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El hueso es un tejido dinámico que se encuentra sometido de manera continua 

a remodelado para preservar su integridad estructural y regular la homeostasis 

mineral. El remodelado óseo es un proceso fisiológico que implica la resorción 

ósea por parte de los osteoclastos y la posterior formación de nuevo tejido 

mediada por los osteoblastos. Por otra parte, se ha propuesto que los osteocitos, 

las células más abundantes en el hueso, son los reguladores encargados de 

orquestar los efectos de osteoblastos y osteoclastos y modular, por tanto, el 

remodelado óseo. De esta forma, las alteraciones patológicas en el remodelado 

óseo que se basan en una mayor actividad de los osteoclastos frente a la de los 

osteoblastos son características del envejecimiento y pueden desembocar en 

patologías como la osteoporosis, una enfermedad sistémica del esqueleto 

caracterizada por una baja masa ósea y un deterioro progresivo de la 

microarquitectura esquelética. El receptor de tipo I de la parathormona (PTH1R), 

ampliamente descrito como regulador de la fisiopatología ósea, es un receptor 

acoplado a proteínas G cuya estimulación por sus ligandos parathormona (PTH) 

o proteína relacionada con la PTH (PTHrP, un importante regulador del 

remodelado y la formación ósea) activa diversas vías de señalización intracelular 

que varían dependiendo de las zonas subcelulares donde se localice el receptor, 

así como de las proteínas específicas a las que esté asociado. En este contexto, 

se ha descrito que PTH1R presenta dominios de unión asociados a diversas 

subestructuras celulares presentes en células óseas, como el cilio primario, un 

orgánulo apendicular formado durante la fase quiescente del ciclo celular, y las 

caveolas, pequeñas invaginaciones de membrana plasmática ricas en colesterol 

y fosfolípidos cuya principal función es el reclutamiento de moléculas para 

obtener concentraciones apropiadas de efectores de señalización. Sin embargo, 

de manera previa a la realización de esta Tesis Doctoral no se han descrito los 

efectos de la distinta señalización de PTH1R en función de su localización 

subcelular en células óseas. De esta forma, hemos caracterizado la localización 

de PTH1R y el cilio primario tanto en células pre-osteoblásticas MC3T3-E1 como 

en células osteocíticas MLO-Y4. Posteriormente, hemos demostrado que los 

efectos citoprotectores ejercidos por PTHrP en estas células son dependientes 

tanto de la presencia del cilio primario como del funcionamiento de la vía de 
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señalización Hedgehog (Hh), estrechamente relacionada con él; sin embargo, 

los efectos que ejerce PTHrP sobre la expresión de genes osteogénicos están 

modulados por mecanismos dependientes del cilio primario pero independientes 

de Hh. Además, la estimulación mecánica mediante Flujo de Fluido (FF) 

incrementa el número y la longitud de los cilios primarios, lo que podría contribuir 

a potenciar los efectos pro-supervivencia y las acciones osteogénicas 

desencadenadas por PTH1R tras ser estimulado con su ligando PTHrP. De 

manera análoga, se ha demostrado la localización de PTH1R en las caveolas de 

las células MC3T3-E1, lo que reduce la capacidad del receptor de difundir en la 

membrana plasmatica, su internalización y la activación de las vías de 

señalización desencadenadas por él en respusta al estímulo por ligando. En 

conclusión, los datos obtenidos en la presente Tesis Doctoral indican que la 

actividad de PTH1R podría ser regulada mediante la modulación de diversas 

estructuras subcelulares como PTH1R y las caveolas, lo que sugiere su utilidad 

como posible futura diana terapéutica en el tratamiento de patologías óseas 

asociadas al envejecimiento como la osteoporosis. 

Palabras clave: receptor de parathormona, PTH1R, proteína relacionada con la 

parathormona, PTHrP, osteocitos, osteoblastos, hueso, cilio primario, caveolas, 

osteoporosis, envejecimiento. 
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Bone is a dynamic tissue that continuously undergoes continual remodeling to 

preserve its structural integrity and regulate mineral homeostasis. Bone 

remodeling is a physiological process that implies bone resorption by osteoclasts 

and subsequent bone formation mediated by osteoblasts. It has been proposed 

that osteocytes, the most important cells in bone tissue, are master regulators 

that orchestrate the effects of osteoblasts and osteoclasts in order to modulate 

bone remodeling. Thus, pathological alterations in bone remodeling that are 

based on increased osteoclast resorptive actions and reduced bone formation by 

osteoblasts are key features of aging and may lead to pathologies like 

osteoporosis, a systemic skeletal disease characterized by low bone density and 

a progressive deterioration of bone microarchitecture. Parathyroid hormone 

receptor type I (PTH1R), widely described as regulator of bone pathophysiology, 

is a G protein coupled receptor (GPCR) whose stimulation by its ligands 

parathormone (PTH) or PTH-related protein (PTHrP, a key regulator of bone 

remodeling and formation) triggers several intracellular signaling pathways 

depending on subcellular domains in which the receptor is located, and specific 

proteins associated with it. In this context, it has been described that PTH1R 

presents binding domains linked to several subcellular structures that are present 

in bone cells, such as the primary cilium, an appendicular organelle formed during 

quiescent phase of cell cycle, and caveolae, small invaginations of the plasma 

membrane enriched in cholesterol and phospholipids whose principal function is 

the recruitment of molecules in order to obtain appropriate concentrations of 

signaling effectors. However, prior to realization of the present Doctoral Thesis, 

it has not been described the effects of different PTH1R signaling depending on

its subcellular location in bone cells. Therefore, we have characterized the 

location of PTH1R at the primary cilium of both pre-osteoblastic MC3T3-E1 and 

osteocytic MLO-Y4 cells. We have subsequently demonstrated that the 

cytoprotective effects performed by PTHrP are dependent on both the presence 

of the primary cilium and activation of hedgehog (Hh) signaling, closely related 

with primary cilium. Nevertheless, effects of PTHrP on osteogenic gene 

expression are also modulated by cilia-dependent mechanisms that are 

independent of Hh signaling. Moreover, mechanical stimulation by Fluid Flow 
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(FF) increases cilia length and number, which could probably contribute pro-

survival effects and osteogenic actions triggered by PTH1R upon PTHrP 

stimulation. Analogously, we have described the location of PTH1R in the 

caveolae of MC3T3-E1 cells. Caveolar location of PTH1R reduces the ability of 

receptor to diffuse across the plasma membrane, its internalization and activation 

of the signaling pathways triggered by it in response to PTHrP stimulation. In 

conclusion, the data obtained in the present Doctoral Thesis indicate that PTH1R 

activity may be regulated through modulation of several subcellular structures 

such as the primary cilium and caveolae, which in turn suggest their utility as 

potential therapeutic targets in the treatment of skeletal pathologies related to 

aging like osteoporosis. 

Keywords: parathyroid hormone receptor, PTH1R, parathyroid hormone related 

protein, PTHrP, osteocyte, osteoblast, bone, primary cilium, caveolae, aging, 

osteoporosis. 
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1.1. Tejido óseo

 

1.1.1. Composición del tejido óseo

El hueso es un tejido conectivo mineralizado que ejerce importantes funciones 

en el organismo: 1) proporciona un soporte mecánico debido  a la resistencia y 

rigidez de la microarquitectura ósea, lo que permite adaptarse a cargas 

mecánicas y a la locomoción, 2) protege los órganos vitales gracias a una 

organización estructural que le capacita para absorber la mayor cantidad de 

energía con un mínimo daño, 3) proporciona el espacio -la médula ósea- donde 

tiene lugar la hematopoyesis, un proceso mediante el cual se diferencian las 

células sanguíneas circulantes maduras (incluyendo eritrocitos, granulocitos y 

monocitos, así como los linfocitos B), 4) mantenimiento de la homeostasis 

mineral, ya que actúa como almacén de diversos iones, principalmente calcio y 

fosfato y 5) endocrina, ya que participa en la regulación del metabolismo 

energético y el balance del fosfato mediante la secreción de Osteocalcina y el 

factor de crecimiento fibroblástico (FGF) 23, respectivamente (1–3). El hueso es 

un tejido dinámico que se encuentra en constante cambio, debido a que es

sometido de forma continua a remodelado óseo, un complejo proceso fisiológico 

en el que intervienen diferentes tipos de células óseas y que implica la 

destrucción (resorción) ósea y la posterior formación de nuevo hueso (4), con el 

objetivo de preservar la integridad estructural, regular la homeostasis mineral y 

adaptarse a diferentes tipos de carga mecánica (5). La estimulación mecánica 

es un potente inductor de la masa ósea. Este concepto fue introducido por Julius 

Wolff ya en 1892 y reformulado por Harold Frost en su teoría del mecanostato, 

en la que propone que el esqueleto se adapta a la carga mecánica mediante un 

sistema dual en el que se distinguen el modelado óseo (cambios en la 

morfología) y el remodelado óseo (recambio continuo), lo que induce un aumento 

o disminución de la masa ósea para favorecer esta adaptación (6,7). De este 

modo, la homeostasis esquelética y la masa ósea se mantienen estables bajo 

niveles fisiológicos de estimulación mecánica (800-1500 ) (8), mientras que 

niveles excesivos (>15000 ) o el déficit de estimulación mecánica (<800 ) 

inducen un aumento en el remodelado óseo, con un mayor nivel de resorción 
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ósea y la consiguiente pérdida de hueso (9,10). Aunque los mecanismos exactos 

mediante los cuales el hueso percibe la estimulación mecánica no han sido aún

completamente esclarecidos, se ha descrito que las células óseas son capaces 

de responder a diversos estímulos como las fuerzas intercelulares, la tensión 

ejercida por la matriz ósea y al paso de un flujo de fluido a través del hueso (11).

Además, diversos experimentos en cultivos de células óseas han demostrado 

que el flujo de fluido dinámico estimula respuestas osteogénicas al tiempo que 

inhibe respuestas de degradación ósea (12).  

El tejido óseo está formado por diversos tipos celulares y una matriz ósea

compuesta fundamentalmente por un componente mineral, en su mayoría 

formado por cristales de hidroxiapatita (una sal insoluble de calcio y fósforo),

pero que contiene además pequeñas cantidades de sodio, citrato, bicarbonato y 

magnesio. La matriz ósea también está compuesta por agua y un componente 

orgánico constituido por polisacáridos y diversas proteínas estructurales, 

predominantemente fibrillas de colágeno de tipo I (COLI, aunque también de los 

tipos III y IV) que son mineralizadas debido a la formación y depósito de los 

cristales de hidroxiapatita (13,14). A escala nanoscópica, las interacciones entre 

las fibrillas de colágeno y la hidroxiapatita son claves para dotar de fuerza y 

resistencia al hueso (15). En cuanto al componente celular del tejido óseo, 

destacan, entre otras, la presencia de tres tipos celulares:

Los osteoblastos son células cuboidales polarizadas que se sitúan a lo 

largo de la superficie ósea y comprenden aproximadamente el 5% del total 

de las células residentes en el hueso. Presentan un abundante retículo 

endoplásmico (RE) y aparato de Golgi, así como un gran número de 

vesículas secretoras, por lo que son células con gran capacidad de 

síntesis y secreción de proteínas (2). Proceden de células

osteoprogenitoras de origen mesenquimal que expresan el factor de 

transcripción relacionado con Runt -RUNX2- (16). La osteoblastogénesis 

se inicia con una fase de proliferación, en la que estos precursores se 

diferencian a pre-osteoblastos debido a un aumento en la actividad de la 

fosfatasa alcalina (FA). La transición a osteoblastos maduros está 

determinada por un incremento en los niveles de expresión de Osterix, así 
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como por la secreción de diversas proteínas de matriz ósea como 

Osteocalcina y COLI. Al mismo tiempo, los osteoblastos experimentan 

diversos cambios morfológicos, convirtiéndose en grandes células 

cuboidales. Posteriormente, se produce la deposición de una matriz no 

mineralizada, denominada osteoide, debido a la secreción de COLI y otros 

componentes orgánicos (Osteocalcina, Sialoproteína ósea, Osteopontina 

y Osteonectina) por parte de los osteoblastos maduros. A continuación, 

se produce la mineralización del osteoide, iniciada con la liberación de 

vesículas de matriz- unas partículas recubiertas de membrana localizadas 

selectivamente en los lugares de iniciación de la calcificación- desde el 

dominio apical de la membrana de los osteoblastos (17). Estas vesículas 

se unen a diversos compuestos orgánicos del osteoide, entre los que se 

incluyen los proteoglucanos. Los osteoblastos secretan enzimas que 

degradan estos proteoglucanos, lo que permite la liberación de sus iones 

de calcio y su posterior inmovilización dentro de las vesículas de matriz. 

Por otro lado, los osteoblastos también secretan en este punto FA que 

degrada los compuestos que contienen fosfatos, lo que promueve la 

acumulación de iones fosfato dentro de las vesículas de matriz (2,18). En 

el interior de estas vesículas se produce un incremento en la actividad de 

diversas fosfatasas y de moléculas de unión a calcio, lo que da lugar a los 

primeros cristales minerales de hidroxiapatita. Finalmente, se produce 

una supersaturación de iones calcio y fosfato en el interior de la matriz 

que desemboca en su ruptura y en la liberación de los cristales de 

hidroxiapatita a la matriz ósea, donde se produce la formación de nuevos 

cristales a partir de cristales preexistentes (17). Durante la formación 

ósea, algunos osteoblastos se incorporan a la matriz celular y se 

diferencian a osteocitos. Este proceso requiere el reclutamiento y 

diferenciación de nuevas células progenitoras mesenquimales para 

mantener una fracción de osteoblastos formadores de hueso (14). Otra 

fracción de los osteoblastos maduros pierde su capacidad metabólica y 

migran hacia la superficie ósea, dando lugar a las células de recubrimiento

(19). Estas son células aplanadas y quiescentes que se asocian entre sí 
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y con las prolongaciones de los osteocitos (2). Sin embargo, la mayor 

parte de los osteoblastos maduros mueren por apoptosis tras realizar su 

función formadora de matriz (20).

 Los osteoclastos son células gigantes y multinucleadas que proceden de 

la fusión de precursores mononucleares hematopoyéticos del linaje 

monocito-macrófago (21). Son una población escasa en el esqueleto, ya 

que únicamente representan el 1-2% de las células óseas (22). La 

diferenciación de los osteoclastos se produce en respuesta a la secreción 

de diversos factores como el factor estimulador de colonias de 

macrófagos (M-CSF) por parte de osteoprogenitores mesenquimales y 

osteoblastos, o del ligando del receptor activador del factor nuclear kappa-

B (RANKL) por parte de osteocitos y osteoblastos (2). Los osteoclastos 

activos son células polarizadas que realizan la degradación o resorción 

del hueso durante el proceso del remodelado óseo. Presentan dominios 

basolaterales que no están en contacto con la matriz ósea y desempeñan 

funciones secretoras, así como una zona de sellado compuesta por un 

anillo de actina y otras proteínas, que sí está en contacto con la matriz y 

delimita la laguna o zona de resorción (2). En esta zona de contacto con 

la matriz ósea, diversas ATPasas vacuolares osteoclásticas bombean 

protones (H+) junto con iones cloro (Cl-) a las lagunas de resorción, donde 

se combinan para formar HCl. El bajo pH alcanzado en la laguna de 

resorción provoca la activación de diversas enzimas, como 

metaloproteinasas de matriz (MMPs) o catepsina K, que degradan la 

matriz de colágeno del hueso (3,23). La superficie donde se ha llevado a 

cabo la resorción ósea es “limpiada” por las células de recubrimiento y 

probablemente también por macrófagos (24). A continuación, los 

osteoprogenitores mesenquimales migran a nichos proporcionados por 

los vasos sanguíneos en el hueso en el que se está llevando a cabo el 

remodelado, e inician su diferenciación para rellenar el espacio resultante 

tras la resorción. Este hecho permite afirmar que la resorción ósea y la 

formación de hueso están acopladas durante el remodelado óseo (3). Una 

vez completado el proceso de resorción ósea, los osteoclastos inician
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apoptosis en respuesta a diferentes señales mediadas, en parte, por los 

osteoblastos (23,25). Por otro lado, estudios recientes han revelado que 

osteoclastos estimulados con RANKL pueden fisionarse dando lugar a 

células hijas llamadas osteomorfos. Estas, a su vez, pueden 

eventualmente volver a fusionarse por distintos estímulos, generando, de 

nuevo, osteoclastos activos (26). 

 Los osteocitos constituyen la población más abundante de células óseas 

-más del 90%- (27). Proceden de la diferenciación de osteoblastos que 

quedan embebidos en la matriz ósea mineralizada (28).  Participan en el 

inicio de la mineralización del osteoide a través de la secreción de 

diversas proteínas. Además, limitan la mineralización secundaria y 

conservan la flexibilidad de la matriz, a través de la regulación del número 

de autofagosomas ejercida por la efrina B2 a través de la señalización  

RhoA-ROCK (29). Se localizan en el interior de cavidades llamadas 

lagunas, donde conforman una red interconectada a través de 

prolongaciones citoplasmáticas -dendritas- que se extienden a través de 

unos conductos denominados canalículos. Las dendritas osteocitarias 

permiten la rápida transducción de señales entre células osteocíticas y 

también con los osteoblastos, los osteoclastos y la médula ósea (30,31).  

El espacio pericelular entre las membranas plasmáticas de los osteocitos 

y el tejido mineralizado se encuentra relleno por el glucocálix, una matriz 

rica en proteoglucanos que ancla las dendritas a los canalículos y que 

resulta necesaria para iniciar una señalización dependiente de la 

liberación de prostaglandina E2 en respuesta a estimulación mecánica 

(32). Además, el espacio pericelular está lleno de fluido intersticial. De 

este modo, los gradientes de presión generados por las cargas mecánicas 

sobre el hueso resultan en un flujo oscilante de líquido intersticial que se 

extiende por la red  lacuno-canalicular de osteocitos desde las regiones 

de alta presión a otras de una menor presión (33). Como consecuencia, 

se genera tensión en los espacios lacunares y una deformación de los 

osteocitos lo suficientemente intensa para que se desencadenen 

respuestas al estímulo mecánico (33,34). Gracias al sistema canalicular y 



Introducción 

28 
 

a la red dendrítica, los osteocitos son las células óseas con mayor 

sensibilidad al estrés mecánico, particularmente a los estímulos de flujo 

de fluido pulsátiles, por lo que actúan como mecanosensores orquestando 

los efectos de los osteoblastos y los osteoclastos en el remodelado óseo 

(35). Sin embargo, se ha observado que tanto los osteoblastos (36) como 

los osteoprogenitores mesenquimales (37,38) son también capaces de 

responder a estímulos mecánicos.  Para percibir los estímulos mecánicos, 

los osteocitos precisan de diferentes elementos celulares capaces de 

transducir las señales al interior celular. Son los denominados 

mecanosensores, entre los que se encuentran:

A) Citoesqueleto (filamentos de actina, filamentos 

intermedios y microtúbulos): diversos estudios han mostrado 

la importancia de los filamentos de F-actina en el 

mantenimiento de la morfología osteocítica, la tensión de 

membrana y la capacidad mecanosensora (39), así como el 

papel de los microtúbulos en la regulación de la apertura de los 

canales de calcio y la expresión génica durante la 

mecanotransducción (40). 

B) Integrinas: son heterodímeros formados por una subunidad 

y otra : la subunidad es la responsable de la especificidad de 

ligando extracelular, mientras que la subunidad  participa en 

vías de señalización intracelulares (41). Se ha demostrado que 

la disminución de la expresión de la integrina 1 reduce la 

formación de hueso inducida por carga mecánica (42). Además, 

en tejido óseo se ha observado que las uniones de integrina a 

las paredes canaliculares resultan altamente estimuladas por 

flujo de fluido (43). 

C) Conexinas: son proteínas que forman parte de las uniones 

nexo y los hemicanales que permiten la unión funcional entre 

células vecinas. Las uniones nexo permiten el intercambio 

directo de iones, nucleótidos, moléculas pequeñas y segundos 

mensajeros -como Adenosín trifosfato (ATP), prostaglandinas e 



Introducción 

29 
 

inositol-3 fosfato (IP3)- (44). En el esqueleto, las uniones nexo

son particularmente abundantes en osteocitos y osteoblastos, 

siendo la conexina 43 la más expresada en estos tipos celulares 

y encontrándose implicada en la formación, diferenciación y 

supervivencia de osteoblastos (45). Además, la conexina 43 

contribuye a la coordinación del remodelado óseo en respuesta 

a factores anabólicos o carga mecánica (46).

D) Canales iónicos: durante la mecanotransducción celular, el 

evento que tiene lugar más temprano es un aumento en la 

concentración de calcio intracelular (Cai2+) por movilización 

desde almacenes intracelulares o entrada desde el exterior de 

la célula (6). Esta movilización de calcio es desencadenada por 

la activación de canales iónicos mecanosensibles que se abren 

en respuesta a cambios en la tensión en la membrana 

plasmática y membranas intracelulares inducidos por la carga 

mecánica (47).  

E) Cilio primario: su papel como mecanotransductor y regulador 

del metabolismo óseo resulta de especial interés en esta Tesis, 

por lo que se expone con mayor detalle en el punto 1.3. 

F) Caveolas: al igual que ocurre con el cilio primario, su papel 

como mecanotransductor y regulador del metabolismo óseo 

resulta de especial interés en esta Tesis, por lo que se expone 

en el punto 1.4.

Los osteocitos también modulan las acciones de osteoblastos y 

osteoclastos mediante la liberación de factores hormonales. Uno de los 

mecanismos mediante el que los osteocitos controlan la masa ósea es la 

secreción de esclerostina (SOST), un regulador negativo de la formación 

de hueso. SOST inhibe la señalización Wnt/ -catenina (48) mediante la 

unión a los correceptores de Wnt, las proteínas 5 y 6 relacionadas con el 

receptor de lipoproteínas de baja densidad. Como consecuencia, se

induce la fosforilación de -catenina por parte de la glucógeno sintasa 
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quinasa 3, lo que evita la translocación al núcleo de la -catenina, así 

como su unión a diversos factores de transcripción (49). 

Además, los osteocitos actúan como células endocrinas en el control de 

la homeostasis del fosfato, mediante la secreción FGF23, un regulador 

del consumo de fosfato renal (50). Al igual que los osteoblastos, los 

osteocitos son capaces de secretar RANKL, que se une a su receptor 

RANK en la superficie de los osteoclastos y sus precursores para dirigir la 

diferenciación, fusión y activación osteoclástica. Sin embargo, los 

osteocitos y osteoblastos también son capaces de liberar 

osteoprotegerina (OPG), una proteína que funciona como un receptor 

señuelo soluble para RANKL, por lo que se considera un regulador 

negativo de la diferenciación y activación de los osteoclastos mediante el 

bloqueo de la interacción RANK/RANKL (7,25). Por tanto, el equilibrio en 

la producción de OPG/RANKL por parte de los osteocitos y osteoblastos 

resulta clave para el desarrollo del remodelado óseo. 

Además de los tipos celulares mencionados, en el tejido óseo también se 

encuentran macrófagos encargados de la secreción de citoquinas -como los 

macrófagos medulares y los osteomacs (51)-, las células reversas, localizadas 

en la superficie del hueso entre las fases de formación y resorción ósea, y el 

dosel de remodelado, un conjunto de células del linaje osteoblástico que se 

levanta de la superficie del hueso cuando la resorción da inicio al proceso de 

remodelado óseo (52). Por otro lado, diversos tipos celulares presenten en la 

médula ósea pueden ejercer un papel regulador de la masa ósea (53,54). 

1.1.2. Desarrollo y mantenimiento del tejido óseo

1.1.2.1. Osteogénesis

El desarrollo del tejido óseo, la osteogénesis u osificación comienza en humanos 

en el primer trimestre de gestación y continúa en los primeros años postnatales. 

Se distinguen dos tipos distintos de acuerdo con el proceso que inicia la 

osificación:



Introducción 

31 
 

Osificación endocondral: Permite la formación de los huesos del 

esqueleto axial y apendicular a partir de un molde de cartílago hialino 

que posteriormente será reemplazado por hueso. Este tipo de 

osificación ocurre en los huesos de las extremidades y huesos axiales, 

como el fémur, la tibia, las vértebras y la pelvis (55,56), así como en la 

curación de fracturas que requieren inmovilización o algún tipo de 

fijación interna (57). El desarrollo del hueso endocondral comienza con 

una condensación de células mesenquimales. Las células situadas en 

el núcleo de la zona de condensación mesenquimal experimentan un 

proceso de diferenciación, dando lugar a condrocitos que secretan una 

matriz rica en colágeno de los tipos II, IX y XI, mientras que suprimen 

la expresión de COLI. Las células en la periferia de la condensación 

mesenquimal, por su parte, forman una capa de tejido conjuntivo 

llamado pericondrio. Tras una rápida fase de proliferación, los 

condrocitos del cartílago primordial resultante abandonan el ciclo 

celular, se hipertrofian y entran en apoptosis. Alternativamente, se ha 

observado en este punto que los condrocitos hipertróficos pueden 

transdiferenciarse directamente en osteoblastos para formar una 

matriz ósea (58–60). Se produce a continuación una invasión vascular 

desde el cartílago hipertrófico y las células de la parte interna del 

pericondrio se diferencian a osteoblastos que comienzan a secretar 

matriz ósea. La continua proliferación de los condrocitos menos 

maduros en las epífisis, seguida por su hipertrofia y su eventual 

recambio por células óseas cerca de la diáfisis resulta en un 

desplazamiento de la placa de crecimiento. Este desplazamiento da 

lugar a un crecimiento longitudinal de los elementos esqueléticos que 

ocurre hasta la adolescencia, momento en el que la placa de 

crecimiento también es osificada y cesa su elongación (61).  

 Osificación intramembranosa: se produce cuando el tejido 

mesenquimal es directamente reemplazado por hueso, sin pasar por 

un proceso intermedio de formación de cartílago (56,62). Este tipo de 

osificación ocurre en los huesos del cráneo, clavícula y mandíbula, 
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además de en los procesos de curación de fracturas en los que los 

huesos son tratados con una reducción anatómica abierta y fijación 

con una placa metálica (57). La osificación intramembranosa también 

requiere que ocurra una condensación de células mesenquimales, en 

las que las células osteoprogenitoras proliferan rápidamente. A 

continuación, se produce la migración de las células progenitoras fuera 

de las condensaciones y se produce una mineralización inicial. 

Posteriormente, las porciones osificadas se engrosan y forman una 

estructura trabecular, en la que osteoblastos diferenciados forman las 

primeras espículas óseas, que después se fusionan formando 

trabéculas que al interconectarse dan lugar al tejido óseo (63).  

1.1.2.2. Modelado óseo

El modelado óseo tiene lugar en una superficie ósea preexistente, a menudo en 

el hueso fetal y durante las etapas del desarrollo, aunque también se da de forma 

menos prominente en el esqueleto adulto (64). Consiste en la adaptación de las 

estructuras óseas en respuesta a carga mecánica, mediante el cambio en su

tamaño y su forma. En el modelado óseo en condiciones fisiológicas, la 

formación y la resorción ósea actúan de manera coordinada. De este modo, un 

estímulo mecánico por encima de cierto umbral inducirá un aumento de la 

formación ósea dirigido por los osteoblastos, lo que conduce a un aumento de la 

masa ósea para modelar la forma, tanto longitudinal como radial, de los huesos. 

Por el contrario, la ausencia de carga mecánica, así como cargas mecánicas de 

una intensidad baja, conducen a un aumento de la resorción local por parte de 

los osteoclastos. Aparte del modelado óseo macroscópico, se ha identificado 

también un proceso de modelado microscópico (o mini-modelado), en el que las 

células de recubrimiento óseo se transforman en osteoblastos activos que 

dirigen el depósito de nueva matriz ósea sobre hueso existente sin que ocurra 

resorción osteoclástica (65). 

 



Introducción 

33 
 

1.1.2.3. Remodelado óseo

El remodelado óseo es un proceso que ocurre de forma secuencial y que implica 

el acoplamiento de la formación y la resorción óseas, lo que a su vez requiere la 

comunicación directa entre los diferentes tipos celulares óseos. Las células del 

linaje osteoblástico (osteoblastos, osteocitos y células de recubrimiento) y los 

osteoclastos, así como sus precursores, trabajan de manera conjunta y se 

organizan en unas unidades especializadas llamadas unidades multicelulares 

óseas (UMO), cuyo principal propósito es facilitar el remodelado óseo en 

condiciones fisiológicas (66). La regulación del remodelado óseo es compleja, 

debido a la implicación de múltiples factores como la parathormona (PTH), OPG, 

RANKL, estrógenos, etc., que actúan a lo largo de las siete fases en las que se 

divide el remodelado: quiescencia, activación, resorción, reversa, formación, 

mineralización y terminación. Siguiendo a la fase inicial quiescente sin 

remodelado, ocurre una fase de activación en respuesta a la detección de 

señales iniciadoras del remodelado. Estas señales pueden tomar diversas 

formas, como daño estructural óseo debido a sobrecarga mecánica (67), falta de 

estimulación mecánica (9) o liberación de hormonas (como los estrógenos o la 

PTH). Durante esta fase, los osteoblastos y los osteocitos responden a las 

señales generadas por los osteocitos en respuesta a estimulación mecánica o a 

señales endocrinas mediante la liberación de factores osteoclastogénicos, entre 

los que se encuentran RANKL y M-CSF. Estos factores inducen el reclutamiento 

de precursores del linaje monocito-macrófago a la superficie del hueso y su 

posterior diferenciación a osteoclastos maduros que inician el proceso de 

resorción ósea. Los osteoblastos también liberan MMPs en respuesta a señales 

mecánicas (68) y endocrinas (69) de remodelado.  Esto conduce a la 

degradación del osteoide no mineralizado de la matriz ósea, exponiendo sitios 

para el anclaje de los osteoclastos a la matriz mineralizada (70). En la fase de 

resorción, los osteoclastos se anclan a diversos puntos en la matriz ósea, 

generándose un microambiente conocido como “zona sellada”, a la que los 

osteoclastos bombean diversos iones y proteasas para degradar la matriz 

mineral ósea. Como resultado de la resorción, se genera una cavidad en la 

superficie ósea, la laguna de Howship (71). En la fase reversa, los osteoclastos 
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cesan su actividad y entran en apoptosis, al tiempo que unas células 

mononucleares de origen indeterminado, posiblemente los osteomacs (debido a 

su localización en las UMO y su capacidad de secreción de MMPs), degradan la 

matriz demineralizada y no digerida que recubre la laguna de Howship. Esto 

prepara a la superficie del hueso para la formación ósea mediada por los 

osteoblastos  (70).  Además, en esta fase participan células mesenquimales que 

colaboran con las células mononucleares en la producción de diversas señales 

que permiten la transición desde la resorción ósea a la formación de hueso en la 

UMO. Durante la fase de formación, las células progenitoras mesenquimales y 

los osteoblastos tempranos comienzan a diferenciarse y a secretar moléculas 

que darán lugar al osteoide. Estos factores incluyen COLI -el principal 

componente orgánico del hueso-, diversas proteínas no colagenosas –

incluyendo proteoglucanos y otras proteínas glucosiladas- y lípidos (70). A

continuación, ocurre la fase de mineralización de la matriz orgánica, dirigida en 

gran medida por la actividad de la FA (72). Finalmente, en la fase de 

terminación, la expresión de SOST por parte de los osteocitos evita que 

continúe la formación de nuevo hueso y su posterior mineralización (66) (Fig. 1).  
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Figura 1. Descripción del proceso de remodelado óseo. Tras una fase inicial quiescente, 
se produce una fase de activación en respuesta a daño estructural, falta de estimulación 
mecánica o la liberación de hormonas. En esta fase, los osteocitos y osteoblastos liberan 
diversos factores osteoclastogénicos que inducen el reclutamiento de células progenitoras 
hematopoyéticas a la superficie del hueso y su posterior diferenciación a osteoclastos 
maduros. Los osteoclastos llevan a cabo entonces la fase de resorción, en la que se anclan 
a diversos puntos de la matriz ósea y bombean diversos iones y proteasas, originándose 
como resultado la laguna de Howship. Durante la fase reversa, los osteoclastos cesan su 
actividad y entran en apoptosis, al tiempo que diversas células mononucleares degradan la 
matriz demineralizada que recubre la laguna de Howship. A continuación, tiene lugar la fase 
de formación, en la que los osteoblastos sintetizan el osteoide en respuesta a diversos 
factores como RUNX2, Osterix o PTH. Posteriormente, se produce la fase de 
mineralización, dirigida en gran medida por la actividad de la FA, en la que tiene lugar la 
deposición de la matriz mineralizada. Finalmente, durante la fase de terminación, los 
osteocitos expresan SOST para evitar que continúe la formación de nuevo hueso.  
RUNX2: factor de transcripción 2 relacionado con Runt; FA: Fosfatasa alcalina. Figura 
realizada con el software BioRender. 
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1.1.2.4. Factores reguladores del metabolismo del hueso

El principal factor extrínseco que regula el remodelado óseo es la carga 

mecánica (73), mientras que a nivel intrínseco existe una gran diversidad de 

factores que coordinan las acciones de osteoblastos y osteoclastos para el 

mantenimiento de una correcta homeostasis ósea. Por un lado, factores 

sistémicos como 1,25(OH)2 vitamina D3, calcitonina, estrógenos, andrógenos, 

hormona tiroidea, insulina, glucocorticoides y hormona de crecimiento. También 

se encuentran implicados en este proceso citoquinas y factores de crecimiento 

locales como RANK/RANKL, M-CSF, proteínas óseas morfogénicas (BMP), 

factor de crecimiento transformante (TGF- ), factor de crecimiento epidérmico 

(EGF) y su receptor (EGFR), FGF, interleuquinas (IL), factor de necrosis tumoral 

(TNF- ), factor de crecimiento similar a insulina 1 (IGF-1) y ligandos Wnt y sus 

antagonistas (66). La proteína relacionada con la parathormona (PTHrP), un 

factor de acción local, y el receptor común para PTH y PTHrP de tipo 1 (PTH1R) 

resultan de especial interés en esta Tesis, por lo que su implicación en el 

metabolismo óseo se desarrolla a continuación. 

1.2. Sistema PTHrP/PTH1R y su papel en el metabolismo óseo

La proteína relacionada con la parathormona o PTHrP fue descrita en un inicio 

como el factor responsable de la hipercalcemia maligna de origen humoral (74). 

Durante la década de los 80, se produjo el aislamiento y la clonación de su gen, 

PTHLH, situado en humanos en el brazo corto del cromosoma 12 (75). Esto 

permitió observar que los genes PTHLH y PTH estaban relacionados, al poseer 

una organización exón/intrón idéntica tanto en la porción que codifica las 

secuencias pre-pro como en la encargada de codificar la porción inicial de los 

péptidos maduros. De este modo, PTH y PTHrP presentan un alto grado de 

homología en su porción amino terminal, compartiendo 8 de los primeros 13 

aminoácidos y una estructura secundaria similar en los siguientes 21 

aminoácidos (76). Esta homología en las secuencias permite que ambos 

péptidos se unan y activen al mismo receptor, el receptor de tipo 1 de la PTH 

(PTH1R), un receptor con siete dominios transmembranales que pertenece a la 
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familia B de los receptores acoplados a proteínas G (GPCRs). Este receptor se 

une y activa, además de a PTH y a PTHrP, a sus péptidos amino-terminales 

biológicamente activos PTH (1-34) y PTHrP (1-36), así como a diversas variantes 

amino-terminales modificadas como la PTH de larga actuación (77) y 

abaloparatide, el análogo 1-34 de la PTHrP empleado en el tratamiento de la 

osteoporosis (78). Sin embargo, existen diferencias entre el mecanismo de 

acción de la PTH, de carácter endocrino, y el de PTHrP, que tiene la capacidad 

para actuar de forma paracrina, autocrina o incluso intracrina en gran variedad 

de tejidos (79). A diferencia de PTH, que es sintetizada únicamente en las 

glándulas paratiroides, la PTHrP se expresa principalmente en hueso, cartílago, 

dientes, estómago, páncreas, sistema cardiovascular-renal, pulmones, útero, 

placenta, vejiga y glándulas mamarias, entre otros tejidos y órganos (80). En 

hueso, se expresa en las células del linaje osteoblástico (osteoblastos, 

osteocitos y células de recubrimiento) y actúa como promotor de la formación de 

hueso tanto en condiciones fisiológicas (81) como patológicas (82). En ese 

contexto, PTHrP promueve la proliferación celular, supervivencia, migración y 

diferenciación de los osteoblastos. Estas funciones anabólicas tienen lugar si 

PTHrP o PTH se administran de forma intermitente, y se basan en el aumento 

en el reclutamiento y activación de las UMO tras la activación de PTH1R. Esto 

provoca la diferenciación de células osteoprogenitoras mesenquimales, inhibe la 

apoptosis en osteoblastos y osteocitos (83) y reduce la producción del inhibidor 

de formación ósea SOST en estos últimos (84). Se ha discutido que el proceso 

de diferenciación osteoblástica asociado a esta estimulación intermitente podría 

ser independiente del proceso de resorción ósea (85), o bien estar influido por la 

liberación de diversos factores de crecimiento -como TGF  o IGF-1- que durante 

el proceso de resorción incrementarían la disponibilidad de células precursoras 

mesenquimales o su diferenciación a linaje osteoblástico (86–88). Sin embargo, 

cuando el patrón de estimulación de PTH1R es continuo, se incrementan los 

efectos de la resorción ósea (89). Esto es debido a que la estimulación 

continuada con PTH/PTHrP activa a PTH1R en las células óseas de tal forma 

que induce la formación de osteoclastos a través de la estimulación de la 

expresión del factor pro-osteoclastogénico RANKL en los osteoblastos (75,90). 
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La estimulación continua con PTH o PTHrP también promueve la diferenciación 

de células CD4+ naive a células T helper 17, una población presente en la 

médula óseas que estimula la osteoclastogénesis a través de la secreción de 

diversas citoquinas -IL17A, RANKL, TNF, IL-1 e IL-6- y la inducción de la 

producción de RANKL en las células del linaje osteoblástico (54).

En humanos, las secuencias transcritas por procesamiento alternativo de PTHrP 

dan como resultado tres ARNm que producen tres isoformas proteicas de 139, 

141 y 173 aminoácidos (75). Estos péptidos iniciales se procesan post-

traduccionalmente generando una serie de péptidos biológicos solapantes. Por 

un lado, la región N-terminal, conformada por los aminoácidos 1-36 (o 1-37), 

secretada por diversos tipos celulares y encargada de unirse y activar a PTH1R

(91–93). Sin embargo, en osteocitos se ha descrito que PTHrP es secretada en 

forma completa, sin haberse detectado la secreción de isoformas de peso 

molecular más bajo que contengan el dominio N-terminal. Esta forma completa 

de PTHrP secretada por los osteocitos actúa tanto a través de mecanismos 

mediados por PTH1R, como mediante acciones independientes de él, con el 

objetivo de estimular la formación de hueso y modular la fuerza ósea en hueso 

cortical adulto (94). En segundo lugar, la región media de PTHrP estimula el 

transporte de calcio en la placenta y regula los niveles de bicarbonato en riñón. 

Su secreción se ha observado en forma de péptidos con los aminoácidos 38-94, 

38-95 y 38-101 (95), que incluyen además una secuencia de localización nuclear. 

Por último, se pueden generar distintos fragmentos C-terminales de PTHrP que 

contienen los aminoácidos 107-138 y 109-138, que inhiben la función 

osteoclástica al tiempo que activan la proliferación de los osteoblastos (75,96). 

PTHrP (1-37) ejerce sus efectos mediante su unión a dos regiones diferentes de 

PTH1R. Así, los aminoácidos entre las posiciones 15-34 de PTHrP interactúan 

con el extremo amino-terminal de PTH1R (97), lo que proporciona una fuente de 

energía para la unión (98), mientras que los residuos 1-14 interactúan con las 

hélices transmembranales y los giros o “loops” extracelulares (99), induciendo 

cambios conformacionales en el receptor que inician la señalización intracelular

(100). La transducción de señales intracelulares de PTH1R es mediada 
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principalmente por las proteínas G heterotriméricas Gs, Gq/11, Gi (101,102) y 

G12/G13 (103) (Fig. 2). 

En células osteoblásticas, PTH1R señaliza predominantemente a través del 

reclutamiento de la proteína G s, activando la vía de señalización adenilato 

ciclasa (AC)/adenosín monofosfato cíclico (AMPc)/proteína quinasa A (PKA), lo 

que desemboca en la regulación de diversos factores de transcripción como 

SOST y RANKL (102). Alternativamente, puede actuar a través de G q, activando 

en este caso a la fosfolipasa C (PLC) que inicia una cascada de señalización en 

la que, o IP3 estimula la liberación de Cai2+ para activar la proteína quinasa C 

(PKC), o bien el diacilglicerol (DAG) activa directamente a PKC (76,102). PTHrP 

es también capaz de estimular la fosfolipasa D (PLD) a través de un mecanismo 

iniciado por G 12 y G 13 y en el que actúan como intermediarios el factor 

intercambiador del nucleótido guanina Rho (Rho GEF) y el miembro A de la 

familia de genes homólogos de Ras (RhoA) (102,104). Además, la 

internalización mediada por -arrestinas del PTH1R tras su estimulación con 

PTHrP puede activar a las quinasas reguladas por señales extracelulares 1 y 2

(ERK1/2), sin la intervención de proteínas G (76,105,106). Tradicionalmente, se 

consideraba que el reclutamiento y la activación de G i ejercía efectos inhibitorios 

sobre la señalización, aunque recientemente se ha observado que el aclarado 

de fragmentos de membrana EGF fijadores de heparina, que es dependiente de 

G i, induce la transactivación del receptor de EFG -EGFR- y la estimulación de 

la vía de señalización de las quinasas ERK1/2 (102,107) (Fig. 2). 
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A pesar de que PTH y PTHrP se unen y activan a PTH1R de modo similar, 

estudios en humanos han mostrado que la estimulación con PTH induce niveles 

circulantes más altos de calcio y 1,25-(OH)2 vitamina D que la estimulación con 

PTHrP (108). Por ello, se ha determinado que PTH y PTHrP se unen de manera 

diferente al receptor, induciendo patrones distintos de señalización. La unión de 

PTH a PTH1R se ve favorecida cuando este no está acoplado a proteínas G, 

Figura 2. Esquema de las vías de señalización de PTH1R. G s: proteína G de la familia 
s; G q: proteína G de la familia q; G i: proteína G de la familia i; G 12/13: proteína G de 

la familia 12/13; AC: adenilato ciclasa; AMPc: adenosín monofosfato cíclico; PKA: proteína 
quinasa A; SOST: esclerostina; RANKL: ligando del receptor activador nuclear kappa B; 
CREB: proteína de respuesta al elemento de unión a AMPc;  PLC: fosfolipasa C; DAG: 
diacilglicerol; IP3: fosfatidilinositol (1,4,5)-trifosfato; PKC: proteína quinasa C; Ca2+: ion calcio; 
Raf: protooncogén serina/treonina proteína quinasa; MEK: proteína quinasa activada por 
mitógenos; EGFR: receptor del factor de crecimiento epidérmico; P-ERK: quinasas reguladas 
por señales extracelulares fosforiladas; Rho GEF: factor intercambiador de guanina de la 
familia de homólogos de Ras; RhoA: miembro A de la familia de homólogos de Ras; PLD: 
fosfolipasa D. Figura realizada con el software BioRender.
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promoviendo un estado conformacional conocido como G0, que permite que el 

receptor pase por múltiples rondas de activación de proteínas G, lo que genera 

una mayor cantidad de AMPc durante más tiempo que la obtenida tras la unión 

de PTHrP, que forma un complejo ligando-receptor más lábil (109). Estos 

complejos PTHrP-PTH1R son internalizados por las -arrestinas y degradados 

rápidamente en proteasomas, mientras que los complejos PTH-PTH1R 

internalizados en endosomas son capaces de continuar la señalización y, por 

tanto, la producción de AMPc (110). Estas diferencias en la cinética de unión a 

PTH1R podrían explicar los diferentes efectos biológicos ejercidos por PTH y 

PTHrP. 

En base a los mecanismos mencionados, la activación por ligando de la 

señalización de PTH1R desempeña un papel clave en el remodelado óseo y la 

formación de hueso in vivo, con una compleja modulación ejercida por diversas 

vías de señalización y distintos procesos celulares (111,112). En células del 

linaje osteoblástico, modula las tasas de proliferación, reduce la apoptosis (83) y 

produce gran variedad de factores de señalización implicados en el metabolismo 

óseo (105). La activación de PTH1R induce la expresión de genes formadores 

de hueso en osteoblastos, como RUNX2, Osteocalcina y FA, al tiempo que 

regula la resorción ósea mediante la modulación del eje OPG/RANKL (113). La 

regulación ejercida por PTH1R sobre la formación ósea y los genes implicados 

en el remodelado podría estar directamente asociada con un incremento en la 

supervivencia de osteocitos y osteoblastos. En este contexto, se ha observado 

que RUNX2 media efectos anti-apoptóticos en osteoblastos que han sido 

relacionados con las acciones osteoformadoras de PTH (114) y OPG parece 

prevenir la apoptosis osteocítica (115). Por otro lado, se ha descrito un tipo de 

activación de PTH1R mediante estimulación mecánica, de manera 

independiente de ligando, que además ejerce efectos pro-supervivencia en 

células osteocíticas (116), lo que indica un posible papel del receptor de PTH 

como mecanosensor en osteocitos y osteoblastos (117).  

Por tanto, dado que PTH1R es capaz de detectar estímulos mecánicos, y las 

células óseas presentan diversos mecanosensores, es posible que PTH1R 

movilice a uno de estos sensores y se asocie con él para potenciar la recepción 
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de señales causadas por la mecanoestimulación. Entre las observaciones que 

apoyan esta idea, se ha observado que la cola C-terminal de PTH1R presenta 

dos dominios para su transporte al cilio primario (VPMG y VGPR), además de 

haberse descrito el transporte de PTH1R al cilio primario en células del núcleo 

pulposo en respuesta a mecanoestimulación (118). De manera análoga, se ha 

observado una secuencia de aminoácidos en el segundo giro intracelular de 

PTH1R que incluye un dominio de unión a caveolina. Además, se ha identificado 

la co-localización de PTH1R y caveolina-3 en cardiomiocitos humanos (119). Sin 

embargo, el transporte de PTH1R a las caveolas o el cilio primario, así como 

el tipo o la intensidad de estímulo causante de la movilización entre estos 

dos compartimentos aún no ha sido estudiado. De manera similar, no se 

ha profundizado en el estudio de las vías de señalización intracelular y las 

respuestas extracelulares desencadenadas por PTH1R asociadas con el 

cilio primario y las caveolas en condiciones fisiológicas o relacionadas con 

el envejecimiento.

1.3. El cilio primario como modulador del metabolismo óseo

1.3.1. Ciliogénesis. Estructura del cilio primario y Sistema de transporte 

intraflagelar (IFT) 

El cilio primario es un orgánulo único apendicular inmóvil basado en microtúbulos 

que es ensamblado y desensamblado en cada ciclo de división celular (120).

Aparece en la mayor parte de tejidos animales (121), incluyendo pulmón, riñón, 

corazón (122), neuronas (123), condrocitos (124), células mononucleares 

aisladas de sangre periférica y médula ósea (125) y hueso (126). Rodeando al 

cilio primario, se extiende una membrana ciliar continua con la membrana 

plasmática y que presenta una composición lipídica y de receptores que 

capacitan al cilio primario para detectar señales extracelulares. Los estímulos 

detectados por el cilio primario son transmitidos a las células con el objetivo de 

regular diversos procesos fisiológicos o del desarrollo como la proliferación o la 

diferenciación celular.
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La biogénesis del cilio primario en el linaje osteoblástico comienza cuando una 

célula en la fase G0-G1 del ciclo celular entra en quiescencia, en un proceso 

probablemente inducido por la señalización BMP a través de su receptor de tipo 

1 (127) o en respuesta a estímulos extrínsecos como estrés mecánico (126). En 

ese momento, en el interior celular comienzan una serie de procesos para el 

desarrollo del cilio completo partiendo de un centriolo madre (129), incluido el 

acoplamiento de pequeñas vesículas citoplasmáticas Estas vesículas se 

fusionan, generando una gran vesícula ciliar que encapsula el centriolo madre. 

A continuación, este centriolo se convierte en el cuerpo basal del cilio primario, 

que consiste en un centriolo maduro conectado con un centriolo inmaduro, 

rodeados ambos por una densa matriz pericentriolar rica en proteínas (129). Al 

mismo tiempo, se produce la migración del centriolo hacia la superficie celular, 

al tiempo que se elongan los dos microtúbulos internos de cada uno de los 

tripletes.  Esto da lugar a una estructura que contiene un anillo de nueve dobletes 

de microtúbulos externos, denominado axonema 9+0 (130,131). Además, 

durante este proceso, diversos apéndices centriolares en la base del axonema 

se convierten en las fibras de transición. A medida que el axonema se elonga, 

deforma la vesícula ciliar, lo que da lugar a una membrana externa –vaina o 

sheath ciliar- y a una membrana interna -eje o shaft ciliar-, que rodean al propio 

axonema y a la parte distal del centriolo madre. Finalmente, se produce el 

acoplamiento a la membrana plasmática. Este proceso, mediado por las fibras 

de transición, consiste en la exocitosis de la vesícula ciliar y su posterior fusión 

con la membrana plasmática, lo que expone el cilio primario al espacio 

extracelular. En la fusión, la vaina ciliar da origen al bolsillo ciliar, mientras que 

el eje ciliar forma la membrana del cilio. Así, el axonema continúa elongándose 

desde su extremo apical hasta alcanzar su longitud completa (131–133) (Fig. 

3A). (133,134). En algunos tipos celulares, por el contrario, el axonema proyecta 

directamente desde la membrana plasmática, en un proceso denominado 

ciliogénesis extracelular (133,135) (Fig. 3B). Además, en células polarizadas de 

epitelio renal se ha descrito un método alternativo para la génesis del cilio 

primario. En estas células, la ciliogénesis se inicia con la formación de un puente 

celular durante la citocinesis. Este puente celular es repartido entre las dos 
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células hijas, rodeado por parches de membrana compactos y movilizados hacia 

el centrosoma, donde se inicia la elongación del axonema (133,134).

44

Figura 3. Estructura del cilio primario y proceso de ciliogénesis. (A) Ciliogénesis 
intracelular. La biogénesis del cilio primario inicia cuando una célula entra en quiescencia. 
En el interior celular, se produce el acoplamiento de pequeñas vesículas citoplásmicas al 
extremo distal del centriolo madre. A continuación, se inicia la conversión del centriolo madre 
en el cuerpo basal del cilio primario, y la migración hacia la membrana plasmática. Durante 
este proceso, los dos microtúbulos internos de cada uno de los tripletes se elongan a través 
del aporte de lípidos y proteínas, dando lugar a un axonema 9+0, al tiempo que diversos 
apéndices centriolares se convierten en fibras de transición. A medida que el axonema se 
elonga, deforma la vesícula ciliar, lo que da lugar a una membrana externa – vaina o sheath 
ciliar- y a una membrana interna -eje o shaft ciliar-, que rodean al propio axonema y a la parte 
distal del centriolo madre. Finalmente, se produce el acoplamiento a la membrana plasmática, 
en el que la vaina ciliar da origen al bolsillo ciliar, mientras que el eje ciliar forma la membrana 
del cilio. En este punto, el axonema continúa elongándose hasta alcanzar su longitud 
completa. (B) Ciliogénesis extracelular. Alternativamente, en ciertos tipos celulares, el 
axonema puede proyectar directamente desde la membrana plasmática. Figura realizada 
con el software BioRender. 
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El cilio primario presenta en su membrana diversos receptores, así como 

componentes que participan en diversas vías de señalización. Sin embargo, el 

cilio conforma un compartimento o sistema semi-cerrado y no posee ninguna 

capacidad de síntesis proteica. Esta característica indica que las proteínas y 

receptores ciliares deben ser importados, retenidos, exportados (136) y 

transportados a lo largo del cilio a través del sistema de transporte intraflagelar 

(IFT), regulado por las proteínas IFT (137,138). Se han identificado 22 proteínas 

IFT, clasificadas clásicamente en dos complejos: IFT-A, formado por proteínas 

que se unen con la proteína motora dineína-2 para mover las proteínas desde el 

extremo distal del cilio al cuerpo basal (transporte retrógrado), e IFT-B, formado 

por los subcomplejos nuclear y periférico, encargado del transporte desde el 

cuerpo basal hasta el extremo distal del cilio mediante la unión a la proteína 

motora kinesina-II, (transporte anterógrado) (36,137). A pesar de esta 

clasificación, también se ha observado que algunos componentes de los 

complejos IFT-A e IFT-B pueden participar en el transporte ciliar en ambas 

direcciones (139). Por ejemplo, las proteínas IFT25 e IFT27, pertenecientes al 

complejo IFT-B, pueden exportar diversos componentes de la vía de 

señalización Hedgehog (Hh) a través de un proceso de transporte retrógrado 

(120,139–141).  

1.3.2. El cilio primario como mecanotransductor

El cilio primario es capaz de captar diversas señales extracelulares de tipo 

morfogénico, químico o mecánico, y transmitirlas al interior celular. La 

transmisión de estímulos mecánicos desde el exterior al interior celular resulta 

de especial importancia en un tejido encargado del soporte y la coordinación del 

movimiento como es el tejido óseo, dado que hay un amplio rango de fuerzas 

mecánicas que ocurren de forma diaria durante la actividad cotidiana: la 

deformación/tensión en el hueso, el flujo de fluido, vibraciones y daño (142). Esta 

denominada mecano-sensibilidad responde a características estructurales del 

cilio primario. Aunque su axonema presenta cierta resistencia a curvarse como 

consecuencia de la tensión mecánica gracias a la distribución espacial de los 

dobletes de microtúbulos, la falta de conexiones radiales y uniones de nexina 
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entre los microtúbulos causa una menor rigidez ante la flexión que la observada 

en cilios móviles, por lo que el cilio primario experimentará una mayor tensión 

que un cilio más rígido cuando ambos son expuestos a fuerzas de la misma 

intensidad (130). Además, se ha propuesto que la curvatura del cilio contribuye 

a la apertura de diversas moléculas en la superficie de la membrana ciliar, 

incluyendo canales iónicos (130). Por otro lado, se ha propuesto que la 

interacción entre integrinas del cilio y las fibras de colágeno de la matriz 

extracelular (MEC) también es relevante en los mecanismos de 

mecanotransducción (143). El cilio primario puede expresar en su membrana 

diferentes tipos de integrinas y el proteoglucano NG2, que actúan como 

receptores para diversas moléculas de la MEC, lo que permite la unión directa 

entre el cilio primario y las fibras de colágeno de la matriz (144). Esta observación 

sugiere que la funcionalidad ciliar se encuentra mediada, al menos en parte, por 

proteínas de adhesión. En este contexto, la expresión de NEDD9, una proteína 

que media la señalización de las integrinas y su anclaje a la matriz, induce la

resorción del cilio primario (143,145). Además, se ha propuesto que el cilio 

primario actúa transmitiendo estímulos mecánicos desde las fibras de colágeno 

de la matriz hacia el citoesqueleto celular, regulando de este modo la actividad 

de los canales de sodio mec-4 y mec-10 (pertenecientes a la superfamilia EnaC) 

y convirtiendo así los estímulos mecánicos en respuestas eléctricas (130). La 

localización del cilio primario permite que esté también estrechamente asociado 

con el aparato de Golgi, lo que sugiere una potencial relación entre el cilio 

primario y la dirección de la secreción celular de componentes de la MEC y/o el 

mantenimiento de la forma celular a través de los microtúbulos del citoesqueleto

(146). Por otro lado, la membrana ciliar contiene diversas moléculas que pueden 

traducir de manera directa estímulos externos en señales intracelulares, 

incluyendo GPCRs -como PTH1R (118,147)-, canales iónicos de calcio -como el 

receptor de potencial vaniloide 4 o TRPV4 (148), el canal de calcio de tipo L 

Cav1.2 y Policistina (PC) 2 (149)-  y moléculas que al recibir un estímulo 

mecánico sufren proteólisis y se convierten en factores de transcripción -como 

PC1 (150)-. TRPV4 es un canal iónico de calcio enriquecido en la membrana 

ciliar, dada su preferencia espacial por las áreas celulares que reciben una 
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intensa mecanoestimulación. TRPV4 permite la entrada de Ca2+ al cilio primario 

en respuesta a la estimulación mecánica, resultando clave para la señalización 

de calcio que desemboca la diferenciación osteogénica de células progenitoras 

de médula ósea, aunque no en la de osteoblastos (148). Además, esta 

señalización de calcio protege frente a la apoptosis. Otros canales iónicos 

participan en las respuestas de calcio inducidas por el cilio primario, como PC2 

y Cav 1.2 Sin embargo, las respuestas de calcio iniciadas por estos canales 

iónicos presentan una particularidad, ya que la señalización iniciada por PC2 es 

liberada al citoplasma, mientras que la iniciada por Cav 1.2 es retenida en el cilio 

primario. Esto sugiere que es la combinación de diversos receptores la 

responsable de la transferencia de calcio entre el cilio primario y el citoplasma 

en respuesta a diferentes tipos de estimulación mecánica (151). El cilio primario 

también forma complejos con PC1, un GPCR cuyo dominio extracelular actúa 

como mecanosensor (152). Su extremo C-terminal interactúa con diversas 

proteínas, como la paxilina o la tuberina, lo que resulta en la activación de ERK. 

La inhibición de la expresión del gen que codifica para PC1 (PKD1) induce 

osteopenia marcada por la reducción en RUNX2, un descenso en la relación 

OPG/RANKL y defectos en la señalización de Ca2+ en respuesta a estimulación 

mecánica. Se ha descrito además que tanto PC1 como la variante PC2 se 

expresan en osteocitos y osteoblastos, modulando el balance entre la inducción 

de osteoblastogénesis o adipogénesis en células progenitoras mesenquimales 

(153). Las acciones de estos mecanotransductores del cilio primario son 

mediadas por diversos factores y vías de señalización, incluyendo Hh, el factor 

de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), Wnt/ -catenina, TGF- , BMP y

FGF, entre otras (120). De este modo, el cilio primario es capaz de modular la 

formación ósea inducida por carga mecánica (154–156) mediante la 

coordinación de la proliferación de osteoblastos formadores de hueso y el 

reemplazamiento continuado de células osteoprogenitoras desde la médula ósea 

en respuesta a factores paracrinos secretados por osteocitos mecanosensibles 

(148,157). 
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1.3.3. Vías de señalización relacionadas con el cilio primario. Señalización 

Hedgehog

Como se ha comentado anteriormente, el cilio primario actúa como un centro 

organizador de la señalización. Son varias las vías de señalización dependientes 

del cilio primario (120). De entre todas ellas, dado su papel en los procesos de 

osificación y su relevancia como molécula señalizadora del cilio primario, es en 

los efectos de la vía Hh en los que se centra la presente Tesis Doctoral. La vía 

de señalización Hh desempeña un papel crucial en el desarrollo del esqueleto. 

Los mamíferos contienen tres genes encargados de la codificación de tres

ligandos hh: Sonic Hedgehog (SHH), un regulador del modelado de las 

extremidades durante el desarrollo, Indian Hedgehog (IHH), un modulador de la 

osificación endocondral, y Desert Hedhehog (DHH), implicado en el desarrollo 

de las gónadas y la diferenciación sexual (158,159). En vertebrados, la señal Hh 

se transduce fundamentalmente en el cilio primario (160) a través de una vía 

evolutivamente conservada que desemboca en la activación de unos factores de 

transcripción de la familia de los oncogenes asociados a glioma: GLI1, GLI2 y 

GLI3. GLI2 y GLI3 son los principales mediadores de la vía de señalización, 

mientras que GLI1 es el efector final de la vía. En ausencia de ligando hh, 

principal activador de esta vía de señalización, el receptor Patched1 (PTCH1) se 

localiza en la membrana ciliar. PTCH1 es un receptor con doce dominios 

transmembranales que inhibe la señalización Hh a través de la inducción de la 

degradación y/o la movilización en vesículas intracelulares de la proteína 

Smoothened (SMO), una proteína con siete dominios transmembranales (161).  

En su estado inactivo, SMO es inhibido por PTCH1 no por unión directa, sino a 

través de la regulación de una molécula moduladora de SMO. Esta molécula 

probablemente sea algún precursor del colesterol, ya que se ha observado que 

la deficiencia de 7-dehidroxicolesterol reductasa (7DHCR), que cataliza la 

conversión del 7DHC en colesterol, está relacionada con un incremento en la 

habilidad de PTCH1 para bloquear la señalización Hh, lo que probablemente se 

deba a la acumulación de este precursor (162). De este modo, SMO es 

estabilizada en la cara interna de la membrana, lo que promueve la retención de 

las formas completas de GLI (GliF) 2 y 3 (sobre todo esta última) por parte de la 
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proteína Supresor de Fused (SuFu), en un proceso en el que también 

estabilizado por la proteína similar a kinesina 7 (KIF7). En ese momento se 

produce la activación de la AC3, que a su vez activa a PKA (163). Esta fosforila 

a GliF, lo que promueve su procesamiento proteolítico, generándose formas 

truncadas de GLI (GliR) que son translocadas al núcleo, donde funcionan como 

represores transcripcionales de los genes diana de la señalización Hh (158,160)

(Fig. 4A). Sin embargo, cuando el ligando hh se une a PTCH1, se produce la 

salida de este último del cilio, lo que incrementa la disponibilidad de ligandos de 

SMO -principalmente colesterol o derivados del colesterol- en la membrana ciliar. 

Estos ligandos se unen al dominio extracelular de SMO, activándolo. Así, SMO 

activado es transportado al cilio primario, donde es fosforilado, lo que inhibe la 

función de la PKA y permite el movimiento del complejo GLI2/3-SuFu desde la 

base del cilio hasta el extremo apical (161). Allí, SMO es capaz de bloquear a 

SuFu, liberando la represión ejercida sobre GLiF2/3. De este modo, se inhibe la 

producción de GliR, y en su lugar se produce la conversión de las formas GliF 

en las formas activadas (GliA) que son translocadas al núcleo y estimulan la 

expresión de los genes diana de la vía, entre ellos GLI1 y PTCH1 (158,161) (Fig. 

4B). Además de esta vía, conocida como señalización Hh canónica, existen otros 

tipos de señalización Hh no canónica, que implican mecanismos independientes 

de GLI o de SMO para la regulación de GLI (120). Una de las vías no canónicas 

de señalización Hh activa a las GTPasas RhoA y RAC1 a través de proteínas G

para la regulación del citoesqueleto de actina en diversos tipos celulares, como 

fibroblastos y células endoteliales (164). Se ha descrito que el cilio primario 

promueve la osteogénesis mediante el balance de las vías canónica (Hh-Gli) y 

no canónica (Hh- G -RhoA) de la señalización Hh (60,165).
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En cuanto a los efectos inducidos por el cilio primario a través de la vía Hh en 

hueso, se ha observado que SHH es capaz de estimular la osteogénesis durante 

el desarrollo mandibular (166). Por otro lado, defectos en la expresión del cilio 

primario regulan la invasividad de los osteoblastos a través de la sobreexpresión 

de IHH, favoreciendo que las células experimenten un cambio en su patrón de 

expresión génica, que pasa de condrogénica a osteogénica, lo que desencadena 

Figura 4. Descripción de la señalización Hedgehog (Hh) en el cilio primario. (A) En 
ausencia de ligando Hh, el represor Patched1 (PTCH1) se encuentra en la membrana ciliar, 
lo que evita la entrada de Smoothened (SMO) en el cilio. De este modo, se promueve el 
procesamiento proteolítico de los factores de transcripción GLI2 y GLI3, lo que genera formas 
truncadas que son retenidas por la proteína supresora de fused (SuFu) y la proteína similar 
a kinesina 7 (KIF7). Esto produce la activación de la Adenilato Ciclasa (AC) 3, que a su vez 
activa a la proteína quinasa A (PKA). Así, las formas truncadas de GLI2 y GLI3 quedan 
retenidas en la base del cilio, donde funcionan como represores transcripcionales de los 
genes diana de la vía Hh. (B) La unión del ligando Hh a los dominios extracelulares de PTCH1 
produce la salida de este último del cilio y su posterior internalización en la base ciliar. Esto 
provoca el enriquecimiento y activación de SMO en el cilio, lo que resulta en una disociación 
de SuFu de los factores de transcripción GLI. Esto promueve la formación de las formas 
activas de GLI, cuya acumulación en el extremo distal del cilio induce la expresión de los 
genes diana de la vía de señalización. Figura realizada con el software BioRender. 
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osteogénesis ectópica en el desarrollo mandibular (167). Diversas proteínas 

ciliares, como las proteínas homólogas Ellis van Creveld (EVC) 1 y 2, localizadas 

en el cuerpo basal y en la base del axonema de los osteoblastos (168), son 

capaces de modular su diferenciación a través de la señalización Ihh (138). Este 

proceso se inicia con la formación de un complejo EVC1/2 en la base del cilio 

primario que interactúa con SMO, permitiendo el reclutamiento del complejo 

GLI3F-SuFu al extremo apical del cilio y su posterior disociación, con la 

consecuente translocación nuclear de GliF (169). También se ha observado, en 

células con defectos en la formación del cilio primario y la expresión de PC1, una 

activación de la vía de señalización Hh que permite rescatar el fenotipo 

osteopénico inducido por la falta de PC1 a través de la sobreexpresión del efector 

final de la vía GLI2 y el consiguiente aumento en los niveles de RUNX2 (170). La 

vía de señalización Hh también modula la formación y el remodelado óseo en 

respuesta a estimulación mecánica, de manera dependiente del cilio primario. 

Se ha observado la implicación de IHH, a través de mecanismos dependientes 

del cilio primario, en la mecanotransducción en respuesta a carga hidrostática en 

las placas de crecimiento en cartílago (171). Además, diversos miembros de la 

vía Hh, como PTCH1, GLI1 y GLI3, han sido identificados como parte de una red 

molecular asociada con ZIC1, un factor de transcripción neural que desempeña 

un importante rol en la mecanotransducción inducida por flujo de fluido en 

osteocitos (172). En conjunto, estas observaciones indican que el cilio primario 

puede activar o suprimir la vía Hh bajo determinadas circunstancias (173) con 

repercusiones en la fisiopatología ósea. 

Por otro lado, la regulación ejercida por diversos factores sobre la vía Hh también 

induce cambios en la fisiología del cilio primario en células del linaje óseo. Así, 

el factor similar a Kruppel 4, que suprime la actividad de la vía Hh, inhibe la 

diferenciación osteoblástica al tiempo que promueve la formación y 

mantenimiento del cilio primario, si bien induce una reducción de su longitud,

cuando es añadido a osteoblastos en cultivo. Además, induce una baja tasa de 

mineralización, manteniendo a los osteoblastos en un estado inmaduro con una 

reducida expresión de genes osteoblásticos (174). Por el contrario, se ha 

observado que la estimulación de la vía Hh produce una elongación significativa 
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del cilio, así como la diferenciación de osteoprogenitores de médula ósea a 

osteoblastos (175). 

La señalización Hh también interacciona con otras vías relacionadas con el cilio 

primario, ya que se ha observado que Gli3R interactúa con las proteínas SMAD, 

efectores de la vía BMP (176). La señalización BMP regula positivamente la 

señalización Ihh a través de su receptor de tipo 1A (BMPR1A) en células 

progenitoras mesenquimales para el mantenimiento de la homeostasis en las 

suturas craneales (177). En este caso, la señalización Ihh dependiente de BMP 

actúa sinérgicamente con RANK y RANKL para regular la actividad de los 

osteoclastos (178), evidenciando la posible existencia de una retroalimentación 

positiva BMP/Ihh que regula el remodelado óseo.

De especial interés resulta la regulación positiva que ejerce Ihh sobre los efectos 

de PTHrP durante la osificación endocondral (179–181). La osificación 

endocondral está modulada por el cilio primario y diversas proteínas ciliares 

como EVC (Evc1 media tanto la señalización Ihh tanto dependiente como 

independiente de PTHrP) (171,182). Las células en la zona de reposo de la placa 

de crecimiento en desarrollo secretan PTHrP que mantiene la proliferación de 

los condrocitos al tiempo que inhibe su diferenciación hacia un fenotipo 

hipertrófico (183). IHH, por su parte, es producida por condrocitos pre-

hipertróficos, en los que promueve la proliferación al tiempo que crea un sistema 

de retroalimentación negativo con PTHrP para mantener la longitud de la placa 

de crecimiento (184,185). De esta forma, la expresión de PTHrP inducida por 

IHH en los condrocitos de la zona de reposo periarticular y en el pericondrio 

mantiene la proliferación de los condrocitos en la interfase de las zonas de 

proliferación e hipertrofia, promueve la supervivencia de los condrocitos en 

estado proliferativo a través de la expresión de la proteína antiapoptótica BCL-2 

e inhibe la diferenciación hacia condrocitos hipertróficos (183,186,187). Se ha 

descrito que el control que ejerce IHH sobre PTHrP ocurre a través de la 

inhibición de la función represora de Gli3R, lo que requiere el correcto 

funcionamiento de la señalización Hh (61). Además, PTHrP reprime la expresión 

de IHH en condrocitos hipertróficos en los que la expresión de PTH1R es 

dominante – los condrocitos proliferativos expresan bajos niveles de PTH1R, lo 
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que genera una retroalimentación negativa-(188). Así, la supresión de la 

hipertrofia mantiene a los condrocitos proliferando, y la distancia entre las células 

que producen PTHrP y las que producen IHH se mantiene constante (189). Por 

tanto, PTHrP regula principalmente la hipertrofia e IHH regula la proliferación de 

los condrocitos (190). Finalmente, los condrocitos detienen su proliferación 

debido a la regulación de moléculas como TGF /EGFR o FGF (188,191). Una 

vez detiene la proliferación, los condrocitos activan procesos apoptóticos y 

mueren o se transdiferencian a osteoblastos (183,192,193).  

También se ha demostrado que la señalización Hh induce indirectamente la 

maduración osteoclástica y la resorción ósea, ya que niveles incrementados en 

la señalización Hh en osteoblastos maduros promueven la expresión de RANKL 

a través de la sobreexpresión de PTHrP, que actúa a través de PKA y de su 

factor de transcripción proteína de unión al elemento de respuesta del AMPc 

(CREB) (194). En este mismo sentido, otros estudios describen que SHH, 

además de incrementar la expresión de Osterix e incrementar la producción de 

osteoblastos, es capaz también de incrementar indirectamente la actividad de 

los osteoclastos, lo que resulta en una mayor resorción ósea (195). Así mismo,

la señalización Shh se activa en osteoblastos en puntos de remodelado de 

fracturas para regular la proliferación y diferenciación osteoblástica, así como la 

osteoclastogénesis y vascularización (196). Resultados similares se han 

observado para los niveles de expresión de IHH y PTCH1, incrementados 

durante las etapas iniciales de la reparación de fracturas (197), en las que se 

produce resorción de hueso.
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1.4. Las caveolas como moduladoras del metabolismo óseo

1.4.1. Estructura y formación de las caveolas

Las caveolas son invaginaciones submicroscópicas de membrana plasmática 

ricas en colesterol y fosfolípidos, relacionadas con las balsas lipídicas y 

abundantes en diversos tipos celulares en mamíferos (198,199). Los principales 

elementos estructurales de las caveolas son las caveolinas. Las caveolinas son 

componentes integrales de membrana con capacidad para unirse a colesterol, y 

se han descrito 3 isoformas: caveolina-1 (CAV1) -que presenta dos isoformas 

(CAV1 y CAV1 ) originadas por dos sitios alternativos de iniciación de la 

transcripción (200)-, esencial para la formación de las caveolas en diversos tipos 

celulares-, caveolina-2 (CAV2),no esencial para la formación de caveolas, y 

caveolina-3 (CAV3),predominante en la formación de caveolas en células 

musculares. Otros componentes de las caveolas son las cavinas, así como un 

gran número de proteínas accesorias que se asocian con las caveolas para 

regular diversos aspectos de su formación y función. Existen 4 isoformas de 

cavina, siendo cavina-1 (también llamada PTRF) la única esencial en la 

formación de las caveolas, mientras que cavina-2 (une fosfatidilserina), cavina-3 

(regula la difusión de las caveolas) y cavina-4 (específica de músculo, une 

fosfatidilserina -PS- y fosfatidilinositol-4,5-bisfosfato -PI(4,5)P2-) no resultan 

imprescindibles en su ensamblaje (201) (Fig. 5A). Además, CAV1 forma 

dominios no caveolares en la membrana plasmática, que han sido relacionados 

con la unión de CAV1 al receptor del factor de crecimiento epidérmico y la 

posterior regulación de la señalización inducida por este último, la modulación

de la endocitosis dependiente de balsas lipídicas a través de la alteración de la 

composición lipídica de ciertos dominios de las balsas (202) y la formación de 

oligómeros de CAV1 que se unen a proteínas y lípidos para regular la 

organización de la membrana plasmática, la superficie de señalización celular y 

las uniones de adhesión focal (203). Además, se ha relacionado la presencia de 

estos microdominios no caveolares de CAV1 con la activación de la señalización 

Shh, dado que se ha detectado la presencia de balsas lipídicas enriquecidas en 

CAV1 en la proteína E3 de ubiquitina de los tipos 1 y 2 (SMURF1 y SMURF2). 
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SMURF 1 y 2 son inducidas por SHH y se asocian a PTCH1, induciendo su 

posterior endocitosis, lo que resulta fundamental para su salida del cilio primario 

y la posterior activación de la vía de señalización Shh (204). Otro estudio ha 

demostrado que CAV1 forma microdominios de membrana especializados en la 

zona de transición del cilio primario, para cuyo establecimiento son necesarias 

diversas proteínas ciliares como la kinesina-3 motora KIF13B y la nefrocistina 4. 

Estos microdominios son esenciales para que se produzca la acumulación de 

SMO dependiente de SHH en el cilio primario, así como la activación de la 

expresión de los genes diana mediada por GLI (205). 

La formación de las caveolas se inicia con la síntesis de CAV1 en el RE. Tras la 

síntesis inicial se produce el transporte de oligómeros de caveolina, primero al 

Golgi y después a la superficie celular en un proceso dependiente de colesterol 

(206,207). Por su parte, las cavinas forman complejos hetero-oligoméricos en el 

citosol que se asocian con los dominios enriquecidos en CAV1 en la membrana 

plasmática, pero no en el Golgi, para generar la superficie caveolar (201). Debido 

a la baja afinidad en la unión entre la CAV1 y la cavina, es necesario que esta 

última se una también a dos lípidos de membrana, la PS y el PI(4,5)P2, para 

generar el dominio caveolar. Tras su formación, las caveolas pueden 

desensamblarse, produciéndose la endocitosis de complejos que contienen 

complejos formados por oligómeros de cavinas unidas a CAV1. Estos complejos 

pueden tener diversos destinos: por un lado, pueden ser degradados en 

endosomas tempranos. Por otro, puede producirse la separación de la CAV1, 

que se recicla a la membrana plasmática para iniciar la nueva formación de 

dominios caveolares, mientras que las cavinas permanecen en el citosol y 

pueden colaborar también en la formación de nuevas caveolas (Fig. 5B) (201). 
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Figura 5. Formación y morfología de las caveolas. (A) Estructura y componentes de una 
caveola. (B) La proteína estructural de las caveolas, caveolina-1 (CAV1) es sintetizada en el 
retículo endoplásmico, desde donde es transportada al Golgi y, posteriormente, a la 
membrana plasmática. Allí se produce el reclutamiento de diversos complejos homo y hetero-
oligoméricos de cavinas citoplasmáticas. Las caveolas pueden sufrir endocitosis, dando 
origen a complejos de caveolina-cavinas que se dirigen a endosomas para su degradación, 
o bien son desensamblados. Las cavinas liberadas de estos complejos pueden ser 
degradadas, interaccionar con diversas dianas intracelulares o re-asociarse a caveolina en la 
membrana para volver a formar las caveolas. La caveolina, una vez liberada, es internalizada 
y degradada mediante el sistema endo-lisosomal. Figura realizada con el software 
BioRender.
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La principal función de las caveolas es el reclutamiento de moléculas reguladoras 

para obtener una concentración apropiada de efectores de la señalización (198).

Diversos receptores se localizan en las caveolas debido a que presentan 

dominios de unión a caveola (de tipo X XXXX , XXXX XX , o

X XXXX XX ; donde representa un aminoácido aromático y X representa 

cualquier aminoácido) en su estructura (208–210). Entre los receptores 

localizados en caveolas se encuentran varios GPCRs, como el receptor del 

péptido intestinal vasoactivo 2 (VPAC2) y el receptor similar a glucagón de tipo 

1 (GLP-1R) (208,209). Las caveolas también han sido propuestas como 

elementos estructurales necesarios para la transducción de las señales de tipo

G  (211), ya que el silenciamiento de la expresión de CAV1 inhibe la 

señalización de los receptores acoplados a proteínas G (212,213). Además, se 

ha observado que Cav1 se une a G tras la activación del receptor muscarínico 

de acetilcolina (214), lo que impide las interacciones con las subunidades 

G que son necesarias para finalizar la señalización, prolongando así la 

señalización de PLC /Ca2+. 

1.4.2. Dinámica de las caveolas y función mecanosensora

Las caveolas son estructuras dinámicas cuya internalización se ve estimulada 

por cavina-3 e inhibida por la ATPasa EHD2 (215). En fibroblastos, se ha 

observado que las caveolas mantienen el recubrimiento de cavina durante la 

endocitosis, se fusionan con endosomas tempranos y posteriormente son 

recicladas a la membrana plasmática, en un ciclo constitutivo en el que no se 

produce la degradación de las caveolinas y las cavinas. Aparte de entrar en esta 

vía cíclica de reciclaje, las caveolas pueden desensamblarse bajo ciertas 

condiciones, lo que representa un evento crucial de su función de 

mecanoprotección celular. Ante un incremento de la tensión en la membrana 

plasmática, se pierde la estructura caveolar y se reduce la asociación entre 

caveolinas y cavinas, con la liberación de diversos subcomplejos de cavinas 

(cavina-1/cavina-2 y cavina-1/cavina-3) al citosol (216). Además, el 

aplastamiento de las caveolas puede amortiguar cambios en la tensión de la 
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membrana plasmática, manteniendo así la integridad de membrana ante 

estímulos mecánicos y promoviendo la supervivencia celular (198). También se 

ha empleado la extensión celular como modelo para caracterizar la capacidad 

mecanosensible de las caveolas, ya que induce la fosforilación de CAV1, lo que 

activa diversas vías de señalización que conducen a distintos cambios 

transcripcionales. La extensión cíclica de las células también provoca la 

disociación de cavina-1 al tiempo que incrementa su reciclaje mediante 

degradación mediada por el proteasoma, lo que requiere la exposición y posterior 

ubiquitinación del sitio de unión para PI(4,5)P2. Así se mantienen los niveles de 

cavina-1 bajos en el citosol mientras equilibran los niveles de cavina-1 y CAV1 

en la membrana plasmática (201,217). En células endoteliales en cultivo, se ha 

observado que el esfuerzo por tensión laminar incrementa el número de caveolas 

(218) y favorece la activación de diversas vías de señalización por parte de 

CAV1, desencadenando, entre otros efectos, la liberación de óxido nítrico y la 

consiguiente vasodilatación (219). En respuesta a la estimulación mecánica, 

EHD2 es liberada de las caveolas, SUMOtilada y translocada al núcleo, donde 

regula la transcripción de diversos genes, incluyendo aquellos que codifican la 

expresión de los componentes de las caveolas. Así, EHD2 es necesaria para 

mantener el reservorio de caveolas en la membrana plasmática durante las 

variaciones en la tensión de la membrana plasmática inducidas por estrés 

mecánico (220). También en células endoteliales, se ha descrito que el 

incremento en el flujo de fluido promueve la translocación de diversas moléculas 

a las caveolas que inducen la activación de diversas vías de señalización de 

proteína quinasas activadas por mitógeno (MAPK) como es el caso de ERK1/2 

(221). 

 

1.4.3. Papel de las caveolas en tejido óseo 

Las acciones de las caveolas en el remodelado óseo muestran hasta el momento 

resultados contradictorios. En las células osteocíticas MLO-Y4, la estimulación 

de la supervivencia celular a través de la activación de -catenina y de ERK1/2 

inducida en respuesta a carga mecánica resulta inhibida al interrumpir la 

formación de las caveolas por silenciamiento de CAV1 (222,223). En este 
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contexto, la inducción de la supervivencia en osteocitos mediante estimulación 

mecánica ha sido asociada con una osteoclastogénesis reducida, así como con 

protección frente a la pérdida de hueso (9).

Además, CAV1 es necesaria para la mecanotransducción mediada por el 

receptor del factor de crecimiento vascular endotelial de tipo 2 (VEGFR2) en 

osteocitos (224). De manera similar, se ha observado que CAV1, la más 

abundante en las caveolas de osteoblastos (225), contribuye con los efectos 

proliferativos ejercidos por la leptina en este tipo celular, los cuales están 

mediados por la activación de la proteína quinasa B (PKB, también llamada AKT)

(226). Además, la señalización desencadenada por el receptor purinérgico 

P2X7R, presente en las caveolas en los osteoblastos, es capaz de inducir la 

endocitosis de CAV1. Así mismo, parece que CAV1 ejerce una modulación de 

los efectos de la señalización del receptor, ya que su internalización incrementa 

los niveles de Ca2+ liberados tras la estimulación de P2X7R, lo que conduce a 

una mayor mineralización en células osteoblásticas (225). Además de los efectos 

de CAV1 en células óseas, también se ha descrito que la sobreexpresión de 

CAV3 promueve la formación de hueso a través de la vía Wnt en ratas 

osteoporóticas (227).

Por el contrario, otros estudios han descrito que silenciamiento de Cav1 en 

macrófagos derivados de médula ósea reduce la osteoclastogénesis (228,229), 

a través de la inactivación de los efectos de RANKL (229), es decir, inhibiendo la 

estimulación de ERK1/2 y de la quinasa N-terminal c-Jun, que a su vez activa el 

factor nuclear de las células T activadas, un regulador clave de la 

osteoclastogénesis (230). También se ha descrito que el silenciamiento de CAV1

en cultivos primarios de células estromales incrementa la osteoblastogénesis, 

induciendo la formación de hueso (231). 

Curiosamente, se ha observado que el silenciamiento de CAV1 en diferentes 

tipos celulares incrementa la longitud ciliar a través de vías de señalización que 

implican RhoA/ROCK (232). Además, se ha relacionado la expresión 

incrementada de CAV1 (210) y el incremento en el porcentaje y longitud del cilio 

primario (233) con diversos procesos asociados a senescencia y estrés oxidativo

durante el envejecimiento. Pese a todo lo descrito, la posible interacción 
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entre el cilio primario y las caveolas en las células óseas en relación al 

receptor PTH1R en condiciones fisiopatológicas aún no han sido 

aclarados.



 
 

2. Hipótesis
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En base a estos antecedentes, en la presente Tesis Doctoral hipotetizamos 

que la movilización de PTH1R al cilio primario o a las caveolas modula las 

distintas vías de señalización activadas por el receptor en respuesta a 

estimulación mediante su ligando agonista PTHrP, en osteocitos y 

osteoblastos.



 
 

3. Objetivos 
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1) Determinar la posible co-localización del cilio primario y PTH1R en células 

osteocíticas y osteoblásticas.

2) Evaluar el papel ejercido por el cilio primario sobre los cambios en la 

expresión génica inducidos por PTH1R en respuesta a estímulo por 

ligando.

3) Caracterizar el papel ejercido por el cilio primario sobre los efectos 

ejercidos por PTH1R en la supervivencia celular en respuesta a estímulo 

por ligando. 

4) Determinar la posible co-localización de PTH1R y las caveolas en células 

osteoblásticas. 

5) Estudiar los efectos de la posible interacción entre PTH1R y las caveolas 

en la capacidad de movilización e internalización de receptor.

6) Analizar los efectos de la posible interacción entre PTH1R y las caveolas 

en las vías de señalización desencadenadas por el receptor en respuesta 

a estímulo por ligando. 



 
 

4. Materiales y 

Métodos
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4.1. Modelos experimentales in vitro

4.1.1. Células osteocíticas de ratón MLO-Y4

Las células osteocíticas de ratón MLO-Y4 fueron generosamente 

proporcionadas por la Dra Lynda Bonewald, puesto que dicha línea celular fue 

desarrollada por su grupo de investigación (234). Las células fueron cultivadas

empleando medio de cultivo esencial mínimo ( -MEM) suplementado con un 

2,5% de suero fetal de ternera (SFT), un 2,5% de suero fetal bovino (SFB), L-

glutamina 2 mM, 100 unidades/ml de penicilina y 100 g/ml de estreptomicina, y 

se incubaron en atmósfera húmeda con un 5% de CO2 a 37 ºC. Las células se 

sembraron a una densidad de 25.000 células/cm2 en placas de cultivo 

convencionales o en portaobjetos de vidrio (FlexCell International Corp., 

Hillsborough, NC, EEUU), o con una densidad de 50.000 células/ cm2 en 

portaobjetos de cultivo celular con cámara Falcon® (Falcon), siendo todas las 

superficies de cultivo recubiertas con una matriz de colágeno de tipo I (Sigma 

Aldrich, St. Luis, MO, EEUU). Las células se mantuvieron en cultivo hasta que 

se encontraban casi totalmente confluentes, momento en el cual se reemplazó 

el medio de cultivo por -MEM sin rojo de fenol, sin SFB y sin SFT durante 24 

horas. Transcurridas estas, las células fueron estimuladas con PTHrP (1-37; 

Bachem, Bubendorf, Suiza) a una concentración de 100 nM, empleando un 

vehículo apropiado como control en los casos en los que fuese necesario 

(tampón fosfato salino -PBS-, pH:7.4). Alternativamente, las células se 

estimularon mediante flujo de fluido laminar (FF, descrito en el apartado 4.2.2). 

En algunos casos, los cambios inducidos por los estímulos se evaluaron a 

tiempos no superiores a 30 minutos (análisis de fosforilación proteica mediante 

inmunoblot, inmunofluorescencia), mientras que, para la evaluación de los 

cambios inducidos en la expresión génica y proteica, las células se mantuvieron 

en -MEM sin SFB ni SFT y con PTHrP (1-37) 100 nM durante 1, 6 o 24 horas. 

Para los ensayos de viabilidad celular, el péptido exógeno se añadía 1 hora antes 

de la privación de suero del medio, que comprometía la supervivencia celular.

En algunos de estos experimentos, las células fueron transfectadas de manera 

transitoria con ARN pequeño de interferencia (siARN) 24 horas antes de la 
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estimulación con PTHrP (1-37). En los casos en los que se utilizaron inhibidores, 

estos eran añadidos 1 hora antes de la estimulación con el péptido. Los 

esquemas experimentales correspondientes se muestran en la Figura 6. Los 

detalles de cada una de las técnicas experimentales y estímulos utilizados se 

desarrollan en el apartado 4.2.

 

4.1.2. Células pre-osteoblásticas de ratón MC3T3-E1

Las células pre-osteoblásticas de ratón MC3T3-E1 subclon 4 (American Type 

Culture Collection: CRL - 2593 - 6), se cultivaron con -MEM suplementado con 

un 10% de SFB, L-glutamina 2 mM, penicilina (100 unidades/ml) y estreptomicina 

(100 g/ml) en atmósfera húmeda a una temperatura de 37 ºC y CO2 al 5%. Las 

células se sembraron a una densidad de 15.000 células/cm2 en placas de cultivo 

convencionales, o con una densidad de 30.000 células/cm2 en portaobjetos de 

cultivo celular con cámara, llevándose a cabo los protocolos experimentales 

descritos en el apartado 4.1.1. También se sembraron con una densidad de 

5.000 células/cm2 en placas de cultivo de 35 mm de diámetro ibidi® (ibidi GmbH; 

Planegg, Alemania) para la realización de diversas técnicas de microscopía 

confocal. En estos ensayos, las células eran transfectadas de manera transitoria 

empleando diversos ARNs pequeños de interferencia (siARNs) o plásmidos 

durante 24 horas, tras lo que se reemplazaba el medio de cultivo por -MEM sin 

rojo de fenol y sin SFB, y se procedía a la estimulación con PTHrP (1-37) 100

nM.  Los cambios inducidos por el ligando se evaluaron inmediatamente después 

del estímulo (evaluación de la movilización de Cai2+ y de AMPc, estudios de 

movilización e internalización de PTH1R, cálculo de las fracciones móvil e inmóvil 

de PTH1R mediante FRAP). Los esquemas experimentales correspondientes se 

muestran en la Figura 6. Los detalles de cada una de las técnicas experimentales 

y estímulos utilizados se desarrollan en el apartado 4.2. 
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Figura 6. Esquema experimental mostrando los diferentes protocolos llevados a cabo 
in vitro en las células osteocíticas de ratón MLO-Y4 y en células osteoblásticas de ratón 
MC3T3-E1. (A) Diversos experimentos llevados a cabo en ambas líneas celulares. (B) 
Experimentos de supervivencia realizados en ambas líneas celulares. (C) 
Experimentos de microscopía confocal en MC3T3-E1. IF: inmunofluorescencia; IB: 
inmunoblot; RT-qPCR: PCR cuantitativa en tiempo real; FF: flujo de fluido; siIFT88: siARN 
IFT88; siCAV1: siARN Caveolina-1. 
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4.2. Técnicas experimentales

4.2.1. Estímulos agonistas y antagonistas

Tabla I. Relación de estímulos empleados. 

Agonistas 

Nombre Descripción C. Comercial Concentración

PTHrP (1-37) h PTHrP N-terminal Bachem 100 nM

Ionomicina 
Ionóforo que 

aumenta [Cai2+]
Sigma Aldrich 10 M 

Antagonistas

Nombre Descripción C. Comercial Concentración

1-[6- -3-

metoxiestra1,3,5(10)-trieno-17- 

il]amino]hexil]-1H-pirrol2,5-diona 

(U73122) 

Inhibidor de la PLC 
Santa Cruz 

Biotechnology 
1 M-100 nM 

Hidrato de cloral (HC) 

Inhibidor de la 

formación del cilio 

primario 

Sigma Aldrich 
40 M- 

1 mM 

9-THF-Ade (SQ22536) 

Inhibidor de la 

ciclasa A que 

bloquea la liberación 

de AMPc 

Santa Cruz 

Biotechnology 
100 M-10 M 

2,2'-[[Dihidro-2-(4-piridinil)-

1,3(2H,4H)-

pirimidinediyl]bis(metilen)]bis[N,N-

dimetilbenzenamina (GANT61) 

Inhibidor anti-

proliferativo de la vía 

de señalización Hh 

Santa Cruz 

Biotechnology 
10 M 

Ácido etilenglicol tetraacético 

(EGTA) 
Quelante de Ca2+ Panreac 10 mM 
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4.2.2. Estimulación mecánica de las células mediante Flujo de Fluido (FF)

Las células MLO-Y4 fueron sembradas en portaobjetos de vidrio de la forma

indicada en el apartado 4.1.1. Tras 24 horas de incubación en medio de cultivo 

sin rojo de fenol y sin suero, se introdujeron en una cámara hermética metálica 

Flexcell Streamer® (Flexcell International Corp.) que formaba un circuito cerrado 

con una botella llena de medio de cultivo. Este medio resultaba bombeado sobre 

la monocapa celular en condiciones de esterilidad de manera constante gracias 

a una bomba peristáltica Masterflex Fluid Flow System (Cole-Palmer, Vernon 

Hills, IL, EEUU), según parámetros establecidos por el programa informático 

Streamsoft v4.1 (10 dinas/cm2) (Fig. 7). La intensidad empleada para la 

estimulación se halla dentro del rango que se estima experimentan las células 

óseas en situación fisiológica in vivo (116,235). En paralelo, se sembraron 

células MLO-Y4 en portaobjetos de vidrio que no fueron sometidas a estímulo 

mecánico por FF, que servían como controles estáticos

Figura 7. Esquema de estimulación mecánica mediante el paso de fluido (medio de 
cultivo) sobre monocapa celular de manera controlada. Figura realizada empleando el 
software BioRender, modificada de https://www.flexcellint.com. 
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4.2.3. Transfecciones transitorias

Para la inducción específica de un silenciamiento génico transitorio, se 

emplearon distintas secuencias de siARN. Para ello, se sembraron las células 

MLO-Y4 y MC3T3-E1 a una densidad de 25.000 células/cm2 o de 15.000 

células/cm2, respectivamente, en placas de cultivo con su medio de cultivo 

habitual (y recubiertas por una matriz de colágeno tipo I en el caso de las células 

MLO-Y4). Al día siguiente, se añadieron los siARNS específicos, empleando 

como agente de transfección lipofectamina RNAiMax (Life Technologies, 

Paisley, Reino Unido) diluida en medio Optimem® (Thermo Fisher Scientific, 

Waltham, MA, EEUU), siguiendo las instrucciones del fabricante. El agente de 

transfección se mantuvo en el cultivo durante toda la noche a 37 ºC, y fue 

reemplazado posteriormente por medio de cultivo sin rojo de fenol y sin suero

para la realización de los diferentes experimentos.  

Para llevar a cabo el silenciamiento del cilio primario, las células fueron 

transfectadas con un sistema de 3 dúplex de siARN (cada uno de ellos a una 

concentración final de 20 nM) dirigidos contra diferentes secuencias codificantes 

del gen Ift88 de ratón y generadas por la tecnología Ambion (186729; 186730; 

186731; Thermo Fisher Scientific,). Para el silenciamiento del gen Cav1, se 

empleó una única secuencia, a una concentración final de 60 nM, diseñada por 

la tecnología Custom SMARTpool (L-058415-00; Dharmacon, Lafayette, CO, 

EEUU). Como control negativo para evaluar la posible interferencia del ARN 

fuera de la diana de interés y verificar la precisión de los cambios génicos 

inducidos de manera específica por los siARNs en los diferentes parámetros 

evaluados, se utilizó una secuencia de siARN no codificante (“Scrambled”)

(control siRNA- A; Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX). Además, se comprobó

la eficiencia del silenciamiento en todos los casos mediante qPCR en tiempo real

y análisis de inmunoblot. En el silenciamiento del gen IFT88 se analizó, además, 

el número de células que presentaban cilio primario tras la transfección.  

Por otro lado, las células MC3T3-E1 fueron transfectadas de manera transitoria

con un plásmido portador de ADN codificante para caveolina-1 humana 

fusionado con el gen reportero m-Cherry (m-Cherrycaveolin-C-10), suministrado 

generosamente por el Dr. M. Davidson (Florida State University, Tallahassee, 
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Florida, EEUU) (236), con un plásmido portador de ADNc codificante para 

PTH1R humano fusionado con el gen reportero green fluorescent protein -GFP-

(GFPPTH1R), generosamente suministrado por el Dr. P. Friedman (Universidad 

de Pittsburgh, Pittsburgh, PA, EEUU) (110,237). Las células se sembraron como 

se indica en el apartado 4.1.2 y, al día siguiente, se transfectaron durante toda 

la noche a 37º C con 1 g de los plásmidos m-Cherrycaveolin-C-10 o GFPPTH1R, 

empleando Lipofectamina 3000® (Life Technologies) diluida en Optimem® como 

agente de transfección, siguiendo las instrucciones del fabricante. Transcurridas 

24 horas, se llevaron a cabo diversas técnicas de microscopía confocal para el 

estudio de la señalización, la localización y la movilidad intracelular de PTH1R.

 

4.2.4. Ensayos de viabilidad y proliferación celular

Tras la estimulación con el agonista PTHrP (1-37) durante 1 hora, las células 

MLO-Y4 y MC3T3-E1 se mantuvieron en medio sin SFB durante 24 o 48 horas.

Transcurridos estos periodos de ausencia de suero, se recogieron en un mismo 

tubo tanto las células no adheridas como las adheridas para cada pocillo (tras su 

tripsinización con tripsina 0,25% y EDTA 1mM) y se resuspendieron en medio de 

cultivo para su posterior tinción con azul tripano al 0,04% en PBS (1:1, v:v). A 

continuación, se contó con ayuda de un hemocitómetro el número de células 

vivas y muertas -las primeras excluyen el azul tripano, mientras que las segundas 

lo captan- (238), calculándose de este modo el porcentaje de células muertas 

sobre el total de cada pocillo. 

Adicionalmente, las células pre-osteoblásticas MC3T3-E1 fueron estimuladas 

con PTHrP (1-37) en presencia de SFB durante 24 o 48 horas con el objetivo de 

llevar a cabo un ensayo de proliferación celular. Para ello, se recogieron en un 

mismo tubo las células y las no adheridas (de nuevo, mediante tripsinización) y 

se resuspendieron en medio de cultivo con SFB. Posteriormente, se contó con 

un hemocitómetro el número total de células en cada pocillo tras 24 y 48 horas 

de estimulación con PTHrP (1-37) para determinar la proliferación celular. 
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4.2.5. Inmunofluorescencia

Las células se fijaron empleando p-formaldehído al 4% en tampón fosfato salino, 

pH:7.4 (para los anticuerpos anti-tubulina  acetilada, anti-PTH1R y anti-CAV1), 

o con metanol a -20 ºC (para los anticuerpos anti-Arl13b y anti-tubulina ) y se 

permeabilizaron con Tritón X-100 al 0,1% en PBS, a pH 7,4 durante 10 minutos. 

Para el bloqueo de las uniones inespecíficas, las células se incubaron durante 1 

hora en albúmina de suero bovino (ASB) suplementada con un 5% de suero de

cabra. A continuación, se incubaron durante toda la noche a 4 ºC con los 

anticuerpos monoclonales producidos en ratón anti-tubulina acetilada, anti-

tubulina o anti-CAV1 (Sigma Aldrich) diluidos 1:1000 en solución de bloqueo, o 

bien con los anticuerpos policlonales producidos en conejo anti-PTH1R (1:1000, 

Invitrogen, Carlsbad, CA), anti-PTH1R (extracelular) (1:200, Alomone Labs, 

Jerusalén, Israel) y anti-ARL13b (1:500, Proteintech, Rosemont, IL). Se 

realizaron varios lavados con PBS y se añadieron los anticuerpos secundarios 

anti-inmunoglobulina G (IgG) de ratón conjugado con Alexa fluor 488, anti-IgG 

de ratón conjugada con Alexa fluor 546 o anti-IgG de conejo conjugado con Alexa 

fluor 568 (Invitrogen), durante 1 hora a temperatura ambiente. De nuevo tras 

varios lavados, se llevó a cabo el marcaje nuclear con 4´, 6 – diamidino- 2 –

fenolindol (DAPI; 1:10000, Sigma Aldrich). Se empleó el reactivo FluorSafe 

(Calbiochem, La Jolla, CA) como medio de montaje, y las muestras se 

examinaron empleando el modelo de microscopio Leica DM 5500B, evaluándose 

tanto el porcentaje de células que presentaban cilio primario, así como la longitud 

de este, empleando el software ImageJ. Los anticuerpos primarios y secundarios 

empleados y las condiciones de incubación se muestran en la Tabla III.

                                                                                                                        
4.2.6. PCR cuantitativa en tiempo real (RT-qPCR) 

Se llevó a cabo la extracción del ARN total mediante un método estándar con 

Trizol® (Ambion, Foster City, CA) a 4º C. A continuación, se cuantificó la cantidad 

de ARN obtenido con un sistema NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific), y 

se llevó a cabo la retrotranscripción (a partir de 1-2 g de ARN) para la obtención 

del ADN complementario (ADNc) empleando el ensayo high capacity cDNA 
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reverse transcription (Applied Biosystems, Grand Island, NY), en un 

termociclador Eppendorf Mastercycler (Eppendorf, Hamburgo, Alemania)

durante 10 min a 25 ºC, 120 min a 37 ºC y 5 min a 85 ºC. Para la realización de 

PCR en tiempo real se empleó un sistema 7900HT Fast Real – Time PCT System 

(Applied Byosistems, Waltham, Massachusetts, EEUU), usando una mezcla de 

reacción Sybr premix ex Taq (Takara, Otsu, Japón) y cebadores específicos no 

marcados para los genes de ratón Opg, Rankl, Osteocalcina, Runx2, Fa, Osterix, 

Ihh y Cav1, empleando como gen constitutivo -actina (Tabla II). La evaluación 

de Osterix, Runx2 y Fa sólo se realizó en las células MC3T3-E1, dado que estos 

factores han sido definidos principalmente como marcadores de osteoblastos

(239). De forma alternativa, se emplearon sondas Taqman MGB para la 

detección de Ift88 (Mm01313467; Thermo Fisher Scientific) y el gen constitutivo 

o housekeeping 18S (4318839; Assay – by – Design; Applied Byosistems). El 

protocolo realizado cuando se emplearon cebadores consistió en una reacción 

inicial de 10 minutos a 95º C, seguido de 45 ciclos de 15 segundos a 95 ºC, 15 

segundos a 60 ºC y 15 segundos a 72 ºC; finalmente, la temperatura aumentaba 

a 95 ºC, bajaba a 65 ºC durante 15 segundos, y volvía a subir a 95º C, para la 

obtención de la curva de disociación. Cuando se emplearon sondas Taqman, el 

protocolo constaba de una incubación inicial a 95 ºC durante 10 minutos, seguida 

de 40 ciclos a 95 ºC durante 15 segundos y 60 ºC durante 1 minuto. 

La eficacia de la amplificación de estos genes fue del 100 %. Los cambios en la 

expresión génica se representaron como niveles de expresión del gen 

relativizado respecto a su control correspondiente (según las condiciones 

experimentales), expresado como como unidades arbitrarias (u.a.). Para ello, se 

empleó el algoritmo comparativo de umbral de ciclo delta – delta (2-

Ct representa el ciclo umbral de PCR en el que el programa detecta por primera 

vez un incremento de la fl

gen de interés – Ct del gen control endógeno ( -actina o 18S, según los casos). 

Las secuencias de los cebadores empleados se muestran en la Tabla II. 
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Tabla II. Primers utilizados en los estudios mediante PCR.

Gen Sentido (5´ -3´) Antisentido (5´ -3´)

Ihh CCCCAACTACAATCCCGACATC CGCCAGCAGTCCATACTTATTTCG 

Opg 
 

CAGAGCGAAACACAGTTTG CACACAGGGTGACATCTATTC 

Rankl 
 

TGTACTTTCGAGCGCAGATG AGGCTTGTTTCATCCTCCTG

Runx2 CCTGAACTCTGCACCAAGTCCT TCATCTGGCTCAGATAGGAGGG 

Osteocalcina GCAATAAGGTAGTGAACAGACTCC CCATAGATGCGTTTGTAGGCGG 

Fa 
 

CCAGAAAGACACCTTGACTGTGG TCTTGTCCGTGTCGCTCACCAT 

Osterix 
 

 
CTGCCTGACTCCTTGGGACC GCCATAGTGAGCTTCTTCCTCAA 

4.2.7. Extracción de proteínas y análisis de Inmunoblot

Se extrajo la fracción proteica total empleando el buffer RIPA (Sigma Aldrich), 

suplementado con inhibidores de proteasas (Protease inhibitor cocktail Set I; 

Calbiochem) y fosfatasas (Phosphatase inhibitor cocktail Set II; Calbiochem) 

cuando fuese necesario. Las células se mantuvieron en este buffer durante 30 

minutos a 4 ºC, y posteriormente se centrifugaron a 12.000 g y 4 ºC durante 20 

minutos para la recogida de los sobrenadantes. En ellos, se determinó el 

contenido total de proteína mediante un ensayo estándar del ácido bicinconínico 

BCA Protein Assay (Thermo Fisher Scientific), empleando albúmina de suero 

bovino (ABS) como estándar. Después, se prepararon extractos proteicos (de 

entre 25 y 30 g) que fueron separados mediante electroforesis en geles de 

poliacrilamida (PAGE) al 10-12,5 % en presencia de SDS y en condiciones 

reductoras. A continuación, los geles fueron transferidos a membranas de 
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nitrocelulosa (Bio – Rad, Hercules, CA) mediante un sistema húmedo, a 100 V y 

4 ºC durante 1 hora. Estas membranas fueron bloqueadas empleando leche

desnatada al 5% en tampón Tris Salino (BTS; Tris base 0,2 M; NaCl 1,5 M) con 

un 0,1% de Tween20 (Sigma Aldrich) en PBS a pH 7,4, durante 1 hora a 

temperatura ambiente. Transcurrido este tiempo, las membranas se incubaron 

durante toda la noche a 4 ºC con los siguientes anticuerpos primarios: 

anticuerpos policlonales de conejo anti-GLI1 y anti-PTCH1 (1:1000, 

Elabscience, Wuhan, PRC), anti-IFT88 (1:1000, Merck Millipore, Burlington, 

Massachusetts, EEUU), anti-PTH1R (1:1000, Invitrogen) anti-fosfo-P42/44 (P-

Erk 1/2), anti-P42/44 (ERK1/2) (1:1000, Cell Signaling Technologies; Danvers, 

MA), o con los anticuerpos monoclonales de ratón anti-CAV1 (1:1000, Sigma 

Aldrich) y anti-SMO (1:500, Santa Cruz Biotechnology). Como controles de 

carga, se emplearon los anticuerpos de ratón anti-tubulina  (1:10000, Abcam, 

Cambridge, Reino Unido) y gliceraldehido 3 – fosfato deshidrogenasa (GAPDH; 

1:5000, Merck Millipore). Al día siguiente, se incubaron con los anticuerpos 

secundarios anti-IgGs de ratón o conejo conjugados con peroxidasa (Abcam), 

durante una hora a temperatura ambiente. Las bandas inmunorreactivas se 

detectaron por quimioluminiscencia mediante el sistema ECL (Bio – Rad), y la 

intensidad de las bandas obtenidas fue cuantificada empleando dos programas 

informáticos diferentes: QuantityOneTM e ImageLabTM (Bio - Rad). Los 

anticuerpos primarios y secundarios empleados y las condiciones de incubación 

se muestran en la Tabla III.

Tabla III. Relación de anticuerpos utilizados en inmunofluorescencia (IF) e inmunoblot (IB).

Antígeno Anticuerpo 
primario 

Incubación Anticuerpo 
secundario 

Incubación

 
 

 

Monoclonal de 
ratón 

(Abcam, 
Cambridge, Reino 

Unido) 
[1:10000]

IgG de cabra anti-
conejo 

Peroxidasa/HRP 
(Elabscience) (IB) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 (GAPDH) (IB) 

Monoclonal de 
ratón 

(Merck Millipore, 
Burlington, MA, 

EEUU) 
[1:5000] 

IgG de conejo anti-
ratón (HRP) 
(Abcam) (IB) 
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Phospho P-42/44 

MAPK (P-ERK 
1/2) (IB) 

Policlonal de 
conejo

(Cell Signaling, 
Danvers, MA, 

EEUU) 
[1:1000] 

T/N, 
4 ºC 

IgG de cabra anti-
conejo (HRP)
(Abcam) (IB) 

 

 
 
 
 

 
1h, 
T/A 

 
P42/44 MAPK 
(ERK1/2) (IB) 

Policlonal de 
conejo 

(Cell Signaling)
[1:1000] IgG de cabra anti-

ratón AlexaFluor488 
(Invitrogen, 

Carlsbad, CA) (IF) 
 

CAV1 (IB/IF) 

Monoclonal de 
ratón 

(Sigma Aldrich, St 
Louis, MO) 

[1:1000] 
 

GLI1 (IB) 

Policlonal de 
conejo 

(Elabscience, 
Wuhan, RPC) 

[1:1000]

PTCH1 (IB)
Policlonal de 

conejo
(Elabscience) 

[1:1000] 

IgG de cabra anti-
ratón AlexaFluor 546 

(Invitrogen) (IF) 

 
 

SMO (E-5) (IB) 

Monoclonal de 
ratón 

(Santa Cruz 
Biotechnology, 

Dallas, Tx) 
[1:500] 

 
Tubulina (IF) 

Monoclonal de 
ratón 

(Sigma Aldrich) 

 

ARL13b (IF) 

Policlonal de 
conejo

(Proteintech, 
Rosemont,IL) 

[1:500]

Tubulina  
acetilada (IF) 

Monoclonal de 
ratón 

[1:1000] 
(Sigma Aldrich)

 
 

PTH1R (ext) (IF) 

Policlonal de 
conejo 

(Alomone Labs, 
Jerusalén, Israel) 

[1:100] 
 
 

PTH1R (IB) 

Policlonal de 
conejo 

(Invitrogen, 
Carlsbad, CA) 

[1:1000] 
IgG de cabra anti-
conejo AlexaFluor 

568 
(Invitrogen) (IF) 

 
IFT88 (IB) 

Policlonal de 
conejo 

(Merck Millipore) 
[1:1000] 
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-catenina (IB) 

Policlonal de ratón
(Abcam)
[1:1000] 

T/N: toda la noche; T/A: temperatura ambiente; HRP: peroxidasa.

 

4.2.8. Estudios de microscopía confocal en células vivas. Estudios de 

movilidad e internalización de PTH1R

Las células MC3T3-E1 fueron cultivadas en placas ibidi® (Ibidi GmbH). 24 horas 

después de la siembra, eran transfectadas con 1 g de los plásmidos 

mCherryCaveolin-C10 y GFPPTH1R e incubadas a 37 ºC durante toda la noche. 

Después, se reemplazaba el medio de crecimiento habitual con el agente de 

transfección, por medio de cultivo sin SFB y sin rojo de fenol para su posterior 

observación mediante microscopía confocal. Las células fueron entonces 

estimuladas con PTHrP (1-37) 100 nM durante 30 minutos en los que se tomaron 

imágenes con el equipo Leica DMI8 (Leica) a intervalos de 10 segundos, con el 

objetivo de determinar la localización subcelular de PTH1R, así como su 

capacidad de movilización e internalización tras la estimulación con su ligando 

agonista, mediante el análisis de la fluorescencia GFPPTH1R en regiones de 

interés seleccionadas en la membrana plasmática a lo largo del tiempo. 

4.2.9. Medida de calcio intracelular

Para medir las fluctuaciones en los niveles de Cai2+ en las células pre-

osteoblásticas MC3T3-E1, se empleó el indicador de calcio Fluo 4-AM, una 

molécula que presenta un aumento de la fluorescencia al unirse a Ca2+, mientras 

que presenta escasa fluorescencia en el caso de no estar unida a él. Las células 

MC3T3-E1 se sembraron en placas tipo ibidi® con una densidad de 5.000 

células/cm2. Transcurridas 24 horas, se transfectaron de manera transitoria con 

siARN dirigido contra una secuencia de Cav1, y fueron incubadas a 37 ºC 

durante toda la noche. Al día siguiente, dependiendo de las condiciones 

experimentales, fueron transfectadas con el plásmido GFPPTH1R, o co-

transfectadas mediante la incubación simultánea con los plásmidos GFPPTH1R y 
mCherryCaveolina-C-10. 24 horas después, se realizaron varios lavados con medio 
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-MEM sin rojo de fenol, y se incubaron con Fluo 4-AM 2 M en el mismo medio 

utilizado para los lavados, a temperatura ambiente durante media hora en 

oscuridad. La molécula indicadora de Ca2+ puede añadirse directamente disuelta

en el medio a las placas de cultivo ya que posee una modificación con residuos 

de acetoximetil éster hidrofóbicos que permiten a la molécula Fluo 4-AM 

atravesar la membrana citoplasmática y que una vez en el interior celular son 

eliminados por esterasas inespecíficas (237,240). Transcurridos los 30 minutos, 

las células se lavaron de nuevo y se repitió la incubación anterior en oscuridad. 

A continuación, se procedió a la observación con el microscopio confocal Leica 

DMI8: se capturaron imágenes tras la estimulación con el ligando PTHrP (1-37)

100 nM, a intervalos de 1 segundo durante 10 minutos. Para cada condición 

experimental, se cuantificaron las fluctuaciones de Cai2+ en al menos 18 células. 

                                                                                    

4.2.10. Recuperación de Fluorescencia tras fotoblanqueamiento

(Fluorescence Recovery After Photobleaching-FRAP)

Las MC3T3-E1 se sembraron en placas ibidi® de 35mm con una densidad de 

5.000 células/cm2, y se transfectaron posteriormente siguiendo un protocolo 

experimental igual al descrito en el apartado 3.2.8. El fotoblanqueamiento

dirigido de áreas fluorescentes se realizó empleando un microscopio confocal 

DMI8, y se realizó en regiones de interés circulares de 2 m de diámetro 

localizadas en la membrana plasmática y adyacentes a la superficie de la placa 

de cultivo. El blanqueamiento se realizó mediante 5 repeticiones de 863 

milisegundos con un láser de una longitud de onda de 488 nm. Para evitar una 

foto-oxidación excesiva, se calibró previamente la potencia del láser y la duración 

del blanqueo para eliminar en torno al 80-90% de la fluorescencia verde, y se 

tomaron imágenes tanto antes del blanqueo (a intervalos de 1 segundo durante 

un tiempo total de 10 segundos) como después del blanqueo, a intervalos de 2

segundos durante 2,5 minutos. 

Las curvas de recuperación de fluorescencia se calcularon de acuerdo a la 

siguiente ecuación:

blanqueo-Iback/IRef-Iback)*100 
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Donde Iblanqueo es la intensidad de fluorescencia de cada uno de los puntos que 

sufrieron fotoblanqueo, Iback es la intensidad de fluorescencia del fondo 

(background), IRef es la intensidad de fluorescencia en regiones control 

localizadas en una zona celular lejana a la que sufrió el fotoblanqueamiento.

También se calculó la fracción móvil (en porcentaje) del receptor PTH1R 

mediante la siguiente fórmula: 

IpostBM-IITB/ IITB-IpreBM)*100 

Donde IpostBM es la intensidad de fluorescencia media en la meseta de la curva 

obtenida tras el fotoblanqueamiento, IITB es la intensidad de fluorescencia 

obtenida inmediatamente tras el blanqueo, e IpreBM es la intensidad de 

fluorescencia media en la meseta observada antes del fotoblanqueamiento.

El fundamento del ensayo FRAP se describe en la Figura 8.

Figura 8.  Representación esquemática de la técnica de recuperación de fluorescencia 
tras fotoblanqueamiento (FRAP). 1) se selecciona una región de interés (RDI) de 2 m de 
diámetro en una célula transfectada con fluorescencia GFP. 2) se fotoblanquean las 
moléculas GFP dentro de la RDI mediante pulsos de alta intensidad con un láser de longitud 
de onda 488 nm. 3-6) proteínas conjugadas con GFP se movilizan a la RDI desde zonas 
adyacentes, causando una recuperación de la señal fluorescente. Figura realizada con el 
software BioRender. 

1 2 3 4 5 6 
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4.2.11. Análisis estadístico

Los resultados de esta Tesis están expresados como las medias ± desviaciones 

estándar (DE), o como las medias ± errores estándar de la media (EEM), según 

se indique. En primer lugar, los datos obtenidos experimentalmente fueron 

sometidos a una prueba de normalidad y homocedasticidad. Dado que no podía 

asumirse la distribución normal de los datos, el análisis se llevó a cabo mediante 

un ANOVA no paramétrico de la varianza (Kruskal-Wallis). Las pruebas post-hoc 

realizadas para la comparación de los diferentes grupos dos a dos fueron el test 

de Dunn y el de Mann-Whitney, considerándose significativo un p valor < 0,05.

Los análisis y las representaciones gráficas se llevaron a cabo con el programa 

informático Graphpad Prism (GraphPad Software, La Jolla, CA, EEUU).  
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5.1. Localización del receptor PTH1R en el cilio primario de células 

osteocíticas MLO-Y4 y células osteoblásticas MC3T3-E1

El primer objetivo de la presente Tesis Doctoral fue determinar la posible co-

localización espacio-temporal entre el receptor de tipo I de la PTH y el cilio 

primario en osteocitos y osteoblastos. El transporte de PTH1R al cilio primario 

había sido descrito previamente en células del núcleo pulposo en respuesta a 

estrés mecánico (118), pero hasta el momento no había sido caracterizado en 

células del hueso. Para ello, se sembraron las células MLO-Y4 y MC3T3-E1 tal 

y como se indica en los apartados 4.1.1 y 4.1.2, respectivamente. Una vez los 

cultivos se encontraron casi totalmente confluentes, se reemplazó el medio de 

crecimiento habitual por medio sin suero con el objetivo de inducir la entrada de 

los cultivos en fase G0, dado que el cilio primario emerge durante la fase 

quiescente del ciclo celular (241). Posteriormente, las células se estimularon o 

no con PTHrP (1-37) 100 nM. El estudio de la posible co-localización se llevó a 

cabo mediante la realización de inmunofluorescencia en la que se utilizó un 

anticuerpo específico para el marcaje de PTH1R, mientras que para el marcaje 

del cilio primario se empleó un anticuerpo anti-tubulina  acetilada, ya que la 

acetilación de esta proteína es esencial para el ensamblaje y elongación del cilio 

primario (242).  

Así, observamos mediante microscopía epifluorescente que PTH1R y el cilio 

primario co-localizaban en células osteocíticas MLO-Y4 y en células pre-

osteoblásticas MC3T3-E1, tanto en condiciones control no estimuladas (Fig. 9A 

y 9C, respectivamente), como tras la estimulación durante 30 minutos con el 

ligando PTHrP (1-37) (Fig. 9B y 9D). Además, mediante el uso de microscopía 

confocal corroboramos estas observaciones en células osteocíticas MLO-Y4 

(Fig. 10A). 
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Figura 9. PTH1R se sitúa en el cilio primario en células osteoclásticas MLO-Y4 y en 
células pre-osteoblásticas MC3T3-E1. (A-D) Se estimularon las células con PTHrP (1-37; 
100 nM) o con un vehículo apropiado (control) durante 30 minutos. El marcaje doble mediante 
inmunofluorescencia se realizó con un anticuerpo primario de ratón anti-tubulina  acetilada 
para el marcaje del cilio primario y un anticuerpo primario de conejo anti-PTH1R para el 
receptor de PTH. Se emplearon los anticuerpos de cabra anti-IgG de ratón conjugado con 
AlexaFluor 488 y anti-IgG de conejo conjugado con AlexaFluor 568 como secundarios para 
el cilio primario y PTH1R, respectivamente. Para el marcaje nuclear en azul, se utilizó 4´, 6- 
diamino-2-fenilindol (DAPI). Las imágenes superpuestas en verde, rojo y azul (merge) 
permiten observar la localización de PTH1R en el cilio primario. Las imágenes representan el 
resultado de tres observaciones independientes. IgG: Inmunoglobulina G; PTH: hormona 
paratiroidea; PTHrP: proteína relacionada con la PTH; PTH1R: receptor de tipo 1 de la PTH. 
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Para comprobar que el marcaje de tubulina acetilada era específico del cilio 

primario, se llevaron a cabo co-inmunofluorescencias con anticuerpos anti-

tubulina  acetilada y anti-ARL13b, una GTPasa reguladora que controla la 

señalización Shh en el cilio primario (243) (Fig.10C y 11A). ARL13b ha sido 

caracterizado y empleado previamente como un marcador ciliar (244). La 

especificidad de los anticuerpos empleados se valoró también mediante la 

inclusión de controles negativos, para los anticuerpos anti-PTH1R (Fig.10B), 

anti- ARL13b (Fig. 10D y 11B) y anti-tubulina acetilada (Fig.10E y 11C). De 

manera similar, la especificidad en el marcaje ciliar de Arl13b se comprobó en 

células MLO-Y4 y MC3T3-E1 mediante co-inmunofluorescencia con tubulina , 

un marcador del cuerpo basal del cilio primario (245) (Fig.10F y 11D, 

respectivamente). 

Estas inmunofluorescencias también permitieron observar que, en ausencia del 

cilio primario, el receptor PTH1R se distribuye a lo largo de la membrana 

plasmática y, en menor medida, el citoplasma (Fig. 11E).  

Dado que la capacidad de señalización del cilio primario depende del tráfico de 

proteínas dentro y fuera del cilio a través de las proteínas IFT y las proteínas 

motoras quinesinas/dineínas (137), la localización de PTH1R en el cilio primario 

sugiere que este podría participar como un transductor de la señalización en los 

microdominios ciliares. Esta observación refuerza la idea propuesta del cilio 

primario como un nexo de señalización que transduce al interior de la célula 

diversos estímulos extracelulares (246), pudiendo modular así el 

comportamiento de las células óseas.  
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 Figura 10. El marcaje de tubulina acetilada es específico en el cilio primario en células 
osteocíticas MLO-Y4. (A) Imágenes de microscopía confocal de la localización de PTH1R 
en el cilio primario, en células osteocíticas MLO-Y4. El marcaje doble mediante 
inmunofluorescencia se realizó de la forma descrita en la Figura 5. (B) Control negativo para 
el anticuerpo anti-PTH1R. (C) Tinción doble inmunofluorescente del cilio primario en células 
MLO-Y4, realizado con los anticuerpos primarios anti-tubulina  acetilada y el anticuerpo de 
conejo anti-ARL13b. Se emplearon los anticuerpos secundarios de cabra anti-IgG de ratón 
conjugado con AlexaFluor 488 y anti-IgG de conejo conjugado con AlexaFluor 568, 
respectivamente. (D) Control negativo para el anticuerpo anti-ARL13b. (E) Control negativo 
para el anticuerpo anti-tubulina  acetilada. (F) Marcaje doble del cilio primario mediante 
inmunofluorescencia en células MLO-Y4, con el anticuerpo primario de ratón anti-tubulina 

(marcador del cuerpo basal) y anti-ARL13b, empleándose como anticuerpos secundarios 
anti-IgG de ratón conjugado con AlexaFluor 488 y anti-IgG de conejo conjugado con 
AlexaFluor 568, respectivamente. En todos los casos, el marcaje nuclear azul se llevó a cabo 
con DAPI. Las imágenes superpuestas en verde, rojo y azul (merge) muestran la localización 
de PTH1R en el cilio primario. Las imágenes representan el resultado de tres observaciones 
independientes. IgG: Inmunoglobulina G; PTH: hormona paratiroidea; PTH1R: receptor de 
tipo 1 de la PTH; DAPI: 4´, 6 – diamino – 2 – fenilindol. 
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Figura 11. El marcaje de tubulina acetilada es específico en el cilio primario de células 
pre-osteoblásticas MC3T3-E1. (A) Marcaje doble del cilio primario mediante 
inmunofluorescencia en células pre-osteoblásticas MC3T3-E1, con los anticuerpos primarios 
anti-tubulina  acetilada y anti-ARL13b. Se incluyen controles negativos para los anticuerpos 
utilizados. (B) Control negativo del anticuerpo anti-ARL13b. (C) Control negativo del 
anticuerpo anti- tubulina  acetilada. (D) Marcaje doble del cilio primario mediante 
inmunofluorescencia, con los anticuerpos primarios anti- tubulina  y anti-ARL13b. La relación 
de anticuerpos secundarios para cada una de las inmunofluorescencias es igual a la descrita 
en la Figura 6. En todos los casos, el marcaje nuclear azul se llevó a cabo con DAPI. Las 
imágenes superpuestas en verde, rojo y azul (merge) indican la especificidad de los distintos 
anticuerpos empleados para el marcaje del cilio primario. (E) Localización de PTH1R en 
ausencia de cilio primario en células osteocíticas MLO-Y4. Las imágenes representan el 
resultado de tres observaciones independientes. PTH: hormona paratiroidea; PTH1R: 
receptor de tipo 1 de la PTH.
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5.2. Papel del cilio primario en la modulación de la inducción de genes 

formadores de hueso mediada por PTHrP. Efectos sobre genes 

relacionados con los osteoblastos y los osteoclastos en células MLO-Y4 y 

MC3T3-E1

Para valorar si la localización de PTH1R en el cilio primario implica una 

interacción entre ambos que afecta a la regulación de diversos genes 

osteogénicos, se inhibió la formación del cilio primario en células osteocíticas y 

osteoblásticas de manera previa a la estimulación con el ligando PTHrP. Se 

emplearon para ello dos estrategias distintas: el silenciamiento del gen que 

codifica IFT88 -una proteína clave para la ciliogénesis y la competencia funcional 

del cilio primario (247)- o mediante la pre-incubación con el inhibidor de la 

formación del cilio hidrato de cloral -HC- (248). En primer lugar, observamos que 

tanto el silenciamiento de Ift88 como la incubación con HC redujeron de manera 

significativa el porcentaje de células MLO-Y4 y MC3T3-E1 que presentaban cilio 

primario (Fig.12 A-B). El HC además redujo la longitud del cilio primario en 

ambas líneas celulares (Fig.12 C-D). Estos resultados nos permitieron validar 

ambas pautas de inhibición del cilio por lo que en esta Tesis Doctoral se utilizaron 

indistintamente, según el tipo de experimento. 

La estimulación con PTHrP (1-37) durante 30 minutos no ejercía ningún efecto 

sobre el porcentaje de células que presentaban cilio primario (Fig.12 A-B), así 

como tampoco afectaba significativamente a la longitud de este en ambas líneas 

celulares (Fig.12 C-D). 
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También confirmamos la eficacia del silenciamiento de Ift88. Observamos la 

disminución de aproximadamente un 60% de la expresión génica de este 

marcador, así como la reducción en torno al 50% de su expresión proteica, en 

comparación con las células transfectadas con silenciadores para secuencia 

“Scrambled” (secuencia no complementaria a ningún gen de la célula, utilizado 

para descartar posibles efectos derivados del protocolo de transfección no 

específicos del siARN utilizado en cada caso), tanto en osteocitos MLO-Y4 (Fig. 

13 A-B) como en osteoblastos MC3T3-E1 (Fig.14 A-B).  

A continuación, analizamos el papel del cilio primario en la modulación de genes 

implicados en la formación y remodelado óseo inducidos por PTHrP. Se 

Figura 12. Los métodos empleados para la inhibición del cilio primario reducen el 
porcentaje de células ciliadas. En células osteocíticas MLO-Y4 y en células pre-
osteoblásticas MC3T3-E1, se evaluó el porcentaje de células que presentaban cilio primario 
(A y B), así como la longitud de este (C y D) mediante el software ImageJ. (A-D) Las células 
fueron silenciadas con tres siARNs dirigidos contra Ift88, con siARN Scrambled, pre-
incubadas con HC 40 M o estimuladas con PTHrP (1-37) 100 nM durante 24 horas, tal y 
como se indica en el apartado 4. Los resultados representan la media ± DE de tres 
experimentos independientes. PTH: hormona paratiroidea; PTHrP: proteína relacionada con 
la PTH; PTH1R: receptor de tipo 1 de la PTH; DE: desviación estándar; siARN: ARN pequeño 
de interferencia.
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analizaron mediante PCR cuantitativa los niveles de expresión de ARNm de los 

siguientes genes: Rankl, un factor inductor de la diferenciación y activación de 

los osteoclastos (249); su receptor soluble señuelo Opg, que actúa bloqueando 

los efectos de RANKL; Osteocalcina, marcador producido durante el proceso de 

mineralización ósea tardía y encargada del control de la masa, el tamaño y la 

orientación ósea de forma directa, a través de la regulación de la deposición y 

organización de la matriz mineralizada o indirecta, mediante la modulación de 

las acciones de los osteoblastos (250,251); Runx2, un factor de transcripción 

esencial para la diferenciación de los osteoblastos, ya que dirige a las células 

mesenquimales multipotentes para su diferenciación al linaje osteoblástico, 

modula la progresión de los pre-osteoblastos a osteoblastos inmaduros e inhibe 

la posterior maduración y transición de los osteoblastos a osteocitos (16,252), 

además de ser un inductor de la mineralización ósea (253); Fosfatasa alcalina 

(Fa), un marcador de formación de hueso y remodelado óseo (254) que actúa 

incrementando las tasas locales de fosfato inorgánico en hueso, lo que facilita la 

mineralización (72) y Osterix, un factor de transcripción importante en la 

diferenciación de los osteoblastos y la mineralización ósea (255).  

En las células MLO-Y4, la estimulación con el ligando agonista PTHrP (1-37) 

incrementó los niveles de expresión de ARNm de Opg y produjo un aumento en 

la relación Opg/Rankl sin afectar a la expresión de Rankl (Fig. 13C-E); también 

se observó que la estimulación con el ligando PTHrP inducía un incremento en 

los niveles de expresión de Osteocalcina (Fig.13 F). 

En las células MC3T3-E1, la estimulación con PTHrP aumentó también los 

niveles de expresión de Osteocalcina y Opg, así como la relación Opg/Rankl sin 

afectar a los niveles de expresión de Rankl (Fig.14C-F), de manera similar a lo 

observado en MLO-Y4. Además, en los osteoblastos, PTHrP incrementó los 

niveles de expresión de los genes osteogénicos Runx2 y Fa (Fig. 14 G-H), 

mientras que la expresión de Osterix no se elevó de forma significativa tras la 

estimulación con el péptido (Fig. 14I). En ambas líneas celulares, la inhibición 

del cilio primario mediante el silenciamiento de Ift88 no afectó a los niveles de 

Opg, pero sí indujo una sobreexpresión de Rankl en condiciones control no 

estimuladas con el péptido (Fig. 13C-D y 14C-D), lo que causó un descenso en 
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la relación Opg/Rankl que se mantenía incluso tras la estimulación con PTHrP 

(Fig. 13E y 14E). Adicionalmente, el silenciamiento de Ift88 inhibió el incremento 

de expresión de Osteocalcina dependiente de PTHrP en osteocitos y 

osteoblastos (Fig. 13F y 14F), así como la sobreexpresión de Runx2 y Fa ósea 

observada en osteoblastos (Fig. 14G-H).
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Figura 13. El cilio primario media los efectos de PTHrP sobre la expresión de genes 
osteogénicos en células osteocíticas MLO-Y4. Las células MLO-Y4 fueron transfectadas 
con una mezcla de tres siARNs dirigidos contra secuencias específicas del gen Ift88, o con 
siARN Scrambled durante 24 horas. Después, fueron sometidas a 24 horas de privación de 
suero, seguidas de estimulación con PTHrP (1-37) 100 nM durante 6 (A, B y F) o 24 horas 
(C-E). La eficiencia del silenciamiento de IFT88 fue comprobada mediante qPCR (A) e 
inmunoblot (B). Los niveles de expresión de ARNm de Opg (C), Rankl (D) y Osteocalcina (F), 
así como la relación Opg/Rankl (E), fueron analizados mediante PCR cuantitativa en tiempo 
real (RT-qPCR). Los resultados representan la media ± la DE de tres experimentos 
independientes.  control
Scrambled control; ap < .05 versus siARN Scrambled + PTHrP (1–37).
ARNm: ARN mensajero; OPG: osteoprotegerina; PTH: hormona paratiroidea; PTHrP: 
proteína relacionada con la PTH; RANKL: ligando del receptor activador del factor nuclear -
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Figura 14. El cilio primario media los efectos de PTHrP sobre la expresión de genes 
osteogénicos en células pre-osteoblásticas MC3T3-E1. Las células MC3T3-E1 fueron 
transfectadas con una mezcla de tres siARNs dirigidos contra secuencias específicas del gen 
Ift88, o con siARN Scrambled durante 24 horas. Transcurridas, fueron sometidas a 24 horas 
de privación de suero, seguidas de estimulación con PTHrP (1-37) 100 nM durante 24 horas 
(A-I). La eficiencia del silenciamiento de IFT88 fue comprobada mediante PCR (A) e 
inmunoblot (B). Los niveles de expresión de ARNm de Opg (C), Rankl (D), Osteocalcina (F), 
Runx2 (G), Fa (H) y Osterix (I) así como la relación Opg/Rankl (E), fueron analizados 
mediante RT-qPCR. Los resultados representan la media ± la DE de tres experimentos 
independientes. 
Scrambled control; ap < .05 versus siARN Scrambled + PTHrP (1–37).
ARNm: ARN mensajero; OPG: osteoprotegerina; PTH: hormona paratiroidea; PTHrP: 
proteína relacionada con la PTH; RANKL: ligando del receptor activador del factor nuclear -

2 relacionado con runt; DE: desviación estándar; 
siARN: ARN pequeño de interferencia; RT-qPCR: PCR cuantitativa en tiempo real.



Resultados 

94 
 

La pre-incubación de ambas líneas celulares con HC indujo efectos similares a 

los causados por el silenciamiento de Ift88 en osteocitos y osteoblastos (Fig. 15

y 16).  Sin embargo, a diferencia de lo observado tras el silenciamiento de Ift88, 

el hidrato de cloral no indujo la sobreexpresión de Rankl, por lo que la relación 

Opg/Rankl se mantuvo sin cambios en las células MLO-Y4 (Fig. 15 B-C) y 

MC3T3-E1 (Fig. 16 B-C). Estas diferencias podrían ser explicadas debido a que 

el silenciamiento de Ift88 y la pre-incubación con HC ejercen distintas acciones 

a la hora de inhibir al cilio primario. Mientras que el silenciamiento de Ift88 reduce 

la expresión de una proteína fundamental para la ciliogénesis, el tratamiento con 

HC elimina de manera farmacológica el cilio primario mediante el desensamblaje 

del citoesqueleto. Además, al ser un método no específico de inhibición causa 

más daño celular (248). 

 

Figura 15. El cilio primario media los efectos de PTHrP sobre la expresión de genes 
osteogénicos en células osteocíticas MLO-Y4. (A-D) Se pre-incubaron las células MLO-
Y4 con hidrato de cloral 40 M durante 6 horas en ausencia de suero. Posteriormente, fueron 
estimuladas con PTHrP 100 nM durante 24 horas. Los niveles de expresión de ARNm de Opg 
(A), Rankl (B) y Osteocalcina (D), así como la relación Opg/Rankl (C), fueron analizados 
mediante PCR cuantitativa en tiempo real (RT-qPCR). Los resultados representan la media ± 

ap < .05 versus 
Control + PTHrP (1–37).  
ARNm: ARN mensajero; OPG: osteoprotegerina; PTH: hormona paratiroidea; PTHrP: 
proteína relacionada con la PTH; RANKL: ligando del receptor activador del factor nuclear -

HC: hidrato de cloral.
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Por otro lado, el silenciamiento de Ift88 en células MLO-Y4 y MC3T3-E1 no 

redujo los niveles de ARNm de Pth1r (Fig. 17 A-B, respectivamente). Por el 

contrario, en las células MLO-Y4 se observó un incremento en los niveles de 

expresión de Pth1r, que sin embargo no se observaba en las células MC3T3-E1. 

Figura 16. El cilio primario media los efectos de PTHrP sobre la expresión de genes 
osteogénicos en células pre-osteoblásticas MC3T3-E1. (A-G) Se pre-incubaron las 
células MC3T3-E1 con hidrato de cloral 40 M durante 6 horas en ausencia de suero. 
Posteriormente, se estimularon durante 24 horas con PTHrP 100 nM. Los niveles de 
expresión de ARNm de Opg (A), Rankl (B), Osteocalcina (D), Runx2 (E), Fa (F) y Osterix (G), 
así como la relación Opg/Rankl (C), fueron analizados mediante RT-qPCR. Los resultados 

ap < .05 versus Control +PTHrP (1–37). ARNm: ARN 
mensajero; OPG: osteoprotegerina; PTH: hormona paratiroidea; PTHrP: proteína relacionada 
con la PTH; RANKL: ligando del receptor activador del factor nuclear -
de transcripción relacionado con runt 2; DE: desviación estándar; HC: hidrato de cloral; RT-
qPCR: PCR cuantitativa en tiempo real.
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Por lo tanto, parece probable que los efectos inhibidores del silenciamiento del 

cilio primario sobre las acciones inducidas por PTHrP no sean ejercidos a través 

de la regulación de los niveles de Pth1r.

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

En conjunto, estos datos sugieren que el cilio primario podría modular las 

acciones osteogénicas de PTHrP a través de la regulación de Osteocalcina, 

Runx2 y Fa en osteocitos y osteoblastos. Además, los datos sugieren que el cilio 

primario regula los niveles de RANKL en ambos tipos celulares actuando como 

un represor de su expresión, lo que afecta a las acciones de PTHrP sobre el eje 

Opg/Rankl. De manera similar, el cilio primario regula también los niveles de 

Pth1r en osteocitos. 

Figura 17. Las acciones inhibidoras del silenciamiento del cilio primario sobre los 
efectos de PTHrP no son debidas a la regulación de los niveles de ARNm de PTH1R. 
(A-B) Las células MLO-Y4 y MC3T3-E1 fueron transfectadas con una mezcla de tres siARNs 
dirigidos contra secuencias específicas del gen Ift88, o con siARN Scrambled durante 24 
horas. Transcurridas, fueron sometidas a privación de suero durante 6 horas, seguidas de 
estimulación con PTHrP (1-37) 100 nm durante 24 horas. Se analizaron mediante RT-qPCR 
los niveles de ARNm de Pth1r en células osteocíticas MLO-Y4 (A) y en células osteoblásticas 
MC3T3-E1 (B). Los resultados representan la media ± la DE de tres experimentos 
independientes. *p < .05  siARN Scrambled control. ARNm: ARN mensajero; PTH: 
hormona paratiroidea; PTHrP: proteína relacionada con la PTH; PTH1R: receptor de tipo 1 de 
la PTH; siARN: ARN pequeño de interferencia; RT-qPCR: PCR cuantitativa en tiempo real; 
DE: desviación estándar. 
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5.3. Papel del cilio primario en la supervivencia celular inducida por PTHrP 

en osteocitos MLO-Y4 en osteoblastos MC3T3-E1

Nuestro grupo de investigación había demostrado previamente la activación de 

PTH1R en osteocitos mediante mecanismos tanto dependientes como 

independientes de PTHrP, lo que constituye un evento crucial para el 

mantenimiento de la viabilidad osteocítica (116). Para determinar si el cilio 

primario media los efectos comentados de PTH1R sobre la viabilidad celular, 

inhibimos en osteocitos MLO-Y4 y en pre-osteoblastos MC3T3-E1 la formación 

del cilio primario, mediante transfección con siARNs específicos dirigidos contra 

Ift88 (Fig. 18A) o mediante pre-incubación con HC (Fig. 18B). Posteriormente, 

ambas líneas celulares fueron estimuladas con PTHrP de manera previa a 

privación de suero que se llevó a cabo para comprometer la viabilidad celular. 

Los porcentajes de muerte celular fueron calculados mediante el método de 

exclusión en azul tripano, a las 24 y a las 48 horas.

El péptido PTHrP redujo de manera significativa el porcentaje de muerte celular 

inducido por la ausencia de suero en ambas líneas celulares, tanto a las 24 como 

a las 48 horas (Fig. 18 A-B). Sin embargo, estos efectos pro-supervivencia 

ejercidos por PTHrP fueron revertidos tras inhibir la formación del cilio primario, 

por cualquiera de las dos aproximaciones mencionadas anteriormente, en 

ambas líneas celulares (Fig. 18 A-B). Además, PTHrP incrementó el número de 

osteoblastos en cultivo, lo que sugiere efectos proliferativos del péptido en 

células osteoblásticas MC3T3-E1 que se vieron además potenciados por el 

silenciamiento de Ift88 (Fig. 18C). Estos resultados sugieren que el cilio primario 

regula las acciones pro-supervivencia dependientes de PTHrP en células 

osteocíticas y osteoblásticas, y su presencia podría contrarrestar, al menos 

parcialmente, las acciones proliferativas de PTHrP en células osteoblásticas.
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Figura 18. El cilio primario media los efectos pro-supervivencia ejercidos por PTHrP en 
células osteocíticas MLO-Y4 y en células osteoblásticas MC3T3-E1, mientras que 
contrarresta los efectos proliferativos de PTHrP en células osteoblásticas MC3T3-E1.  
(A) Las células MLO-Y4 y MC3T3-E1 fueron transfectadas durante 24 horas con una mezcla 
de tres siARNs dirigidos contra la secuencia del gen IFT88 de ratón o con siARN Scrambled. 
Posteriormente, se estimularon con PTHrP (1-37) 100 nM durante 1 hora, seguida 24 o 48 
horas de privación de suero. (B) Alternativamente, ambas líneas celulares fueron tratadas 
con PTHrP durante 1 hora para después ser incubadas con hidrato de cloral 40 M en 
ausencia de suero durante 24 o 48 horas. El porcentaje de muerte celular se obtuvo mediante 
el método de exclusión en azul de tripano, según se describe en el apartado 3.2.4. (C) Los 
osteoblastos MC3T3-E1 fueron transfectados con una mezcla de tres siARNs contra IFT88 y 
después estimulados con PTHrP (1-37) 100 nM durante 24 o 48 horas Los resultados 
representan la media ± la DE de tres experimentos independientes. *p < .05 versus (-) siARN 
Scrambled control (A y C); *p < .05 versus (-) Control (B). ap < .05 versus  siARN Scrambled 
+ PTHrP (1-37) (A). ap < .05 versus siARN Control + PTHrP (1-37) (B). PTH: hormona 
paratiroidea; PTHrP: proteína relacionada con la PTH; DE: desviación estándar; siARN: ARN 
pequeño de interferencia. 
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5.4. Regulación del cilio primario en la acumulación de GLI1 dependiente 

de PTHrP en osteocitos MLO-Y4 y en osteoblastos MC3T3-E1

El cilio primario constituye un importante centro de señalización celular (256). 

Una de las vías de señalización estrechamente relacionadas con el cilio primario, 

como ya se ha mencionado previamente en la introducción, es la señalización 

Hh. El cilio primario es capaz de promover osteogénesis a través del balance 

entre las vías canónicas (Hh-Gli) y no canónicas (Hh- -RhoA) de la 

señalización (60,165). Así, se ha observado que el cilio primario es capaz de 

estimular la osteogénesis durante el desarrollo mandibular a través de la 

regulación de SHH (166). También durante el desarrollo mandibular, el cilio 

primario ejerce una regulación sobre los niveles de IHH, lo que a su vez mantiene 

el patrón de expresión condrogénico en las células progenitoras y evita que 

ocurra una osteogénesis ectópica (167). El cilio primario también promueve la 

diferenciación de los osteoblastos durante el proceso de osificación endocondral 

a través de la señalización Ihh (61,161). Además, también se ha descrito la 

relación entre IHH y PTHrP en la regulación de la osificación endocondral, como 

se ha descrito en al apartado 1.3.3 (Karp et al., 2000; Whitfield, 2008; Xiang et 

al., 2014). En conjunto, estos datos aportan evidencia de una regulación 

compleja de la vía de señalización Hh en la que podrían actuar de manera 

conjunta el cilio primario y el ligando PTHrP. 

Por tanto, nuestro siguiente paso fue evaluar si el cilio primario tiene la capacidad 

de modular la activación de la vía de señalización Hh mediada por PTHrP. Para 

ello, inhibimos la formación del cilio primario mediante las 2 aproximaciones 

comentadas anteriormente: transfección con siARNs específicos dirigidos contra 

Ift88, o pre-incubación con HC. Observamos que la estimulación con el péptido 

incrementó los niveles proteicos de GLI1 -un factor de transcripción que es 

sobreexpresado tras la activación de la señalización Hh (Lee, Platt, Censullo, & 

Ruiz i Altaba)- en osteocitos MLO-Y4 y en pre-osteoblastos MC3T3-E1 (Fig. 19A-

B, respectivamente). Además, no se observaron cambios en la expresión 

proteica de PTCH1, el receptor al que se une el ligando Hh para iniciar la vía de 

señalización (257) (Fig. 19C-D) o de SMO, encargada de la transducción de la 

señal al núcleo (258) (datos no mostrados). Por el contrario, sí se detectaron 
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niveles elevados de ARNm del ligando iniciador de la vía Ihh (184) tras la 

estimulación con PTHrP, en ambos tipos celulares (Fig. 19E-F). Además, la 

sobreexpresión de GLI1 inducida por PTHrP se revirtió en osteocitos y 

osteoblastos pre-tratados con HC (Fig. 19A-B), al igual que ocurrió con la 

sobreexpresión de Ihh en células transfectadas con los siRNAs de Ift88 (Fig. 

19E-F). Estos datos sugieren que la estimulación de la señalización Hh por parte 

de PTHrP requiere de la presencia de un cilio primario funcional en osteocitos y 

osteoblastos. 
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Figura 19. El cilio primario media la sobreexpresión del factor de transcripción GLI1 y 
el aumento en los niveles de expresión de ARNm de Ihh dependientes de PTHrP en 
células osteocíticas MLO-Y4 y en células pre-osteoblásticas MC3T3-E1.  (A-D) Las 
células MLO-Y4 (A y C) y MC3T3-E1 (B y D) fueron pre-tratadas o no (control) con HC 
durante 6 horas, tras las cuales fueron estimuladas con PTHrP (1-37) 100 nM durante 24 
horas. Los niveles de expresión proteica de GLI1 y de PTCH1 fueron analizados mediante 
inmunoblot, empleándose tubulina  como control de carga. Se analizaron las bandas de 118 
kDa y las de 170 kDa, correspondientes al tamaño predicho para GLI1 y PTCH1, 
respectivamente. Se muestran autorradiogramas representativos para cada condición. (E-F) 
Alternativamente, ambos tipos celulares fueron transfectados con una mezcla de tres siARNs 
dirigidos contra secuencias específicas del gen Ift88, o con siARN Scrambled durante 24 
horas. Transcurridas, fueron sometidas a 24 horas de privación de suero, seguidas de 
estimulación con PTHrP (1-37) 100 nM durante 24 horas. Los niveles de expresión de ARNm 
de Ihh fueron analizados mediante RT-qPCR. Los resultados representan la media ± DE de 
tres experimentos independientes. *p < .05 versu  Control (A-B); *p < .05 versus siARN 
Scrambled control (E-F); **p < .01 versus  Control; ap < .05 versus Control + PTHrP (1–37) 
(A-B); ap < .05 versus siARN Scrambled control + PTHrP (1–37) (E-F). 
ARNm: ARN mensajero; PTH: hormona paratiroidea; PTHrP: hormona relacionada con la 
PTH; DE: desviación estándar; siARN: ARN pequeño de interferencia. 
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5.5. Papel de GLI1 en los efectos modulados por PTHrP en genes 

relacionados con osteoblastos/osteoclastos y la supervivencia celular en 

células osteocíticas MLO-Y4 y en células osteoblásticas MC3T3-E1

A continuación, de determinó la relevancia de GLI1 sobre la inducción de la 

expresión génica y los efectos pro-supervivencia llevados a cabo por PTHrP en 

células osteocíticas y osteoblásticas. Para ello, se procedió a la pre-incubación 

de ambas líneas celulares con el inhibidor GANT61, que actúa inhibiendo de 

forma específica GLI1 (259,260). La pre-incubación de ambos tipos celulares con 

GANT61 revirtió la sobreexpresión de GLI1 inducida por PTHrP (Fig. 20A y 21A). 

En cuanto al análisis de la expresión génica, observamos que la inhibición de 

GLI1 indujo en osteocitos y osteoblastos un incremento en los niveles de 

expresión de Rankl, lo que se tradujo en una disminución de la relación 

Opg/Rankl (Fig. 20B-D y 21B-D), de manera similar a la observada tras el 

silenciamiento del cilio primario (Fig. 13C-E y 14C-E) o tras su inhibición con HC 

(Fig. 15B-D y 16B-D). Sin embargo, no se vieron afectadas por la inhibición de 

GLI1 la sobreexpresión de Osteocalcina inducida por PTHrP en osteocitos y 

osteoblastos (Fig. 20E y 21E), así como la sobreexpresión de Runx2 observada 

en osteoblastos (Fig. 21F). 
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Figura 20. El factor de transcripción GLI1 regula la expresión génica en las células 
osteocíticas MLO-Y4. (A-E) Las células osteocíticas MLO-Y4 fueron pretratadas o no 
(control) con GANT61 10 M durante 1 hora, de manera previa a privación de suero y 
estimulación con PTHrP 100 nM durante 6 horas. (A) Autorradiogramas representativos que 
muestran cómo GANT61 revierte la sobreexpresión de GLI1 inducida por PTHrP. Se 
analizaron mediante PCR cuantitativa en tiempo real los niveles de expresión de ARNm de 
Opg (B), Rankl (C), Osteocalcina (E), así como la relación Opg/Rankl (D). *p < .05 versus  
Control; **p < .01 versus  control; ap < .05 versus Control + PTHrP (1–37). ARNm: ARN 
mensajero; PTH: hormona paratiroidea; PTHrP: proteína relacionada con la PTH; RANKL: 
ligando del receptor activador para el factor nuclear kappa B; DE: desviación estándar. 
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Figura 21. El factor de transcripción GLI1 regula la expresión génica en las células 
osteoblásticas MC3T3-E1. (A-F) Las células osteoblásticas MC3T3-E1 fueron pretratadas o 
no (control) con GANT61 10 M   durante 1 hora, de manera previa a privación de suero y 
estimulación con PTHrP 100 nM durante 6 horas. (A) Autorradiogramas representativos que 
muestran como GANT61 revierte la sobreexpresión de GLI1 inducida por PTHrP. Se 
analizaron mediante PCR cuantitativa en tiempo real los niveles de expresión de ARNm de 
Opg (B), Rankl (C), Osteocalcina (E) y Runx2 (F), así como la relación Opg/Rankl (D). *p < 
.05 versus  Control; ap < .05 versus Control + PTHrP (1–37). ARNm: ARN mensajero; PTH: 
hormona paratiroidea; PTHrP: proteína relacionada con la PTH; RANKL: ligando del receptor 
activador para el factor nuclear kappa B; DE: desviación estándar.
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Por el contrario, la inhibición de GLI1 con GANT61 sí revirtió los efectos pro-

superviencia ejercidos por PTHrP a 24 y 48 horas en osteocitos (Fig. 22A-B) y 

en osteoblastos (Fig. 22C-D). 

Considerando estos resultados, quisimos estudiar los mecanismos de 

señalización regulados por PTH1R que podrían estar actuando como 

mediadores de este mecanismo citoprotector. Para ello, utilizamos inhibidores 

farmacológicos de dos de las principales vías de señalización -AMPc y Cai2+ -

tras la activación del receptor (102,105,110). Para inhibir el AMPc, se utilizó SQ-

Figura 22. El factor de transcripción Gli1 regula los efectos pro-supervivencia ejercidos 
por PTHrP en osteocitos MLO-Y4 y en osteoblastos MC3T3-E1. Las células osteocíticas 
MLO-Y4 (A-B) y las células osteoblásticas MC3T3-E1 (C-D) se incubaron con GANT61 10 

 durante 1 hora, y después se estimularon 1 hora con PTHrP (1-37) 100 nM. Transcurrida, 
se incubaron en condiciones de privación de suero durante 24 (A y C) o 48 horas (B y D). El 
porcentaje de muerte celular se calculó mediante el método de exclusión con azul de tripano, 
como se describe en el apartado 3.2.4. Los resultados representan la media ± la DE de tres 
experimentos independientes. *p < .05 versus  Control; **p < .01 versus  control; ap < 
.05 versus Control + PTHrP (1–37). PTH: hormona paratiroidea; PTHrP: proteína relacionada 
con la PTH; DE: desviación estándar.
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22536, un inhibidor específico de la adenilato ciclasa A que evita la conversión 

del ATP a AMPc y su posterior liberación (261,262). Como inhibidor de la 

liberación de Cai2+ se empleó U-73122, un antagonista de la PLC que evita la 

liberación de Ca2+ desde el RE (263). Estos inhibidores se añadían al medio de 

cultivo de las células de manera previa a la estimulación con PTHrP (1-37), y se 

observó que ambos inhibían los efectos pro-supervivencia inducidos por PTHrP 

(1-37) (Fig. 23).

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Estos datos sugieren que no solo la vía de señalización Hh, sino también otras 

vías de señalización desencadenadas por PT1HR que utilizan AMPc como 

segundo mensajero o que requieren de la participación de la PLC y la posterior 

liberación de Cai2+ también están implicadas en la supervivencia celular inducida 

por PTHrP en osteocitos. Basándonos en estas observaciones, proponemos 

que PTHrP regula diversos genes osteogénicos a través de mecanismos 

dependientes del cilio primario pero independientes de la vía de 

señalización Hh, y que induce la supervivencia celular en osteocitos y 

Figura 23. Las vías de señalización desencadenadas por PTH1R y dependientes de 
AMPc y de Cai

2+ regulan los efectos pro-supervivencia ejercidos por PTHrP en 
osteocitos MLO-Y4. Las células osteocíticas MLO-Y4 se incubaron con SQ22536  o 
100  1 (A), o bien con U-73122 (B) 1  o 100 nM durante 1 hora.  A continuación, se 
estimularon con PTHrP (1-37) 100 nM durante 1 hora. Transcurrida, se incubaron en 
condiciones de privación de suero durante 24 horas. El porcentaje de muerte celular se 
calculó mediante el método de exclusión con azul de tripano, como se describe en el apartado 
3.2.4. Los resultados representan la media ± la DE de tres experimentos independientes. **p 
< .01 versus  Control; ap < .05 versus Control + PTHrP (1–37). PTH: hormona paratiroidea; 
PTHrP: proteína relacionada con la PTH; DE: desviación estándar. 
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osteoblastos a través de mecanismos dependientes tanto del cilio primario 

como de la vía Hh.

5.6. Efectos de la estimulación mecánica sobre la ciliogénesis y la 
estructura del cilio primario

En la presente Tesis hemos demostrado la influencia del cilio primario en las 

respuestas osteogénicas y la supervivencia celular inducidas por el ligando 

PTHrP. Nuestro grupo de investigación ha demostrado previamente la capacidad 

de PTH1R para actuar como sensor de estímulos mecánicos en osteocitos MLO-

Y4 (116). Además, el cilio primario ha sido descrito como un orgánulo orientado 

hacia la detección de estímulos mecánicos como la deformación/tensión en el 

hueso, el flujo de fluido, vibraciones y daño (142).

Por lo tanto, nos planteamos estudiar la respuesta a mecanoestimulación como 

posible mecanismo modulador adicional de la señalización del eje cilio 

primario/PTH1R desencadenada por ligando. Para ello, se sometieron las 

células MLO-Y4 a movimiento laminar mediante FF, un procedimiento que 

implica la circulación de medio de cultivo sobre la monocapa de células, durante 

10 minutos a una intensidad de 10 dinas/cm2, un régimen de estimulación con 

comprobados efectos anti-apoptóticos en células osteocíticas MLO-Y4 

(222,223). La evaluación de los efectos de la estimulación con FF sobre el cilio 

primario se llevó a cabo en primer lugar mediante el recuento del porcentaje de 

células que presentaban cilio primario (Fig. 24A-B), así como la medida de la 

longitud de los cilios tras el estímulo (Fig. 24C-D). Observamos que la 

estimulación mecánica mediante FF aumentó de manera significativa el número 

de células MLO-Y4 que presentaban cilio primario a partir de los 30 minutos 

posteriores a la finalización del estímulo, con una tendencia ascendente hasta 

las 6 horas posteriores al FF (Fig. 24A). La mecanoestimulación con FF también 

indujo un aumento en el porcentaje de células MC3T3-E1 ciliadas, en este caso 

desde 1 hora después del final del FF, observándose de nuevo la tendencia 

ascendente comentada en las células MLO-Y4 (Fig. 24B).  En las células 

MC3T3-E1, el FF incrementó además la longitud del cilio primario entre los 10 

minutos y la hora posteriores a la realización del estímulo mecánico (Fig. 24D), 
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mientras que no se observaron cambios inducidos por el FF en la longitud del 

cilio en las células MLO-Y4 (Fig. 24C).

 

Figura 24. La estimulación mecánica mediante FF aumenta el porcentaje de células 
MLO-Y4 y MC3T3-E1 que presentan cilio primario, así como la longitud del mismo en 
osteoblastos MC3T3-E1. En células osteocíticas MLO-Y4 y en células pre-osteoblásticas 
MC3T3-E1, se evaluó el porcentaje de células que presentaban cilio primario (A-B), así como 
la longitud de este (C-D) mediante el software ImageJ. (A-D) Se estimularon o no (CE) las 
células con FF con una intensidad de 10 dinas/cm2 durante 10 minutos, tal y como se indica 
en el apartado 3.2.2, tomándose imágenes entre los 10 minutos y las 6 horas posteriores a la 
finalización del estímulo, evaluadas bajo microscopio de fluorescencia. Los resultados 
representan la media ± DE de tres experimentos independientes. (E) Se muestran imágenes 
representativas de cada una de las condiciones estudiadas. *p < .05 versus CE; **p < .01 
versus CE. FF: flujo de fluido; CE: control estático; DE: desviación estándar. 
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El aumento del porcentaje de células que presentan cilio primario, así como 

el incremento de la longitud del mismo observado en los osteoblastos 

MC3T3-E1 sugieren que el estímulo mecánico podría contribuir a potenciar 

los efectos pro-supervivencia y las acciones osteogénicas 

desencadenadas por PTH1R tras ser estimulado con su ligando PTHrP.

5.7. Localización del receptor PTH1R en las caveolas de células 

osteoblásticas MC3T3-E1 

Se han identificado diversos receptores acoplados a proteínas G en las caveolas, 

incluyendo VPAC-2 (208) y GLP-1R (209). Con estos antecedentes, tratamos de 

identificar la posible localización de PTH1R en caveolas de células pre-

osteoblásticas MC3T3-E1. Para ello, se llevaron a cabo inmunofluorescencias 

en las que se emplearon anticuerpos específicos para la detección de PTH1R y 

CAV1 endógenos. Así, observamos que ambos marcajes co-localizaron en las 

células osteoblásticas MC3T3-1 (Fig. 25), lo que indica que parte de los 

receptores PTH1R se sitúa, en condiciones nativas, en las caveolas de los 

osteoblastos MC3T3-E1.  
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Una vez observado que parte de los receptores PTH1R se sitúan en las 

caveolas, decidimos estudiar la localización y movilidad del receptor tras 

estimular con el ligando PTHrP, en células vivas, mediante microscopía confocal. 

Para ello, las células MC3T3-E1 se transfectaron con dos plásmidos; uno que 

sobreexpresa PTH1R unido a la proteína fluorescente verde GFP o GFPPTH1R, 

y otro que sobreexpresa CAV1 unida a la proteína fluorescente roja m-Cherry o 

m-CherryCaveolin-C-10. Mediante esta técnica, pudimos corroborar las 

observaciones realizadas con PTH1R y CAV1 nativa, comprobando la 

localización de GFPPTH1R en las caveolas de las células MC3T3-E1 (Fig. 26). 

Además, pudimos observar que la localización se produce tanto en parches en 

la membrana plasmática como en vesículas a nivel citoplásmico (Fig. 26), lo que 

indica que una parte de los receptores PTH1R se sitúa en las caveolas de 

osteoblastos MC3T3-E1 que sobreexpresan CAV1.  

Figura 25. Parte del PTH1R nativo situado en membrana se localiza en las caveolas de 
células osteoblásticas MC3T3-E1. El marcaje doble mediante inmunofluorescencia se 
realizó con un anticuerpo primario de ratón anti-CAV1 para el marcaje del cilio primario y un 
anticuerpo primario de conejo anti-PTH1R para el receptor de PTH. Se emplearon los 
anticuerpos secundarios de cabra anti-IgG de ratón conjugado AlexaFluor 488 y anti-IgG de 
conejo conjugado con AlexaFluor 568 como secundarios para CAV1 y PTH1R, 
respectivamente. Las imágenes superpuestas en verde y rojo (merge) indican la localización 
de PTH1R en las caveolas. Las imágenes representan el resultado de tres observaciones 
independientes. PTH: hormona paratiroidea; PTH1R: receptor de tipo 1 de la PTH. 
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5.8. Efectos de la localización caveolar de PTH1R sobre su capacidad de 

internalización y movilidad en la membrana plasmática en respuesta a 

estimulación por ligando

Dada la capacidad de las caveolas para reclutar gran cantidad de moléculas de 

señalización y receptores, es posible que la localización caveolar de PTH1R 

pueda modular su dinámica de movilidad en la membrana plasmática. Por tanto,

se procedió al estudio de la internalización del receptor tras la estimulación con 

el ligando PTHrP, en células vivas transfectadas con los plásmidos GFPPTH1R y 

m-CherryCaveolin-C-10. Para ello, se seleccionaron regiones de la membrana 

plasmática en las que PTH1R co-localizaba con las caveolas y otras zonas de 

membrana donde no se producía esta co-localización (Fig. 27A). A continuación, 

se monitorizó mediante microscopía confocal la intensidad de la fluorescencia de 

GFPPTH1R en áreas previamente seleccionadas durante los 30 minutos 

posteriores a la estimulación con PTHrP (Fig. 27B). Este periodo de tiempo ha 

demostrado ser suficiente para observar la internalización causada por ligandos 

de PTH1R previamente (237), en estudios asociados a procesos de 

desensibilización o persistencia de respuesta del receptor (110,264). 

Observamos que la fluorescencia GFPPTH1R se redujo de forma significativa en 

aquellas regiones de membrana en las que PTH1R no se situaba en las 

caveolas, mientras que el descenso de fluorescencia fue mucho menor en zonas 

en las que PTH1R co-localizaba con CAV1. Estos resultados indican que la 

presencia de PTH1R en las caveolas reduce su internalización en respuesta a la 

estimulación con PTHrP.
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También se analizó en células vivas, mediante FRAP, la movilidad en membrana 

plasmática de PTH1R en función de la presencia o no de caveolas. Se analizaron 

las células MC3T3-E1 transfectadas con un siARN dirigido contra una secuencia 

específica del gen de caveolina-1 o con siARN ”Scrambled”, transfectadas o no 

con los plásmidos GFPPTH1R y mCherryCaveolin-C-10. Se seleccionaron regiones 

de interés (RDI) situadas en la membrana plasmática (Fig. 28A), en las que se 

llevó a cabo el fotoblanqueamiento de la fluorescencia verde de GFPPTH1R (Fig. 

28B). Obtuvimos imágenes por microscopía confocal en células vivas tras el 

fotoblanqueamiento, con el objetivo de determinar la capacidad de movilidad del 

Figura 27. La localización de PTH1R en las caveolas reduce su movilidad en respuesta 
a la estimulación con PTHrP, en células osteoblásticas MC3T3-E1. (A-B) Las células 
MC3T3-E1 se transfectaron con los plásmidos GFPPTH1R o mCherryCaveolin-C10 durante 24 
horas. A continuación, se analizó la localización e internalización de PTH1R tras la 
estimulación con PTHrP (1-37) 100 nM durante 30 minutos, mediante imágenes a tiempo real 
con un microscopio confocal y el análisis de la intensidad de fluorescencia GFP. (A) Time 
course de la localización de PTH1R en condiciones no estimuladas, y tras 5, 15 y 30 minutos 
de estimulación con PTHrP (1-37) 100 nM, en las que se muestran regiones en las que el 
receptor co-localiza o no con las caveolas. (B) Análisis de la intensidad de fluorescencia de 
GFPPTH1R durante los 30 minutos posteriores a la estimulación con PTHrP (1-37) 100 nm, en 
el que se comparan zonas en las que PTH1R co-localiza con CAV1 (en rojo) con otras en las 
que no se observa co-localización (en negro). PTH: hormona paratiroidea; PTH1R: receptor 
de tipo 1 de la PTH; CAV1: caveolina-1. 
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receptor en función de su localización en la membrana plasmática y de las 

moléculas a las que se encuentre asociado (Fig. 28C). Se midió la recuperación 

de fluorescencia para las distintas condiciones estudiadas, observándose que la 

inhibición de la formación de las caveolas mediante el silenciamiento con siARN 

de Cav1 producía una mayor recuperación de fluorescencia que la obtenida en 

condiciones de CAV1 nativa (Fig. 28D). Estos datos muestran, además, un 

aumento en el porcentaje de la fracción móvil del receptor PTH1R en células 

osteoblásticas cuando se inhibe la expresión de CAV1 (Fig. 28E). Por el 

contrario, la sobreexpresión de CAV1 ejerció el efecto contrario, produciendo una 

disminución en la recuperación de fluorescencia (Fig. 28D) y, por tanto, un 

descenso en la movilidad del receptor (Fig. 28E). También se representa el 

porcentaje de la fracción inmóvil del receptor para cada una de las condiciones 

estudiadas (Fig. 28F). 
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Figura 28. La localización de PTH1R en las caveolas reduce su movilidad en células 
osteoblásticas MC3T3-E1. (A-F) Las células MC3T3-E1 se transfectaron durante 24 horas 
con un siARN específico de Cav1 o con una secuencia inespecífica Scrambled a modo de 
control, y posteriormente fueron transfectadas o no durante 24 horas con un plásmido 
GFP

PTH1R y un plásmido 
mCherry

Caveolin-C10. De manera previa a la realización del FRAP, 
se reemplazó el medio de las células por -MEM sin rojo de fenol, para reducir al máximo la 
fluorescencia del fondo de la placa Se determinó la movilidad de PTH1R mediante FRAP. (A) 
Se seleccionaron regiones de interés de 2 m de diámetro. (B) Se llevó a cabo el 
fotoblanqueamiento en estas regiones de interés usando un láser de 488 nm con un 50% de 
intensidad, empleando 5 pulsos de blanqueamiento de 863 ms cada uno. (C) Se tomaron 
imágenes durante los 150 segundos posteriores al blanqueamiento. (D) FRAP calculado en 
ausencia o en presencia de CAV1. (E) Cálculo del porcentaje de fracción móvil de PTH1R en 
presencia o en ausencia de CAV1. (F) Cálculo del porcentaje de fracción inmóvil de PTH1R 
en presencia o en ausencia de CAV1. Los resultados representan la media ± EEM de 3 
experimentos independientes. ** p<.01 vs CAV1 nativa. PTH: hormona paratiroidea; PTH1R: 
receptor de tipo 1 de la PTH. CAV1: Caveolina-1; EEM: error estándar de la media. 
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Seguidamente evaluamos si la estimulación del PTH1R por su ligando PTHrP 

podría modular la movilidad e internalización del receptor en función de la 

presencia o no de caveolas en los osteoblastos. Para ello, se llevó a cabo FRAP 

comparando células MC3T3-E1 que expresaban CAV1 de forma nativa, que 

sobreexpresaban CAV1 mediante transfección con el plásmido mCherryCaveolin-

C-10 y que presentaban inhibición de la formación de las caveolas por 

silenciamiento contra el gen de Cav1. Analizamos, para cada una de estas 

situaciones, unas condiciones control no estimuladas frente al estímulo con 

PTHrP (Fig. 29). Tanto en las células en las que se indujo la sobreexpresión de 

CAV1 como en aquellas que presentaban CAV1 nativa, la estimulación con 

PTHrP aceleró la recuperación de fluorescencia respecto a los controles no 

estimulados (Fig. 29 A y B), lo que indica un aumento en la movilidad del receptor 

cuando es estimulado con PTHrP. Esto implica que al menos una fracción del 

PTH1R está retenido en las caveolas y es liberado en respuesta a la estimulación 

por ligando. Sin embargo, en las células en las que se inhibió la formación de las 

caveolas se observó que la recuperación de fluorescencia, y por tanto la 

movilidad del receptor, también aumentaban tras la estimulación con PTHrP (Fig. 

29 C). Estos resultados sugieren la presencia de otras estructuras celulares, 

aparte de las caveolas, que también retienen al PTH1R en la membrana 

plasmática y lo liberan en respuesta a la estimulación por ligando PTHrP.

 

5.9. Efectos de la localización caveolar de PTH1R sobre las vías de 

señalización desencadenadas tras su estimulación por el ligando PTHrP en 

células osteoblásticas MC3T3-E1 

Basándonos en la capacidad de las caveolas para retener parcialmente a 

PTH1R, decidimos analizar los posibles efectos de esta potencial interacción 

sobre algunas de las principales vías de señalización desencadenadas por el 

receptor en respuesta a estímulo por ligando, como la liberación de Cai2+ (265) o 

la fosforilación de ERK 1/2 (266). En primer lugar, se analizó la función que 

podría desempeñar CAV1 sobre la liberación de Cai2+ inducida al estimular con 

PTHrP (1-37). Observamos que la inhibición de CAV1 por silenciamiento inducía 



Resultados 

117 

un aumento tanto en la duración como en la magnitud de la respuesta de calcio 

respecto a la observada en condiciones de caveolina nativa (Fig. 30A). Sin 

embargo, la sobreexpresión de CAV1 (Fig. 30A) ejercía el efecto contrario, 

provocando una reducción en la liberación de Cai2+ intracelular.

 

 

 

 

 

 

Figura 29. Al menos una parte de PTH1R es retenido en las caveolas y liberado en 
respuesta a la estimulación con PTHrP en células osteoblásticas MC3T3-E1. (A-C) Las 
células MC3T3-E1 se transfectaron durante con un siRNA específico contra Cav1 o con una 
secuencia inespecífica Scrambled a modo de control. Posteriormente, fueron también 
transfectadas o no durante toda la noche con un plásmido GFPPTH1R y un plásmido 
mCherryCaveolin-C10. A continuación, se estimularon o no con PTHrP (1-37) 100 nM durante 5 
o 15 minutos para analizar la movilidad de PTH1R mediante FRAP. (A) FRAP calculado y 
porcentaje de fracción móvil de PTH1R en ausencia de CAV1. (B) FRAP calculado y 
porcentaje de fracción móvil de PTH1R en presencia de CAV1 nativa. (C) FRAP calculado y 
porcentaje de fracción móvil de PTH1R en células que sobreexpresan CAV1.  Los resultados 
representan la media ± EEM de 3 experimentos independientes. ***p<0.001 vs (-) CAV1 
nativa. ****p<0.0001 vs (-) CAV1 nativa. **p<.01 vs CAV1 nativa + PTHrP 5´. ap<.0001 Vs (-) 
siARN CAV1. bp<.001 Vs siARN CAV1 +PTHrP 5´ cp<. Vs (-) Sobreexpresión CAV1. #<.05 
vs (-) siARN CAV1 PTH: hormona paratiroidea; PTHrP: proteína relacionada con la PTH; 
PTH1R: receptor de tipo 1 de la PTH; siARN: ARN pequeño de interferencia; EEM: error 
estándar de la media. 
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Además, en las células que sobreexpresaban CAV1, se observaron diferencias 

entre aquellas que presentaban una alta sobreexpresión del plásmido 

mCherryCaveolin-C10 y las que presentaban una baja sobreexpresión del mismo. 

Las células con una alta sobreexpresión del plásmido reducían con una 

intensidad mayor la liberación de Cai2+ intracelular inducida al estimular con 

PTHrP, en comparación con células con baja sobreexpresión de CAV1 (Fig. 

30B).

 

 

 

 

 

 

 

 

 

De manera similar, se procedió a estudiar el efecto que podrían ejercer las 

caveolas sobre la fosforilación de ERK 1/2 inducida al estimular con PTHrP. Para 

Figura 30. La localización de PTH1R en las caveolas reduce la liberación de Cai
2+ en 

células osteoblásticas MC3T3-E1. (A-B) Las células MC3T3-E1 se transfectaron durante 
24 horas con un siRNA específico contra Cav1 o con una secuencia inespecífica Scrambled 
a modo de control. Posteriormente fueron también transfectadas o no durante toda la noche 
con un plásmido GFPPTH1R y un plásmido mCherryCaveolin-C10. Finalmente, se estimularon o 
no con PTHrP (1-37) 100 nM durante 10 minutos, para analizar la liberación de Cai2+ mediante 
incubación con el marcador de Ca2+ Fluo-4AM, a través de la toma de imágenes a intervalos 
de un segundo con un microscopio confocal. (A) Intensidad del Fluo-4AM en condiciones de 
CAV1 nativa, silenciamiento de CAV1 o sobreexpresión de CAV1, tras estimular con PTHrP. 
(B) Intensidad de Fluo-4AM en células con alto grado de sobreexpresión de CAV1 y células 
con bajo grado de sobreexpresión de CAV1. Los resultados representan la media ± DE de 3 
experimentos independientes. Se cuantificaron al menos 18 células para cada condición 
experimental. PTH: hormona paratiroidea; PTHrP: proteína relacionada con la PTH; PTH1R: 
receptor de tipo 1 de la PTH; CAV1: caveolina-1; DE: Desviación estándar. siARN: ARN 
pequeño de interferencia. 
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ello, se silenció o sobreexpresó CAV1 de forma previa a la estimulación con 

PTHrP. En primer lugar, la inhibición de CAV1 indujo unos niveles más altos de 

fosforilación de ERK 1/2 comparada con la de células con CAV1 nativa. Esta 

sobreestimulación fue similar a la observada en todos los grupos en todos los 

grupos tras 5 minutos con PTHrP, independientemente de la presencia de CAV1 

o no (Fig. 31A).

Figura 31. La localización de PTH1R en las caveolas reduce la fosforilación de ERK en 
células osteoblásticas MC3T3-E1. (A-B) Las células MC3T3-E1 se transfectaron durante 
24 horas con un siRNA específico contra Cav1 o con una secuencia Scrambled a modo de 
control. Posteriormente, se transfectaron o no durante 24 horas con un plásmido 
mCherryCaveolin-C10. Finalmente, se estimularon o no con PTHrP (1-37) durante 5 o 15 
minutos. Se analizaron las bandas de 42-44 kDa, correspondientes a los tamaños predichos 
para P-ERK y ERK TOTAL (A), y las bandas de 22 kDa, correspondientes al tamaño predicho 
para CAV1 (B), empleándose tubulina  como control de carga. Se muestran 
autorradiogramas representativos para cada condición. (C) Control de silenciamiento de 
Cav1 en el que se analizaron los niveles de expresión de ARNm mediante PCR cuantitativa 
en tiempo real (RT-qPCR). 
Los resultados representan la media ± DE de 3 experimentos independientes. *p<.05 vs (-) 
CAV1 nativa. **p<.01 vs (-) CAV1 nativa. ap<.05 vs (-) Sobreexpresión CAV1. PTH: hormona 
paratiroidea; PTHrP: proteína relacionada con la PTH; PTH1R: receptor de tipo 1 de la PTH; 
CAV1: caveolina-1; ERK: quinasas reguladas por señales extracelulares; DE: Desviación 
estándar; siARN: ARN pequeño de interferencia. 
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Además, para los diferentes niveles de CAV1 estudiados se observa una 

disminución de la fosforilación de ERK a los 15 minutos del estímulo con PTHrP 

que no se ve afectada por la presencia o no de CAV1 (Fig. 31A). Por tanto, estos 

datos sugieren que la ausencia de CAV1 fomenta la fosforilación basal de 

ERK1/2, pero no parece afectar a la capacidad de PTHrP para fosforilar y 

posteriormente defosforilar ERK1/2 en células osteoblásticas MC3T3-E1.  

En conjunto, estos resultados muestran que la localización de PTH1R en 

las caveolas reduce su movilidad y su capacidad de señalización en 

respuesta a la estimulación por su ligando PTHrP, en células 

osteoblásticas MC3T3-E1.  
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6.1. El cilio primario como modulador de la osteogénesis y la supervivencia 

celular inducida por PTHrP

La activación de PTH1R en osteocitos y osteoblastos es un evento crucial en la 

formación y el mantenimiento óseo (81,82). Diversos estudios in vitro e in vivo

han demostrado que la activación del receptor por el ligando PTHrP favorece la 

supervivencia celular en osteocitos y osteoblastos (116,238,267,268), al tiempo 

que promueve acciones osteogénicas mediante la regulación de genes 

implicados en el remodelado óseo en ambos tipos celulares (113,269,270). Sin 

embargo, los mecanismos moleculares subyacentes a estas respuestas son 

complejos y no están completamente esclarecidos, en parte debido a la dificultad 

para realizar estudios in vitro con osteocitos como consecuencia de su 

naturaleza (células diferenciadas terminalmente) y localización (embebidos en la 

matriz ósea). Por tanto, existen dificultades para el establecimiento de líneas 

inmortalizadas que presenten un fenotipo similar al de los osteocitos in vivo. En 

la presente Tesis Doctoral, los estudios sobre células osteocíticas se han 

realizado en la línea celular MLO-Y4, inmortalizada a partir de osteocitos de 

huesos largos de ratón por el grupo de la Dra. L. Bonewald (234), una 

investigadora pionera y experta en este tipo celular (Bonewald, 2006, 2007). Esta 

línea celular ha sido y es ampliamente utilizada en el estudio de los osteocitos in 

vitro, debido a que expresan genes de manera similar a los osteocitos in vivo, 

caracterizándose por altos niveles de expresión de osteocalcina, E11 y 

Conexina-43 y baja expresión de FA. A pesar de ello, carecen del marcador 

osteocítico SOST (272), un importante inhibidor de la diferenciación 

osteoblástica que actúa sobre la vía Wnt/ -catenina (273). Por otro lado, su 

morfología es similar a la de los osteocitos in vivo, presentando dendritas, y son 

capaces de desarrollar el cilio primario. Para los estudios en osteoblastos se 

empleó la línea de células pre-osteoblásticas de ratón MC3T3-E1, que exhibe un 

comportamiento muy similar al observado en cultivos primarios de osteoblastos 

procedentes de la bóveda craneal. Estas células presentan una gran capacidad 

de diferenciación y mineralización cuando son cultivadas en presencia de ácido 

ascórbico y fosfato inorgánico (274). Además, expresan diversos marcadores 

osteoblásticos, incluyendo Sialoproteína ósea (BSP), Colágeno, Osteocalcina y 
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PTH1R (274). Se ha demostrado que esta línea celular es útil para el estudio de 

los mecanismos de activación de PTH1R y sus efectos sobre la supervivencia 

celular (268) y el remodelado óseo (269).

En la presente Tesis Doctoral, se ha descrito que la comunicación entre las vías 

de señalización inducidas por PTH1R y el cilio primario desempeña un papel 

fundamental en la supervivencia y en las acciones osteogénicas de osteocitos y 

osteoblastos a través de la activación de vías de señalización tanto dependientes 

como independientes de Hh. La presencia de PTH1R en el cilio primario de 

osteocitos y osteoblastos no había sido descrita de forma previa. Los resultados 

presentados en esta Tesis Doctoral demuestran que PTH1R se localiza en el 

cilio primario de osteocitos y osteoblastos, tanto en ausencia de estimulación 

(condiciones control) como tras la estimulación de ambos tipos celulares con el 

ligando PTHP (1-37). Esta observación se ve apoyada por estudios recientes en 

los que, mediante estimulación mecánica, se incrementaba la señalización de 

PTH a través del transporte de PTH1R al cilio primario en células del núcleo 

pulposo en los discos intervertebrales (118). Por tanto, es posible que la 

estimulación mecánica de osteocitos y osteoblastos también incremente el 

transporte de PTH1R al cilio primario, promoviendo las repuestas generadas por 

este receptor. En todo caso, serán necesarios más estudios para analizar las 

implicaciones moleculares de este proceso. La localización de PTH1R en el cilio 

primario podría potencialmente fomentar interacciones con proteínas específicas 

del cilio, como ocurre, por ejemplo, con el anclaje de algunos GPCRs, incluyendo 

el receptor de tipo I de la hormona concentradora de melanina y el receptor de 

tipo III de somatostatina. Estos receptores se unen al cilio primario de neuronas 

hipocampales a través de un complejo multiproteico de proteínas relacionadas 

con el síndrome de Bardet-Biedl (BBS), denominado BBsoma (275). Se ha 

descrito que la unión de PTH1R a diversas moléculas influye en la señalización 

inducida por el receptor (102,276,277). Además, se ha observado que la 

activación por ligando de PTH1R cuando se localiza en el cilio primario células 

del núcleo pulposo induce la activación de la señalización TGF- para mantener 

la homeostasis de los discos intervertebrales durante el envejecimiento (118).

Por lo tanto, la activación de PTH1R en los microdominios del cilio primario de 
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células óseas podría desencadenar la activación de maquinaria molecular 

específica que no se activa en otras regiones de la membrana plasmática y 

conducir a la estimulación de vías de señalización específicas del cilio primario. 

En este sentido, hemos observado que PTHrP induce la sobreexpresión del 

ligando iniciador de la vía de señalización Hh, IHH, así como del efector final de 

la vía, GLI1. La sobreexpresión de estos factores desencadena acciones 

promotoras de supervivencia, dependientes de GLI, exclusivamente en aquellas 

células que presentan cilio primario. La vía Hh es inducida por el cilio primario en 

células de hueso que desempeñan un papel predominante en la osificación 

endocondral durante el desarrollo del esqueleto (189). Estudios previos han 

demostrado que la señalización Hh requiere la presencia de un cilio primario 

funcional, ya que la deleción de diversos genes que codifican proteínas IFT 

asociadas a la formación del cilio como, por ejemplo, IFT80, bloquea la 

ciliogénesis e inhibe la señalización Hh en cartílago postnatal durante la 

formación de hueso (278). De manera similar, se han demostrado interacciones 

entre Hh y la señalización inducida por PTHrP en condrocitos y osteoblastos en 

un estadio temprano de diferenciación (279,280), en el que se ha descrito que la 

señalización Hh promueve la diferenciación e incrementa la expresión de PTHrP 

en osteoblastos a través de la activación de GLI1 (279). Por otro lado, la 

activación constitutiva del receptor PTH1R inhibe la diferenciación condrogénica 

inducida por Hh a través de la inhibición de PKA (280). Sin embargo, previamente 

a nuestros estudios no se habían estudiado las acciones específicas de PTHrP 

sobre la señalización Hh en osteocitos y osteoblastos. En ratones con activación 

genética constitutiva de la vía Hh específica en osteoblastos maduros, se ha 

observado una mayor formación ósea debida al incremento de la supervivencia 

y proliferación de osteoblastos, así como a la estimulación de la osteogénesis 

(194). El análisis de la expresión génica de estos osteoblastos ha revelado que 

la sobreestimulación de la vía Hh no modifica los niveles del marcador de 

diferenciación temprana Runx2, pero sí induce la sobreexpresión de los 

marcadores de diferenciación osteoblástica Osterix -también un marcador 

temprano- y Osteocalcina -marcador tardío osteoblástica (194). De forma similar, 

en la presente Tesis Doctoral observamos una estimulación de la vía Hh 
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dependiente de PTHrP que, a través de la sobreexpresión de GLI1, incrementa 

la supervivencia celular y modula la expresión génica de diversos marcadores 

relacionados con el remodelado óseo en osteocitos, como la relación Opg/Rankl. 

Por otro lado, se ha demostrado que niveles altos de señalización Hh mantenidos 

en el tiempo en osteoblastos maduros co-cultivados con precursores 

mononucleares incrementan la osteoclastogénesis (194). Este efecto se atribuye 

a la sobreexpresión de RANKL inducida por la activación permanente de la vía 

Hh y modulada por PTHrP. De este modo, los ratones en los que la señalización 

Hh está constitutivamente activada en osteoblastos presentan un cierto nivel de 

osteogénesis, aunque en ellos prevalece la resorción ósea, lo que genera un 

hueso frágil y poroso (194). En este contexto, otros estudios han demostrado 

que la administración continua de PTH induce la liberación de diversos factores 

de crecimiento, como TGF- , IL-6 y TNF-  para inducir la diferenciación de 

células CD4+ naive a células Th17 (54), células que promueven la 

osteoclastogénesis mediante la secreción de IL-17, TNF- , IL-1 e IL-6 (281). 

Todo ello conlleva la inducción de la expresión de RANKL en las células del linaje 

osteoblástico, incluyendo los osteocitos (282). Los efectos observados en 

osteoblastos con la señalización Hh constitutivamente activada son similares a 

los producidos por la activación sostenida de PTH y PTHrP sobre PTH1R, 

traducida en un descenso de la relación OPG/RANKL que estimula la resorción 

ósea. Por el contrario, la estimulación intermitente con los ligandos de PTH1R 

ejerce el efecto opuesto, incrementando la relación OPG/RANKL y favoreciendo 

la formación de hueso, en un proceso regulado por el mismo receptor actuando 

sobre un grupo similar de genes (89,113). El patrón de estimulación empleado 

en los experimentos de esta Tesis Doctoral simula un patrón intermitente de 

estimulación -dada la exposición relativamente breve de las células al péptido 

PTHrP- y muestra únicamente características osteogénicas dirigidas por la 

activación de la señalización Hh en osteocitos y osteoblastos.  Así, en contra de 

lo observado en casos con estimulación continua, los datos obtenidos en esta 

Tesis Doctoral sugieren que la estimulación transitoria de la vía Hh con PTHrP 

induce efectos pro-supervivencia y desencadena respuestas osteogénicas, 

minimizando la expresión de señales resortivas, en osteocitos y osteoblastos. En 
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contraste, estudios recientes han demostrado que la inhibición de la vía Hh en 

macrófagos derivados de médula ósea induce diferenciación osteoclástica 

mediada por la reducción en los niveles de expresión de los factores de la vía 

Hh, SMO y GLI1 (283). Estas observaciones indican diversas funciones de la vía 

de señalización Hh en función del tipo celular en el que se exprese, así como de 

sus patrones y tiempos de activación. 

Con respecto a los efectos en la supervivencia celular inducidos por GLI1 

observados en osteocitos y osteoblastos, se han asociado incrementos de 

supervivencia celular en diversos tipos celulares con modulación ejercida por GLI 

(194,284,285). En células de carcinoma de colon, la activación de los factores 

de transcripción GLI favorece la supervivencia celular al menos a dos niveles:  

mediante la prevención de daño en el ADN (285) y también por activación de la 

región promotora de BCL-2, una proteína de la familia de proteínas anti-

apoptóticas Bcl2 (junto con BCL-xl) que actúan inhibiendo la actividad de las 

proteínas BAX para prevenir la liberación de caspasas desde las mitocondrias. 

Otros estudios han determinado que el incremento BCL2/BAX actúa como 

modulador de la apoptosis inducida por la activación del receptor de andrógenos 

en osteocitos y osteblastos (286). También en el tejido óseo, diversos modelos 

in vivo han demostrado que la sobreexpresión de BCL-2 induce un incremento 

en la proliferación de osteoblastos sin afectar a los procesos apoptosis, al tiempo 

que inhibe su diferenciación, mientras que, por el contrario, induce apoptosis en 

osteocitos (287). Por el contrario, en ratones transgénicos que sobreexpresan 

BCLl-xl, sí se observa una inhibición de la apoptosis en osteoblastos, al tiempo 

que presentan una diferenciación osteoblástica y un desarrollo de los osteocitos 

normal, lo que indica que BCL-2 y BCL-xl desempeñan distintas funciones en la 

diferenciación celular y la apoptosis en células óseas (288). En células de 

condrosarcoma, se ha descrito un arresto en la fase G2/M del ciclo celular que 

conduce a un descenso de la supervivencia, a través de la modulación de BCL-

2 y BCL-xl, así como de la inducción de autofagia dependiente de la 

defosforilación de m-TOR (284). Estos procesos se encuentran modulados por 

la activación de la señalización ERK1/2, una vía implicada en la regulación de 

diversos procesos relacionados con el descenso en la proliferación, como la 
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apoptosis, autofagia y senescencia in vivo e in vitro (284,289). Relativo a esta 

regulación en hueso, se ha observado que la represión de la señalización 

ERK1/2 refuerza la inhibición de GLI1 de manera independiente de SMO, al 

tiempo que reduce la expresión de RUNX2, con el objetivo de evitar una 

proliferación celular excesiva (290). Por tanto, la regulación de GLI parece 

desempeñar un papel clave en la regulación de la supervivencia en los diferentes 

estados de diferenciación de los osteoblastos, dado que GLI afecta tanto a 

osteoblastos como a osteocitos.  

PTH y PTHrP señalizan a través del mismo receptor y tienen perfiles agonistas 

similares al estimular las vías de señalización dependientes de PTH1R (102). 

Así, es posible que ambos péptidos tengan efectos similares en osteocitos y 

osteoblastos. Sin embargo, PTHrP y PTH muestran un agonismo parcial en el 

que regulan de manera diferente diversas vías de señalización intracelular como 

la vía dependiente del AMPc, lo que genera diferencias sustanciales en los 

niveles intracelulares de AMPc tras estimular con uno u otro péptido (102). Así, 

es posible que, aunque PTH y PTHrP puedan estimular al mismo receptor, 

desencadenen diferentes duraciones y magnitudes de activación de GLI1 en 

osteocitos y osteoblastos. Estas diferencias pueden implicar cambios en la 

supervivencia celular y en las respuestas de expresión génica inducidas por PTH 

o PTHrP. Además, observamos que algunas acciones desencadenadas por 

PTHrP, como la sobreexpresión de Runx2 y Osteocalcina o el incremento de 

Opg no se ven afectadas por la inhibición de GLI1 o el silenciamiento de Ift88, 

respectivamente. Estudios previos muestran que Osteocalcina y Runx2 son 

sobreexpresados por PTHrP (1-37) o por el péptido análogo PTH (1-34) a través 

de la activación de señalización dependiente de AMPc (291–293). Sin embargo, 

no se observa que la estimulación de la vía Hh inducida por PTHrP produzca una 

regulación de los niveles de Osteocalcina en osteocitos y osteoblastos, así como 

tampoco modula los niveles de expresión de Runx2 en osteoblastos, lo que 

sugiere que existen vías alternativas relacionadas con el cilio primario por las 

que PTHrP modula estos factores. Osteocalcina es un marcador de 

diferenciación terminal de osteoblastos que modula la mineralización ósea (251). 

Con anterioridad se ha demostrado que la activación de PTH1R mediante 
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ligando -en este caso, PTH (1-34)- incrementa la expresión de Osteocalcina

(294) y RUNX2 (295) in vivo. De forma similar, se ha descrito en células 

progenitoras mesenquimales un incremento en los niveles de expresión de 

Osteocalcina y RUNX2 inducido mediante la activación de las vías de 

señalización BMP-2, Wnt/ -catenina y FGF (296–298), estrechamente 

relacionadas con el cilio primario (246,299–301). Por lo tanto, es posible que la 

estimulación por ligando de PTH1R active estas vías de señalización en el cilio 

primario para inducir la expresión de Osteocalcina y Runx2 en células óseas, 

aunque serán necesarios más estudios para analizar los efectos de la activación 

de otras vías de señalización asociadas al cilio primario sobre las acciones de 

PTH1R en la osteogénesis y regulación del remodelado óseo. Por otro lado, se 

ha observado que RUNX2 induce la expresión de diversos genes relacionados 

con la vía de señalización Hh, incluyendo Ihh y Gli1 (298), lo que permitiría 

proponer que RUNX2 actúa como modulador de la activación de la vía Hh 

observada en osteocitos y osteoblastos. 

PTH y PTHrP también regulan los niveles de OPG a través de la activación del 

AMPc en células estromales de médula ósea (302). Ambos péptidos reducen la 

expresión de OPG al tiempo que inducen la sobreexpresión de RANKL, siendo 

ambos procesos mediados por la señalización AMPc/PKA. El descenso 

resultante en la relación OPG/RANKL se traduce en un incremento de la 

osteoclastogénesis cuando las células estromales son co-cultivadas con 

precursores osteoclásticos (302,303). Sin embargo, en estas células, la 

estimulación directa de PKC con 12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato provoca un 

aumento en la expresión de OPG sin afectar a la expresión de RANKL, lo que se 

traduce en un aumento de la relación OPG/RANKL que antagoniza los efectos 

mediados por AMPc/PKA, promoviendo la osteogénesis (302,303).  De manera 

similar, es posible que el aumento en los niveles de Opg observado en osteocitos 

y osteoblastos en esta Tesis se deba a una activación de PKC inducida por la 

estimulación de PTH1R, a través del reclutamiento de la proteína G q y la 

activación de PLC (102). En este contexto, en la presente Tesis Doctoral se ha 

observado que esta vía de señalización está implicada en la inducción de 

supervivencia en osteocitos en respuesta a la estimulación con PTHrP. Los 
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efectos pro-supervivencia de PKC han sido previamente descritos (116,304), lo 

que refuerza la idea de que pueda desempeñar, en estas condiciones, funciones 

osteogénicas a través de la sobreexpresión de OPG. En conjunto, nuestros datos 

sugieren que la señalización PTH1R en osteocitos y osteoblastos -al menos las 

vías de señalización relacionadas con AMPc y PLC- no se ve afectada por el 

silenciamiento del cilio primario o la inhibición de GLI1.  

En esta Tesis Doctoral se muestra por primera vez que el cilio primario es un 

importante mediador de las acciones de PTH1R en osteocitos y osteoblastos. 

Además, la activación de la vía de señalización hedgehog parece ser un evento 

indispensable mediante el que PTH1R y el cilio primario cooperan para inducir la 

supervivencia celular. Nuestros resultados indican que PTH1R induce 

acciones pro-supervivencia a partir de mecanismos tanto dependientes del 

cilio primario como de la activación de Hh, mientras que modula las 

respuestas osteogénicas a través de vías dependientes del cilio primario 

pero independientes de GLI1 en osteocitos y osteoblastos (Fig. 32). 
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6.2. Efecto combinado de la estimulación por ligando y la estimulación 

mecánica de PTH1R en osteocitos y osteoblastos 

En la presente Tesis Doctoral se ha determinado que la estimulación mecánica 

mediante el paso de flujo de fluido (FF) incrementa el porcentaje de células que 

presentan cilio primario en osteocitos y osteoblastos y produce un aumento en 

la longitud del cilio primario observado en osteoblastos. Anteriormente, se ha 

descrito que interacciones hidrodinámicas incrementan la longitud del cilio 

primario de diversos tipos celulares (130), en un proceso que probablemente 

implique un descenso en los niveles de Cai2+, un aumento en los niveles de AMPc 

y PKA (305), y la regulación de la vía de señalización m-TOR (306,307); sin 

embargo, la regulación ejercida por esta vía sobre la longitud del cilio ha 

mostrado resultados controvertidos hasta el momento. Por un lado, se ha 

descrito que el inhibidor de la vía m-TOR, rapamicina, induce ciliogénesis, 

produciendo, sin embargo, un acortamiento del cilio primario (308), mientras que 

su activación incrementa la longitud del cilio primario (309). Por el contrario, otros 

estudios en células epiteliales renales y endoteliales indican que la rapamicina 

Figura 32. Mecanismo propuesto para la regulación del cilio primario sobe los efectos 
pro-supervivencia y las acciones osteogénicas de PTHrP en osteocitos y osteoblastos. 
PTHrP induce acciones pro-supervivencia a través de mecanismos dependientes del cilio 
primario y de GLI1, e induce la sobreexpresión de los genes osteogénicos Runx2, 
Osteocalcina y Fa a través de mecanismos dependientes del cilio primario pero 
independientes de Gli1, en osteocitos y osteoblastos. 
PTH: hormona paratiroidea; PTHrP: proteína relacionada con la PTH; Runx2: factor 2 de 
transcripción relacionado con Runt; Fa: Fosfatasa alcalina. 
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induce un aumento en la longitud del cilio primario que incrementa la sensibilidad 

a la estimulación por flujo de fluido (307). Por tanto, la vía m-TOR modula la 

ciliogénesis y la estabilidad ciliar en algunos tipos de células, aunque los 

mecanismos moleculares mediante los que llevaría a cabo esta regulación en 

células óseas aún no han sido estudiados. 

Los receptores y enzimas de la vía de señalización Notch, implicados en la 

diferenciación osteoblástica, la función osteoclástica dependiente de 

osteoblastos y el destino celular en células progenitoras mesenquimales (310), 

pueden también encontrarse localizados en el cilio primario. En este sentido, la 

activación de Notch es capaz de modular ciliogénesis (311), incrementar la 

longitud del cilio primario (312) y la inducción de la vía Hh mediante la 

acumulación de SMO en el cilio (246,313). Por ello Notch podría ser otro 

candidato a modular las propiedades del cilio primario en células óseas en 

respuesta a estímulo mecánico. Por otro lado, el aumento en el número de 

células ciliadas en respuesta a la estimulación mecánica podría estar inducido 

por la expresión del factor de transcripción nuclear eritroide 2, ya que ha sido 

descrito como un inductor de la ciliogénesis y de la vía de señalización Hh (314) 

implicado en las propiedades mecánicas del hueso y la formación de hueso en 

respuesta a estimulación mecánica (315). En base a estas observaciones, y 

dada la naturaleza del cilio primario como centro organizador de señalización, es 

posible que el aumento en la ciliogénesis y longitud del cilio primario observados 

en esta Tesis Doctoral en respuesta a la estimulación con FF puedan potenciar 

la señalización de PTH1R inducida por ligando. En este contexto, se ha 

observado que PTHrP ejerce efectos aditivos a la carga mecánica en el 

incremento de la formación ósea y la prevención de la apoptosis osteocítica a 

través de la activación de ERK1/2 y la translocación nuclear de -catenina (267), 

lo que serviría de apoyo a la hipótesis anteriormente propuesta.  

Varios estudios han relacionado diversos cambios en la ciliogénesis y el 

porcentaje de células con cilio primario con distintos procesos asociados con el 

envejecimiento o senescencia, así como con diversas patologías. Así, se ha 

observado en fibroblastos senescentes un aumento en la frecuencia y longitud 

del cilio primario que correlacionan con bajos niveles de expresión de la vía Hh 
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(233). Por el contrario, en células del disco intervertebral se ha observado que el 

envejecimiento induce un descenso en el porcentaje y la longitud del cilio 

primario (316). Además, se ha establecido una correlación entre la elongación 

del cilio primario y la alteración de la mecanotransducción celular en osteoblastos 

de pacientes con escoliosis idiopática, lo que conlleva una reducción en los 

niveles de diversos factores osteogénicos como BMP-2 y RUNX2 (317). 

Por lo tanto, es posible que incrementos en el porcentaje y la longitud del 

cilio primario debidos a causas fisiológicas, como la estimulación 

mecánica debida a interacciones hidrodinámicas, sean capaces de 

promover la señalización anabólica de diversos receptores acoplados a él, 

como es el caso de PTH1R, mientras que alteraciones en la ciliogénesis o 

incrementos/reducciones en la longitud ciliar debidas a patologías, 

senescencia o envejecimiento, reduzcan la señalización de diversos 

receptores acoplados al cilio primario.

                                                                                                                          

6.3. Las caveolas modulan la dinámica de movilización e internalización de 

PTH1R 

Con anterioridad, se ha descrito la localización de diversos GPCRs en las 

caveolas de diversos tipos celulares, como el receptor B2 de bradicidina, el 

receptor -adrenérgico, el receptor de colecistoquinina, los receptores A1 de 

adenosina, los receptores muscarínicos de acetilcolina, el receptor de endotelina 

A (ETAR), VPAC2 y GLP-1R (208,209,318–323). Sin embargo, la presencia de 

PTH1R en las caveolas de osteoblastos no había sido descrita con anterioridad. 

Los resultados presentados en esta Tesis Doctoral demuestran que parte del 

conjunto de receptores PTH1R endógenos situado en la membrana plasmática 

se sitúan en las caveolas de las células osteoblásticas MC3T3-E1. Además, la 

sobreexpresión simultánea del receptor conjugado con la proteína fluorescente 

verde GFP(GFPPTH1R) y de CAV1 conjugada con la proteína fluorescente roja 

mCherry (m-CherryCaveolin-C-10), permitió observar que la co-localización no solo 

se produce a nivel de la membrana plasmática, sino que también se produce en 

endosomas localizados en el citoplasma. Esto indica que la internalización del 
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receptor puede producirse también a partir de endosomas derivados de las 

caveolas, como ha sido descrito para GLP-1R tras su activación  (209). En otros 

GPCRs estudiados hasta la fecha en distintos tipos celulares, la localización en 

las caveolas puede darse tras la activación del receptor por la unión del agonista, 

como en el caso del receptor de bradicidina, los receptores de tipo I y II de 

angiotensina y el receptor muscarínico m2 de acetilcolina (319,324,325). 

También puede ocurrir que el receptor se encuentre localizado en las caveolas 

en ausencia de estimulación y que se produzca la salida del mismo de las 

caveolas tras su activación, como ocurre en el receptor A1 de adenosina, el 

receptor 2-adrenérgico y el receptor B2 de bradicidina (318,322). Al igual que 

ocurre con PTH1R en la presente Tesis Doctoral, la activación por ligando del 

receptor ETAR no modifica, al menos durante varios minutos tras la estimulación, 

su localización caveolar (326). 

De manera similar a lo observado en el cilio primario, la localización de PTH1R 

en las caveolas puede promover interacciones con otras proteínas localizadas 

en esta región de la membrana plasmática, lo que podría desencadenar la 

activación de maquinaria molecular específica que no se activa en otras regiones 

de la membrana plasmática. Esta localización temporal también podría modular 

la activación del receptor de un modo distinto, ya sea modificando la magnitud o 

temporalidad, respecto a la activación en otras zonas de la membrana 

plasmática. A este respecto, estudios previos han demostrado que la localización 

de diversos GPCRs en las caveolas puede modular su estabilidad (326), 

internalización (209,327) y su capacidad de señalización (321). 

De acuerdo a los resultados obtenidos en esta Tesis Doctoral, la localización de 

PTH1R en las caveolas de células osteoblásticas reduce su capacidad de 

internalización en respuesta a su activación por el ligando PTHrP (1-37). Cuando 

PTH1R se localiza en la membrana plasmática y es estimulado por los ligandos 

PTH/PTHrP, se produce rápidamente el reclutamiento de las -arrestinas 1 y 2, 

las cuales inducen la internalización del complejo ligando-receptor en 

endosomas (110,328). El proceso de internalización del receptor difiere en 

función del ligando, ya que los endosomas que contienen complejos PTH-

PTH1R-arrestina son muy estables y continúan señalizando durante largos 
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periodos de tiempo (>30 minutos) a través de la activación del AMPc (109), 

mientras que los complejos PTHrP-PTH1R-arrestina son más inestables y son 

degradados rápidamente tras la internalización, estando su capacidad de 

señalización además limitada a la membrana plasmática (264). En ambos casos, 

PTH1R puede ser reciclado a la membrana plasmática (329). Estudios previos 

han demostrado que las caveolas constituyen una vía alternativa con distintos 

compartimentos celulares para conseguir dirigir los ligandos que capturan a los 

endosomas tardíos/lisosomas (330), en un proceso que implica la fosforilación 

de las caveolinas, el reclutamiento y la activación de la proteína motora dinamina 

y la reorganización del citoesqueleto (330). En este contexto, se ha observado 

que los GPCRs VPAC2 y GLP-1R son internalizados al interior celular asociados 

con CAV1 en células de musculo liso y células , respectivamente (208,209).  

Por otro lado, en células óseas se ha observado que CK2.3, un péptido que actúa 

mimetizando la activación de BMPRIa y estimulando la vía de señalización ERK 

para la inducción de osteogénesis, es internalizado en un proceso mediado por 

las caveolas (331). Además, otros componentes de las caveolas, como la cavina-

1, tienen la capacidad de alterar la internalización de vesículas extracelulares 

derivadas de células de cáncer de próstata que metastatizan a hueso, para 

atenuar la osteoclastogénesis y la proliferación osteoblástica mediadas por estas 

vesículas (332). Por tanto, es posible que la internalización de PTH1R cuando 

se localiza en las caveolas ocurra de forma diferente a la internalización mediada 

por -arrestinas que tiene lugar en la membrana plasmática y, debido a ello, 

podamos observar diferencias en las cinéticas de internalización. En cualquier 

caso, serán necesarios más experimentos para identificar la maquinaria 

molecular encargada de la internalización de PTH1R en los osteoblastos en 

relación a las caveolas.   

En esta Tesis Doctoral también se ha observado que la localización de PTH1R 

en las caveolas reduce su capacidad de difusión en la membrana plasmática, 

tanto en condiciones control (no estimuladas) como tras la estimulación con 

PTHrP (1-37). Estudios previos mediante la técnica de recuperación de 

fluorescencia tras fotoblanqueamiento (FRAP) han mostrado un incremento en 

el porcentaje de fracción inmóvil del receptor de tipo 2 de bradicidina (B2R) 
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cuando este se localiza en las caveolas (333), lo que probablemente se deba a 

una barrera que ralentiza la difusión en los microdominios caveolares y, que de 

forma no específica, afecta a grandes proteínas transmembranales. Un efecto 

similar podría estar ocurriendo también con PTH1R en los osteoblastos. Por otro 

lado, la estimulación de PTH1R con el ligando PTHrP (1-37) incrementa el 

porcentaje de fracción móvil del receptor tanto en presencia como en ausencia 

o sobreexpresión de CAV1. Esto sugiere por una parte que el ligando puede 

causar disociación del receptor con estructuras que lo inmovilicen en membrana, 

como puede ser la caveolina-1. Además, indica que, aparte de las caveolas, 

deben existir otras estructuras moleculares en la membrana plasmática que 

retienen a PTH1R y que causan baja difusión del receptor en ausencia de 

caveolina. En este contexto, se ha observado que PTH1R presenta un dominio 

de anclaje al citoesqueleto de actina y de unión al factor regulador intercambiador 

Na+/H+ 1 (NHERF1), una proteína que ensambla complejos macromoleculares y 

regula la localización, movilidad y señalización de diversos GPCRs. De esta 

forma, cuando se produce la activación de PTH1R, NHERF1 se disocia 

rápidamente del receptor e induce su agregación en grandes complejos 

enriquecidos en ezrina (una proteína de unión a actina) y clatrina, y se produce 

una interacción entre PTH1R y ezrina, de manera que se induce un cambio 

conformacional que estabiliza al primero en la membrana plasmática y produce 

la rápida inactivación de la ezrina (237,334). Esto favorece la internalización y 

correcta señalización del receptor. También, se ha observado que el 

reclutamiento de -arrestinas al receptor no se produce hasta que no se ha 

disociado de NHERF1 (237), lo que afecta a la localización, difusión y capacidad 

de señalización del receptor. 

6.4. Las caveolas modulan la señalización desencadenada por PTH1R en 

respuesta a su estimulación por PTHrP

Los resultados de la presente Tesis Doctoral muestran que la localización de 

PTH1R en las caveolas reduce la señalización desencadenada por el receptor 

en respuesta al estímulo por el ligando PTHrP. Por un lado, se ha observado que 
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la presencia de PTH1R en las caveolas reduce la liberación de Cai
2+ inducida 

por PTHrP (1-37). Diversos trabajos han indicado que CAV1 actúa como un 

modulador positivo de la señalización de Cai
2+, por ejemplo, en receptores 

muscarínicos de células de tiroides. Tras la interacción con el receptor, CAV1 

modula la liberación de Cai
2+ a través de su unión a G q, lo que provoca la 

liberación del dímero G , prolongando así el tiempo en el que el heterotrímero 

se encuentra disociado, y causando una señalización de Ca2+ sostenida (214). 

De manera similar, el silenciamiento de la expresión de CAV1 reduce la 

intensidad de las respuestas de Ca2+ inducidas por los receptores de bradicidina 

e histamina en células musculares lisas (335,336). Además, la deficiencia de 

CAV1 en células endoteliales se ha asociado a deficiencias en la vasodilatación 

inducida por la señalización de Ca2+ en respuesta a estrés mecánico y a 

acetilcolina (337). Sin embargo, estudios recientes en la línea celular 

osteoblástica MC3T3-E1 han demostrado que CAV1 atenúa la liberación de 

Cai
2+ inducida por la activación de un receptor purinérgico de ATP, P2X7R. La 

activación de este receptor en células del linaje osteoblástico induce la expresión 

de diversos marcadores génicos como Osterix y Osteocalcina, lo que conduce a 

un incremento en la osteogénesis (338). La regulación ejercida por CAV1 sobre 

la señal de Cai2+ inducida por P2X7R podría actuar como un mecanismo  para 

evitar la señalización continua por parte del receptor, dado que la activación 

permanente del receptor induce apoptosis en diversas líneas celulares, lo que 

tiene implicaciones en la mineralización y la proliferación ósea, si bien es cierto 

que en células óseas no se ha visto activación de caspasas tras la activación de 

P2X7R (225,339). Así, una fracción de receptores P2X7R se sitúa en las 

caveolas, aunque sin interaccionar directamente con CAV1. Su activación 

mediante la estimulación con ATP induce la endocitosis de las caveolas, lo que 

puede alterar la disponibilidad de diversas proteínas asociadas con la vía de 

señalización de P2X7R localizadas en la membrana plasmática. Por lo tanto, es 

posible que la menor liberación de Cai2+ observada tras sobreexpresar CAV1 en 

esta Tesis Doctoral responda a un mecanismo regulador por parte de CAV1 

sobre PTH1R, que conduzca a su endocitosis con el objetivo de evitar su 
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activación prolongada, de manera similar a la regulación ejercida sobre P2X7R 

en células osteoblásticas.

Por otro lado, se analizaron los efectos de la localización de PTH1R en las 

caveolas sobre la capacidad del receptor para inducir fosforilación de ERK1/2 en 

respuesta a la estimulación por ligando. Así, observamos que el silenciamiento 

de Cav1 indujo hiperfosforilación de ERK1/2 en condiciones basales (no 

estimuladas), que no se veía incrementada tras la estimulación con PTHrP. 

Anteriormente, se ha descrito en fibroblastos -tanto in vivo como in vitro- 

(340,341) que la inhibición de la expresión de CAV1 induce estimulación 

permanente de la cascada ERK1/2 iniciada por la activación de diversos GPCRs. 

Esto se traduce en la regulación de diversas respuestas de crecimiento o 

diferenciación (342). De manera similar, la sobreexpresión de CAV1 también 

inhibe la activación de la señalización ERK1/2 inducida por el receptor del factor 

de crecimiento endotelial vascular (VEGFR2), reduciendo la proliferación celular 

en células endoteliales fetoplacentales ovinas (343). Por otro lado, se ha 

observado en osteocitos que la estimulación mecánica activa VEGFR2 a través 

de un mecanismo dependiente de CAV1, lo que a su vez promueve la activación 

de ERK1/2 e induce efectos anti-apoptóticos (224). En este sentido, se ha 

demostrado que la integridad de las caveolas es necesaria para la activación de 

la señalización ERK1/2, ya que se ha observado que, si bien la inhibición de las 

caveolas empleando agentes de depleción del colesterol como metil 

ciclodextrina inducen niveles basales más altos de fosforilación de ERK1/2 (343), 

se reduce la capacidad de diversos receptores, sean o no GPCRs, para inducir 

respuestas de activación de la señalización ERK1/2, como ocurre con VEGF2, 

CaR -un receptor sensor de calcio- o ETBR  (326,340,343). Por lo tanto, es 

posible que la señalización ERK1/2 inducida por PTH1R en las caveolas se 

desencadene de manera similar a la inducida por los receptores previamente 

comentados, y que la retención de ERK1/2 por parte de CAV1 en las caveolas 

impida su translocación al núcleo y reduzca la proliferación y supervivencia 

celular. La activación constitutiva de ERK1/2 que se produce al inhibir la 

expresión de CAV1, si bien se ha descrito que puede tener efectos pro-

supervivencia en diversos tipos celulares, como las células estromales del 
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endotelio (344), los cardiomiocitos (345) y los osteocitos (223), podría 

desembocar en una proliferación celular descontrolada, dando lugar a la 

aparición de tumores a través de la activación de ciclinas D dependientes de 

quinasas y de la vía de señalización m-TOR (346,347). En contraste, también se 

ha descrito que la activación permanente de ERK1/2 es capaz de inducir la 

detención de la proliferación, apoptosis, autofagia y senescencia (289), como 

ocurre en fibroblastos transformados de ratón (348) o en queratinocitos humanos 

(349), entre otros tipos celulares. Por tanto, el proceso de defosforilación de 

ERK1/2 resulta un proceso clave para evitar la activación constitutiva de la 

señalización. Nuestros resultados nos permiten observar que la estimulación con 

PTHrP durante 15 minutos dio lugar a la defosforilación de las células 

hiperfosforiladas, probablemente debido a la activación de fosfatasas asociadas 

a MAPK (MKP) como MKP1, que en células óseas reduce los niveles de 

fosforilación de ERK1/2 para proteger a las células del estrés oxidativo (350) y 

para disminuir la proliferación celular excesiva (351,352).  

En conjunto, los resultados obtenidos en esta Tesis Doctoral indican que 

las caveolas, y en particular CAV1, actúan como moduladores negativos de 

la movilidad, internalización y señalización inducida por la activación por 

ligando de PTH1R (Fig. 33). Esto puede deberse a que las caveolas se 

encuentran compartimentalizadas y presentan numerosas diversas moléculas 

que podrían reducir la accesibilidad de otras moléculas que en diferentes 

circunstancias se asociarían a PTH1R cuando el receptor se encuentra en las 

caveolas. De este modo, las proteínas G que se acoplan al receptor activado 

podrían tener mayor dificultad para desplazarse por la caveola y transducir sus 

señales. El propio ligando podría tener dificultado su acceso al receptor cuando 

este se encuentra situado en las caveolas.  

Por el contrario, como se comentó en la introducción, se ha descrito que la 

capacidad de las caveolas para regular su forma o el tráfico molecular 

hacia/desde la membrana plasmática para adaptarse a estímulos mecánicos es 

capaz de inducir la activación de diversas vías de señalización en distintos tipos 

celulares (221,223). En células del linaje osteoblástico, se ha observado que 

Cav1 resulta esencial para la activación de la señalización ERK1/2 en respuesta 
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a mecanoestimulación, lo que promueve la supervivencia celular  (223,224). 

Estos efectos pro-superviencia requieren de la presencia de caveolas 

funcionales (222). Además, se ha descrito previamente que estos efectos pro-

supervivencia que implican la fosforilación de ERK1/2 están modulados por 

PTH1R (116). Sin embargo, nuestros resultados indican que la sobreexpresión 

de CAV1 no induce un incremento de la fosforilación de ERK1/2 ni un mayor 

aumento de la respuesta a la estimulación por ligando. Por tanto, es posible que 

la activación de PTH1R mediante estimulación mecánica ejerza efectos 

diferentes a la activación por ligando cuando el receptor se encuentra en las 

caveolas. 

 

 

 

 

 

 

6.5. Relación del cilio primario y las caveolas con patologías relacionadas 

con el envejecimiento

Estudios previos han descrito la presencia de un número aumentado de caveolas 

en diversas patologías relacionadas con el envejecimiento (353,354). Según los 

resultados obtenidos en esta Tesis, puede sugerirse que la abundancia de 

caveolas esté actuando como un inhibidor de la señalización y produzca una 

Figura 33. Mecanismo propuesto para la activación del PTH1R en las caveolas de 
osteoblastos. La localización de PTH1R en las caveolas reduce su movilidad, su capacidad 
de internalización, la liberación de Cai2+ y la fosforilación de ERK1/2 inducida por su 
estimulación con el ligando PTHrP. 
PTH: hormona paratiroidea; PTHrP: proteína relacionada con la PTH; PTH1R: receptor de 
tipo I de la PTH Cai2+: calcio intracelular; ERK1/2: quinasas reguladas por señales 
extracelulares.
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reducción en la supervivencia, proliferación y diferenciación celular. Además, la 

expresión de CAV1 se encuentra incrementada en diversos tipos de células 

senescentes, como fibroblastos (355) o células estromales de médula ósea 

(356), células no activas metabólicamente que se acumulan en los tejidos 

durante el envejecimiento. También se ha demostrado que la señalización p53-

p21, mediada por CAV1, promueve la adquisición de un fenotipo senescente 

cuando las células del núcleo pulposo son sometidas a estrés oxidativo , como 

ocurre en diversas enfermedades crónicas asociadas con el envejecimiento, 

como la osteoporosis (357). Además, CAV1 puede promover daño en el ADN a 

través del bloqueo de EGFR o elevando los niveles de radicales libres mediante 

la inhibición de diversos antioxidantes como Trx1 y Nrf2 (358,359). Por tanto, se 

ha propuesto que el número incrementado de caveolas observado en las células 

senescentes no sean funcionales. Paradójicamente, la reducción en los niveles 

de expresión de CAV1 también puede inducir senescencia de forma prematura, 

de manera que CAV1 representa un regulador pleiotrópico de la senescencia 

celular. Niveles elevados de CAV1 contribuyen al desarrollo de senescencia 

replicativa prematura en respuesta a estrés celular, mientras que su deficiencia 

promueve senescencia prematura en células quiescentes a través de la 

inducción de la formación del cilio primario y de alteraciones en la función 

mitocondrial (360). Por lo tanto, de acuerdo a la bibliografía y a los resultados 

obtenidos en la presente Tesis Doctoral, parece que el número de caveolas 

afecta a una amplia cantidad de vías de señalización y respuestas celulares, en 

las que participa tanto como modulador positivo como negativo.  

Por otro lado, se han relacionado anomalías en el porcentaje de células que 

presentan cilio primario, así como en la longitud del mismo, con la progresión de 

diversas enfermedades relacionadas con el envejecimiento, especialmente 

aquellas relacionadas con neurodegeneración, como las enfermedades de 

Alzehimer o Parkinson. De este modo, se ha observado un alargamiento del cilio 

primario relacionado con el envejecimiento en diversos tipos neuronales (361). 

Se ha descrito que, durante el desarrollo, tanto el cilio primario como las vías de 

señalización relacionadas con él modulan la proliferación y quiescencia de 

células progenitoras neurales, lo que podría contribuir a la regulación del 
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envejecimiento (362). En este contexto, se ha relacionado la deficiencia en la 

activación de las vías de señalización Shh, Wnt o Notch con diversas 

alteraciones metabólicas relacionadas con el envejecimiento (363–365). 

Además, se ha relacionado la incapacidad para desensamblar de forma correcta 

el cilio primario con el desarrollo de senescencia prematura  (360).

De este modo, puede proponerse que la modulación del tráfico del receptor 

PTH1R por la membrana plasmática, entre diversos centros transductores 

de señalización, como el cilio primario o las caveolas, podría constituir una 

potencial diana terapéutica en el tratamiento de diversas patologías 

asociadas al envejecimiento, como la osteoporosis. 



 
 

7.Conclusiones 
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1. Parte de los receptores de tipo I de la PTH se localizan en el cilio primario 

de osteocitos y osteoblastos, tanto en ausencia de estimulación como tras 

su activación por el ligando PTHrP.

2. PTHrP regula la expresión de diversos genes osteogénicos a través de 

mecanismos dependientes del cilio primario pero independientes de la vía 

de señalización Hh.

3.  PTHrP induce la supervivencia celular en osteocitos y osteoblastos a 

través de mecanismos dependientes tanto del cilio primario como de la 

vía Hh. 

4. La estimulación mecánica mediante FF incrementa el porcentaje de 

células óseas que presentan cilio primario, así como la longitud del mismo 

en osteoblastos. 

5. Una fracción de los receptores PTH1R se sitúan en las caveolas de 

células osteoblásticas. 

6. La localización de PTH1R en las caveolas reduce su capacidad de 

difusión en la membrana plasmática, así como su internalización.

7. La localización de PTH1R en las caveolas disminuye la liberación de Cai2+

y la fosforilación de ERK1/2 inducidas por la estimulación con el ligando 

PTHrP.

La localización de PTH1R en diferentes subestructuras de la membrana 

plasmática, como el cilio primario o las caveolas, modula su capacidad de 

activación y las vías de señalización desencadenadas por él en respuesta 

a la estimulación por su ligando PTHrP, en osteocitos y osteoblastos.
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1. A pool of PTH type I receptors is located in the Primary cilium of osteocytes 

and osteoblasts, both in the absence or presence of PTHrP ligand 

stimulation.

2. PTHrP regulates the expression of several osteogenic genes through 

primary cilium-dependent and Hh signaling-independent mechanisms.

3. PTHrP induces cell survival in osteocytes and osteoblasts through primary 

cilium- and Hh signaling-dependent mechanisms. 

4. Mechanical stimulation by FF increases the percentage of bone cells that 

present primary cilia, as well as the length of primary cilium in osteoblasts. 

5. At least a fraction of PTH1R is located in the caveolae of osteoblastic cells. 

6. Caveolar location of PTH1R reduces the receptor diffusion at the plasma 

membrane, as well as its internalization. 

7. Caveolar location of PTH1R decreases Cai2+ release and phosphorilation 

of ERK1/2 induced by PTHrP ligand stimulation.

 

PTH1R location in different subcelular structures in the plasma membrane, 

such as the primary cilium and caveolae, modulates receptor activation and 

signaling pathways induced by PTHrP ligand stimulation, in osteocytes and 

osteoblasts. 
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En la presente Tesis Doctoral existen diversas limitaciones a tener en cuenta. En 

primer lugar, la totalidad de los experimentos se ha llevado a cabo empleando 

líneas celulares de ratón establecidas. Esto significa que en esta Tesis Doctoral 

no se han analizado los efectos de la distinta señalización de PTH1R en función 

de su localización subcelular en organismos completos, por lo que serán 

necesarios más experimentos en diversos modelos animales que corroboren los 

resultados obtenidos. En relación a los modelos celulares empleados, las células 

MLO-Y4 son células osteocíticas que presentan diferencias en cuanto a los 

niveles de expresión de ciertos marcadores clásicos de osteocitos, siendo las 

más destacable la ausencia de expresión de SOST. Algo similar ocurre con las 

células MC3T3-E1, ya que, aunque se comportan de manera similar a 

osteblastos primarios de la bóveda craneal, no pueden considerarse 

osteoblastos en sentido estricto, sino células pre-osteoblásticas. De nuevo, este 

hecho deja patente la necesidad de experimentos en modelos animales que 

corroboren los resultados obtenidos. 

La hipótesis más aceptada actualmente sobre cómo las células óseas sienten in 

vivo la estimulación mecánica se basa en el aumento del flujo de fluido intersticial 

en el sistema lacuno-canalicular. Por tanto, la técnica aplicada para la 

estimulación mecánica de las líneas celulares MLO-Y4 y MC3T3-E1, el FF, es 

capaz de afectar a la deformación celular a través de la simulación de un flujo 

sobre una monocapa de células, todo ello dentro del rango fisiológico estimulado 

para osteocitos y osteoblastos in vivo. Sin embargo, los osteocitos in vivo se 

encuentran embebidos en matriz ósea en un entorno tridimensional, no 

dispuestos como una monocapa, por lo que serían necesarios más experimentos 

en modelos animales que confirmen los resultados obtenidos en esta Tesis. 

Por otro lado, los experimentos realizados mediante la sobreexpresión del 

plásmido mCherryCaveolin-C-10 inducen un mayor nivel de expresión de CAV1, 

por encima de niveles basales en las células. De manera similar, se ha 

observado que el silenciamiento de Cav1 utilizando un siRNA específico reduce 

sus niveles de expresión. Sin embargo, serían necesarios análisis 

complementarios que permitiesen determinar si este aumento o reducción en la 
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expresión de CAV1 se traduce realmente en un mayor o menos número de 

caveolas funcionales.

En cuanto a las perspectivas para futuros estudios, será necesario, como se 

comentó anteriormente, realizar experimentos en modelos animales y/o análisis 

en muestras humanas que confirmen la validez de los resultados obtenidos. 

También existe la posibilidad de estudiar la influencia de otras vías de 

señalización moduladas por el cilio primario sobre los efectos pro-supervivencia 

y la regulación de genes osteogénicos ejercidos por PTHrP y el cilio primario. 

Entre estas vías de señalización, destaca la señalización Wnt/ -catenina (120), 

que ejerce una regulación sobre el metabolismo óseo y la osteogénesis (366) y 

cuya activación ha sido relacionada con promoción de la supervivencia en 

células de la microglía (367). También la vía TGF- /BMP, relacionada con la 

osteoblastogénesis y la mineralización ósea (368,369), así como con regulación 

de la supervivencia (370), podría ser una potencial candidata para continuar con 

nuestros estudios.  

Como se ha descrito en la presente Tesis Doctoral, la estimulación mecánica 

mediante FF incrementa el porcentaje de células que presentan cilio primario 

tanto en osteocitos como en osteoblastos, así como un aumento en la longitud 

del cilio en estas últimas. De cara a futuros estudios, sería conveniente analizar 

la implicación de diversas vías de señalización que puedan encontrarse 

implicadas en este aumento del porcentaje de células ciliadas, así como de las 

vías encargadas de la modulación de la longitud del cilio primario. De manera 

complementaria, se debería estudiar si el incremento de la longitud o del 

porcentaje de células con cilio primario afecta de algún modo a los efectos pro-

supervivencia y a la regulación de genes osteogénicos ejercida por PTH1R tras 

su activación por ligando PTHrP.

Por otro lado, en esta Tesis Doctoral se ha descrito la co-localización de PTH1R 

y de CAV1, y como ésta afecta a la capacidad de difusión e internalización del 

receptor. Sin embargo, no se han realizado análisis para la observación de la 

integridad estructural y funcional de las caveolas, que serían convenientes para 

la validación de los resultados obtenidos. Además, sería interesante analizar 
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cómo la posible localización de PTH1R en las caveolas modifica su mecanismo 

de internalización, y si en él también intervienen las -arrestinas. 

También se han estudiado los efectos de la co-localización de PTH1R y CAV1 

sobre diversas vías de señalización desencadenadas por el receptor en 

respuesta a la estimulación por PTHrP, como la liberación de Cai2+ o la 

fosforilación de ERK1/2. De cara a futuros estudios, sería interesante analizar 

como la posible localización subcelular de PTH1R en las caveolas afecta a otras 

vías de señalización desencadenadas por PTH1R tras su activación por ligando, 

como la vía AC/AMPc/PKA, con efectos descritos en la regulación de diversos 

genes implicados en la regulación del metabolismo óseo, como SOST y RANKL.
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