencial de Osteoblastos

Las células pertenecientes al linaje osteoblastico engloban una historia de desarrollo
desde progenitores mesenquimales hasta osteocitos maduros (Rubert & De la Piedra,
2020). Este conjunto celular desempefia un papel crucial en la homeostasis del esqueleto
maduro en mamiferos, a través de un equilibrio dindmico entre la osteogénesis y la
ostedlisis, mineralizacion 6sea mediada por los osteoblastos, y la reabsorcion 6sea,

ejecutada por los osteoclastos.

Célula mesenquimal
l indiferenciada.

L | 1
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Fibroblasto Célulé

Condroblasto Adiposto ?née'gl)ielial endotelial
l Osteoblastol Figura 4. Linea celular donde
. surgen y se diferencian los
— osteoblastos, dando como
Condrocitos
Osteocito resultado final un osteocito.

Investigaciones recientes han expandido significativamente nuestra comprensién de las

funciones de los osteoblastos méas alla de su papel tradicional en la formacién
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esquelética, el soporte mecanico, la fijacibn muscular y como reservorio de fésforo y
calcio (Long et al., 2012). Se ha demostrado que las células diferenciadas del linaje
osteoblastico, especificamente los osteocitos, son productoras del factor de crecimiento
fibroblastico 23 (FGF23), regulador clave de los niveles séricos de fosfato mediante la
modulacién de la funcion renal. Ademas, estas células contribuyen significativamente al
microambiente de la médula 6sea, esencial para la homeostasis de las células madre
hematopoyéticas. Recientes estudios en modelos murinos han revelado funciones
inéditas de los osteoblastos en la regulacién metabdlica de la glucosa y en aspectos del

sistema reproductor masculino (Jgrgensen, 2019).

Caracteristicas de los Osteoblastos

Los osteoblastos son células especializadas en la sintesis y desarrollo del tejido éseo.
Producen una matriz extracelular Unica compuesta por proteinas especificas como
osteocalcina, fosfatasa alcalina, y una predominante cantidad de colageno tipo |. Esta
matriz, conocida como “matriz osteoide” antes de su mineralizacion, requiere la
acumulacion de fosfato de calcio en forma de hidroxiapatita para su consolidacion, dando
origen al material compuesto, caracterizado por ser resistente y ligero, que constituye el
componente principal del hueso (Price et al., 1976). Los osteoblastos presentan
polarizacion celular, evidenciada por la presencia de numerosos procesos
citoplasmaticos en la parte de la membrana en contacto directo con la superficie 6sea,
extendiéndose hacia el osteoide recién depositado por células mononucleares y los
mismos osteoblastos u osteoclastos remodelando o atendiendo una lesion.
Citolégicamente, estas células se caracterizan por un citoplasma intensamente basofilo,

una alta densidad de mitocondrias y un aparato de Golgi prominente, elementos
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coherentes con su elevada capacidad de produccion y secrecion de proteinas

extracelulares (Rubert & De la Piedra, 2020; Price et al., 1976).

Origen y Diferenciacion

Procedencia: Los osteoblastos se originan de las células progenitoras
mesenquimales (CPM) que se encuentran en la medula de huesos largos en el
cuerpo, que tienen la capacidad de diferenciarse en varios tipos de células,
incluidos los osteoblastos, para estos ultimos por ejemplo son obtenidos bajo la
influencia de factores de sefalizacion especificos como las proteinas

morfogenéticas 6seas (BMPs) (Alfaro et al., 2011).

Diferenciacion: La diferenciacion de las células progenitoras mesenquimales
(CPM) hacia osteoblastos es regulada por factores de transcripcion clave, como
‘Runx2” y “Osterix”, que activan la expresidn de genes especificos para

osteoblastos (Koupenova & Ravid, 2018).

Funciones Principales

Sintesis de la matriz 6sea (osteoide): Los osteoblastos son los principales
responsables de producir y secretar los componentes organicos de la matriz 6sea,
incluyendo coladgeno tipo | y diversas proteinas no colagenosas como la
osteocalcina, la osteopontina y las sialoproteinas 6seas. Estos componentes son
cruciales para la formacion e integridad estructural junto con la funcionalidad del

hueso (Price et al., 1976; Rubert & De la Piedra, 2020).

Mineralizacion: La mineralizacion de la matriz 6sea se lleva a cabo mediante la

secrecion de vesiculas de matriz que contienen factores que promueven la
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deposicion de cristales de hidroxiapatita, compuestos principalmente por calcio y
fosfato. Este proceso es fundamental para la formaciéon del tejido 6seo duro y
resistente que caracteriza al esqueleto, regulado por osteocitos (Price et al., 1976;

Alfaro et al., 2011).

Caracteristicas Morfoldgicas

Morfologia: En cultivo, los osteoblastos presentan una morfologia geométrica y
muestran una gran actividad metabolica. Pueden formar una monocapa densa

cuando alcanzan la confluencia de 100%.

Expresion de marcadores: Exhiben la expresion de marcadores especificos,
como la fosfatasa alcalina (un marcador temprano de diferenciacion osteoblastica)
y la osteocalcina (un marcador de maduracién osteoblastica), que nos ayudan a

indicar en qué fase de la remodelacion 6sea nos encontramos.

Actividad y Regulacion

Interacciones celulares: Los osteoblastos interactian con otras células del tejido
0seo, como los osteoclastos, para regular la remodelacion 6sea a través del
acoplamiento de la formacion o resorcidon 6sea. Esta dinamica entre formacion y
resorcion es fundamental para mantener la homeostasis 6sea y la integridad

estructural del esqueleto (Koupenova & Ravid, 2018; Jagrgensen, 2019).

Regulacion por sefiales: La actividad de los osteoblastos es finamente regulada
por sefiales hormonales como la parathormona (PTH) y la calcitonina, factores de
crecimiento como el factor de crecimiento transformante-beta (TGF-B) y las

proteinas morfogenéticas 6seas (BMPs), citocinas y sefiales mecéanicas tambien.
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Estos reguladores modulan la formacién de hueso y la resorcion, manteniendo asi
la homeostasis del tejido 6seo (Rubert & De la Piedra, 2020; Koupenova & Ravid,

2018).

Diferenciacion de la Linea Celular de Osteoblastos

El proceso de diferenciacion de la linea celular osteoblastica, que comprende la transicion
de progenitores mesenquimales a pre-osteoblastos y posteriormente a osteoblastos
maduros y finalizar su camino diferenciandose en osteocitos, representa una secuencia
compleja y aun parcialmente entendida en la biologia celular del hueso. A pesar de que
la categorizacion en estas etapas facilita la comprension del desarrollo osteoblastico, la
caracterizacion molecular precisa de cada etapa sigue siendo un campo de intensa
investigacion  (Jgrgensen, 2019). Los osteoblastos maduros se distinguen
frecuentemente por la expresion de biomarcadores especificos como la osteocalcina
(Rubert & De la Piedra, 2020); Sin embargo, los marcadores definitivos de los
progenitores mesenquimales continlan siendo un tema de debate cientifico. Los pre-
osteoblastos, caracterizados como un espectro heterogéneo de células en transicion,
generalmente expresan el factor de transcripcion RUNX2 y, en fases mas avanzadas,

una combinacion de “RUNX2” y “osterix” (OSX o SP7) (Koupenova & Ravid, 2018).

La osteocalcina, sintetizada exclusivamente por los osteoblastos, es una proteina de
notable interés, identificada inicialmente a finales de la década de 1970 (Price et al.,
1976). Esta proteina sufre un proceso critico de gamma-carboxilacién, que involucra la
adicién de residuos de acido gamma-carboxi-glutAmico en posiciones especificas,
incrementando asi su afinidad por el calcio y facilitando su unién a la hidroxiapatita en la

matriz 6sea. Solo un porcentaje minoritario de la osteocalcina sintetizada se encuentra
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en la circulacion sistémica, con el resto segregado firmemente a la matriz dsea.
Interesantemente, durante la resorcion ésea, una porcion de la osteocalcina unida se
libera al torrente sanguineo. La osteocalcina es la proteina no colagena mas abundante
en la matriz extracelular 6sea y ocupa un lugar prominente entre las proteinas mas
abundantes en los vertebrados (Rubert & De la Piedra, 2020). Los osteoblastos se
originan de células osteoprogenitoras influenciadas por la familia de proteinas
morfogenéticas 6seas (BMP) y juegan un papel crucial en la regulacion 6sea. Estas
células son productoras del receptor activador de NF-kB ligando (RANKL), un factor clave
en la diferenciacion de pre-osteoclastos a osteoclastos (Garcia et al., 2008), y también
poseen receptores para la hormona paratiroidea, los cuales estimulan la produccion de
ligando de osteoprotegerina (OPGL), catalizando asi la diferenciaciéon osteoclastica
(O'Neill et al.,, 2018). Ademas, los osteoblastos secretan factores estimulantes de
osteoclastos, incluyendo interleucina-1 (IL-1) y otras como IL-6 e IL-2, que promueven la

actividad osteoclastica.

En el &mbito de la sintesis 0sea, los osteoblastos son responsables de la produccion de
matriz osteoide, proceso estimulado por factores autdcrinos como el factor de crecimiento
similar a la insulina-1 (IGF-1), prostaglandina E2 (PGE-2) y el factor de crecimiento
transformante-beta (TGF-B) (Di Virgilio et al., 2018). Las células osteoprogenitoras, al
diferenciarse en osteoblastos, contribuyen a la formacién del osteoide que posteriormente
se deposita en las trabéculas del cartilago calcificado. Tras la calcificacion del osteoide,
se observa la formaciéon de un complejo integrado de cartilago calcificado y hueso.

Microscopicamente, el cartilago calcificado se distingue del hueso recién formado por su
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tincion basofila y ausencia de células, mientras que el hueso neoformado presenta tincion

eosinofilica y presencia de nucleos en los osteocitos (Koupenova & Ravid, 2018).

La influencia hormonal sobre la estructura 0sea es considerable, con hormonas como la
paratiroidea y la calcitonina jugando roles directos e indirectos en la regulacion del calcio.
La liberacién de hormona paratiroidea en respuesta a niveles bajos de calcio sanguineo
induce la resorcion 0sea por los osteoclastos y potencia la absorcion intestinal de calcio
y fosfato, estimulando la sintesis de metabolitos activos de vitamina D (Di Virgilio et al.,
2018). En conjunto, este panorama detallado subraya la complejidad y la importancia de
los osteoblastos en la biologia 6sea, destacando su papel central en el mantenimiento y
regulacion del tejido 6seo, asi como su interaccion con varios sistemas regulatorios a
nivel organismo para mantener niveles séricos adecuado de este vital ion

Ca?*(Koupenova & Ravid, 2018).
Receptores Purinérgicos

Los receptores purinérgicos constituyen un sistema de sefializaciéon celular complejo y
fundamental, clasificado en dos categorias principales: los receptores P1 y P2. Los
receptores P1 se caracterizan por su afinidad a la adenosina, mientras que los receptores
P2 responden a los fosfatos de adenosina (Figura 5). Los receptores P1 comprenden
cuatro subtipos de receptores acoplados a proteina G: A2a (A2aAR) y A2b (A2bAR), que
activan la adenilato ciclasa generando AMP ciclico (AMPc), y A1 (A1AR) y A3 (A3AR),
que inhiben la adenilato ciclasa, reduciendo asi los niveles de AMPc (Burnstock & Di
Virgilio, 2013). Los receptores P1 estan involucrados en la regulacion de numerosos
procesos fisioldgicos, como el flujo sanguineo, la funcion inmunitaria, el suefio y la

respuesta al estrés. Por ejemplo, la activacion de los receptores A2a puede conducir a la
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vasodilatacién, mientras que los receptores Al estdn mas relacionados con efectos

cardioprotectores y la reduccion de la frecuencia cardiaca (Stam et al., 2018).

Por otro lado, los receptores P2 se dividen en dos familias: los receptores P2Y y P2X
(Figura 5). Los P2Y, acoplados a proteina G, abarcan ocho subtipos en mamiferos (Y1,
Y2, Ya, Ye, Y12, Y13, Y14) Y Se activan principalmente por nucleétidos como el trifosfato,
difosfato de adenosina y nucleétidos de uracilo (Burnstock & Di Virgilio, 2013). Estos
receptores presentan una estructura caracteristica con siete segmentos
transmembranales, un dominio amino-terminal extracelular y un carboxilo-terminal
intracelular y tres segmentos conectando los dominios transmembranales (Jgrgensen,
2019). Estan involucrados en la regulacion de procesos como la agregacion plaquetaria,
la funcion vascular, la motilidad de las células inmunitarias, la secrecion de insulinay la
funcién de los oOrganos sensoriales. También pueden influir en la proliferacion vy
diferenciacion celular, la respuesta inmune, la homeostasis energética y la reparacion y

regeneracion tisular.

Los receptores P2X, por su parte, son canales catidnicos no selectivos activados
exclusivamente por ATP extracelular. Se han identificado siete subtipos de subunidades
(P2X1 - P2X7), las cuales pueden ensamblarse en configuraciones homo vy
heterotrimericas. Estos canales poseen dos segmentos transmembranales, un asa
extracelular para la union de ligandos, y extremos amino y carboxilo-terminales
intracelulares (Burnstock & Di Virgilio, 2013). La mayoria de los canales P2X, cuando se
activan, se vuelven permeables a cationes univalentes y divalentes especificamente Ca?*
y Na*, con la notable excepcion del P2Xs, que es permeable a aniones. El receptor P2X7

presenta una caracteristica Unica, siendo activado por bajas concentraciones de ATP
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extracelular, pero a concentraciones mas elevadas (>100 uM), se abre permitiendo la
entrada de moléculas de hasta 900 Da (Di Virgilio et al., 2018). Los receptores P2X se
consideran entre los mas antiguos en la evolucidn, presentes en protozoarios y
organismos multicelulares tempranos, aunque en algunas especies como C. elegans y
Drosophila han desaparecido. A pesar de que su estructura y funcion se han conservado
a lo largo de la evolucion, existe una baja similitud en la secuencia de aminoacidos entre

especies (~20-25% entre D. discoideum y mamiferos comparados) (Stam et al., 2018).

Figura 5. Estructuras de
los receptores
P2Y P2X purinérgicos.
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derecha se encuentra la via de la adenilciclasa en donde se regulan los niveles de cAMP para provocar
otras cascadas de sefializacién dentro de la célula. B: Estructura de un receptor de P2X, de caracteristicas

de canal idnico, se caracteriza por tres dominios transmembranales en forma de “delfin” una de las
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subunidades suele ser la que cuenta con sitio de unién a ATP lo cual hace que sufra un cambio en su
estado de conformacion de cerrado a abierto, y permita el flujo de iones no especificos, aunque se presume
gue principalmente transitarian gradientes de Ca?*.

También su presencia en los osteoblastos esta relacionada en la modulacion de la
liberacion de neurotransmisores y neurohormonas, la regulacion de la funcidon de las
células inmunitarias, y la mediacion de la sensacion de dolor y de procesos inflamatorios.
Estas actividades destacan el papel de los osteoblastos como mediadores criticos en la
interseccion entre los sistemas esquelético, nervioso e inmunitario, contribuyendo a la

homeostasis corporal general (Koupenova & Ravid, 2018; Burnstock & Di Virgilio, 2013).
Receptores P2X en osteoblastos

o P2X2, P2X4, y P2X7: son comunmente identificados en osteoblastos. El receptor
P2X7, en particular, ha sido ampliamente estudiado debido a su papel en la
apoptosis celular y la formacién 6sea. La activacion de P2X7 en osteoblastos
puede promover la liberacion de factores de crecimiento como el RANKL (ligando
del receptor activador del factor nuclear kappa-B), que también es crucial para la
formacioén y activacion de osteoclastos, y puede influir en la mineralizacion ésea

(Di Virgilio et al., 2018; Jgrgensen, 2019).
Receptores P2Y en osteoblastos

e P2Y1, P2Y2, P2Ya, P2Ys, y P2Y12: se han identificado en osteoblastos. Estos
receptores participan en diversas funciones, incluyendo la proliferacion y
diferenciacion de osteoblastos. Por ejemplo, el receptor P2Y2 puede mediar en la

respuesta de los osteoblastos a los nucleétidos extracelulares, promoviendo la
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proliferacion y la sintesis de proteinas de la matriz 6sea (Burnstock & Di Virgilio,

2013; Jgrgensen, 2019).

La expresion de estos receptores puede variar dependiendo del estado de
diferenciacion de los osteoblastos y las condiciones del entorno celular. La
sefalizacion purinérgica, mediada a través de estos receptores, esta implicada en la
regulacion de la formacién é6sea y la remodelacién, y se considera un objetivo
potencial para el tratamiento de enfermedades &6seas como la osteoporosis

(Burnstock & Di Virgilio, 2013; Jgrgensen, 2019).
Sefalizacion purinérgica

La nocion de las purinas como moléculas sefalizadoras extracelulares se origind con
Drury y Szent-Gyorygi en 1929, pero no fue hasta 1972 que la teoria de la
"neurotransmision purinérgica” fue formalmente propuesta por Burnstock varias décadas
después. Hoy en dia, se reconoce ampliamente que los nucleétidos extracelulares
inducen respuestas bioldgicas a través de los receptores P2, desempefiando roles
esenciales en una variedad de procesos biolégicos en multiples tejidos del organismo

(Burnstock, 2006).

El sistema de sefializacion purinérgica, implicando las subfamilias de receptores purina'y
pirimidina P1, P2X y P2Y, es una forma predominante de comunicacion intercelular. Este
sistema se basa en la liberacion de purinas, como el ATP, de las células, activando
receptores purinérgicos en células adyacentes y desencadenando cascadas de
respuestas en tejidos y organos (Burnstock, 2006; Di Virgilio et al.,, 2018). Este

mecanismo de sefalizacion es crucial en una variedad de procesos fisiolégicos y
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patolégicos, incluyendo nocicepcion, trauma, isquemia, reacciones neuroinmunes y
neuroinflamatorias, asi como en enfermedades neuropsiquiatricas y adicciones
(Jergensen, 2019). En relacion con la biologia 0sea, la sefializacion purinérgica en los
osteoblastos, es responsable de la formacion de nuevo tejido 6seo, realizan su funcion
en dos fases: la sintesis y deposicion de la matriz organica, seguida por la mineralizacion
de esta matriz osteoide con iones de calcio y fosfato para formar tejido 6seo calcificado,
conocido también como hidroxiapatita (Koupenova & Ravid, 2018). Durante este proceso,
los osteoblastos maduros sintetizan y secretan colageno tipo I, que constituye el 85-90%
de los componentes de la matriz 6sea, junto con otras proteinas no colagenas. Algunos
osteoblastos se incorporan en la matriz que secretan, diferenciandose posteriormente en
osteocitos, los cuales forman una red interconectada dentro del hueso y se cree que
median las respuestas a cargas mecanicas. Por otro lado, los osteoclastos, células
multinucleadas, son responsables de la reabsorcién 0sea. Estas células se polarizan en
el tejido 6seo, formando un compartimiento sellado que delimita la zona de reabsorcion
y secretan protones y enzimas, como la catepsina K, para disolver el mineral 6seo (Di

Virgilio et al., 2018).

La sefalizacion purinérgica en el contexto del tejido 6seo aun esta siendo explorada, pero
las evidencias sugieren que los nucleétidos extracelulares, especialmente el ATP,
pueden desempefar un papel significativo en la regulacion de las actividades de los
osteoblastos y osteoclastos. Este campo emergente promete aportar nuevas
perspectivas sobre los mecanismos moleculares que subyacen a la fisiologia y patologia
0sea, ampliando nuestra comprension de los procesos celulares y moleculares en el

sistema esquelético (Burnstock, 2006). Es esta misma sefializacién que juega roles
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cruciales en funciones vitales como la transduccion sensorial, regulacion del ritmo
cardiaco, contraccion muscular lisa, secrecion biliar, regulacién endocrina, y respuestas
inmunes (Burnstock & Di Virgilio, 2013). Esta involucrada en numerosos procesos
fisiopatoldgicos, incluyendo dolor neuropatico, diabetes, insuficiencia renal y cancer
(Jgrgensen, 2019). Esta sefalizacion implica tanto purinas como pirimidinas y tiene una
larga historia evolutiva, vinculada a los origenes del cédigo genético y la bioenergética.
La presencia de fosfatos inorganicos y purinas es fundamental para la vida, en términos
de conversién y almacenamiento de energia (Di Virgilio et al., 2018). Existe un debate
sobre como aparecieron los fosfatos en la Tierra, con teorias que sugieren su llegada en
meteoritos, aunque su origen exacto es incierto. Se postula que los enlaces de pirofosfato
y la fosforilacion de nucledsidos ocurrieron en una etapa prebidtica, marcando un
momento critico en la evolucion organica, especialmente en la formacién de
oligonucleotidos y ARN/ADN (Koupenova & Ravid, 2018). EI ATP, uno de los compuestos
MAas reactivos en reacciones bioquimicas después del agua, destaca en este contexto.
Un metabolismo basado en fosfatos solo es viable a niveles muy bajos de Ca?*, lo que
sugiere que todas las formas de vida mantienen un nivel de Ca?* citosélico
excepcionalmente bajo (<100 nM). Esto puede indicar un océano primordial alcalino con
baja concentracion de Ca?*, un rasgo ambiental prehistérico que podria haber influido en
la aparicion de una compleja homeostasis i6nica celular. Los gradientes
transmembranales de Ca?* estan intimamente ligados a la sefializacion purinérgica (Di

Virgilio et al., 2018).
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Funciones Generales de la sefalizacion purinérgica

e« Transmision Sinaptica y Neuromodulacion: En el sistema nervioso, los
receptores purinérgicos modulan la liberacion de neurotransmisores y participan
en la transmision del dolor y las respuestas inflamatorias (Burnstock & Di Virgilio,

2013).

e Inmunorregulacion: Regulan la funcién de las células inmunitarias, incluyendo la

liberacion de citocinas, la quimiotaxis y la fagocitosis (Di Virgilio et al., 2018).

o Procesos Inflamatorios: Participan en la sefalizacion inflamatoria, mediando
respuestas tanto proinflamatorias como antiinflamatorias dependiendo del

contexto celular y del receptor especifico activado (Jgrgensen, 2019).

e« Regulacion de la Funcion Cardiovascular: Influyen en la contraccion y
relajacion de los vasos sanguineos, la agregacion plaquetaria y la proteccion del

tejido cardiaco bajo estrés (Koupenova & Ravid, 2018).

e Funcidn del Sistema Digestivo: Modulan la secrecién de fluidos y electrolitos, la

motilidad gastrointestinal y la liberacion de enzimas digestivas (Stam et al., 2018).

« Metabolismo Oseo: En el tejido 0seo, los receptores purinérgicos regulan el
equilibrio entre la formacion y resorcidn 6sea, afectando la funcién de osteoblastos

y osteoclastos (Burnstock, 2006).
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Liberacion Celular de ATP

El trifosfato de adenosina (ATP), un crucial mensajero bioquimico, es sintetizado a través
de la glicdlisis oxidativa y la foto-Fosforilacion en organismos eucariotas. Dentro de estas
células, las mitocondrias son las principales fabricas de ATP, alcanzando
concentraciones citosolicas de 1-10mM, facilitando asi un eficiente mecanismo de
liberacion del ATP (Rizzuto et al., 2009). Este proceso de liberacién es un fendmeno
universal, observado en todo el espectro filogenético, desde bacterias y levaduras hasta

plantas, protozoarios y organismos multicelulares (Verkhratsky & Burnstock, 2014).

La liberacién celular de ATP (adenosin trifosfato) es un fenbmeno importante en la
sefalizacion celular y la comunicacion intercelular. EI ATP, conocido principalmente como
la "moneda energética" de la célula debido a su papel en el almacenamiento y
transferencia de energia, también actia como una sefial extracelular en muchos sistemas
bioldgicos. La liberacion de ATP ocurre a través de multiples mecanismos, incluyendo la
difusién transmembranal a través de canales permeables, el transporte activo y la
exocitosis (Sprague & Khalil, 2009). Entre los mecanismos mas arcaicos de liberacion se
encuentra la mediacion por canales mecanorreceptores idnicos, cuya presencia y
actividad se han registrado en una amplia variedad de organismos y tipos celulares, tanto
en condiciones fisiolégicas como patoldgicas. Estos canales incluyen los canales
aniénicos regulados por volumen, conexinas y inexinas de alta conductancia (operando

también como hemicanales), panexinas y receptores purinérgicos P2X7 (Dahl, 2015).
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Mecanismos de liberacion de ATP

Exocitosis: El ATP puede ser empaquetado en vesiculas dentro de la célula y
luego liberado al espacio extracelular a través de un proceso de exocitosis, similar
a la liberacion de neurotransmisores en las sinapsis neuronales (Pascual, 2005).
Canales de aniones conductores de ATP: Algunos canales transmembrana,
como los canales de cloruro, pueden permitir la salida pasiva de ATP al espacio
extracelular cuando estan abiertos (Dahl, 2015).

Hemicanal de conexina y pannexina: Estas proteinas forman canales en la
membrana plasmatica que pueden abrirse en respuesta a ciertos estimulos,
permitiendo la liberacion de ATP al medio extracelular (Saez et al., 2010).
Transportadores ABC (proteinas transportadoras de casete de unién a ATP):
Aungue su funcion principal es transportar una variedad de moléculas a través de
la membrana celular utilizando energia de ATP, algunos transportadores ABC
pueden facilitar la liberacion de ATP (Dean et al., 2001).

Lisis celular: La lisis o dafio celular puede liberar ATP de las células al entorno
extracelular como parte de una sefal de "peligro" o "lesién" (Zimmermann, 2006).
Mecanismos evolutivos y fisiolégicos: En el caso de los protozoarios, se ha
identificado la expresion de la "ATP binding cassette" (ABC), lo que sugiere
mecanismos evolutivamente conservados de liberacion de ATP. La liberaciéon
vesicular, similar al proceso utilizado en la comunicacion neuronal, se considera
una ruta fisiol6gica significativa, implicando el uso de vesiculas especializadas
capaces de acumular ATP mediante transporte activo a través del transportador

vesicular nuclear de nucleotidos (VNUT o SLC19A9) (Sawada et al., 2008).
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Mecanismo en astrocitos: Otro mecanismo interesante es la liberacién de ATP
mediada por lisosomas, hasta ahora identificada exclusivamente en astrocitos
cultivados. Esta ruta de liberacion vesicular también incluye la co-liberacion de

ATP con azlcares-UDP a través de vias secretoras (Cotrina et al., 2000).

Estos mecanismos multifacéticos de liberacion de ATP subrayan su papel integral en una

variedad de procesos celulares y sefializacion intercelular, y reflejan la evolucion y

adaptacion del ATP como un mediador bioquimico critico en la biologia celular y

sistémica.

Regulacion de la liberacion de ATP

Liberacién de ATP: Es un proceso regulado que puede ser activado por diversos
estimulos, incluyendo estrés mecanico, hipoxia, inflamacion y activacion sinéptica.
La regulacion precisa de esta liberacion es esencial para la sefalizaciéon celular
efectiva y la homeostasis tisular (Burnstock, 2006; Verkhratsky & Burnstock, 2014).
Estos procesos estan mediados por diversos mecanismos previamente
mencionados.

Implicaciones clinicas: Las alteraciones en la liberacion y sefializacion de ATP
han sido asociadas con varias enfermedades, incluyendo trastornos neurolégicos,
cardiovasculares, inflamatorios y autoinmunes (Di Virgilio et al., 2018). La
comprension de estos procesos ofrece potencial para el desarrollo de terapias
dirigidas a la modulacion de la sefalizacion purinérgica, aprovechando agentes
gue puedan influir en los receptores purinérgicos para corregir disfunciones en la

comunicacion celular (Burnstock & Di Virgilio, 2013).
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Sefializacién Purinérgica en la Regeneraciéon Osea: Mecanismos
Moleculares y Funcionales

La comprension de las vias involucradas en la regeneracion 0sea es fundamental para
identificar potenciales blancos terapéuticos. Dentro de este contexto, la sefializacion
purinérgica, que implica purinas extracelulares como ATP y adenosina, emerge como un
sistema de sefializacion clave. Especificamente, los receptores purinérgicos P2Y2 han
demostrado ser importantes en la mecanosensibilidad de los osteoblastos y en la
mediacidén de respuestas sinérgicas a estimulos mecanicos y a la hormona paratiroidea
(PTH), influyendo en procesos como la fosforilacion de ERK1/2 y CREB, asi como en la
proliferacion celular (Di Virgilio et al., 2018). La inhibicién de los efectos del ATP mediante
apirasa o suramina en los osteoblastos reduce dichas respuestas sinérgicas, sugiriendo
que la sefalizacién purinérgica podria ser un objetivo terapéutico viable para potenciar la

regeneracion ésea en casos de fracturas (Di Virgilio et al., 2018).

La sefalizacién purinérgica juega un papel crucial en la regeneraciéon 6sea (Figura 6),
involucrando una compleja red de sefiales mediadas por nucle6tidos como el ATP, ADP,
UTP y la adenosina, que interactian con una amplia gama de receptores purinérgicos
presentes en las células Oseas, incluyendo osteoblastos, osteocitos y osteoclastos
(Burnstock, 2006; Orriss et al.,, 2010). Esta sefalizacion regula diversas funciones
celulares esenciales para la formacion, mantenimiento y reparacion del tejido 0seo,
subrayando su importancia en la fisiologia 6sea y en el potencial desarrollo de nuevas

estrategias terapéuticas.
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Figura 6. Interaccion de ATP con los receptores purinérgicos en el proceso de remodelacion dsea.
La figura ilustra como el ATP extracelular, liberado por células estromales y osteoblastos, osteocitos, entre
otros; actla a través de los receptores P2X y P2Y en osteoblastos y pre-osteoclastos. En los osteoblastos,
el ATP promueve la mineralizacion del hueso y participa en la regulacion de la resorcion 6sea. En los pre-
osteoclastos, el ATP influye en la diferenciacién a osteoclastos maduros a través de la generacion de
seflales secundarias como PPl y AMP. Este esquema destaca el papel de las purinas como actores
cruciales en el mantenimiento y la funcion del tejido 6seo.

1. Proliferacion y diferenciacion: Los receptores P2X y P2Y en osteoblastos pueden
mediar respuestas a nucledtidos extracelulares como el ATP, promoviendo la
proliferacion y diferenciacion de estas células. La sefalizacion a través de estos
receptores activa vias de sefalizacion intracelular que conducen a la expresion de genes
especificos de osteoblastos, como la fosfatasa alcalina y la osteocalcina, indicadores
clave de maduracién y funcién osteobléastica (Orriss et al., 2010). Formacion de la matriz

0sea y mineralizacion: La sefalizacion purinérgica también influye en la capacidad de los
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osteoblastos para depositar la matriz 6ésea y en su mineralizacion, procesos
fundamentales para la formacion de hueso nuevo y la reparacion 6sea (Di Virgilio et al.,

2016).

2. Efectos en los osteoclastos: La sefializacion purinérgica puede afectar la
diferenciacion y actividad de los osteoclastos. EI ATP, por ejemplo, actia a través de
receptores P2X7 en osteoclastos para promover su maduracion y actividad de resorcion,
mientras que la adenosina, que se forma por la degradacion del ATP, tiene efectos
inhibidores en los osteoclastos a través de receptores especificos de adenosina,

equilibrando la resorcion y formacion osea (Jgrgensen, 2019).

3. Rol de los osteocitos: Los osteocitos, incrustados dentro de la matriz ésea, liberan
ATP en respuesta a la deformacion mecénica, actuando como mediadores en la
mecanotransduccion 6sea y la regulacion de la remodelacion 6sea en respuesta a cargas

mecénicas (Burnstock, 2006).

4. Regeneracion y reparacion 6sea: En situaciones de dafio 6seo, estrés, o crecimiento
regular del individuo, las células dseas pueden liberar mayores cantidades de ATP y otros
nucleodtidos al espacio extracelular, actuando como sefiales de "alarma" que promueven
la respuesta regenerativa o remodeladora. La sefalizacion purinérgica facilita la
activacion de células progenitoras éseas y coordina la respuesta inflamatoria crucial en

las primeras etapas de la cicatrizacion ésea (Di Virgilio et al., 2018).

5. Interacciones entre la sefializacion purinérgica y otras vias: La sefalizacion
purinérgica en la regeneracion 6sea interactlia con otras vias de sefializacion, incluyendo

las mediadas por factores de crecimiento, citocinas y hormonas, teniendo efectos
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sinérgicos o antagonicos en la regulacidon de la formacion y resorcion 6sea (Burnstock &

Di Virgilio, 2013).

Implicaciones terapéuticas: Dada su implicacion directa en la regeneracion y
reparacion 0sea, la sefalizacion purinérgica es un objetivo potencial para el desarrollo de
estrategias terapéuticas para tratar trastornos 6seos como la osteoporosis, la osteoartritis
y las fracturas 6seas. La modulacion de la actividad de los receptores purinérgicos podria

ofrecer nuevas vias para mejorar la salud 6sea (Burnstock & Di Virgilio, 2013).

La investigacion sobre la sefializacién purinérgica en la regeneracion 6sea esta en
constante evolucion, y se estdn descubriendo continuamente nuevos mecanismos Yy
potenciales aplicaciones terapéuticas. La continua exploracion de coémo los nucleoétidos
extracelulares como el ATP y la adenosina interactian con sus receptores ha revelado
implicaciones significativas para la salud 6sea. Los receptores P2X y P2Y, por ejemplo,
son cruciales para las funciones de proliferacion y diferenciacion de los osteoblastos, y la
regulacion de la actividad osteoclastica, mostrando un campo dindmico y prometedor

para futuras investigaciones (Di Virgilio et al., 2018; Burnstock, 2006).

Estudiar como los nucledétidos extracelulares y sus receptores afectan a las células éseas
ofrece perspectivas prometedoras para comprender mejor la fisiologia 6sea y desarrollar
tratamientos para enfermedades Oseas. Este enfoque no solo tiene el potencial de
mejorar nuestra comprension de la biologia 0sea, sino también de abrir nuevas avenidas
para terapias dirigidas que podrian tratar o incluso prevenir condiciones como la
osteoporosis y otras enfermedades 0seas relacionadas (Orriss et al., 2010; Jgrgensen,

2019).
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Sefalizacién de Calcio Mediada por Receptores Purinérgicos

Los receptores purinérgicos juegan un papel crucial en la sefalizacion del calcio. En
células endoteliales, los receptores P2 activan la respuesta de calcio mediada por
GABAB&R, con estudios que demuestran cOmo estas interacciones son esenciales para las
funciones vasculares (Scarpellino et al., 2019). Ademas, los receptores ionotropicos
P2XR facilitan directamente la entrada de calcio. Adenosina y ADP, actuando sobre
receptores P1 y algunos P2YR respectivamente, pueden inducir sefiales de calcio y
afectar la migracion de células endoteliales, una funcion crucial en la regulacion de la

angiogénesis y en respuesta a estimulos mecanicos (Terunuma et al., 2015).

A pesar de que los roles funcionales de la sefializacion purinérgica en células tumorales
y vasculares estan en debate, su potencial terapéutico en el tratamiento del cancer ha
sido evaluado. La investigacion sobre cdmo estos receptores modulan el microambiente
tumoral y la progresién de cancer sigue ofreciendo perspectivas interesantes para

terapias innovadoras.

La uridina 5'-trifosfato (UTP) mejora la liberacién de ATP a través de vias intracelulares
de calcio, y se ha observado que la sefalizacién purinérgica autocrina en células
uroteliales mantiene la homeostasis intracelular de calcio y libera neuromoduladores,
desempefiando un papel fundamental en la funcion y patologia del tracto urinario (Chess-
Williams et al., 2019). Los receptores P2X1-P2X7 y P2Y1-P2Y14, expresados en estas
células, median las acciones extracelulares del ATP a través de vias de sefalizacion
ionotropicas y mediadas por proteinas G. Durante el desarrollo, estas familias de
receptores, expresadas en una variedad de tejidos, regulan el transito de Ca?". Los

receptores P2X, al unirse a su ligando, se vuelven permeables a cationes, generando
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picos de Ca?* que pueden desencadenar vias de sefializacion de calcio en células
adyacentes. Los P2Y, por su parte, inducen la liberacion de IP3 y la movilizacion de calcio
desde reservorios intracelulares, procesos implicados en la activacion de factores de
transcripcion dependientes de calmodulina o calcineurina, esenciales para la
neurogénesis y la determinacién fenotipica (Glaser et al., 2013). Los receptores P2Xz2 y
P2X7 son cruciales para la diferenciacion de la glia, mientras que los P2Y1y P2Y2 estan
involucrados en la diferenciacion neural.

Sefializacién Purinérgica en la Regeneracién Osea: Mecanismos y
Aplicaciones Terapéuticas

La sefializacion purinérgica, que implica la interaccion de purinas extracelulares como
ATP y adenosina con sus receptores especificos, juega un papel crucial en la regulacién
de la actividad osteoblastica y, por extension, en la regeneracion 6sea. Estudios recientes
han destacado como los receptores purinérgicos P2Y2 en particular, influyen
significativamente en la mecanosensibilidad de los osteoblastos y en la modulacién de
respuestas a estimulos mecanicos y a la hormona paratiroidea (PTH), destacando su rol
en la dindmica celular 6sea (Di Virgilio et al., 2018). Estos efectos se manifiestan en la
activacion de vias de sefalizacién como la Fosforilacién de ERK1/2 y CREB, ademas de
promover la proliferacion celular. La inhibicion de ATP mediante apirasa o la suramina en
receptores de los osteoblastos ha mostrado disminuir estas respuestas sinérgicas,
sugiriendo que la manipulacién de la sefializacion purinérgica podria ser un objetivo
terapéutico prometedor para mejorar la regeneracion 0sea en condiciones clinicas como

las fracturas Gseas y la osteoporosis (Glaser et al., 2013; Di Virgilio et al., 2018).
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En el contexto de la sefializacion de calcio, los receptores purinérgicos desempefian un
papel crucial en las vias de sefalizacion del calcio, como se observa en células
endoteliales y neuronales. Se ha observado que la adenosina extracelular, generada por
ectonucleotidasas, regula la formacién y homeostasis del tejido 6seo, colocando a las
purinas como actores principales en condiciones como la osteoporosis y el deterioro en
la cicatrizacion de fracturas (Di Virgilio et al., 2016; Orriss et al., 2010). La adenosina,
producida en respuesta a estimulos como la hipoxia y la inflamacion, interactda con los
receptores Pl y tiene aplicaciones terapéuticas potenciales en el tratamiento de
enfermedades y lesiones dseas. Los receptores P2X7, en particular, median la liberacion
de prostaglandinas inducida mecéanicamente por osteoblastos y osteocitos, y participan

en la preservacion del linaje de células madre hacia los osteoblastos (Orriss et al., 2010).

La modulacion de la sefializacién purinérgica emerge como un enfoque prometedor para
mejorar la regeneracion 0sea. Se ha postulado que el uso de agonistas y antagonistas
de receptores purinérgicos podria influir en la formacion y curacion 6sea (Bates &
Ramachandran, 2017). Ademas, la sefalizacion purinérgica podria ser clave en la
modulacién de células madre de la médula 6sea para la regeneracion 6sea, asi como en
la diferenciacion de estas células en osteoblastos. Este estudio presenta un enfoque para
mejorar en entendimiento del funcionamiento de esta via con sus actores y en el futuro,
encontrar una realidad en donde se esté ofreciendo un prondstico mas favorable para
pacientes con afecciones 6seas. Asimismo, se sugiere gque la sefalizacién purinérgica
podria utilizarse para modular la diferenciacion osteoclastica, facilitando asi el

remodelado éseo. Por tanto, la comprensién de cémo se puede influir en la sefializacion
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purinérgica abre nuevas posibilidades para el desarrollo de estrategias destinadas a

optimizar la regeneracion 0sea y la curacion de fracturas (Bates & Ramachandran, 2007).
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JUSTIFICACION

Las moléculas de sefializacion purinérgica han demostrado estar presentes en el
microambiente celular 6seo, el cual es de suma importancia tratandose de la
comunicacién que se necesita para decidir qué hacer con el crecimiento del tejido o la

administracion de los nutrientes del mismo.

En la época moderna la expectativa de vida aumentd, mostrando patologias emergentes
ligadas al envejecimiento, es en esta misma época moderna en donde la civilizacion
humana despliega sus peores conductas alimenticias y poco profilacticas, debido a eso,
nuestra era muestra una nueva probleméatica en donde hay desnutricion y
desmineralizacion en medio de una cultura e industria en la sobre nutricion, pero es en
esta misma época en donde se cuenta con tecnologia y personas dedicadas a la
blusqueda de conocimiento entonces; Desde el &mbito de la ciencia béasica, considero de
suma importancia comprender de mejor forma la dinamica e interaccion entre sustrato y
receptores, lo que provoca intracelularmente y que tan involucrados estan los iones que
ejecutan las sefiales generadas por un receptor purinérgico unido a su ligando

purinérgico.

Debido a su amplia distribucién y diversidad de funciones, los receptores purinérgicos
son objeto de intensa investigacién, no solo para comprender mejor los mecanismos
fundamentales de la biologia celular y la fisiologia, sino también por su potencial como
dianas terapéuticas en una amplia gama de enfermedades, incluyendo trastornos

inflamatorios, cardiovasculares, metabodlicos y neurodegenerativos.
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HIPOTESIS

La estimulacién de osteoblastos murinos con concentraciones especificas de ATP induce
una respuesta diferencial de sefalizacion de calcio, mediada por la activacion de

receptores P2X y P2Y y esta actividad es dependiente del Ca?* extracelular.

OBJETIVO GENERAL

Investigar el impacto de la sefalizacion purinérgica en la dinamica del calcio intracelular

en osteoblastos murinos

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Evaluar el cambio en la concentracion intracelular de Ca?* debido a la administracion
de ATP en osteoblastos de rata.

2. Evaluar los cambios en la concentraciéon intracelular de Ca?* inducida por la
administracion de ATP y su dependencia de Ca?* extracelular.

3. Identificar mediante inmunofluorescencia, la presencia de receptores P2X y P2Y en
osteoblastos murinos.

4. Evaluar el cambio en la concentracion intracelular de Ca?* durante la administracion
de un bloqueador de receptores purinérgicos.
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METODOLOGIA

Cultivo celular

Para realizar este proyecto se emplearon osteoblastos provenientes de un cultivo
primario obtenidos del fémur de una rata. Las células se mantuvieron en un medio DMEM
alto en glucosa en frascos T25 suplementado con acido ascorbico y 10% de suero fetal
bovino y antibioticos 1X. La linea celular se mantuvo en una incubadora a 37°C con 5%
de COg2, se trabajo con una confluencia de las células de entre 75 a 90% y pasajes entre

el 10 y el 25 para estar seguros de su identidad.

Inmunofluorescencia

Se evaluo la presencia de los receptores P2X1, P2Xa, P2X7, P2Y2, P2Y4, P2Ys en los
osteoblastos. Se realiz6 un lavado a las células y posteriormente se fijaron con
paraformaldehido (PFA) al 4% a temperatura ambiente por 10 minutos. Las células se
permeabilizaron y saturaron los sitios inespecificos con una solucion de PBS adicionada
con Triton al 0.5% y 10% de suero fetal bovino (FBS) a temperatura ambiente por 1 hora.
Una vez pasado este tiempo, se adiciono el anticuerpo primario (tabla 1) diluido en

PBS+Triton al 5% y se dejé incubando 24 horas a 4°.

Al dia siguiente, se realizaron tres lavados y se inicid la incubacién con el anticuerpo
secundario, el cual estd conjugado a una molécula fluorescente (Alexa FlUor 488,

ab150077) durante dos horas a temperatura ambiente. El citoesqueleto se marcé con
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Faloidina (ab176759) durante 1 hora, y se finaliza con el marcaje de los nucleos con DAPI

(ab104139). ElI montaje se hizo con medio de montaje DAKO, para finalmente sellar la

preparacion y observarla al microscopio.

Para cada cambio de reactivo los lavados y la permeabilizacion de las células su utilizo

solucion de PBS (buffer de fosfatos) con Tritdn por 5 minutos, 5 veces.

Tabla 1. Anticuerpos primarios empleados en Inmunofluorescencia

Anticuerpo para Numero de
el receptor. catalogo
P2X1 PA5-77679
P2X4 PA5S - 77680
P2X7 PAS - 77668
P2Xs ab221705
P2Y2 PAS - 77669
P2Y4 PAS5 - 51032
P2Ys PAS5 - 77670
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Determinacién del cambio en el nivel intracelular de Ca?* secundario a
la activacion de receptores purinérgicos.

Se realizo el andlisis fluorométrico en células de la linea de osteoblastos las cuales fueron
incubadas con una sonda para Ca?*, el Fluo-4FF AM (invitrogen). Las células fueron
incubadas con el AM éster de Fluo-4FF 5 pM, el cual es permeable a través de la
membrana celular. La incubacion con la sonda se realizd a 37°C durante 30 minutos. La
fluorescencia fue medida empleando un microscopio Nikon Eclipse Ti- U (Nikon, Japon),
y con una camara CCD IC-200 acoplada. La excitacion del fluoréforo se realiz6 con un
haz de luz (480 nm) generado en un monocromador DeltaRAM XTM (USA). La
fluorescencia emitida paso6 a través de un filtro pasa alto de 510nm y monitorizada en

tiempo real empleando el programa ImageMaster version 1.1.

La solucion extracelular empleada para mantener a las células viables desde que son
extraidas de la incubadora y durante todo el transcurso de los experimentos tuvo la
siguiente composicion (en 500ml): NaCl: 3.6525 gr, KCI: 0.186375 gr, MgSO4(7H20):

0.123249 gr, CaCl: 0.11098 gr, NaHCO3: 0.25221 gr, HEPES: 2.978 gr, Glucosa: 0.54018

ar.
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Tabla 2. Reactivos agonistas y antagonistas.

Reactivo | Peso Acotaciones.
Molecular
ATP 551.14 g/mol Marca: Sigma Aldrich.

Funcién: Agonista de receptores purinérgicos
(P2Xy P2Y).

Solubilidad: 50mg/mL en H,O

Uso: Se agregd por microperfusion en solucion
extracelular dependiendo de la condicién
deseada (con o sin calcio)

Durante 90 segundos.

Suramina | 1429.17 g/mol | Marca: Sigma Aldrich

Funcion: Antagonista de receptores
purinérgicos.

Solubilidad: 50mg/dL

Uso: Se administr6 mediante perfusion continua
durante los experimentos de antagonismo.

El andlisis de estos experimentos se realizé en el software ImageJ™, en donde fue posible
analizar los campos registrados mediante la designacion de areas de interés (ROl “regidn
of interest”) y medir la intensidad de fluorescencia. Los valores se mostraron en AF/AOQ,
donde AO representa la intensidad de fluorescencia basal durante los primeros 30
segundos de registro. Se midid el area bajo la curva de la respuesta y la amplitud se
calculé mediante la diferencia entre la respuesta al pico menos la respuesta basal justo

antes de aplicar el estimulo.

Se obtuvieron las areas bajo la curva calculando la integral del punto en donde se inicio

la respuesta hasta el final de la captura de imagenes, se calculé con el programa
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SigmaPlot usando una integral definida: f: fx(dx). Es este dato que se interpreta como

el &rea bajo la curva y que corresponde a la integral de la respuesta de las células ante
el estimulo dado por el antagonista o por el agonista en presencia del antagonista frente
a un intervalo de tiempo definido. Las graficas fueron realizadas en Prism 10 (GraphPad,

EEUU).

La misma técnica de incubacion se realiz6 para los ensayos con suramina.
Andlisis estadistico

Se emplearon pruebas de ANOVA de una via y pruebas no paramétricas (posterior
analisis de normalidad con el test de Shapiro — Wilk), dependiendo del disefio
experimental, para evaluar si existe una diferencia significativa (p < 0.05) entre los grupos
tratados. Las gréficas presentadas muestran el valor + desviacion estandar de la media.
Los analisis y graficas presentadas fueron realizador en el programa Prism 10

(GraphPad, EEUU) y Sigmaplot.

RESULTADOS

Fluorimetria con ATP (Agonista de receptores purinérgicos en
osteoblastos murinos)

Se realizaron experimentos para determinar el cambio en el nivel Ca?* intracelular con la
aplicacion de ATP mediante microperfusion en concentracion de 100nm, 300nm, 1uMy
3uM con solucién extracelular con Ca?*. Los experimentos se realizaron tomando
inicialmente un registro durante 30 segundos y posteriormente se aplicdé ATP mediante
microperfusion por 90 segundos y se continud el registro durante 120 segundos en

promedio o hasta observar la recuperacion de fluorescencia basal; En la figura 7 se
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pueden apreciar trazos representativos de las respuestas que se obtuvieron en una célula
al aplicar ATP 100nm, 300nm, 1uM y 3uM.

a) Dindmica de Calcio
ATP, 100nM
1.0
0.8
o 0.6
L
S 100nM
0.2 ﬁ
0.0
0 50 100 150
Tiempo (2s)
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1.0 1uM
—
0.8
o 0.6
e
L
< 0.4
0.2
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ATP, 300nM

300pM

50 100
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150

Dinamica de Calcio
ATP, 3uM

3uM

50 100
Tiempo (2s)

150

Figura 7. Dinamica de [Ca?']i secundario a la microperfusion de ATP. Gréficas representativas de 1
célula que muestran las razones de cambio de fluorescencia para los niveles de Ca2* con 100nM, 300nM,

1M, 3uM.

Se compararon los maximos de fluorescencia en cada condicibn. Se tomdé en

consideracion la intensidad maxima de cada una de las células al ser estimulada por cada

concentracion de ATP, se obtuvo la media de cada condicion y se calcul6 la desviacion

estandar. Las medias + desviacion estandar fueron las siguientes: 1uM, 0.82 £ 0.1; 3uM,

0.35+0.16; 100nM, 0.23 £ 0.15; 300nM, 0.43 + 0.18 (figura 8). Para su analisis se realiz6

una prueba ANOVA, donde se obtuvieron diferencias estadisticamente significativas para
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algunos grupos (p<0.005; F= 6.475 con 3 grados de libertad) Este patron muestra una
respuesta dosis-dependiente significativa a mayores concentraciones de ATP, excepto

entre las concentraciones de 1uMy 3uM, donde no se observan diferencias significativas.

Fluorescencia maxima
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Figura 8. Valores de fluorescencia maxima del incremento en la [Ca?']; en osteoblastos murinos
estimulados con medida en respuesta de los osteoblastos a distintas concentraciones de ATP
(100nM, 300nM, 1uM y 3uM), En un ensayo celular de microperfusion y microscopio de epifluorescencia.

Ademas de la realizacion del grafico de los cambios de fluorescencia, se graficaron las

areas bajo la curva de las diversas condiciones (Figura 9).
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Figura 9. Areas bajo la curva del incremento en la [Ca%]; en osteoblastos murinos estimulados por
ATP en concentraciones de 100nM, 300nM, 1uM y 3uM. Los datos representan la media + error estandar.
N=9, n=108. Se analizaron mediante la prueba U de Mann-Whitney, p<0.001

Se compararon las areas bajo la curva obtenidas para cada concentracion en el programa
graphpad, donde se obtuvieron las medias siguientes con su error estandar para 100nM,
5.310; 300nM, 7.165; 1uM, 8.84; 3uM, 11.97. Se realizd analisis de ANOVA on ranks
mediante SigmaPlot donde se obtuvo un valor critico F= 6.165 con 3 grados de libertad,
con una p= 0.0004 con un alpha de 0.04, es decir que las medias entre varios de los

grupos son estadisticamente significativas.
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En el andlisis individual por grupo, con el método de Tukey, se encontraron diferencias
entre los grupos con una significancia de 0.004. La prueba mostro que hay diferencia
entre el 1uM vs 3uM, con una p= 0.01 y entre 300nM vs 3uM, con una p= 0.0015; entre
el grupo de 100nM y 3uM donde se obtuvo una p= 0.0023. Las siguientes comparaciones
son menos significativas entre 100nM vs 300nM, p= 0.71; también entre 100nM vs 1uM

con una p=0.22, Y por ultimo 300nM contra 3uM con p= 0.54.

Fluorimetria en ausencia de calcio extracelular

Se llevaron a cabo experimentos en los que se comparo la magnitud del cambio en la
concentracion intracelular de Ca?* en presencia y ausencia de Ca?* extracelular, ante la
administracion de ATP 1uM (figura 10) en donde se tomo la fluorescencia media de todas
las células en cada campo como medida de comparacién. Para estos experimentos se
inicié con la captura de imagenes por 30 segundos para el control, posteriormente se
adiciono ATP 1uM por microperfusion durante 90 segundos y se registraron los cambios

de intensidad de fluorescencia.
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Figura 10. Incremento en la [Ca?*]i secundario a la microperfusion de ATP con Calcio y sin Calcio
extracelular. Grafica representativa que muestra la fluorescencia promedio del cambio de fluorescencia
para los niveles de Ca?* intracelular durante 90 segundos con microperfusion de ATP 1uM en ambas
condiciones N=5 n=45.

Para valorar las diferencias en la respuesta de calcio, se realizaron analisis en relacion
con el area bajo la curva (figura 11). Se aplico la prueba estadistica Mann-Whitney para
observar los cambios y si son estadisticamente significativos entre los grupos de estudio.
La diferencia entre los valores medios de los dos grupos (ATP 1uM con Ca?* cuyo
promedio fue 18.3 + 1.15 contra el ATP 1uM sin Ca?* con valor de 10.12 + 1.75).
Realizandose la prueba Mann-Whitney se obtuvo un valor de t= 2837 con 148 grados de
libertad para un alpha de 0.001. Esta prueba demostr6 que existe una diferencia

estadisticamente significativa entre los grupos (p<0.001) para un alpha de 0.001
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Figura 11. Area bajo la curva del incremento en la [Ca®]; en presencia y ausencia de Calcio
extracelular empleando ATP en una concentracion de 1uM. Los datos representan la media + la
desviacion estandar. N=5 n= 150. Se analizaron mediante la prueba estadistica Mann-Whitney.

Se midieron las intensidades maximas entre las células estimuladas con ATP 1uM con
soluciéon extracelular con Ca?* y sin Ca?* (figura 12) los datos se analizaron mediante una
prueba Mann-Whitney, obteniéndose un maximo en 0.61 + 0.15 con Ca?* y un maximo

de 0.45 + 0.15 sin Ca?* con p=0.0001 representando un valor estadisticamente relevante.
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Figura 12. Comparativa de intensidades méximas obtenidas en presencia y ausencia de Calcio
extracelular posterior a la microperfusion con ATP en concentraciéon de 1uM. Los datos representan
la media £ desviacion estandar. N=5, 150. Se analiz6 mediante Mann — Whitney.

EFECTO DEL ATP EN PRESENCIA DE SURAMINA

Se realizaron experimentos para evaluar el cambio en la [Ca?*]i generado por la

aplicacion de ATP en presencia del antagonista Suramina.

Los experimentos consistieron en microperfundir ATP 1uM durante 90 segundos, al

mismo tiempo en el que las células eran perfundidas con Suramina 100uM.
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Figura 13. Cambios de los niveles de [Ca?']; secundario a la microperfusion de ATP 1uM en
presencia de Suramina 100uM. Se representa las razones de cambio de fluorescencia media para los
niveles de Ca?* intracelular durante 90 segundos con microperfusion de ATP 1uM.

INMUNOFLUORESCENCIA

Se realizaron ensayos de inmunofluorescencia para observar la presencia de receptores
purinérgicos del tipo Xy Y, es particular dirigimos nuestra busqueda a los receptores P2X
(X1, Xa, X5y X7) y P2Y (Y2, Y4, Ys). Las imagenes obtenidas por microscopia confocal de
la expresion de P2Y2 muestra una alta fluorescencia presencia en el nacleo y menor en
el citoplasma. Diferente a lo que apreciamos en la expresion de receptores P2Y4, P2Xay
P2Xs en donde se nota tenuemente su presencia en nucleo, en cuanto a P2Ys se aprecia

ubicuo en toda la célula por ultimo, se observé a P2Xi el cual presenta marcaje en el
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citosol pero no asi en el nacleo, mientras que el P2X7 se expresa solamente en el nucleo.
(se ocuparon diluciones de 1:1000 de anticuerpo secundario y 1:500-800 de anticuerpo

primario).

RECEPTOR P2Y:

Figura 14. Imagen representativa de la presencia de P2Y; en osteoblastos murinos. A: Expresion de
receptor P2Y2 (verde) en solitario B: La suma de todos los canales “merge”, en donde se tifie claramente
el citoesqueleto con faloidina (rojo).
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RECEPTOR P2Y4

Figura 15. Imagen representativa de la presencia de P2Y,4 en osteoblastos murinos. A: Expresion de
receptor P2Y4 (verde) en solitario B: Suma de todos los canales “merge”, en donde se tifie el citoesqueleto
con faloidina (rojo) sin embargo, no es posible apreciar el DAPI (azul) que tifie los nucleos ya que queda
oculto por la fluorescencia del receptor en color verde.

RECEPTOR P2Ys

Figura 16. Imagen representativa de la presencia de P2Ys en osteoblastos murinos. A: Expresion de
receptor P2Ys (verde) B: Suma de todos los canales “merge”, en donde se tifie el citoesqueleto con
Faloidina (rojo) y los nicleos con DAPI (azul).

53



RECEPTOR P2X;

Figura 17. Imagen representativa de la presencia de P2X; en osteoblastos murinos. A: Expresion de
receptor P2X1 (verde) B: Suma de todos los canales (merge), en donde se tifie el citoesqueleto con faloidina
(rojo) y los nucleos con DAPI (azul) en los nucleos.

RECEPTOR P2Xa4

Figura 18. Imagen representativa de la presencia de P2X4 en osteoblastos murinos. A: Expresion de
receptor P2X4 (verde) B: Suma de todos los campos “merge”, en donde se tifie el citoesqueleto con el
compuesto de faloidina (rojo) y DAPI (azul) en los nucleos y el marcaje positivo en verde que corrobora la
localizacion del hallazgo de receptor.
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RECEPTOR P2Xs

Figura 19. Imagen representativa de la presencia de P2X5 en osteoblastos murinos. A: Expresion de
receptor P2X5 (verde) B: Suma de todos los campos “merge”, en donde se tifie el citoesqueleto con el
compuesto de faloidina (rojo).

RECEPTOR P2X7

Figura 20. Imagen representativa de la presencia de P2X7 en osteoblastos murinos. A: Expresion de
receptor P2X7 (verde) B: Suma de todos los campos “merge”, en donde se tifie el citoesqueleto con el
compuesto de faloidina (rojo).
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Discusion

Los receptores purinérgicos son una familia diversa de receptores celulares que
responden al ATP y a otros nucleétidos y nucledsidos. Estdn ampliamente distribuidos en
diferentes tipos de tejidos animales, donde participan en una variedad de funciones
fisiologicas y patologicas. Esta familia de receptores se clasifica principalmente en dos
tipos: los receptores P1, que son sensibles a los compuestos de adenosina, y los

receptores P2, que responden al ATP y a otros nucleétidos de la misma especie.

Los receptores P2 se subdividen en dos familias: los receptores ionotropicos P2X, que
forman canales idnicos permeables al Ca?*, Na* y K*, y los receptores metabotropicos
P2Y, que estan acoplados a proteinas G e influyen en la actividad intracelular mediante

segundos mensajeros.

En el sistema nervioso, los receptores P2X y P2Y modulan la liberacion de
neurotransmisores, la excitabilidad neuronal y la neuroinflamacion. Mencionando de
nuevo a los receptores P2X7 estan implicados en la liberacion de citoquinas inflamatorias
y pueden jugar un papel en el dolor y en enfermedades neurodegenerativas (Di Virgilio

et al., 2016).

En el sistema inmunitario, los receptores P2 en los leucocitos regulan la migracion de
células inmunitarias, la liberacion de citoquinas y la inflamacién. Esto es crucial para la

respuesta inmunitaria innata y adaptativa (Burnstock & Di Virgilio, 2013).

En el sistema cardiovascular, ademas de la accién de la adenosina a través de los
receptores P1, los receptores P2 participan en la regulacion del tono vascular, la

agregacion plaquetaria y la respuesta a lesiones vasculares (Burnstock, 2006).
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La amplia distribucion y la diversidad funcional de los receptores purinérgicos en
diferentes tejidos subrayan su importancia en la fisiologia y la patologia de los
organismos. Su implicacion en procesos tan variados los convierte en objetivos
terapéuticos potenciales para una amplia gama de enfermedades, desde trastornos

cardiovasculares y neurodegenerativos hasta enfermedades inflamatorias y 0seas.
Implicaciones en la Homeostasis Osea

La interaccion entre el ATP y el Ca?" en el hueso es un componente clave de la
homeostasis 0sea. Las alteraciones en la sefalizacion purinérgica o en la homeostasis
del calcio pueden contribuir a enfermedades 6seas como la osteoporosis, en la cual el
equilibrio entre la formacion y resorcion de hueso esté perturbado. La disfuncion en esta
sefalizacion ha sido implicada en la etiologia de la osteoporosis y otros trastornos 6seos,
destacando la importancia de los receptores P2X y P2Y en la regulacion del metabolismo

0seo (Burnstock, 2006; Jgrgensen, 2019).

Este estudio investigd el impacto de la sefializacion purinérgica en la dinamica del calcio
intracelular en osteoblastos murinos en cultivo, utilizando concentraciones variables de
ATP y analizando la respuesta celular en condiciones con y sin calcio extracelular,

ademas de los efectos de administrar un antagonista como la suramina.
Respuesta de los Osteoblastos al ATP:

Los resultados de este estudio muestran que la induccion de la maxima fluorescencia es
a 1 yM de ATP sugiriendo una afinidad significativa por el ATP en este rango de
concentracion. Esto esta en concordancia con estudios previos que han identificado la

sefalizacion purinérgica como un regulador critico de la actividad osteoblastica. Por
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ejemplo, Carluccio et al. (2020) encontraron que el ATP modula la diferenciacion
osteogénica de las MSCs a través de diferentes receptores P2Y y P2X, destacando la
importancia del receptor P2X7 en varias etapas de la diferenciacion y supervivencia de
los osteoblastos. Sin embargo, mientras que mis resultados indican una respuesta
maxima a concentraciones mas bajas de ATP, los estudios de Carluccio et al. sugieren
que la respuesta puede variar dependiendo del estado de diferenciacion de las células y
las condiciones del microambiente. Este fendmeno refleja no solo la afinidad de los
osteoblastos por el ATP, sino también su capacidad para responder a variaciones sutiles
en las concentraciones de nucleoétidos, similar a lo observado por Burnstock (2006) y Di
Virgilio et al. (2016), quienes documentan la amplitud de la sefalizacion purinérgica en

procesos celulares criticos como la neurotransmision y la inflamacion.

Ademas, estudios recientes han destacado que la sefalizacion purinérgica a través del
ATP puede influir en la expresion de genes relacionados con la diferenciacion y la
respuesta inflamatoria. Segun Abbracchio et al. (2019), la activacion de receptores P2X7
no solo promueve la formacién de osteoblastos, sino que también regula negativamente
la expresidbn de genes proinflamatorios, sugiriendo un mecanismo dual donde la
sefalizacion purinérgica facilita tanto la osteogénesis como la resolucion de la
inflamacion en el microambiente 6seo. Mikolajewicz et al. (2021) demostraron que los
osteoblastos murinos responden a diferentes concentraciones de ATP con patrones de
calcio transitorios, oscilatorios y sostenidos, dependiendo de la concentracién de ATP.
Identificaron que los receptores P2Y2 y P2X7 son los principales responsables de estas
respuestas. Estos hallazgos son consistentes con nuestros resultados, que muestran una

respuesta integral por ATP que puede modular las respuestas de calcio en osteoblastos.
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El modelo matematico desarrollado por Mikolajewicz et al. (2021) proporciona una
explicacion detallada de como la activacion de P2Y2 podria ser util para entender mejor

los mecanismos subyacentes en nuestras observaciones experimentales.

Por ultimo, los hallazgos de Mikolajewicz et al. (2021) también destacan la importancia
de los receptores P2Y2 y P2X7 en la sefializacion mecanotransductiva en osteoblastos.
La ausencia de P2Y2 interrumpe la transmision de la sefial de ATP a las células vecinas,
mientras que la ausencia de P2X7 altera significativamente las respuestas primarias y
secundarias. En los experimentos, las células deficientes en P2X7 mostraron respuestas
de mayor magnitud y una decaida mas rapida de las respuestas de calcio en comparacion
con las células normales. Aunque se esperaba que la concentracion de ATP liberada en
estos experimentos fuera insuficiente para activar P2X7, se observé que las respuestas
de calcio en los osteoblastos vecinos también se vieron alteradas en las células
deficientes en P2X7, lo que sugiere un papel indirecto de P2X7 en la sefializacion

intercelular.

Estos resultados subrayan el papel critico de la sefializacion purinérgica en la regulacion

de la respuesta de los osteoblastos a estimulos mecénicos y en la homeostasis 0sea.
Influencia del Calcio Extracelular

La diferencia estadisticamente significativa en los niveles de fluorescencia de la sonda
de Ca?" bajo ambas condiciones propuestas subraya la importancia del medio
extracelular en la modulacién de la sefializacién intracelular, concordante con lo
reportado por Orriss et al. (2010) en la remodelacion ésea. Este descubrimiento apunta

a la importancia de un entorno extracelular adecuadamente regulado para la optimizacion
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de la sefalizacion purinérgica y su relevancia en la homeostasis del calcio. Aunado a
esto, una investigacion en odontoblastos también apoya esta conclusion, ya que se
demostré que la eliminacion del calcio extracelular redujo la amplitud de las respuestas
de calcio inducidas por ATP en odontoblastos, pero no las abolié completamente en todos
los casos. Esto sugiere que ciertos receptores purinérgicos, posiblemente los acoplados
a proteinas Gqg/11, pueden mediar la sefializacién de calcio incluso en ausencia de calcio

extracelular (Lee et al., 2017).

En linea con estos hallazgos, otros estudios han demostrado que la sefializacion de calcio
mediada por receptores purinérgicos es esencial para la diferenciacion osteoblasticay la
mineralizacion ésea. Por ejemplo, Panupinthu et al. (2008) encontraron que la activacion
de receptores P2Y2 en osteoblastos aumenta la liberacion de calcio intracelular, lo que a
su vez promueve la expresion de genes osteogénicos y la formacion de la matriz
extracelular. Esto sugiere que la sefalizacion purinérgica no solo es critica para la
respuesta inmediata al ATP, sino también para la regulacion a largo plazo de la

homeostasis 6sea.

Efecto de la Suramina, Inhibicion de la Sefializacién y su Potencial Terapéutico

La inhibicion significativa de la fluorescencia por la suramina confirma la participacion de
los receptores purinérgicos en la mediacion de las respuestas de calcio en los
osteoblastos. Los estudios de Koupenova y Ravid (2018) destacan que los antagonistas
de los receptores P2, como la suramina, podrian tener aplicaciones terapéuticas en la
modulacion de la actividad inmunoldgica y 6sea, sugerencia que encuentra eco en los
resultados presentados aqui. Una investigacion publicada por Agrawal y Jgrgensen et al.
(2021) revisa como los derivados de la adenosina y uridina extracelulares regulan la
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homeostasis 6sea y menciona que la sefializacion purinérgica, especialmente a traves
del receptor P2X7, juega un papel crucial en la activacion de los osteoclastos y
osteoblastos. La inhibicion de la sefalizacion purinérgica puede, por lo tanto, afectar
significativamente estos procesos, lo que se alinea con nuestros hallazgos sobre el efecto
de la suramina que, al inhibir estos receptores, podria disminuir la actividad osteoclastica

y promover la homeostasis 0sea.

Ademas, un estudio de Gartland et al. (2012) demuestra que la suramina no solo inhibe
la sefializacidon purinérgica en osteoblastos, sino que también reduce la actividad de las
metaloproteinasas de matriz (MMPS), enzimas que juegan un papel critico en la
remodelacion Osea. Esto sugiere que la suramina puede tener un doble efecto
terapéutico, modulando tanto la sefalizacion celular como la actividad enzimatica

involucrada en la remodelacion del hueso.

Perfil de Expresién de Receptores Purinérgicos

La diversidad funcional de los receptores purinérgicos y el perfil de expresion diferencial
de los receptores purinérgicos identificados en este estudio, particularmente la
prominencia de los receptores P2X7 y P2Y2, podria tener implicaciones significativas en
la funcion osteoblastica y la regulaciéon nuclear. Este enfoque en la diversidad funcional
resalta la complejidad de la sefializacidén purinérgica en la regulacion de la homeostasis
O0sea. Por ejemplo, el estudio realizado por Hgyer et al. (2023) muestra que los receptores
P2X7 tienen una baja expresion en las células de mieloma MOPC315.BM, mientras que
los receptores P2X3 y P2X4 presentan una alta expresion. Ademas, se observo que el
tratamiento con BzATP, un agonista del receptor P2X7, regula negativamente la
expresion del P2Xs y otros genes involucrados en la sefializacion purinérgica como CD39,
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Icam-1 y Nf-kbl, mientras que aumenta la expresion de Casp-1. Estos resultados
sugieren que las células de mieloma pueden adaptar su supervivencia mediante la
regulacion de los receptores purinérgicos, especificamente el P2X4, en respuesta a altos

niveles de ATP extracelular.

Un estudio adicional por Fumagalli et al. (2020) revela que la expresion de receptores
purinérgicos en osteoblastos no solo afecta la sefializacion intracelular, sino también la
comunicacién con otras células del microambiente 6seo, como los osteoclastos y células
estromales. Esto subraya la importancia de comprender el perfil de expresion de estos
receptores para desarrollar terapias dirigidas que puedan mejorar la regeneracion y

reparacion 6sea mediante la modulacion precisa de la sefializacién purinérgica.

Los resultados observados, de acuerdo con los estudios de inmunofluorescencia,
muestran que esta linea celular muestra principalmente P2Y6, P2X1, en citoplasma,
mientras que P2Y2, y P2X7 se expresan abundantemente en el nucleo, por el contrario,
P2Y4, P2X4 es escaso y P2X5 no se encontré su presencia. Por lo tanto, esto sugiere

que la activacion dada por ATP se debe principalmente a la activacién de P2Y6 y P2X1.

Conclusiones

1.- La administracion de ATP a los osteoblastos de rata en cultivo, genera
incrementos en la[Ca?*]i que varian dependiendo de la dosis, siendo la mas efectiva
la de 1uM.

2.- El incremento en la [Ca?']i generado por la administracién de ATP, depende de
manera significativa del Ca?* extracelular.

3.- El incremento en la [Ca?']i desaparece cuando se administra Suramina 100uM
en la solucién de perfusion.
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4.- Los osteoblastos de rata en cultivo expresan a los receptores P2Y2, P2Y4, P2Ys

y P2X1, P2X4, P2X7.

Perspectivas

1. Exploracion de Mecanismos Moleculares Detallados: Futuros estudios
deberian explorar los mecanismos moleculares especificos mediante los cuales

las distintas concentraciones de ATP afectan la sefalizacion del calcio.

2. Impacto del Ambiente de Calcio: Los resultados indican que el calcio
extracelular juega un papel crucial en la sefializacion de ATP. Estudios adicionales
gue examinen la interaccion entre los niveles de calcio extracelular e intracelular
podrian revelar detalles sobre como estas interacciones afectan la funcion y la
supervivencia de los osteoblastos bajo diversas condiciones patologicas y

fisiologicas.

3. Rol de los Receptores Purinérgicos Especificos: La expresion diferencial de
receptores purinérgicos como P2Y2, P2Ya, P2X7, P2Xay P2Ys en los osteoblastos
sugiere roles variados y especificos en la biologia celular. La caracterizacion
detallada de cada receptor en la regulacién de la homeostasis 6sea podria
identificar nuevos objetivos terapéuticos para trastornos relacionados con el

hueso.

4. Desarrollo de Estrategias Terapéuticas: Basado en la inhibicion exitosa de la

sefalizacion por suramina, el empleo de antagonistas selectivos de los receptores
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purinérgicos podria ofrecer nuevas oportunidades para manipular la funcion

osteoblastica en diversas condiciones.
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