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El hueso es un tejido dinamico que se remodela continuamente ante una
gran variedad de estimulos, entre ellos el estimulo mecanico. Los osteocitos, las
células mas abundantes del tejido 6seo, responden a las fuerzas mecanicas
controlando la funcién de osteoblastos y osteoclastos. De modo que el aumento
de actividad fisica conlleva un incremento de la formacién 6sea, mientras que la
inmovilizacion aumenta la resorcidon. Ademas, la estimulacion mecanica
disminuye la apoptosis de los osteocitos y favorece la formacion de hueso. El
cilio primario, un organulo apendicular formado durante la fase quiescente del
ciclo celular, se ha descrito como un potencial mecanosensor en las células
oseas. Ciertas respuestas osteogénicas inducidas por flujo de fluido (FF) in vitro
disminuyen por inhibicion del cilio primario en osteocitos MLO-Y4. Otro potencial
mecanosensor en el metabolismo 6seo son las caveolas, pequefas
invaginaciones de membrana plasmatica ricas en colesterol y fosfolipidos, cuya
funcion principal es el reclutamiento de moléculas para obtener concentraciones
apropiadas de efectores de sefalizacion. El receptor de tipo 1 de la
parathormona (PTH) (PTH1R) modula los efectos de osteoblastos, osteoclastos
y osteocitos tras su activacion por la PTH o la proteina relacionada con la PTH
(PTHrP) en células osteoblasticas. Ademas, algunas acciones de PTH1R
parecen desencadenarse directamente por estimulacion mecanica. Por lo que se
planteé que PTH1R forma un complejo de sefalizacion en el cilio primario o en
las caveolas esencial para la mecanotransduccion en osteocitos, el cual afecta
a la comunicacién entre los osteocitos y los osteoclastos. El receptor PTH1R, el
cilio primario y las caveolas forman parte de la maquinaria molecular responsable
de transducir la estimulacion mecanica para disminuir la migracion y la
diferenciacion osteoclastica. Esto se produciria a través de la regulacion de la
secrecion de las citoquinas promigratorias de monocitos CXCL5 e IL-6. También
se determind que, en condiciones de estimulacion mecanica se produce la
elongacion del cilio primario, permitiendo una mayor movilizacién del receptor
PTH1R al cilio, el cual se distribuye a lo largo de todo el cilio primario. Esto podria
potencialmente aumentar la capacidad de los osteocitos para detectar estimulos
mecanicos Yy, por consiguiente, que se activaran mas facilmente las vias de

sefalizacion de PTH1R. También se determin6 que algunas vias de sefializacion
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activadas por PTH1R, como la via Hedhehog, en la cual esta implicada la
proteina GLI1, asi como la activacion de la proteina quinasa A (PKA) y la proteina
quinasa C (PKC), estaban implicadas tanto en la migracion como en la
diferenciaciéon de las células monociticas, puesto que tras la inhibicién de GLI1,
PKA y PKC se producia un incremento tanto en la migracion como en la
diferenciacion de estas células. Este efecto se veia inhibido cuando se
neutralizaba IL-6 en los secretomas de los osteocitos estimulados tanto
mecanicamente con FF o con PTHrP (1-37). En conclusion, los datos obtenidos
en la presente Tesis Doctoral indican que el cilio primario, las caveolas y PTH1R
son necesarios en los osteocitos para una correcta comunicacién con los
osteoclastos y muestran que la estimulacidon mecanica inhibe el reclutamiento y
la diferenciacion de los osteoclastos a través de CXCL5, mientras que la
activacion de PTH1R y del cilio primario regula a los osteoclastos a través de IL-
6.

Palabras clave: receptor de tipo 1 de la parathormona (PTH1R), proteina

relacionada con la parathormona (PTHrP), estimulo mecanico, flujo de fluido

(FF), cilio primario, caveolas, osteocitos, osteoclastos, CXCL5, IL-6.
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Bone is a dynamic tissue that continually remodels in response to a wide
variety of stimuli, including mechanical stimuli. Osteocytes, the most abundant
cells in bone tissue, respond to mechanical forces by controlling the function of
osteoblasts and osteoclasts. Thus, increased physical activity leads to increased
bone formation, while immobilization increases resorption. In addition,
mechanical stimulation decreases osteocyte apoptosis and promotes bone
formation. The primary cilium, an appendicular organelle formed during the
quiescent phase of the cell cycle, has been described as a potential
mechanosensor in bone cells. Certain osteogenic responses induced by fluid flow
(FF) in vitro are diminished by inhibition of the primary cilium in MLO-Y4
osteocytes. Another potential mechanosensor in bone metabolism are caveolae,
small plasma membrane invaginations rich in cholesterol and phospholipids,
whose main function is the recruitment of molecules to obtain appropriate
concentrations of signalling effectors. The parathyroid hormone (PTH) receptor
type 1 (PTH1R) modulates the effects of osteoblasts, osteoclasts and osteocytes
following activation by PTH or PTH-related protein (PTHrP) on osteoblastic cells.
In addition, some actions of PTH1R appear to be directly triggered by mechanical
stimulation. It was therefore proposed that PTH1R forms a signalling complex in
the primary cilium or caveolae essential for mechanotransduction in osteocytes,
which affects communication between osteocytes and osteoclasts. PTH1R
receptor, primary cilium and caveolae are part of the molecular machinery
responsible for transducing mechanical stimulation to decrease osteoclast
migration and differentiation. This would occur through the regulation of the
secretion of the cytokines CXCL5 and IL-6. It was also determined that, under
mechanical stimulation, elongation of the primary cilium occurs, allowing for
increased mobilization of the PTH1R receptor to the cilium, which is distributed
throughout the primary cilium. This could potentially increase the ability of
osteocytes to detect mechanical stimuli, and therefore more readily activate
PTH1R signalling pathways. Signalling pathways activated by PTH1R, such as
the Hedhehog pathway, in which GLI1 protein is involved, as well as activation of
protein kinase A (PKA) and protein kinase C (PKC), were also found to be
involved in both migration and differentiation of monocytic cells, since inhibition
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of GLIM, PKA and PKC resulted in an increase in both migration and
differentiation of these cells. This effect was inhibited when IL-6 was neutralised
in the secretomes of osteocytes stimulated either mechanically with FF or with
PTHrP (1-37). In conclusion, the data obtained in this PhD thesis indicate that the
primary cilium, caveolae and PTH1R are necessary in osteocytes for proper
communication with osteoclasts and show that mechanical stimulation inhibits
osteoclast recruitment and differentiation through CXCLS5, while activation of

PTH1R and primary cilium regulates osteoclasts through IL-6.
Keywords: parathyroid hormone (PTH) receptor type 1 (PTH1R), PTH-

related protein (PTHrP), mechanical stimulation, fluid flow (FF), primary cilium,

caveolae, osteocytes, osteoclasts, CXCL5, IL-6.
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1. Tejido 6seo
1.1. Composicion y funciones del tejido 6seo

El tejido éseo es un tejido conjuntivo especializado compuesto por una
matriz extracelular mineralizada y por células 6seas. La matriz mineralizada
incluye un componente mineral (65%), organico (25%) y agua (10%). El
componente mineral del tejido 6seo es crucial para mantener la fuerza y la rigidez
O0sea. El grado de mineralizacion del tejido &seo viene determinado
principalmente por la tasa de recambio 6seo, proceso que consiste en la
renovacion del tejido deteriorado (1). El componente inorganico del hueso esta
constituido principalmente por iones de fosfato y calcio, aunque también se
pueden encontrar cantidades significativas de bicarbonato, sodio, potasio,
citrato, magnesio, carbonato, fluorita, cinc, bario y estroncio (2,3). La mayor parte
del componente organico es colageno tipo I, pero también hay proteinas no
colagenas que contribuyen a la mineralizacion y adhesion (1,4). El colageno tipo
| es depositado por los osteoblastos durante la formacion 6sea. Primero se
sintetiza el procolageno como precursor, el cual esta formado por tres cadenas
polipeptidicas en triple hélice, estabilizado por modificaciones postraduccionales
y enlaces disulfuro. Tras su secrecion en la matriz extracelular, el procolageno
se escinde de los extremos amino y carboxilo terminal, lo que permite el
autoensamblaje espontaneo en fibrillas de colageno que seran estabilizadas por
modificaciones postraduccionales que permiten la formacion de enlaces
cruzados intermoleculares e interfibrilares (5). Las proteinas no colagenas
regulan y dirigen la construccion y el mantenimiento de la matriz extracelular.
Aunque estas proteinas solo representan un 2% del peso del hueso, juegan un
papel crucial en la regulacion de la formacién y el tamafo de las fibrillas de
colageno, en el control de la mineralizacion y, ademas participan en la
sefalizacion y en la adhesion celular. Estas proteinas se dividen en varios

grupos:

1. Proteoglucanos, que contribuyen en la regulacion de la mineralizacion
al afectar a la nucleacion y al crecimiento del mineral de fosfato caicico.

Ademas, dirigen el desarrollo embrionario del esqueleto (6).
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Glucoproteinas, participan en la regulacion de la mineralizacién ésea.
La fosfatasa alcalina (FA) es usada como un biomarcador de formacion
O0sea. También interviene en la regulacion de la adhesion y en el
proceso de mineralizacién llevado a cabo por la vitronectina, una
importante glucoproteina de adhesion celular (4,7).

Proteinas fosforiladas de la matriz como las proteinas SIBLING (Small
Integrin-Binding Ligand, N-linked Glycoportein) que estan asociadas
con la mineralizacion 6sea (4).

Osteocalcina (OCN), mejora la unién del calcio y controla la agregacion
de mineral sobre la matriz organica. Se utiliza como marcador de
formacion 6sea, aunque también podria regular a los osteoclastos y a
sus precursores (8).

Osteonectina, se localiza en lugares de agregacion mineral, por lo que
podria promover la nucleacién de nuevos minerales. También juega un
papel importante en la proliferacion osteoblastica. Ademas, se puede
unir al factor de crecimiento de fibroblastos 2 (FGF2), al factor de
crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) y al factor de crecimiento del

endotelio vascular (VEGF) pudiendo regular su actividad (4,9).

El agua es el responsable de algunas de las propiedades hidraulicas de los

tejidos duros, y las estructuras que presentan deshidratacion tienen una mayor

debilidad. La mayoria del agua presente en el hueso se estima que se localiza

en el sistema canalicular, alrededor de los osteocitos y de sus proyecciones
dendriticas (10).
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Las células éseas que componen el hueso son:

- Osteoblastos, son células cuboidales, con un nucleo situado cerca
de la membrana basal. Se localizan a lo largo de la superficie 6sea y
representan un 5% de las células 6seas. Son responsables de la
sintesis del colageno tipo | y de la secrecion de enzimas que
promueven la mineralizacién de la matriz para facilitar la formacion de

hueso. Estas células muestran caracteristicas morfolégicas propias de
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las células sintetizadoras de proteinas, incluyendo un abundante
reticulo endoplasmatico rugoso (RER) y un prominente aparato de
Golgi, asi como varias vesiculas de secrecion (11). Los osteoblastos
se diferencian a partir de las células madre mesenquimales. Para ello
se requiere la expresion de genes especificos y de una serie de
procesos programados, como la sintesis de proteinas morfogenéticas
oseas (BMPs) y miembros de la via Wnt. La expresion del factor de
transcripcion relacionado con Runt (Runx2), el gen distal-less
homeobox 5 (DIx5) y osterix (Osx) son cruciales en el proceso de
diferenciacion osteoblastica (12). Adicionalmente, Runx2 es capaz de
regular otros genes en osteoblastos como el colageno tipo 1 a-1
(Col1at), Fa, la sialoproteina 6sea (Bsp) y Ocn. En el proceso de
diferenciacion de osteoblastos, cuando los progenitores osteoblasticos
expresan Runx2y Col1a1 se produce una fase de proliferacion. En
esta fase, los progenitores muestran altos niveles de Fa,
considerandose preosteoblastos. La transicidon de los preosteoblastos
a osteoblastos maduros se caracteriza por un incremento en la
expresion de Osx y en la secrecion de proteinas de matriz como OCN,
BSP I/l y colageno tipo | (13). Ademas, hay una serie de factores que
tienen un papel fundamental en la diferenciacién de los osteoblastos,
como por ejemplo, el FGF. La interaccion entre los osteoblastos y la
matriz O0sea a través de las integrinas también modula la
diferenciacion, la funcion y la supervivencia de los osteoblastos (14).
Los osteoblastos maduros presentan procesos citoplasmaticos hacia
la matriz 6sea y alcanzan los procesos osteocitarios. En esta etapa,
los osteoblastos maduros pueden sufrir apoptosis o convertirse en
osteocitos (12,15). Entorno a un 60-80% de los osteoblastos sufren
apoptosis tras el proceso de sintesis y mineralizacion de matriz. Las
BMP ademas de desempefar un papel importante en la diferenciaciéon
de los osteoblastos también inducen la apoptosis en progenitores
osteoblasticos mesenquimales en los tejidos interdigitales durante el
desarrollo de manos y pies, asi como en osteoblastos maduros. La
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sefalizacion Wnt inhibe la apoptosis de los osteoblastos maduros y de
los osteocitos. En cambio, la esclerostina, un antagonista de la via
Wnt, sintetizada por los osteocitos induce la apoptosis de los
osteoblastos in vitro. La parathormona (PTH) y la carga mecanica
reducen la sintesis de esclerostina, favoreciendo la diferenciacién y la

prolongacion de vida de los osteoblastos (14).

Osteoclastos, se originan de las células madre hematopoyéticas (16).
El primer precursor reconocido del osteoclasto es la unidad formadora
de colonias de granulocitos-macréfagos (CFU-GM) en la médula dsea.
Los precursores mononucleares hematopoyéticos se fusionan para
formar osteoclastos maduros, los cuales son multinucleados. Un
osteoclasto maduro puede llegar a tener hasta 20 nucleos. El tamafno
y el numero de nucleos es importante en el proceso de resorcion ésea,
ya que los osteoclastos de mayor tamafo presentan una menor
capacidad de resorcion 6sea (14). Recientemente, se ha comprobado
que los osteoclastos maduros también pueden sufrir procesos, no solo
de fusion, sino también de fisidén, dando lugar a unas células llamadas
osteomorfos. Los osteomorfos son células moviles capaces de volver
a fusionarse y formar osteoclastos funcionales (17). Los precursores
osteoclasticos proliferan en respuesta a factores de crecimiento como
la interleuquina 3 (IL-3), el factor estimulante de colonias de
granulocitos-macrofagos (GM-CSF) y el factor estimulante de colonias
de macrofagos (M-CSF) para formar precursores comprometidos a la
diferenciacion de osteoclastos. Estos preosteoclastos mononucleares
comprometidos se diferencian y se fusionan para formar osteoclastos
multinucleados bajo la influencia del ligando del receptor activador del
factor nuclear kappa-B (RANKL). También se requieren proteinas de
membrana como la proteina transmembrana especifica de células
dendriticas (DC-STAMP) y la subunidad D2 de la V-ATPasa (14). M-
CSF, secretado por las células mesenquimales osteoprogenitoras y
por los osteoblastos, contribuye a la diferenciacion, migracion vy
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supervivencia de los osteoclastos uniéndose al receptor del factor 1
estimulante de colonias de macrofagos (cFMS) presente en los
precursores osteoclasticos. Mientras que RANKL, secretado por
osteoblastos, osteocitos y células estromales, facilita la formacion de
osteoclastos cuando se une a su receptor RANK presente en los
precursores osteoclasticos (18,19). RANKL media distintos aspectos
de la diferenciacion de osteoclastos, incluyendo la fusion de
precursores mononucleares en células multinucleadas, la adquisicion
de marcadores especificos de osteoclastos, la adhesion de estas
células a las superficies Oseas, la estimulacion de la resorcion y
promover la supervivencia de los osteoclastos. La expresion y
secrecion de RANKL por parte de los osteoblastos esta regulada por
hormonas y citoquinas como la vitamina D, la PTH, y por IL-1, IL-6 e
IL-11, las cuales promueven la osteoclastogénesis (14). Por otro lado,
la osteoprotegerina (OPG), la cual es producida por osteoblastos y
células estromales entre otras células, se une a RANKL, evitando la
interaccion RANKL/RANK, dando lugar a la inhibicion de la
osteoclastogénesis (20,21). La interaccion RANKL/RANK también
promueve la expresion de otros factores osteoclastogénicos como el
factor nuclear de las células T activadas 1 (NFATc1), el cual induce la
expresion de la proteina DC-STAMP, esencial para la fusién de los
precursores osteoclasticos (22). Cuando tiene lugar la interaccion de
NFATc1 con los factores de transcripcion PU.1, cFos y el factor de
transcripcion asociado a microftalmia (MITF), se produce la regulacion
de genes especificos de osteoclastos como son: la fosfatasa acida
resistente al tartrato (Trap) o catepsina K, esenciales para la actividad
de los osteoclastos (23). Los osteoclastos pueden expresar ATPasas
vacuolares (V-ATPasa) en el borde ondulado de su membrana, donde
bombean protones a las lagunas de resorcién para disolver la
hidroxiapatita (16). En esta regién, los protones y las enzimas como
TRAP, catepsina K y la metaloproteinasa 9 de matriz (MMP-9) son
transportadas a los compartimentos llamados lagunas de Howship
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permitiendo la degradacion 6sea (24,25). Tras completar la resorcidon
0sea, los osteoclastos pueden sufrir muerte celular programada o
apoptosis. M-CSF, RANKL, IL-6 y el factor de necrosis tumoral a (TNF-
a) son capaces de retrasar la apoptosis, a través de la activacion de la
via de sefalizacion de las quinasas ERK. La activacion de ERK es
esencial para mantener la supervivencia de los osteoclastos. El
fosfoinositol-3-quinasa (PI3-K) presenta efectos antiapoptoticos en los
osteoclastos y podria promover su supervivencia activando a la
quinasa AKT, la cual es requerida para la diferenciacion de los
osteoclastos, pero no para su supervivencia, ya que AKT es un
regulador negativo de la via de sefalizacion ERK. mTOR es otra diana
de PI3-K-AKT requerida para las acciones antiapoptéticas de M-CSF,
RANKL y TNF-a. mTOR inhibe las acciones de BIM, una proteina
proapoptotica. ERK también regula a ciertas proteinas de
supervivencia como a MITT y BCL-2. mTOR también es activado por
las proteinas ERKs (14). Ademas de degradar el hueso, los
osteoclastos también producen factores llamados clastoquinas que
controlan a los osteoblastos durante el remodelado 6seo, y también
hay evidencias de que los osteoclastos pueden regular directamente
el nicho de las células madre hematopoyéticas a través de sus efectos
sobre la diferenciacion de los osteoblastos, aunque no se ha

identificado un mecanismo preciso (26).

Osteocitos, son las células mas abundantes, representan un 90% de
las células 6seas. Se localizan en el interior de las lagunas, rodeadas
por la matriz 6sea mineralizada y presentan una morfologia dendritica.
Derivan de células madre mesenquimales a través de la diferenciacion
de los osteoblastos. En este proceso se distingue cuatro fases:
osteoide-osteocito, preosteocito, osteocito joven y osteocito maduro.
Al finalizar la formacion 6sea, una subpoblacién de osteoblastos se
convierte en osteocitos incorporandose en la matriz ésea. Este

proceso va acompafiado de cambios morfoldgicos y ultraestructurales.
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El numero de organulos como RER y aparato de Golgi disminuye, y el
ratio nucleo/citoplasma también disminuye, puesto que se reduce la
sintesis y secrecion de proteinas (12,16). Durante el desarrollo de los
procesos citoplasmaticos en los osteocitos, la proteina E11/GP38
presenta un papel importante, regulando la dinamica del citoesqueleto
de actina. La inhibicidn de esta proteina en células osteociticas MLO-
Y4 muestran un bloqueo en la elongacién de las dendritas, sugiriendo
que E11/GP38 esta implicada en la formacion de las dendritas en los
osteocitos (27). Mientras que el cuerpo celular del osteocito se
encuentra dentro de la laguna, sus procesos citoplasmaticos (hasta 50
por cada célula) atraviesan diminutos tuneles que se originan en el
espacio lacunar denominados canaliculos, formando el sistema
lacunocanalicular del osteocito (28). Estos procesos citoplasmaticos
se conectan con otros de osteocitos adyacentes por uniones
comunicantes o gap, facilitando el transporte intercelular de pequefias
moléculas de sefializacion como prostaglandinas y oxido nitrico (NO)
(29). Ademas, el sistema lacunocanalicular de los osteocitos esta
préximo al suministro vascular, por lo que el oxigeno y los nutrientes
llegan facilmente a los osteocitos (30). La comunicacion que se
produce célula-célula es posible gracias al liquido intersticial que fluye
entre los osteocitos y los canaliculos (31). Por el sistema
lacunocanalicular, los osteocitos actian como mecanosensores, ya
que su red interconectada tiene la capacidad de detectar presiones y
cargas mecanicas, contribuyendo asi a la adaptacion del hueso a las
fuerzas mecanicas diarias (32,33). En respuesta a estimulos
mecanicos, los osteocitos orquestan la formacion de nuevo hueso
reclutando a los osteoblastos. Esto es posible gracias a la deteccion
de sefales mecanicas (34) y a la liberacion de moléculas de
sefializacion como el NO (35), prostaglandinas (PGE, y PGl2) (36),
esclerostina (37), ATP y Ca?* (38,39), entre otros, los cuales modulan
la actividad de los osteoblastos (40). Los osteocitos maduros

presentan una disminucion en la expresion de los genes Ocn, Bspll,
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colageno tipo | y Fa, en cambio, presenta una alta expresion de la
proteina de matriz dentina 1 (DMP1) y SOST (38). Ademas, la
esclerostina se une a LRP5/6, previniendo la activacion de la via Wnt.
Los osteocitos en comparacion con los osteoblastos presentan mayor
proporcion de proteinas relacionadas con la mineralizacién y el
metabolismo del fosfato, incluyendo la fosfoglucoproteina de matriz
extracelular (MEPE), DMP1 y FGF23, entre otros. Los osteocitos
también expresan altos niveles del inhibidor de |la formacion 6sea, la
proteina 1 relacionada con Dickkopf (DKK-1) (14). Ademas, la
expresion de genes anti-apoptoticos incrementa en los osteocitos
expuestos a cizallamiento. Esta expresion parece depender de varias
vias de sefalizacion dentro del osteocito, en concreto, de la activacion
de integrinas y la consiguiente sefializacién a través de SRC quinasas,
asi como por la activacion de receptores de prostaglandinas y la
consiguiente sefalizacion a través de la proteina quinasa A (PKA) o -
catenina (41). La existencia de estos procesos destaca la importancia
de la relacion entre la carga mecanica y la viabilidad de los osteocitos
para la homeostasis del esqueleto (1). Cuando se produce la apoptosis
de los osteocitos (42) se activa localmente a los osteoclastos,
favoreciendo la resorcion 6sea. Una disminucion de la secrecion del
factor de crecimiento transformante beta (TGF-f) (43), un incremento
de la secrecion de RANK-L (44,45) y de M-CSF (42), asi como la
formacion de cuerpos apoptoticos de osteocitos (46) da lugar a la
activacion de los osteoclastos. Por tanto, la activacion de los
osteoclastos se produce por la pérdida de la inhibicion constitutiva de
los osteocitos sobre los osteoclastos (47) y por la liberacion de factores
estimuladores tras la muerte de los osteocitos (42). En base a lo
expuesto anteriormente, podemos decir que los osteocitos son
esenciales para la remodelacion 6sea, ya que gracias a su capacidad
mecanosensora son capaces de regular la actividad de los
osteoblastos y los osteoclastos (30,48). Esto queda evidenciado en

varios estudios, los cuales sugieren que el dafio en la red de los
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osteocitos podria afectar a la calidad del hueso al dificultar la
reparacion del hueso danado o al promover un resorcidon Osea

excesiva (1,49).

En cuanto a su utilidad, el hueso es un érgano multifuncional y desempefa
distintos papeles, entre los que se encuentran: a) soporte mecanico, requiere
una microarquitectura 6sea con cierto grado de fuerza y rigidez para adaptarse
a la carga mecanica y a la locomocion; b) proteccion, especialmente de zonas
vitales como el torso y la cabeza, organizandose de una forma que pueda
absorber la maxima energia proporcionado el minimo dafo; c) mantenimiento
de la homeostasis mineral; ya que sirve como reserva de iones, especialmente
de calcio y fosfato; d) hematopoyética, las regiones compuestas en gran parte
de hueso esponjoso, como la cresta iliaca, las vértebras y el fémur son fuentes
de células sanguineas durante toda la vida; y también desempefa una
importante e) funcién endocrina, ya que participa en la regulacién del
metabolismo energético y del balance del fosfato mediante la secrecion de OCN
y de FGF23, respectivamente (4,9,16).

1.2. Tipos de tejido 6seo.

A nivel macroscépico el hueso se puede dividir en hueso cortical y hueso
esponjoso. Estos tipos de hueso no solo se distinguen por su porosidad sino

también por su localizacion y su funcion.

- Hueso cortical: es un hueso duro y compacto, siendo la mayor parte
de su volumen matriz mineralizada. Esta compuesto por osteonas
conocidas como sistema haversiano, que consiste en laminillas
concéntricas dispuestas alrededor de un canal por el que circulan vasos
sanguineos, linfaticos y nervios. Los canales haversianos del hueso
cortical presentan una porosidad en torno al 3-5%, aunque esta
aumenta con la edad. El hueso cortical es el principal componente de
los ejes y las diafisis de los huesos largos y cortos de las extremidades.

También se encuentra alrededor del hueso esponjoso del cuerpo
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vertebral, las metéfisis de los huesos largos, de la cresta iliaca y del
craneo. Su principal funcidn es proporcionar soporte mecanico vy

proteccion (4).

Hueso esponjoso: es un hueso de estructura porosa que se compone
de trabéculas, cada una de ellas de aproximadamente 200 ym de
espesor, pero solo comprende alrededor del 25 al 30% del volumen total
de tejido, siendo el resto espacio ocupado por la médula ésea. Este
tejido se localiza principalmente en la metafisis de los huesos largos, en
las vértebras, costillas y cresta iliaca. La principal funcién del hueso
esponjoso es metabdlica, aunque su estructura dispuesta en trabéculas
permite aumentar la capacidad de soporte mecanico redirigiendo la

carga soportada por el hueso cortical (4).

La localizacion de estos dos tipos de hueso da lugar a cuatro superficies

Oseas distintas: trabecular, intracortical, endocortical y la superficie periostica

(50).

1.3. Desarrollo y mantenimiento del tejido éseo

1.3.1. Osteogénesis

El desarrollo del tejido 6seo u osteogénesis comienza en humanos en el

primer trimestre de gestacion y continta en los primeros afios postnatales. Se

distinguen dos tipos diferentes en funcion del ambiente en el cual se inicia la

osificacion:
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Osificacion intramembranosa: este proceso tiene lugar en zonas de
tejido conjuntivo embrionario muy vascularizado formado en su mayoria
por células mesenquimales. El hueso se produce directamente a partir
de las condensaciones de células mesenquimales, sin necesidad de
formar cartilago (51,52). Las células mesenquimales se condensan,
proliferan y se diferencian directamente en osteoblastos para formar

huesos intramembranosos. El factor de transcripcion RUNX2 juega un
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papel indispensable en este proceso. Los osteoblastos comienzan a
secretar matriz 6sea, y algunos de ellos quedan atrapados en la matriz
convirtiétndose en osteocitos (53). Posteriormente, las porciones
osificadas se engrosan y forman una estructura trabecular, en la que
osteoblastos diferenciados forman las primeras espiculas dseas, que
después se fusionan formando trabéculas, las cuales al interconectarse
dan lugar al tejido 6seo. Mediante este proceso se forman los huesos

planos tales como los del craneo, la escapula y la clavicula (54).

- Osificacion endocondral: es el principal proceso responsable para
formar gran parte del esqueleto de los mamiferos en las etapas iniciales
del desarrollo fetal, generando hueso a través de un cartilago
intermedio. La transicion de tejido mesenquimal a cartilago hialino, y de
este a hueso esta estrechamente ligada a la diferenciacién de
condrocitos, osteoblastos y la diferenciacion vascular (55). El proceso
de osificacion endocondral incluye distintas etapas; la condensacion de
células mesenquimales, la diferenciacion y maduracion de los
condrocitos y el desarrollo de los osteoblastos (51). El desarrollo del
hueso endocondral comienza con la condensacién de células
mesenquimales de la cresta neural en la regidn craneofacial o del
mesodermo en otras partes del cuerpo. Tras la condensacion
mesenquimal, las células del centro de condensacion se diferencian a
condrocitos que secretan matriz rica en colageno tipo II, IX y Xl, y
proteoglucanos especificos como agrecanos, donde la expresion del
colageno | se suprime. Las células de la periferia de la condensacion
forman el pericondrio, el cual continia expresando colageno tipo I. El
cartilago se agranda mediante la proliferacién de condrocitos y la
produccion de matriz. Los condrocitos del centro del molde del cartilago
dejan de proliferar, se hipertrofian y empiezan a sintetizar colageno tipo
X. Los condrocitos hipertréficos expresan marcadores moleculares
como MMP13 y FA, dirigiendo la mineralizacion de su matriz

circundante (56-58) y también atraen vasos sanguineos mediante la
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produccion de VEGF (59). Los condrocitos hipertroficos dirigen a las
células pericondrales adyacentes para que se conviertan en
osteoblastos, gracias a la actuacidon de RUNX2. A continuacioén, los
condrocitos hipertréficos sufren apoptosis y la matriz cartilaginosa que
queda sirve como molde para los osteoblastos, los cuales invaden el
cartilago junto con los vasos sanguineos y depositan matriz
mineralizada (55,56). Mediante este proceso, el tejido O&seo
practicamente reemplaza al tejido hialino quedando éste ultimo
unicamente restringido a la placa de crecimiento epifisaria que es la
responsable de que los huesos largos continuen creciendo en longitud
hasta la adolescencia, cuando dicha placa es también osificada (60,61).

Ambos tipos de osificacion intervienen durante la reparacion de las

fracturas Gseas (62).

1.3.2. Modelado 6seo

El modelado 6seo consiste en la adaptacion de las estructuras éseas en
respuesta a la carga mecanica, produciéndose un cambio tanto en la forma como
en el tamafio (63), gracias a procesos que no se presentan en la misma
superficie: la formacion de hueso por parte de los osteoblastos o a la reabsorcién
de hueso por los osteoclastos. Esto contrasta con la remodelacion 6sea, en la
que la actividad de osteoblastos y osteoclastos se produce secuencialmente, de
forma acoplada, en una superficie 6sea determinada. Aunque la formacién y
resorcion del modelado son procesos localmente independientes, ambos tienen
que ser coordinados para mantener la forma del hueso (64). EI modelado 6seo
ocurre siempre en una superficie ésea preexistente, motivo por el cual las fases
iniciales de la osificacion intramembranosa y endocondral no son consideradas
como modelado 6seo (65). La actividad de modelado puede producirse en
superficies éseas peridsticas, endocorticales y trabeculares. La principal sefal
para el modelado 6seo es la deformacién local del tejido. El proceso de modelado
ocurre en dos etapas: activacion y formacion o degradacion. La activacion

involucra el reclutamiento de precursores que se diferencian en osteoblastos u
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osteoclastos maduros. Adicionalmente, las células de revestimiento
(osteoblastos quiescentes de forma plana que cubren las superficies éseas)
también pueden ser estimuladas para diferenciarse en osteoblastos maduros y
producir matriz. Una vez que las células son activadas, se lleva a cabo el proceso
de formacién o resorcidon segun las necesidades 6seas (66). EIl modelado 6seo
es mas destacado durante el crecimiento y el desarrollo, y sirve principalmente
para remodelar el hueso o cambiar la posicion de la corteza respecto a su eje
central. El esqueleto adulto también experimenta modelado pero, en ausencia
de patologias, es menos frecuente (63). Tanto el modelado de formacién como
el de resorcion desempefian un papel esencial en el mantenimiento de la forma
del hueso durante el crecimiento asociado a la osificacion endocondral. Para
mantener una forma adecuada de los huesos largos, ambos tipos de modelado
se coordinan en la region metafisaria. A medida que el hueso se alarga, el
modelado de resorcion elimina hueso de las superficies peridsticas, mientras que
el modelado de formacion aflade hueso nuevo a las superficies endocorticales
(66).

1.3.3. Remodelado 6seo

El remodelado 6seo es un proceso que ocurre de forma secuencial y que
involucra tanto a la formacion como a la degradacion 6sea, por lo que se requiere
la comunicacion directa entre los distintos tipos de células dseas. La funcion
primaria del remodelado es renovar el esqueleto asi como reparar pequefos
dafos 0seos (microfracturas), lo que permite un mantenimiento correcto de la
homeostasis mineral y de la integridad 6sea (66). El hueso al ser un tejido
metabodlicamente activo sufre un continuo proceso de remodelado, lo que
confiere al esqueleto su capacidad regenerativa y de adaptacion funcional (67).
Los osteoblastos, osteocitos y osteoclastos sintetizan y secretan moléculas de
sefalizacion paracrina, incluyendo factores de crecimiento, citoquinas y
quimioquinas para mantener la remodelacion y la arquitectura del esqueleto (16).
La unidad multicelular 6sea que remodela el hueso consiste en la actividad

conjunta de los osteoclastos, que degradan el hueso, los osteoblastos que
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forman hueso, asi como la asociacién de vasos sanguineos (14). El remodelado
0seo ocurre en cualquiera de los cuatro tipos de superficie 6sea: peridstica,
endocortical, intracortical y trabecular; aunque el remodelado peridstico es
menos frecuente En humanos, el proceso de remodelado normalmente tarda
entre 4-6 meses (66), y consta de cinco fases: activaciéon, resorcion, reversa,
formacion y quiescente. En la fase de activacion, los precursores
hematopoyéticos en circulacion o de la médula 6sea son reclutados a las
unidades multicelulares 6seas donde posteriormente se fusionan y se
diferencian a osteoclastos maduros. Esta diferenciacion es posible gracias a la
acciéon de una serie de moléculas secretadas por osteoblastos y osteocitos que
afectan a la osteoclastogénesis, entre las que se encuentran: M-CSF, RANKL,
OPG, el receptor sefiuelo de RANKL, semaforina 3A (SEMA3A) y la familia de
genes Wnt 5A (WNT5A)y 16 (WNT16) (16). El reclutamiento de los precursores
osteoclasticos a los sitios de remodelado 6seo es controlado por distintos
factores como los gradientes de calcio, citoquinas derivadas de osteoblastos y
osteoclastos y metaloproteinasas de matriz. Posteriormente, las células de
revestimiento se retraen de la superficie 6sea para que los osteoclastos maduros
puedan unirse a la matriz mineralizada (68). En la fase de resorcion, los
osteoclastos se polarizan; de modo que, pueden observarse cuatro tipos de
dominios de membrana: la zona de sellado y el borde ondulado que estan en
contacto con la matriz 6sea, asi como los dominios basolateral y secretor
funcional, que no estan en contacto con la matriz 6sea (24,69). La polarizacion
de los osteoclastos durante la resorcion Osea implica la reorganizacion del
citoesqueleto de actina, en el que se forma un anillo de actina F que comprende
una zona densa de podosomas altamente dinamicos y, en consecuencia, se
aisla un area de la membrana orientada hacia la matriz ésea que se convierte en
borde ondulado. Este domino solo se forma cuando los osteoclastos estan en
contacto con la matriz mineralizada extracelular, en un proceso en el cual,
integrinas avBs como el CD44, median la adhesion de los podosomas de los
osteoclastos a la superficie 6sea (70,71). El mantenimiento del borde ondulado
es esencial para la actividad de los osteoclastos (12). Estas células digieren la

matriz mineral ésea, mediante la secrecion de protones y proteasas, tales como
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la catepsina K y la MMP-9, y como resultado de esta resorcion, se forma la
laguna de Howship (6,72). La fase reversa se caracteriza por la cesion de la
actividad resortiva y la iniciacion de la formacion 6sea. Una vez que los
osteoclastos han terminado de resorber el hueso, los fragmentos de colageno
que quedan en la superficie 6sea tienen que ser eliminados, para que se pueda
formar hueso nuevo por parte de los osteoblastos. Se cree que esto lo hace una
forma especializada de célula de revestimiento éseo, la cual depositaria una fina
capa de matriz 6sea nueva (6,66). En la fase de formacion, la sintesis de la
matriz 6sea por parte de los osteoblastos ocurre en dos etapas: se deposita la
matriz organica (osteoide) y se produce la mineralizacion. En la primera etapa,
los osteoblastos secretan proteinas colagenas, principalmente colageno tipo |, y
proteinas no colagenas (OCN, osteonectina, BSP Il, y osteopontina), y
proteoglucanos, los cuales forman la matriz organica. Posteriormente la
mineralizacién de la matriz 6sea tiene lugar en dos fases: la vesicular y la fibrilar.
La fase vesicular ocurre cuando porciones de membrana con un diametro
variable que oscila entre 30 y 200 nm, denominadas vesiculas matriciales, se
liberan desde el dominio de la membrana apical de los osteoblastos hacia la
matriz 6sea recién formada, en la cual se unen a los proteoglucanos y otros
componentes organicos. Debido a su carga negativa, los proteoglucanos
sulfatados inmovilizan los iones de calcio que se almacenan dentro de las
vesiculas de la matriz. Cuando los osteoblastos secretan enzimas que degradan
los proteoglucanos, los iones calcio se liberan de los proteoglucanos y atraviesan
los canales de calcio presentes en la membrana de las vesiculas de la matriz.
Estos canales estan formados por proteinas denominadas anexinas (73,74). Por
otro lado, los componentes que contienen el fosfato son degradados gracias a la
FA secretada por los osteoblastos, liberando iones fosfato dentro de las
vesiculas de la matriz. Luego, los iones de fosfato y calcio que se encuentran
dentro de las vesiculas, forman los cristales de hidroxiapatita (75). La fase fibrilar
ocurre cuando la saturacion de iones fosfato y calcio dentro de las vesiculas
matriciales permite la ruptura de estas estructuras y los cristales de hidroxiapatita
se extienden alrededor de la matriz (76). Cuando ya se ha formado el hueso
necesario, los osteocitos secretan esclerostina dando lugar a la inhibicion de la
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diferenciacion de los osteoblastos y por tanto, inhibiendo la formaciéon de hueso
de una forma paracrina (77). Después de la mineralizacion, los osteoblastos
pueden sufrir apoptosis, convertirse en células de revestimiento o quedarse
embebidos en la matriz 6sea mineralizada y diferenciarse a osteocitos (6). La
fase quiescente, se produce al finalizar un ciclo de remodelado 6seo. La
superficie 6sea resultante se recubre de células de revestimiento 6seo y la matriz
dentro de la unidad de remodelacion continuara mineralizandose con el tiempo.
En un momento dado, la mayoria de las superficies 6seas del hueso se

encontraran en estado de quiescencia (66,68) (Figura 1).
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Figura 1. Esquema del proceso de remodelado éseo en el cual se muestran las distintas
fases (activacion, resorcion, reversa, formacion-mineralizacidon y quiescencia), asi como
los factores moleculares implicados. PTH: hormona paratiroidea; M-CSF: factor estimulante
de colonias de macrofagos; RANK: ligando del receptor activador de NF-kB; Cat K: catepsina K;
MMPs: metaloproteinasas de matriz; RUNX2: factor de transcripcion 2 relacionado con Runt; FA:
fosfatasa alcalina; COLI: colageno tipo 1a. Figura creada con BioRender.

Osteoide

2. Los osteocitos como reguladores del metabolismo 6seo

2.1. Los osteocitos como reguladores de los osteoclastos: papel de
RANKL

RANKL es una proteina transmembrana de tipo Il perteneciente a la familia
TNF. La cola citoplasmatica se localiza en el extremo N-terminal, mientras que
el dominio TNF de union al receptor se localiza en el extremo C-terminal (78).

RANKL es expresado por una gran cantidad de células, incluyendo osteoblastos,
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osteocitos, condrocitos hipertroficos, células T, células epiteliales de glandulas
mamarias y células estromales (79). Los condrocitos y los osteoblastos son la
principal fuente de RANKL en la osteoclastogénesis producida durante el
desarrollo esquelético, mientras que RANKL derivado de los osteocitos
contribuye a la remodelacién ésea en la etapa adulta (80). En estudios in vitro se
ha demostrado que se requiere RANKL para la formacién de los osteoclastos en
presencia de M-CSF, sugiriendo su importancia en la regulacién de la
diferenciacion de los osteoclastos (81). Ademas, hay estudios que han mostrado
que RANKL es indispensable para la formacién, fusién, activaciéon y
supervivencia de los osteoclastos gracias a la unién con su receptor, RANK,
presente en los osteoclastos y en sus precursores (16,79). De modo que, la
senalizacion RANKL-RANK activa la diferenciacion y funciéon de los osteoclastos,
e inhibe su apoptosis. Los osteocitos son una gran fuente de RANKL (82), el cual
induce osteoclastogénesis y resorcion 6sea, y también son capaces de expresar
OPG. Por tanto, los osteocitos controlan la osteoclastogénesis mediante el
incremento de la expresion/disponibilidad de RANKL y el descenso de la
expresion/disponibilidad de OPG, o a la inversa, para disminuir la actividad
resortiva (83). La secrecion de esclerostina por parte de los osteocitos,
incrementa la relacion RANKL/OPG. La expresiéon de RANKL también se rige por
la conexina 43 (Cx43), una proteina que permite la formacion de uniones
comunicantes entre osteocitos formando una red conectada de células. Ademas,
la canalizacion a través de Cx43 controla la supervivencia de los osteocitos (84).
Una carga mecanica Optima induce la funcidn y la supervivencia de los
osteocitos. Sin embargo, una fuerza excesiva en el hueso da lugar a la apoptosis
de los osteocitos, produciéndose liberacion de RANKL en ellos, e induciendo asi
la formacion de osteoclastos y favoreciendo procesos de resorcion ésea (85). La
formacion de osteoclastos en circunstancias donde se produce inflamacion
también depende de la presencia de RANKL (80). La expresion de RANKL en
los osteocitos se induce tanto por vias locales como sistémicas, funcionado
también a nivel local o a nivel sisttmico en modelos de enfermedades
inflamatorias. RANKL se expresa como una proteina unida a membrana

(mRANKL), la cual puede escindirse y pasar a la circulacion como RANKL
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soluble (SRANKL) (86). La estimulacién in vitro de los precursores osteoclasticos
con la proteina recombinante sRANKL permite la formacion de osteoclastos
maduros (87). Pero estudios genéticos recientes realizados en ratones han
confirmado que RANKL unido a la membrana es el necesario para la
osteoclastogénesis fisioldgica in vivo (88). Otros estudios, muestran que RANKL
producido por los osteocitos es proporcionado a los precursores osteoclasticos
unido a la membrana a través de las prolongaciones citoplasmaticas, las cuales
son capaces de llegar a los compartimentos medulares y peridsticos (89). En un
estudio se reveld que OPG es necesaria para la correcta transferencia de RANKL
desde el aparto de Golgi a los lisosomas secretores. Ademas, OPG sirve como
receptor sefiuelo de RANKL (90) (Figura 2).

Asi mismo, la unién de RANKL a RANK da lugar a la activacién de cascadas
de sefializacién que incluyen la via de la proteina quinasa activada por mitégenos
(MAPK) y la via del factor nuclear kappa-B (NF-kB) a través del TNF asociado al
factor 6 (TRAFG6) y de la quinasa 1 activada por el TGF-B (TAK1). Estas vias de
sefnalizacion son compartidas por otras citoquinas como TNF, IL-1 y la
senalizacion del receptor Toll-like, lo que sugiere que RANKL estimula distintos

sistemas de senalizacion (80).
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Figura 2. Esquema representativo de la regulacion osteocitica en la formacion y la
resorcion ésea. Figura creada con el software BioRender.

2.2. Papel de los osteocitos en la mecanotransduccién 6sea

La carga mecanica es un regulador clave en el mantenimiento y la
formacion del hueso. Este hecho fue descrito en 1890 por Wolff y reformulado
mas tarde por Harold Frost como la teoria del mecanoestato, segun la cual
nuestro esqueleto reacciona a la intensidad de carga mecanica que recibe
formando mas hueso ante la actividad fisica o disminuyendo su masa ante la
falta de estimulos mecanicos (como ocurre en personas inmovilizadas
persistentemente o en astronautas) o ante una sobrecarga (91). El
mantenimiento de la postura corporal y el desplazamiento del organismo originan
puntos de carga y tension mecanica en el hueso que dan lugar a fuerzas de
compresion, traccién, cizallamiento, flexion y torsion. Como resultado de estas

fuerzas, se crean corrientes de flujo intersticial en torno a las células éseas (92).
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Los osteocitos se distribuyen de forma regular a lo largo del hueso cortical
y trabecular, incluso en areas de matriz mineralizada carentes de
vascularizacion, lo cual podria servir como una amplia red de control de la carga
que se infiltra en cada milimetro cubico de tejido 6seo. Ademas, los osteocitos
estan interconectados (y con células superficiales como las células de
revestimiento 6seo, los osteoblastos y las células vasculares) a través de un gran
numero de prolongaciones citoplasmaticas que se unen entre si y transmiten
informacion célula-célula a través de uniones comunicantes. Los osteocitos son
capaces de responder a la energia mecanica aplicada al hueso y traducirla en
sefales intercelulares con efectos bioldgicos en el hueso. Ademas, son mas
sensibles al estimulo mecanico que los osteoblastos (83). Curiosamente, las
proyecciones citoplasmaticas de los osteocitos son mas mecanosensibles que el
cuerpo celular, aunque este también tiene un papel fundamental en la
mecanotransduccion (93,94). Durante la carga mecanica, el fluido intersticial
fluye por los compartimentos que albergan los osteocitos (lagunas) y a través de
los canales que comunican las lagunas (canaliculos) con la superficie del hueso,
donde se encuentran los osteoblastos (95). La estimulacidn mecanica del
osteocito induce la liberacion de ATP, PGE2, NO y del factor de crecimiento
similar a la insulina 1 (IGF-1) favoreciendo la formacion ésea. De modo que los
osteocitos son capaces de responder a la estimulaciéon mecanica dando lugar a
la liberacién de moléculas que regulan tanto la funcion de los osteoblastos como
la de los osteoclastos (96-98). Por lo que el flujo de fluido a través del sistema
lacunocanalicular puede ser un posible mecanismo, por el cual los gradientes de
presion debidos a la actividad fisica inducen la tension de cizallamiento en las
membranas celulares (83). En cambio, en ausencia de estimulacion mecanica,
los osteocitos producen sefales que inducen el reclutamiento y la diferenciacién

de precursores osteoclasticos, estimulando la resorcion 6sea (99).

2.2.1. Mecanorreceptores en el osteocito

Como células mecanosensoras, los osteocitos deben estar equipados con

diferentes elementos celulares capaces de detectar estimulos y transducir estas
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sefales hacia el interior celular. Estos elementos celulares son los denominados

mecanosensores, entre los que se encuentran:

58

Citoesqueleto: forma un vinculo mecanico entre el entorno extracelular
y el compartimento intracelular y es un efector central de la
mecanotransduccién. Hay tres tipos de filamentos en el citoesqueleto:
filamentos de actina, microtubulos y filamentos intermedios (92). La
longitud de los filamentos, la geometria del entrecruzamiento, las
proteinas de union y las propiedades mecanicas de los componentes
del citoesqueleto determinan las caracteristicas mecanicas de la red
citoesquelética y de los osteocitos (93). Los filamentos de actina facilitan
la mecanotransduccion al permitir la transmision directa de las sefales
mecanicas de las dendritas al cuerpo celular del osteocito (100,101).
Por otro lado, los microtubulos estan involucrados en la regulacion de la
apertura de los canales de calcio y en la expresién génica durante la
mecanotransduccion (102).

Conexinas (Cx): son proteinas que forman parte de las uniones
comunicantes o gap y los hemicanales, facilitando el transporte de
pequeiias moléculas como Ca?*, AMPc (adenosin monofosfato ciclico)
y PGE2. La Cx43 es la mas abundante en osteoblastos y osteocitos. Los
hemicanales de Cx43 en los osteocitos se abren por estimulo mecanico
y promueven la viabilidad celular mediante la liberacion de PGE:2y la
activacion de sus receptores. La Cx43 es esencial para el desarrollo
normal del esqueleto, asi como para la diferenciacién osteoblastica y la
mineralizacion (103,104).

Integrinas: son wuna familia de proteinas transmembrana
heterodiméricas compuestas por subunidades a y B (105), que unen
proteinas intracelulares del citoesqueleto interno a proteinas de la
matriz extracelular, y que también facilitan la interaccion con otras
células y actuan como receptores de sefalizacién. La adhesion
resultante por la actividad de integrinas interviene en la formacion de
estructuras mecanosensibles que desempenan un papel destacado en

la mecanotransduccion (106,107). En particular, la subunidad a5 puede
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actuar como una proteina de fijaciéon que, cuando se ve perturbada por
la tension de cizallamiento, abre hemicanales en los osteocitos,
permitiendo la liberacion de PGE2 y ATP. Las fuerzas mecanicas
aplicadas a los receptores de integrina a5B1 desencadenan la
sefalizacion de calcio intracelular a través de la activacion ultrarrapida
de los canales ionicos como el receptor de potencial vaniloide 4
(TRPV4) (108). Varias observaciones sugieren que las integrinas
median los efectos del estrés mecanico en los osteocitos. Las integrinas
B1y B3 se expresan en los osteocitos y se localizan en el cuerpo celular
y en las proyecciones citoplasmaticas, respectivamente (109,110). El
estimulo mecanico in vitro activa la integrina a5B1 en osteoblastos y
osteocitos, lo que induce la apertura de hemicanales, permitiendo asi la
liberacion de factores anabdlicos (109,111). Se ha descrito que la
integrina a5B3 podria mediar la mecanotransduccion a través de DMP1
en osteocitos (112). A este respecto, una disminucion en la expresion
de la integrinas a5B1 reduce la formacion de hueso inducido por
estimulo mecanico (113).

- Canales iénicos como por ejemplo TRPV4, el cual juega un papel
importante en el remodelado 6seo. El TRPV4 osteocitico induce flujo de
Ca?* y activacion de la via de la proteina quinasa |l dependiente de
calmodulina (CaMKII) por el estrés de cizallamiento inducido por flujo
de fluido. Esto da lugar a la disminucion de la expresion génica y
proteica de esclerostina, por lo que se produce un incremento en la
formacion 6sea (102,114). Dos proteinas transmembrana de la familia
de las policistina, la policistina-1 (PKD1) y la policistina-2 (PKD2),
también participan en la mecanosensibilidad 6sea. PKD1 es un receptor
perteneciente a la familia de los receptores acoplados a proteinas G
(GPCRs), mientras que PKD2 es un canal de calcio. El complejo PKD1-
PKD2 se localiza en el cilio primario de osteoblastos y osteocitos. Los
ratones que sufren una delecion de Pkd1 o Pkd2 en los osteoblastos,
muestran un descenso de masa 6sea. Del mismo modo, la deficiencia

de Pkd1 o Pkd2 afecta a la diferenciacion de los osteoblastos debido a
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una disminucién en la regulacion de Runx2. De modo que, PKD1 y
PKD2 regulan la formacion ésea mediada por osteoblastos mediante
estimulos mecanicos (104). El canal de calcio activado por voltaje
(VGCC) de tipo L, contribuye a la interaccion entre la formacién ésea y
la sefalizacién de PTH. En los osteocitos de rata, los VGCC activados
por PTH muestran un mayor flujo de Ca?* por un estimulo hipotdnico
(115).

- Cilio primario: su papel como mecanorreceptor y regulador del
metabolismo &seo resulta de especial interés en esta Tesis, por lo que
se expone con mayor detalle en el punto 3.2.

- Caveolas: al igual que ocurre con el cilio primario, su funcién como
mecanorreceptor y regulador del metabolismo éseo es de especial
interés en esta Tesis, por lo que se expone con mayor detalle en el punto
3.3.

2.2.2. Viabilidad osteocitica como respuesta biolégica a la estimulacion

mecanica

La apoptosis de los osteocitos guarda una estrecha relacion con la
estimulacion mecanica externa, ya que el estimulo mecanico se trasmite a los
osteocitos y controla la expresion de RANKL (115). Estudios in vivo muestran
que cuando no hay carga mecanica se incrementa el numero de osteocitos que
sufren apoptosis, mientras que la estimulacion mecanica es capaz de mantener
la viabilidad osteocitica (116). Un posible mecanismo por el cual la tensién de
cizallamiento modula la apoptosis de los osteocitos es que el flujo de fluido es
capaz de acelerar el suministro de nutrientes y oxigeno en estas células para
mantener su viabilidad y promover la actividad osteocitica (117,118). Otro
mecanismo podria ser que la tension de cizallamiento induce la inactivacién de
varias vias apoptoticas como, por ejemplo, la via mitocondrial regulada por BCL-
2 y las vias de senalizacion ERK5-AKT-FOXO3a-BIM/FasL (119,120). También
se ha observado que la estimulacion mecanica por estiramiento preserva la
viabilidad de los osteocitos a través de la activacion de las ERKs y la
transcripcion de nuevos genes. El efecto del estiramiento de los osteocitos se
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transmite mediante integrinas y moléculas citoesqueléticas y cataliticas, como
las quinasas SRC (121).

La muerte de los osteocitos parece comprometer la funcion
mecanosensorial de la red de osteocitos y disminuye la competencia mecanica
del esqueleto. En este sentido, el aumento de la fragilidad 6sea que resulta del
exceso de glucocorticoides o de la deficiencia de esteroides sexuales en
animales y humanos se asocia con una mayor prevalencia de la apoptosis de
osteocitos (122,123). Por tanto, la vida media de los osteocitos podria estar
regulada por los estimulos mecanicos. Los niveles fisioloégicos de carga
impuestos al hueso in vivo parecen disminuir el numero de osteocitos apoptoticos
(124). Por otra parte, la falta de estimulacién mecanica inducida en el hueso se
asocia a un aumento del niumero de osteocitos hipoxicos, efecto que se invierte
con la carga, sugiriendo que las fuerzas mecanicas facilitan la difusién del
oxigeno y la supervivencia de los osteocitos (125). Ademas, el ATP extracelular,
liberado por los osteocitos apoptoticos a través de los canales de panexina 1
(PANX1), es una importante senal que desencadena la expresion de RANKL en
osteocitos secundarios y activa el remodelado 6seo (126). Por otra parte, se ha
demostrado que la inhibicidn de la apoptosis de los osteocitos no es suficiente
para prevenir la pérdida de masa Osea inducida por la falta de estimulos

mecanicos (99).

3. Mecanismos reguladores del metabolismo del hueso
3.1. Sistema PTHrP/PTH1R y su papel en el metabolismo del hueso

El receptor de la proteina relacionada con la hormona paratiroidea (PTHrP)
de tipo 1 (PTH1R) es un receptor acoplado a proteinas G (GPCR), el cual se
expresa en la superficie de osteoblastos, osteocitos y en células de rifidn, entre
otras (127-129). PTH1R puede desencadenar varias vias de sefializacion
intracelular en hueso, jugando un papel importante en la formacién y el
remodelado 6seo (130,131). Este receptor transmite estimulos proporcionados

por dos ligandos polipeptidicos diferentes: PTH, la cual es secretada por las
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glandulas paratiroideas, y PTHrP, secretada por un amplio nimero de tejidos
(132). Aunque PTH y PTHrP sefializan a través del mismo receptor y tienen
perfiles agonistas similares (133), las funciones biolégicas de estos dos ligandos
son distintas. PTH actua de forma endocrina en las células 6seas y renales,
regulando los niveles de calcio y fosfato en sangre; ademas desempefa un papel
protector en la mediacién de la remodelacion del esqueleto. En cambio, PTHrP
actua de forma paracrina promoviendo la proliferacion y diferenciacion celular en
los tejidos en desarrollo (134,135). PTH o PTHrP se unen al PTH1R de las
células del linaje osteoblastico y pueden producir tanto efectos anabdlicos como
catabodlicos dependiendo del método de administracion (128). La administracion
de PTH o PTHrP de forma intermitente tiene efectos anabdlicos 6seos, actua
directamente sobre los osteoblastos promoviendo la osteoblastogénesis y
reduciendo la apoptosis de osteoblastos y osteocitos (117,136). Un incremento
en la diferenciacion de los osteoblastos en lugar de su proliferacion parece ser
el principal mecanismo por el cual PTH o PTHrP estimula la osteoblastogénesis
(137). PTHrP es capaz de inducir la detencion del crecimiento en fase G1 del
ciclo celular en osteoblastos diferenciados actuando sobre las proteinas ciclina
D1, CDK1 p21, p27 y p16 (138). Esto muestra la importancia de PTHrP en el
recambio 6seo y sugiere que PTHrP desempefia un papel clave en multiples
etapas del desarrollo éseo a través de sus efectos en la supervivencia celular
(128). En cambio, la pauta de administracion continua, tanto de PTH como de
PTHrP, desencadena efectos catabdlicos sobre el hueso. Esto se atribuye al
incremento en la expresion de RANKL y al descenso en la expresion de OPG,
promoviendo asi la resorcidn 6sea (139). Asi mismo, la produccion excesiva de
PTH tras un hiperparatiroidismo primario o una deficiencia de calcio podria dar
lugar a pérdida de masa 6sea, que se atribuye a la regulacion positiva del FGF23
y a la supresion de la diferenciacion y mineralizacién de los osteoblastos, asi
como al incremento de la osteoclastogénesis (140,141).

Algunas de las acciones de PTH y de PTHrP en el hueso parecen ser

indirectas, a través de otras células presentes en el entorno éseo, ya que los
efectos de PTH1R no son exclusivos de las células dseas, también tiene efectos
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en el sistema inmune. Por ejemplo, los linfocitos T también expresan PTH1R, y
podrian desempeniar un papel importante tanto en las acciones catabdlicas como
anabolicas de PTH en el hueso (142-148).

De modo que, el sistema PTHrP/PTH1R juega un papel fundamental en la
preservacion de la masa 6sea (130) y funciona como una via esencial en la
preservacion de la viabilidad osteocitica. La activacion de PTH1R en los
osteocitos podria promover el acoplamiento intercelular mediado por uniones
comunicantes, incrementar la expresién de MMP9 y potenciar la entrada de Ca?*
a través de los canales de calcio intracelular activados por estiramiento. Esta
activacién también podria ampliar la respuesta osteogénica a la carga mecanica
in vivo, permitiendo proteger a los osteocitos de la apoptosis (149,150). Los
GPCRs podrian participar en la transduccién de sefales mecanicas, de manera
que PTH1R junto con los canales de calcio intracelulares activados por
estiramiento podrian ser parte del mismo sistema mecanosensor (151). Cabe
destacar que tanto las vias intracelulares de calcio como las dependientes del
AMPc activadas por la regulacién de PTHrP, como se muestra en un estudio in
vitro, podrian cooperar en el mantenimiento de la viabilidad de las células MLO-
Y4 (117).

PTH1R senaliza principalmente acoplandose a la via de sefalizacion
intracelular Gas-adenilil ciclasa-AMPc-proteina quinasa A (PKA), pero también
puede acoplarse a la via Gag-fosfolipasa C (PLC) B-inositol trifosfato-Ca?*
citoplasmatico-proteina quinasa C (PKC) (152—-155), a la via Ga12/13-fosfolipasa
D-proteina transformadora RhoA (156), y a la via B-arrestina-quinasas reguladas
por sefales extracelulares 1/2 (ERK1/2) (157,158). Mientras PTH modula genes
clave que controlan el remodelado 6seo a través de la via de sefalizacion
AMPc/PKA (159,160), la sefializacion PKC no es necesaria o puede ser
inhibidora de las acciones anabolicas de PTH (161,162). La unién de PTH a
PTH1R también transloca la B-arrestina a la membrana celular (163), la cual
regula positivamente la activacion del AMPc inducido por PTH, y estimula la via

de sefalizacion ERK1/2 (128). La translocacion de B-arrestinas a la membrana
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celular inducida por PTH contribuye a la accién anabdlica de PTH en el hueso,

independientemente de la sefalizacion clasica de la proteina G (164) (Figura 3).

PTH
PTHrP

Medio PTH1R
Extracelular

Citosol

l

Rho GEF

l

PLD

Figura 3. Esquema de las vias de seinalizacion de PTH1R. Gas: proteina G de la familia as;
Gagq: proteina G de la familia aq; Gai: proteina G de la familia ai; Ga1z1s: proteina G de la familia
a12113; AC: adenilato ciclasa; AMPc: adenosin monofosfato ciclico; PKA: proteina quinasa A;
PLC: fosfolipasa C; IP3: fosfatidilinositol (1,4,5)-trifosfato; Ca2* ion calcio; DAG: diacilglicerol;
PKC: proteina quinasa C; MMPs: metaloproteinasas; Raf: protooncogén serina/treonina
proteina quinasa; MEK: proteina quinasa activada por mitégenos; EGFR: receptor del factor de
crecimiento epidérmico; P-ERK: quinasas reguladas por sefales extracelulares fosforiladas;
Rho GEF: factor intercambiador de guanina de la familia de homdlogos de Ras; RhoA: miembro
A de la familia de homodlogos de Ras; PLD: fosfolipasa D. Figura realizada con el software
BioRender.

Las cadenas polipeptidicas completas de PTHrP y de PTH contienen 141
y 84 residuos de aminoacidos, respectivamente, pero los fragmentos N-
terminales formados por los primeros 34 aminoacidos en ambos ligandos
contienen los elementos funcionales para la interaccion con el receptor PTH1R
(134,153). PTH y PTHrP se distinguen entre los ligandos peptidicos de la familia
de receptores tipo B por contener segmentos C-terminales alargados. Las
funciones bioldgicas de estos segmentos no estan aun claras, aunque se han
identificado algunas respuestas funcionales, como la capacidad del fragmento

C-terminal de PTH para inducir efectos pro-apoptéticos en los osteocitos (165),
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y la capacidad de los fragmentos que abarcan la region media de PTHrP, para
inducir efectos proliferativos en las células dseas y en las células de musculo liso
vascular a través de un mecanismo intracrino (166—168). Tales efectos de los
fragmentos del extremo C-terminal probablemente no impliquen unién a PTH1R,
sino a otros receptores o0 mediadores de proteinas que aun no han sido
identificados. La relacion estructura-actividad del ligando y los estudios de
mutagénesis del receptor indican que los péptidos bioactivos PTH (1-34) y
PTHrP (1-34) interactian con PTH1R a través de un mecanismo de dos
componentes (169). De modo que los residuos 15-34 de PTH (1-34) y los
residuos 12-34 de PTHrP, interactuan con el dominio extracelular aminoterminal
de PTH1R (sitio 1) (170), mientras que los residuos de PTH (1-14) y de PTHrP
(1-11) interactuan con los dominios transmembrana y con los bucles de conexién
extracelular de PTH1R (sito 2) (171). Las interacciones con el sitio 1
proporcionan la mayor parte del impulso energético para la unién, mientras que
el contacto con el sitio 2 induce los cambios conformacionales en el receptor que
inicia el acoplamiento y la activaciéon de las proteinas G que conducen a la
estimulacion de las vias de sefalizacion intracelular (172,173). Los residuos de
las posiciones 2, 5y 8 son de especial relevancia para la union al receptor y la
induccion de la sefalizacion del AMPc en ambos péptidos (173,174). La delecidn
de los residuos 1-6 de PTH (1-34) produce analogos que ya no activan la
sefalizacion a través de la via AMPc-PKA, sino que funcionan como

antagonistas competitivos de la sefalizacion AMPc mediada por PTH1R (175).

A pesar de que PTH y PTHrP se unen y activan a PTH1R de modo similar,
estudios en humanos han mostrado que la estimulacion exégena con PTH(1-34)
induce niveles séricos mas altos de calcio, 1,25-(OH)2 vitamina D3 y de
marcadores de resorcidon 6sea en comparacion con la estimulacién con PTHrP
(1-36) (176,177). De modo que se ha determinado que PTH y PTHrP se unen de
forma distinta al receptor, induciendo patrones diferentes de senalizacion. La
unién de PTH (1-34) a PTH1R se ve favorecida cuando este no esta acoplado a
proteinas G, promoviendo un estado conformacional conocido como R°, que

permite que el receptor pase por multiples rondas de activacion de proteinas G,

65



C E Universidad
San Pablo Introduccién

lo que genera una mayor cantidad de AMPc durante mas tiempo que la obtenida
tras la union de PTHrP (1-36), el cual se une de forma mas labil al receptor (178).
A los pocos minutos de la union inicial, la mayoria de los complejos PTH(1-34)-
PTH1R colocalizan con Gas y la adenilil ciclasa en endosomas tempranos, los
cuales son capaces de seguir con la produccion de AMPc (179). La B-arrestina
puede unirse a este complejo prolongando aun mas la sefalizacion de AMPc. La
terminacién de la produccién de AMPc se produce cuando la B-arrestina se
disocia del complejo y se produce la union de un retrobmero, un complejo
multimérico implicado en el transporte retrogrado de proteinas desde los
endosomas tempranos al Golgi (180). Esto coincide con la acidificacion de los
endosomas promovidas por la PKA-vATPasa, dando lugar a la disociacion del
complejo PTH-PTH1R (181).

Las modificaciones en las vias de sefalizacion de PTH1R tienen
consecuencias en los efectos biolégicos de los osteocitos. En este sentido, la
delecion de Pth1r en osteocitos de un modelo de raton (DMP1-KOPTH1R)
provoca un fenotipo de bajo recambio 6seo con un aumento moderado de la
masa Osea, relacionado con la disminucion de la actividad osteoclastica
dependiente de RANKL (96,139). La sobreexpresion de PTH1R en osteocitos de
raton (DMP1-CaPTH1R) induce un aumento de la masa y del remodelado 6seo.
En este modelo, la inhibicién de la via de senalizacion Wnt abolié el fenotipo
mencionado anteriormente de aumento de la masa ésea, pero sin afectar al
incremento en el remodelado 6seo (182). Estos estudios sugieren dos vias
dependientes de PTH1R en el osteocito, una permite la formacion de hueso
(dependiente de SOST) y la otra, la resorcién 6sea (dependiente de RANKL).
Ademas, la ausencia de Pth1r en los osteocitos reduce los efectos anabdlicos
inducidos por la administracion intermitente de PTH en ratones DMP1-KOPTH1R
(96,139). Otro estudio sefala a Gas/AMPc como la via especifica necesaria para
el aumento de la masa 6sea por PTH en el linaje osteoblastico (183). Asi mismo,
PTH1R en osteocitos parece ser también necesario para la respuesta 6sea a la
estimulacion mecanica, como se muestra en ratones DMP1-KOPTH1R, donde
las acciones anabdlicas de la carga mecanica se vieron perjudicadas (96).
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Recientemente, nuestro grupo y otros han descrito que la estimulacion mecanica
puede activar directamente a PTH1R sin estimulacion de su ligando, indicando
la importancia del receptor de PTH como mecanosensor en osteocitos y
osteoblastos (117,184). En este sentido, nuestro grupo ha demostrado que
PTH1R es un componente fundamental en el proceso de transduccion de
sefales mecanicas en las células osteociticas MLO-Y4. En estas células, la
activacion de PTH1R independientemente de su ligado ocurre inmediatamente
después de la estimulacién mecanica con flujo de fluido, gracias a un aumento
de la afluencia de calcio intracelular (117). Ademas, el flujo de fluido induce un
incremento de PTH1R en la membrana plasmatica de las células MLO-Y4, e in
vivo, la carga mecanica en combinacion con un tratamiento breve con péptidos
derivados de PTHrP previene la fragilidad 6sea inducida por la diabetes
(185,186).

Dado que PTH1R es capaz de detectar estimulos mecanicos, y las células
Oseas presentan diversos mecanosensores, podria ser posible que este receptor
se movilice a una de estas estructuras mecanosensibles, asociandose con ellas
y potenciando asi, las respuestas celulares. Hay estudios que demuestran que
la region C-terminal de PTH1R contiene dos dominios que permiten su transporte
al cilio primario (VPMG y VGPR). Ademas se ha descrito que en células del
nucleo pulposo, PTH1R se transporta al cilio primario en respuesta a la
mecanoestimulacion (187). De forma similar, se ha observado una secuencia de
aminoacidos en el segundo giro intracelular de PTH1R que incluye un dominio
de union a caveolina. Asi mismo, se ha identificado la colocalizacién de PTH1R
y caveolina-3 en cardiomiocitos humanos (188). Sin embargo, la movilizacién de
PTH1R al cilio primario o a las caveolas, asi como el estimulo que da lugar a
este transporte no esta muy claro. De forma similar, habria que profundizar en el
estudio de las vias de sefalizacion intracelular y las respuestas extracelulares
desencadenadas por PTH1R asociadas con el cilio primario y con las caveolas

en condiciones fisiologicas.
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3.2. El cilio primario como modulador del metabolismo 6seo

3.2.1. Ciliogénesis. Estructura del cilio primario y sistema de transporte

intraflagelar (IFT)

El cilio primario es un organulo unico, apendicular e inmaovil constituido por
microtubulos que se extienden desde la superficie apical de casi todas las células
de mamiferos, como por ejemplo las células epiteliales del rifidon o las células
Oseas, entre otras (189). El cilio primario esta compuesto por un cuerpo basal,
desde donde se proyecta el axonema, una estructura central basada en
microtubulos, el cual esta rodeado por una membrana ciliar, una extensiéon de
la membrana plasmatica que presenta una composicion lipidica, ademas de
receptores que capacitan al cilio primario para detectar sefales extracelulares
(190,191).

La ciliogénesis en el linaje osteoblastico comienza cuando la célula en la
fase G1 del ciclo celular entra en quiescencia. En ese momento, en el interior de
las células comienzan una serie de eventos para el desarrollo del cilio partiendo
de centriolos madre (192). En el citoplasma hay pequefias vesiculas que se
fusionan formando una gran vesicula ciliar, la cual encapsula al centriolo madre.
Posteriormente, este centriolo se convierte en el cuerpo basal del cilio primario,
que consiste en un centriolo maduro conectado a un centriolo inmaduro,
rodeados ambos por una matriz pericentriolar rica en proteinas (192). Poco a
poco, el centriolo va migrando hacia la superficie apical de la célula, y se va
produciendo la elongacion de los dos microtubulos internos de cada uno de los
tripletes. Esto da lugar a una estructura que consiste en nueve dobletes de
microtubulos externos, los cuales sirven de base para la estructura y la rigidez
(193), pero carece del par central necesario para generar fuerza motriz. Esta
estructura se conoce como axonema Yy adopta el patron “9+0” (194,195). A
medida que el axonema se va elongando, se produce la deformacion de la
vesicula ciliar, dando lugar a una membrana externa, vaina ciliar, y a una
membrana interna, eje ciliar, que rodean al axonema y a la parte distal del
centriolo madre. Ademas, el extremo distal del cuerpo basal y una zona
especializada apical funcionan como barrera de permeabilidad entre el cilio y el
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citoplasma, denominada "puerta ciliar", que consta de dos subregiones que
incluyen las fibras de transicion (FT) y la zona de transicion (ZT), la cual tiene
una organizacion modular sofisticada con componentes que regulan el trafico
intracelular hacia y desde el cilio (189,196). En la fase final, se produce el
acoplamiento a la membrana plasmatica. Esto es posible porque se produce la
exocitosis de la vesicula ciliar y se fusiona con la membrana plasmatica,
exponiendo al cilio al espacio extracelular (Figura 4). En el proceso de fusion, el
eje ciliar forma la membrana del cilio, mientras que la vaina ciliar da origen al
bolsillo ciliar. El bolsillo ciliar es un dominio de membrana en la base del cilio que
se cree que media la actividad endocitica ciliar y el trafico vesicular, y puede
actuar como interfaz con el citoesqueleto de actina (197-199). Ademas, el cilio
primario carece de una serie de componentes axonémicos presentes en otras
estructuras ciliares, como las conexiones radiales, los brazos de dineina y los
enlaces de nexina. Se cree que la ausencia de estos componentes refuerza el

axonema e incrementan su rigidez (200). A nivel ultraestructural, la diferencia
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Figura 4. Estructura del cilio primario y proceso de ciliogénesis intracelular. Figura
realizada con BioRender.
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mas destacada entre la estructura de los dobletes es que consiste en un
microtubulo completo (el tubulo A) conectado a un segundo microtubulo
incompleto (el tubulo B) compuesto por menos protofilamentos (191).

Dado que el cilio primario no presenta maquinaria para la formacion de
proteinas, todas las proteinas ciliares se forman en otras partes de la célula y
son movilizadas al cilio a través de un proceso llamado transporte intraflagelar
(IFT), un sistema de trafico bidireccional que transporta proteinas a lo largo del
axonema regulado por las proteinas IFT (195,201). Existen dos complejos: IFT-
A compuesto por seis proteinas IFT que se unen con la proteina motora dineina-
2, favoreciendo el transporte retrégrado, es decir, desde el extremo distal del cilio
al cuerpo basal, e IFT-B compuesto por al menos 14 proteinas, entre las que se
encuentra la proteina IFT88. Este complejo se asocia con la proteina motora
kinesina-Il, favoreciendo el transporte anterégrado, desde el cuerpo basal hasta
el extremo distal del cilio (202-204). En la mayoria de los casos, la pérdida de
alguna proteina que forma el complejo IFT-B da lugar a un acortamiento o a la
ausencia del cilio primario (205-207). Por el contrario, la pérdida de alguna
proteina del complejo IFT-A parece no implicar alteraciones en la ciliogénesis
(208,209). Por lo tanto, la delecion del gen /ft88 produce alteraciones en la
formacion del cilio primario, dado que IFT88 es una proteina clave para la
ciliogénesis (210,211). De modo que el transporte intraflagelar interviene tanto
en el ensamblaje como en la reabsorcion del cilio. Se ha comprobado que la
longitud del cilio y su estructura esta reguladas por el extremo distal del cilio,
dado que es un compartimento regulador de los complejos GLI-SUFU, los

efectores de la sefializacién Hedgehog (189).

Aunque los cilios primarios son ubicuos y se encuentran en casi todos los
tipos de células humanas, excepto en las de linaje mieloide y linfoide (212), su
presencia no es constante en estas células. La aparicion de cilios primarios
depende del ciclo celular y es un proceso dinamico de ensamblaje y reabsorcién.

El ensamblaje del cilio se produce a través de la acetilacion de la a-tubulina
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cuando la célula entra en estado quiescente y la reabsorcion se produce antes

de que la célula entre en mitosis (201).

3.2.2. El cilio primario como mecanotransductor

El cilio primario se comporta como una “antena” celular que recibe diversas
senales extracelulares incluyendo estimulos mecanicos y sefales quimicas, y
las transduce en respuestas de sefalizacion intracelular (189,213,214). La
localizacion espacio-temporal de receptores especificos, canales ionicos (215—
217) y componentes de sefializacion a lo largo del eje del cilio incluye proteinas
involucradas en la regulacion del remodelado éseo como hedgehog (HH),
GPCRs de clase A, B y F, receptores a del factor de crecimiento derivado de
plagueta (PDGFRa) y receptores de la matriz extracelular (MEC) (190), los
cuales hacen posible su capacidad de deteccién (218). Dado que el cilio primario
tiene unas caracteristicas estructurales especiales y contacta directamente con
el medio extracelular, se cree que el cilio primario podria funcionar como
quimiosensor, mecanosensor 0 sensor osmotico para controlar el desarrollo
0seo (201,219). En los osteocitos, el cilio primario es un importante sensor de
las respuestas a la estimulacion mecanica y coordina la adaptacion ésea
inducida por la carga (220-222). Ademas, se ha demostrado que el cilio primario
de las células osteociticas MLO-Y4 y de las células osteoblasticas MC3T3-E1 se
extiende desde la superficie celular y se desvia durante el flujo de fluido. Sin
embargo, las respuestas celulares de los osteoblastos y osteocitos al flujo de
fluido disminuyeron significativamente tras la inhibicion de la formacién y funcion
del cilio primario (223,224). El cilio primario de los osteocitos se encarga de
detectar y mediar las sefiales de estimulacion electromagnética, regulando asi la
actividad y la funcion osteoclastica (213). La reciente descripcidn del papel de
PTH1R como mecanosensor en la membrana celular de osteocitos y
osteoblastos (117,225), sugiere que este receptor GPCR podria ser
especialmente abundante en un organulo enfocado a la deteccion de estimulos
mecanicos como es el cilio primario (226). De hecho, estudios de nuestro
laboratorio demuestran que PTH1R induce acciones de supervivencia a través

de un mecanismo dependiente del cilio primario y de GLI1, tanto en osteocitos
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como en osteoblastos (226). Sin embargo, se desconoce si PTH1R puede
movilizarse hacia el cilio primario durante la estimulacion mecanica y cdmo esta

translocacion afecta a la comunicacion osteocito-osteoclasto.

Una caracteristica interesante del cilio es su capacidad para ajustar la
morfologia en respuesta a las condiciones ambientales. La elongacion del cilio
para aumentar su capacidad de deteccién de sefales o la reabsorcion para
disminuir su capacidad de respuesta a las sefales, tienen un sentido intuitivo
como mecanismo de adaptacion de sefales sensoriales. De hecho, los cilios
parecen actuar como antenas autoajustables y modifican su tamafio y forma en
funcién de la intensidad de las sefales que detectan (189). Los segundos
mensajeros y el sistema IFT desempefian un papel clave en el ajuste de la forma
y el tamafio de los cilios en respuesta a estimulos extracelulares. La estimulacién
mecanica de células epiteliales disminuye los niveles de AMPc y acorta los cilios;
esto se debe a la regulacidbn negativa de la sefalizacion de la quinasa
dependiente de AMPc y al transporte IFT anterogrado (227). Del mismo modo,
se ha demostrado que PGE2 es un regulador positivo de la ciliogénesis al
aumentar el transporte intraflagelar anterégrado a través de su receptor EP4,
que se localiza en la membrana ciliar y actua activando la cascada de
sefalizacion AMPc (228,229). La senalizacion del fosfatidilinositol (PtdIns) y las
proporciones celulares del fosfatidilinositol fosfato (PIP) estan implicadas en la
desestabilizacion del axonema ciliar, que puede tener un papel regulador en la
sefalizacion de Hedgehog (230). Asi mismo, la carga mecanica activa multiples
vias de sefalizacién, dando lugar a respuestas osteogénicas y antirresortivas.
En cuestion de segundos o minutos tras la exposicion al flujo de fluido, los
osteocitos responden con liberacién de NO, ATP, Ca?* y PGE:. Estas respuestas
iniciales conducen a efectos secundarios que median en la remodelacién ésea,
incluyendo aumentos en la subunidad 2 del citocromo oxidasa (COX-2) y en la
secrecion de PGEz, indicando un mayor metabolismo de la matriz ésea
(224,231-233). Kwon et al. observaron que el segundo mensajero AMPc
mostraba una disminucion rapida y transitoria dependiente del cilio primario

después de aplicar flujo de fluido oscilatorio durante 2 minutos. Esto dio lugar a

72



C E Universidad
Introduccion I San Pablo

un aumento de la expresion del gen Cox2. Ademas, la adenilato ciclasa 6 (AC6)
se localiza en el cilio primario de células MLO-Y4, la cual es esencial para el
incremento de la expresion de Cox2 inducido por el flujo. De modo que se sugirio
un mecanismo por el cual la flexion del cilio provoca una afluencia de Ca?* a
través de los canales idnicos, lo que inhibe la funciéon de AC6, provocando una
disminucién del AMPc y un aumento de la expresion de Cox2 (234). También se
ha descrito que el complejo policistina 1/2 se localizan en el cilio primario de las
células 6seas. Cuando los ratones presentan mutaciones en el gen que codifica
Pkd1 se observa una disminucion de la densidad mineral, del volumen 6seo
trabecular y del grosor cortical. También, hay una disminucion de la expresion
geénica de los marcadores osteoblasticos, Runx2, osterix y osteocalcina, ademas
de una disminucion en el ratio Opg/Rankl. Estos resultados implican al complejo
policistina 1/2 y al cilio primario en la mecanotransduccion ésea (195,235). Las
acciones de estos mecanotransductores del cilio primario son mediadas por
diversos factores y vias de sefalizacion, incluyendo Hh, PDGF, Wnt/p3-catenina,
TGF-3, BMP y FGF, entre otras (236). De este modo, el cilio primario es capaz
de modular la formacion ésea inducida por carga mecanica (220,237,238)
mediante la coordinacion de la proliferacion de osteoblastos formadores de
hueso y el reemplazamiento continuado de células osteoprogenitoras desde la
meédula 6sea en respuesta a factores paracrinos secretados por los osteocitos

mecanosensibles (223,239).

3.2.3. Vias de senalizacion relacionadas con el cilio primario. Senalizaciéon

Hedgehog

El cilio primario desempefia un papel esencial en la transduccion de
sefales de las vias de Hedgehog, que es especialmente importante en el
desarrollo del esqueleto, como se demuestra en varios modelos de ratdon
(197,240,241). De hecho, se ha demostrado que Indian Hedgehog (IHH) es una
molécula de senalizacion clave en la osificacidn endocondral, ya que regula la
maduracién de los condrocitos, mientras que Sonic Hedgehog (SHH) y sus
efectores posteriores son necesarios en etapas mas tardias para el modelado

del esqueleto en formacion.
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La sefalizacion Shh controla el desarrollo temprano de las extremidades y
la asimetria del eje izquierda-derecha a través de dianas génicas y factores de
transcripcion de glioma (GLI) (242). Algunos miembros de la familia GLI, como
GLI2 y GLI3, colocalizan en el cilio primario y son los principales mediadores de
la via de senalizacidén, mientras que GLI1 es el efector final de la via (243).
Patched 1 (PTCH1) es un receptor transmembrana de las proteinas Hedgehog
que esta altamente enriquecido en la membrana de la base y el eje del cilio
primario (240). La localizacion de estos receptores y los miembros de la familia
GLI sugiere un papel funcional en el cilio primario mediado por la
mecanotransduccion. De modo que el cilio primario es esencial para la
sefalizacion de Shh (217). El evento iniciador de la sefializacion Hh implica el
movimiento reciproco de las proteinas transmembrana, PTCH1 y Smoothened
(SMO) en el cilio primario. En ausencia del ligando SHH, el receptor PTCH1 se
localiza en la membrana ciliar, y regula negativamente la senalizacion Hh
suprimiendo la actividad de SMO (240). De alguna manera, PTCH1 impide el
enriquecimiento de SMO en la membrana ciliar, el cual es necesario para la
propagacion de la sefal. Esta interrupcién bloquea la transduccion de la senal
Hh, lo que sugiere que SMO activa la via descendente en el cilio primario. Sin
estimulacion Hh, SMO esta presente en vesiculas intracelulares y las proteinas
GLI se procesan a su forma represora en la punta ciliar (215). Cuando el ligando
SHH interactua con el receptor de PTCH1 (240), este receptor desaparece del
cilio, permitiendo que la proteina transmembrana SMO circule a través del cilio
para activar la sefializaciéon descendente (244). Esto da lugar a un aumento de
los niveles de las formas completas de GLI (GliF) 2 y 3 en la region distal de los
cilios. GliF 2 y 3 son entonces transportados desde la parte distal hacia el cuerpo
basal del cilio, y de ahi al nucleo, permitiendo promover la sefalizaciéon
Hedgehog. De modo que la sefalizacion Hh culmina en la conversion de los
factores de transcripcion GLI de represores a activadores (245,246). Por tanto,
el cilio primario es un regulador critico de la via Hh, donde el movimiento
regulado de PTCH1 fuera y SMO dentro del cilio puede crear un interruptor
mediante el cual las células pueden activar y desactivar la sefalizacion Hh
durante el desarrollo y el control de la homeostasis tisular (247,248). En este
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escenario, la union de ligandos a PTCH1 en el cilio activa la via Hh mediante la
eliminacion de PTCH1 del cilio (240) en un proceso que esta asociado con el
enriquecimiento ciliar de SMO (244).

La senalizacion Ihh controla la osificacion endocondral, es decir, la
conversion del cartilago mineralizado en hueso (249). La sefalizacion Wnt
interacciona de forma sinérgica pero separada con la sefializacién Ihh, regulado
la diferenciacion osteoblastica, la actividad de los condrocitos y la formacion de
la articulacién sinovial en el hueso endocondral en desarrollo (250). También se
ha comprobado que el sistema IFT juega un papel importante en la sefalizacion
Ihh. Cuando se produce la delecidon de /ft88 en ratones, se inhibe la formacion
del cilio primario resultando en: una reduccién de la expresién de Ptch1y Gli1 en
huesos largos, una disminucion de la longitud de las extremidades y una
formacion o&sea endocondral defectuosa (206,251). Otro ejemplo de la
implicacién del sistema IFT en la sefalizacion de |hh es la inactivacién de la
proteina similar a la quinesina (KIF3A) en el cartilago, que da lugar a anomalias
en el desarrollo y la organizacién de la placa de crecimiento, una baja expresion
de Ihh y una formacién ésea endocondral anormal (252). La expresion de /hh se
localiza en regiones de contracciones embrionarias repetidas, lo que sugiere que
IHH participa en la mecanorregulacion de la formacién 6sea (253). Otro estudio
demostrd que la carga mecanica repetida provoca un aumento de la expresion
de Ihh in vivo, lo que sugiere que el cilio primario como mecanosensor puede ser

necesario para el desarrollo esquelético (254).

3.3. Las caveolas como moduladoras del metabolismo 6seo
3.3.1. Estructura y formacion de las caveolas

Las caveolas son invaginaciones microscopicas, las cuales se encuentran
situadas en dominios de membrana plasmatica enriquecidos en colesterol,
esfingolipidos y proteinas. Hasta el momento sélo se han identificado caveolas
en vertebrados (255-257). Los principales componentes estructurales de las
caveolas son las caveolinas. Las caveolinas son proteinas pequefas (20-23

kDa) con una secuencia altamente conservada en la evolucion que tienen la
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capacidad de unirse al colesterol puesto que son componentes integrales de la
membrana. Existen hasta el momento tres miembros de esta familia descritos y
reconocidos en mamiferos: caveolina-1 (CAV-1), caveolina-2 (CAV-2) y
caveolina-3 (CAV-3). La proteina CAV-1 es la mas relevante, al ser necesaria
para la biogénesis de las caveolas, excepto en el caso de las células musculares,
en las que la proteina principal que conforma estos dominios es CAV-3
(258,259). En concreto, se ha estimado que cada caveola contiene unas 140-
150 moléculas individuales de CAV-1 (260). Una década después de la
caracterizacion de las caveolinas como componentes estructurales de las
caveolas se descubrié una nueva familia determinante para el funcionamiento y
biogénesis de estas, las cavinas, unas proteinas periféricas de membrana (257).
La familia de las cavinas estd compuesta por cuatro miembros: cavina-1
(también llamada PTRF), la unica esencial en la formacién de las caveolas, que
se une a fosfatidilserina y fosfatidilinositol-4,5-bisfosfato, cavina-2, la cual se une
a fosfatidilserina, cavina-3, que también se une a la fosfatidilserina y regula el
trafico de las caveolas y cavina-4, especifica de musculo y que presenta union
tanto a fosfatidilserina como a fosfatidilinositol-4,5-bisfosfato (261-263). Todas
ellas tienen una secuencia y una estructura tridimensional muy similar (264) y se
asocian formando complejos homo- y hetero-oligoméricos que se unen a las
caveolas en células que expresan caveolinas contribuyendo a su estabilizacion
en la membrana plasmatica (265,266) (Figura 5A). Ademas de las caveolinas y
las cavinas existen otras proteinas que se asocian directamente con las caveolas
y regulan su dinamica, morfologia e internalizacidén (262). Entre estas proteinas,
que se concentran sobre todo en la parte del cuello de la caveola, es decir, la
region mas proxima a la membrana plasmatica, esta la dinamina-2 (DYNZ2), una
GTPasa que media la internalizacion de las caveolas al posibilitar la escision de
la membrana plasmatica (267), y EHD2, una ATPasa de tipo dinamina que
participa en la endocitosis (279), asi como PACSIN2 (también denominada
Syndapin2), que contiene un dominio de unién a curvaturas de membrana
(dominio F-BAR) y participa en la morfogénesis de estas estructuras (268).
Ademas de en las caveolas, CAV-1 también estd presente en otras

localizaciones celulares, como por ejemplo en la membrana plasmatica (269).
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Un estudio ha demostrado que CAV-1 forma microdominios de membrana
especializados en la zona de transicion del cilio primario, para cuyo
establecimiento son necesarias diversas proteinas ciliares como la quinesina-3
motora (KIF13B) y la nefrocistina 4 (270). Otro estudio ha demostrado que las
caveolinas se localizan en la base del cilio primario y que CAV-1 desempefa un
papel esencial en la regulacidén de la composicion y la funcion de la membrana
ciliar (271).

La formacion de las caveolas se inicia con la sintesis de CAV-1 en el RE,
donde forma oligbmeros resistentes a los detergentes. Estos oligdmeros
atraviesan el complejo de Golgi y llegan a la superficie celular en un proceso
dependiente del colesterol (272,273). Por otro lado, las cavinas forman
complejos hetero-oligoméricos en el citosol que se asocian con dominios
enriquecidos en CAV-1 en la membrana plasmatica, pero no en el complejo de
Golgi, generando caveolas superficiales (261). La composicion lipidica, las
proteinas accesorias y la arquitectura de los dominios superficiales enriquecidos
con caveolina pueden intervenir en la asociacién de cavinas para garantizar que
las caveolas solo se formen en la superficie celular. Las cavinas poseen sitios de
union para dos lipidos de membrana distintos, la fosfatidilserina y el
fosfatidilinositol bifosfato. Sin embargo, la unién a lipidos por si sola parece ser
insuficiente para su reclutamiento a la superficie, que ademas requiere CAV-1.
También se ha demostrado que la unién de las cavinas a CAV-1 por si solas es
de baja avidez, lo cual sugiere que podrian ser necesarias multiples
interacciones de baja afinidad con lipidos y proteinas de membrana para generar
el dominio caveolar (261). Tras su formacion, las caveolas pueden
desensamblarse, produciéndose la endocitosis de complejos que contienen
componentes formados por oligdbmeros de cavinas unidas a CAV-1. Estos
complejos pueden tener diversos destinos, pueden ser degradados en
endosomas tardios. También se puede producir la separacion de CAV-1, que se
recicla a la membrana plasmatica para iniciar la nueva formacion de dominios
caveolares, mientras que las cavinas permanecen en el citosol y pueden

colaborar ademas en la formacion de nuevas caveolas (255) (Figura 5B).

77



Universidad
CEU | san babio

Introduccion

Membrana plasmatica rica en colesterol,
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Figura 5. Formaciéon y morfologia de las caveolas. (A) Estructura y componentes de la
caveola. (B) Representacion del trafico de CAV-1 a lo largo del sistema de endomembranas
celulares: (1) CAV-1 se integra en la MP en el RER durante la traduccion; (2) Posteriormente
pasa a través del sistema de membranas que compone el aparato de Golgi, donde oligomeriza
y se asocia a moléculas de colesterol; (3) Desde el Golgi, las vesiculas con CAV-1 oligomerizada
viajan hasta la MP, y una vez en la MP reclutan el complejo de las cavinas para conformar las
caveolas; (4 y 5) Las caveolas se endocitan desde la MP a endosomas tempranos, y también
trafican en el sentido contrario, reciclandose de nuevo a la MP para el mantenimiento de la
homeostasis de las caveolas; (6) En la MP también se puede encontrar CAV-1 no caveolar que
se puede internalizar por vias de endocitosis independientes de caveolas. Figura realizada con

el software BioRender.
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Entre las funciones mas destacadas de CAV-1 se encuentra su
participacion en la regulacion de diferentes rutas de senalizacion celular (255).
Esta regulacion es dependiente en muchas ocasiones de la interaccion directa
de CAV-1 con moléculas reguladoras o de la localizacion de estas en las
caveolas, como es el caso de las proteinas G heterotriméricas, SRC quinasas,
integrinas, ERK1/2, PKC, PI3K, H-Ras, eNOS y diferentes canales ionicos
(274,275). La interaccion de CAV-1 con esas moléculas reguladoras tiene lugar
frecuentemente a través de su dominio CSD (276). El control de diferentes rutas
de senalizacion determina en ultima instancia su implicacién en el control del
comportamiento celular, afectando a procesos biolégicos tales como migracion,
polarizacion, supervivencia, apoptosis y proliferacidon (277). Ademas del control
de la sefalizacion, CAV-1 y otros componentes de las caveolas estan implicadas
en otros procesos, como por ejemplo, en la regulacién de la endocitosis
independiente de clatrina (278) y en el control de procesos metabdlicos (279).
Finalmente, una de las funciones que esta adquiriendo una mayor relevancia es
su contribucion en procesos de mecanotransduccion de sefiales, tal y como se

detalla en el apartado siguiente.

3.3.2. Dinamica de las caveolas y funcion mecanosensora

CAV-1 y las caveolas contribuyen a la adaptacion y a la percepcion de
diferentes sefales mecanicas, generalmente relacionadas con cambios en la
tensién de la membrana plasmatica, tales como el estiramiento, el estrés por flujo
superficial o la perdida de adhesion al sustrato (280). Las caveolas se aplanan
en respuesta a estimulos mecanicos, como el estiramiento de la membrana
plasmatica, y ese aplanamiento promueve su desensamblaje y la liberacién de
algunos de sus componentes (281). Este aplanamiento de las caveolas, ademas
de afectar a procesos de sefalizacion, constituye un sistema de adaptacion y de
proteccion de la célula frente al estiramiento mecanico, ya que provee material
de membrana adicional a la superficie celular actuando a modo de amortiguador
(255,281,282). Otro estimulo mecanico diferente, la pérdida de adhesion al
sustrato, determina una disminucién en la densidad de caveolas en la membrana

plasmatica (283), lo que se correlaciona con la internalizacion de CAV-1 y su
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acumulacién en endosomas de reciclaje, en un proceso que es dependiente de
DYN2 y de la integridad del citoesqueleto (282,284). La internalizacion de
CAV-1 puede ser también independiente de caveolas (285), por lo que no se
puede descartar que la entrada de CAV-1 cuando las células pierden la adhesion
al sustrato pueda ser un proceso independiente de la internalizacién de estos

dominios de membrana.

3.3.3. Papel de las caveolas en el tejido 6seo

Hasta el momento se han descrito resultados contradictorios en relacion
con las acciones de las caveolas en el remodelado 6seo. Las caveolas y CAV-1
se han encontrado tanto en osteoblastos murinos como en humanos (286,287).
Como era de esperar, en las caveolas de las células 6seas se encuentran
complejos de sefializacién de membrana enriquecidos con CAV-1 (288), incluida
la molécula de senalizacion Wnt/B-catenina (289), la cual esta implicada en el
desarrollo 6seo (290). La acumulacién de B-catenina es esencial para la
mecanotransduccion y su localizacion en las caveolas es necesaria para la
activacion de la via de sefializacion CAV-1/ERK que conduce a la supervivencia
de los osteocitos, pero esto se ve inhibido cuando se interrumpe la formacién de
las caveolas a través del silenciamiento de Cav-1 (121,291). Ademas, CAV-1 es
necesaria para la mecanotransduccion mediada por el receptor del factor de
crecimiento vascular endotelial de tipo 2 (VEGFR2) en los osteocitos (292). Otro
estudio, ha determinado que la sobreexpresion de Cav-7 mejora la calcificacion
de la matriz en células osteoblasticas MC3T3-E1, mientras que, la supresion de
Cav-1 la disminuye (293). También se ha determinado que la activacién del
receptor purinérgico P2X7R induce la endocitosis de CAV-1 en los osteoblastos.
Ademas, CAV-1 atenua la senalizacion mediada por P2X7R tras su activacion,
sugiriendo que las caveolas desempefan un papel en la funcién de los
osteoblastos y en la mineralizacion 6ésea. Dada la importancia del P2X7R en la
respuesta de los osteoblastos, la importancia del hueso en la carga mecanica y
el papel de las caveolas en la mecanotransducciéon en otros tipos celulares, se
podria decir que esta interaccion alteraria la respuesta de los osteoblastos a la

carga prolongada (294). Otro estudio ha determinado que la presencia de
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CAV-1 es fundamental en los efectos proliferativos que ejerce la leptina en los
osteoblastos a través de la activacion de AKT (295). Ademas de los efectos de
CAV-1 en células Oseas, también se ha descrito que la sobreexpresion de
Cav-3 promueve la formaciéon de hueso a través de la via Wnt en ratas

osteoporoticas (296).

Por el contrario, hay estudios en los que se ha comprobado que, ratones
CAV-17 de 8 semanas de edad presentan una morfologia alterada del cartilago
de crecimiento caracterizada por hipercelularidad y un mayor numero de
trabéculas (297). La ausencia de Cav-1 en ratones de 5 a 8 semanas da lugar a
huesos corticales mas grandes y aumenta la cantidad total de hueso tanto en el
compartimento trabecular como en el cortical. Estos aumentos van
acompafados de una mayor resistencia mecanica. Los estudios celulares
sugieren que la etiologia del aumento del tamafio y la cantidad de hueso se debe,
al menos en parte, a efectos directos sobre la funcidon de los osteoblastos, ya
que en ausencia de Cav-1, las células osteoprogenitoras favorecen el fenotipo
osteoblasto (298). También, se ha demostrado que la expresion de CAV-1
aumenta durante la diferenciacién osteogénica de células madre mesenquimales
humanas derivadas de médula 6sea, y su supresion mejora dicha diferenciacion.
El aumento de la expresion de CAV-1 observado durante la osteogénesis es
probablemente un mecanismo de retroalimentacion negativa (299). CAV-1
probablemente amortigua la senalizacion pro-osteogénica secuestrando
mediadores de sefializacibn en las caveolas de la superficie celular y/o
impulsando su internalizacion a través de la endocitosis de las caveolas (300).
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En base a estos antecedentes, en la presente Tesis Doctoral hipotetizamos
que los efectos mecanicos sobre los osteocitos afectan a su comunicacion con
los osteoclastos y sus progenitores a través de la mecanotransduccion mediada
por PTH1R y el cilio primario. El receptor PTH1R podria formar un cuerpo de
sefnalizacion o signalosoma en el cilio primario, que seria fundamental para la

sefalizacion por estimulo mecanico.
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Como objetivo general planteamos identificar los factores que regulan la
comunicacion osteocito-osteoclasto en relacion con la posible movilizacion de
PTH1R a cilio o caveolas, asi como, estudiar los mecanismos que afectan a esta

comunicacion.

Para alcanzar este objetivo general nos planteamos los siguientes objetivos

especificos:

1. Estudiar la implicacion del cilio primario y de PTH1R en las sefales
inducidas en el osteocito por la mecanotransduccioén, o por PTHrP
(1-37), que afectan al reclutamiento y a la diferenciacion de
precursores osteoclasticos.

Analizar la movilidad de PTH1R a lo largo del cilio primario.
Evaluar el efecto del estimulo mecanico por FF en la longitud del cilio
primario.

4. Determinar la implicacion de diferentes vias de sefalizacion de
PTH1R en el reclutamiento y la diferenciacion de precursores
osteoclasticos.

5. Analizar el secretoma de los osteocitos estimulados mecanicamente
por FF con o sin activacion de PTH1R.

6. Determinar el efecto de las caveolas en la comunicacion osteocito-
osteoclasto.

7. Estudiar la implicacion de las caveolas en la movilizacién de PTH1R

al cilio primario.
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1. Modelos experimentales in vitro
1.1. Células osteociticas de raton MLO-Y4

Las células osteociticas de raton MLO-Y4 fueron generosamente
suministradas por la Dra. L. Bonewald (Universidad de Missouri, Kansas City,
MO, EEUU), cuyo grupo desarrollé esta linea celular (301). Estas células se
sembraron en medio de cultivo esencial minimo a (a-MEM) (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, EEUU) suplementado con suero fetal bovino (SFB) y
suero fetal de ternera (SFT), cada uno al 2,5%, L-glutamina 2 mM, 100
unidades/ml de penicilina y 100 pg/ml de estreptomicina, en atmésfera humeda
de 5% de CO2y a 37°C. Las células se sembraron a una densidad de 25.000
células/cm? en placas de cultivo convencionales o en portaobjetos de vidrio
(FlexCell International Corp., Hillsborough, NC, EEUU), revestidas con una
matriz de colageno tipo | (Sigma Aldrich, St. Luis, MO, EEUU). Las células se
mantuvieron en cultivo hasta que estuvieron casi totalmente confluentes. Al dia
siguiente, se reemplaz6 el medio de cultivo por medio a-MEM sin rojo fenol con
1% de SFB y las células se mantuvieron en esta condicion durante 24 horas.
Posteriormente, las células se estimularon mecanicamente por flujo de fluido
laminar (FF, descrito en el apartado 2.2) o mediante la utilizacion del péptido
exdégeno PTHrP (1-37) (Bachem, Bubendorf, Suiza) a una concentracion de 100
nM durante 10 minutos. Las células que no fueron estimulas seran los controles
estaticos (CE). Después, las células se incubaron durante 18 horas con a-MEM
sin rojo fenol, sin SFB y sin SFT. Transcurrido este tiempo, se procedi6 a la
extraccion del RNA para evaluar la expresion génica o a la extraccion de
proteinas para determinar los niveles proteicos mediante inmunotransferencia.
También, se llevd a cabo la recogida de medios condicionados (MC). En ciertos

experimentos, la extraccion del RNA se realiz6 a las 6 horas.

En algunos experimentos, las células se transfectaron de manera transitoria
con ARN de interferencia (siARN) 48 o 72 horas antes de la estimulacion
mecanica o de la estimulacion con PTHrP (1-37). En algunos casos, también se
transfectaron con plasmidos 24 horas antes de las estimulaciones, como se

describe posteriormente. Cuando se utilizaron antagonistas/inhibidores, se
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afadieron a las células 1 hora antes de la estimulaciéon mecanica o del péptido
exdgeno PTHrP. El esquema experimental correspondiente se muestra en las
Figuras 6 y 7. Los detalles de cada una de las técnicas experimentales y

estimulos utilizados se desarrollan en el apartado 2.
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Transfecciones transitorias: g .
« silFT88 (20 M) s o , C
* SIPTHIR (20 M) . PTI(-| P (1-37) (100 s{\ﬁm&n i i
« SICAV1 (60nM) * PTHrP (1-37) (100 nM) 10 min
| } o
. >«
Oh 24h 48h 72h 96h 114h
MLO-Y4 1T
T bt T *
Siembra Siembra  Deplecién Recoger: .

ARN, proteinas, MC \.

Estimulos:
* FF (10 min, 10 dinas/cm?)
Transfecciones transitorias: ] * PTHrP (1-37) (100 nM) 10 min

« siCAV1 (60nM)
l Deplecion l—> Fijar
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Figura 6. Esquema experimental mostrando los diferentes protocolos de transfecciones
transitorias y estimulos llevados a cabo in vitro en las células osteociticas de raton MLO-Y4.
(A) Experimentos de expresion génica y proteica en células MLO-Y4, y migracion utilizando
los MC obtenidos de MLO-Y4. (B) Experimentos de microscopia confocal en células MLO-Y4.
gPCR: reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa; IT: inmunotransferencia; IF:
inmunofluorescencia; FF: flujo de fluido; MC: medio condicionado; silFT88: silenciamiento de /ft88;
siPTH1R: silenciamiento de Pth1r, siCAV-1: silenciamiento de Cav-1. Imagen realizada con el
software BioRender.
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Figura 7. Esquema experimental mostrando los diferentes protocolos de transfecciones
transitorias, inhibiciones y estimulos llevados a cabo in vitro en las células osteociticas de
raton MLO-Y4. (A) Experimentos de expresion génica en células MLO-Y4, y experimentos de
migracién y diferenciacion hacia osteoclastos utilizando los MC obtenidos de MLO-Y4. (B)
Experimentos de microscopia confocal en células MLO-Y4. gPCR: reaccion en cadena de la
polimerasa cuantitativa; IF: inmunofluorescencia; FF: flujo de fluido; MC: medio condicionado; HC:
hidrato de cloral; GANT61: antagonista de GLI1; SQ22536; inhibidor de la ciclasa A; U73122:
inhibidor de la fosfolipasa C. Imagen realizada con el software BioRender.

1.2. Macroéfagos de raton RAW 264.7

Las células RAW 264.7 (TIB-71™; ATCC) se cultivaron en medio Eagle

modificado de Dulbecco (DMEM) (Thermo Fisher Scientific) suplementado con
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SFB al 10%, L-glutamina 2 mM, 100 unidades/ml de penicilina 'y 100 pg/ml de
estreptomicina, en atmodsfera humeda con un 5% de CO2 y a 37°C. Las células
se sembraron en placas de cultivo convencionales a una densidad de 20.000
células/cm?, hasta alcanzar una confluencia del 70%. Para el ensayo de
migracion, se sembraron 50.000 células en cada pocillo de tipo Transwelf®
(Corning Costar, Cambridge, MA, EEUU), y después se incubaron durante 6
horas con el mismo medio de cultivo. Ademas, se utilizé un 20% de los distintos
MC de las células MLO-Y4. El esquema experimental correspondiente se
muestra en la Figura 9. Los detalles de esta técnica se describen en el apartado
2.9.

1.3. Aislamiento de células mononucleares de sangre periférica (CMSP) a

partir de la capa leucocitaria

La sangre, obtenida del Centro de Transfusion de la Comunidad de Madrid,
se diluyd 1:1 con medio Roswell Park Memorial Institute (RPMI) (Life
Technologies) en un tubo Falcon de 50 ml. Por otro lado, se prepararon tubos
Falcon de 50 ml con 1/3 de volumen de Ficoll (15 ml aproximadamente). El
volumen total de sangre diluida en RPMI se repartio equitativamente entre tubos
que contenian el Ficoll. Para ello, se afadié 2/3 de volumen de la sangre diluida,
con extremo cuidado (gota a gota, con flujo lento y constante) sobre el Ficoll
contenido en cada tubo. Los tubos se centrifugaron a 800 g durante 40 minutos
sin aceleracion ni deceleracion. Una vez finalizada la centrifugacién, se recogio
el halo blanquecino conteniendo las CMSP de los tubos (Figura 8), y se depositd
en nuevos tubos Falcon de 50 ml. Posteriormente, se realizaron 2 lavados,
resuspendiendo el pellet celular en 45 ml de tampédn fosfato salino (PBS) 1X, y
centrifugando a 250 g durante 10 minutos. Antes de la segunda centrifugacion,
se tom6 una muestra y se diluy6 1:1 con el reactivo azul de tripan (Sigma-Aldrich)
para determinar el numero de células totales con la Camara de Neubauer. De
las células obtenidas, se sembraron 250.000 células/cm? en placas de cultivo
convencionales con el medio a-MEM suplementado con un 10% de SFT, 100
unidades/ml de penicilina y 100 ug/ml de estreptomicina, ademas de afiadir 20
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ng/ml de M-CSF (ProSpec, Ness-Ziona, Israel). El medio se cambi6 cada 3 dias

conteniendo 20 ng/ml de M-CSF, hasta alcanzar el 90% de confluencia.

Antes de centrifugar Después de centrifugar

—_—
A0 e

s

I’ > Plasma +
%5 m Plaquetas
20 s
L = | capa leucocitaria
15—
— [> Ficoll + Granulocitos
[> Concentrado
de hematies

Figura 8. Diagrama esquematico de la separacion de los componentes de la sangre
utilizando un gradiente de densidad. Figura realizada con el software BioRender.

1.4. Células mononucleares de sangre periférica

Las CMSP para generar osteoclastos humanos in vitro se aislaron a partir
de la capa leucocitaria. Estas células se cultivaron en medio a-MEM
suplementado con un 10% de SFT, 100 unidades/ml de penicilina y 100 pg/ml
de estreptomicina, en atmésfera humeda de 5% de CO2y a 37°C. Los monocitos
humanos se dejaron crecer hasta alcanzar una confluencia del 90%. Para el
ensayo de migracion, se sembraron 50.000 células en cada pocillo de tipo
Transwell® (Corning Costar), y después se incubaron durante 6 horas con el
medio de cultivo mencionado anteriormente. Ademas, se utilizdé un 20% de los
distintos MC de las células MLO-Y4. Para el experimento de diferenciacion, se
sembraron 20.000 células en cada pocillo con el medio a-MEM suplementado
con un 10% de SFT en presencia de citoquinas pro-osteoclastogénicas (M-CSF
y RANKL), ademas de anadir un 20% de los MC de las células MLO-Y4. El
esquema experimental correspondiente se muestra en las Figuras 9 y 10. Los

detalles de estas técnicas se describen en los apartados 2.9 y 2.10.
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Anticuerpos neutralizantes
anti-CXCLS y anti-IL-6
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Figura 9. Esquema experimental de la migracién celular realizada en la linea celular RAW
264.7 y en monocitos humanos extraidos de sangre periférica. CXCL5: Ligando 5 de
quimioquina con motivo C-X-C; IL-6: interleuquina 6. Imagen realizada con el software

BioRender.
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Figura 10. Diagrama experimental de la generacion de osteoclastos para la evaluacion de
la osteoclastogénesis realizada a partir de monocitos humanos extraidos de sangre
periférica. CXCL5: Ligando 5 de quimioquina con motivo C-X-C; IL-6: interleuquina 6. Imagen
realizada con el software BioRender.
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2. Técnicas experimentales
2.1. Estimulos: agonistas y antagonistas/inhibidores
Tabla 1. Relacién de estimulos utilizados.
Agonistas
Reactivos Descripcion Casa . Dosis
comercial
PTHIP (1-37) (rh) PTHrP Bachem | 100 nM
N-terminal
Antagonistas/Inhibidores
Reactivos Descripcion Casa , Dosis
comercial
Antagonista
PTHrP (7-34) competitivo de Bachem 100 nM
PTH1R
Inhibidor de la
Hidrato de cloral (HC) formacion del cilio Sigma Aldrich 1 mM
primario
2,2'-[[Dihidro-2-(4-piridinil)- Inhibidor
1,3(2H,4H)- antiproliferativo Santa Cruz 10 UM
pirimidinediyl]bis(metilen)]bis[N,N- de la via de Biotechnology g
dimetilbenzenamina (GANT61) senalizacién Hh
Inhibidor de
ciclasa A que Santa Cruz
9-THF-Ade (SQ22536) ) . . 100 uM
bloguea la liberacion | Biotechnology
de AMPc
1-[6-[[(17B)-3-
metoxiestra1,3,5(10)-trieno-17- o Santa Cruz
. . . . ) Inhibidor de PLC . 1 uM
illamino]hexil]-1H-pirrol2,5-diona Biotechnology
(U73122)
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2.2. Estimulacion mecanica mediante flujo de fluido (FF)

Las células MLO-Y4 fueron sembradas en portaobjetos de vidrio revestidos
con una matriz de colageno tipo | como se indica en el apartado 1.1. Tras 6 0 24
horas de incubacién en medio de cultivo sin rojo fenol y con 1% de suero, los
portaobjetos se introdujeron en una camara hermética y metalica Flexcell
Streamer® (Flexcell International Corp.), la cual formaba un circuito cerrado junto
con una botella llena de medio de cultivo a-MEM sin rojo fenol. Este medio fue
bombeado sobre la monocapa celular en condiciones de esterilidad y de forma
constante, gracias a una bomba peristaltica Masterflex Fluid Flow System (Cole-
Palmer, Vernon Hills, IL, EEUU), segun parametros establecidos por el programa
informatico Streamsoft v4.1 (10 dinas/cm?) y durante 10 minutos (Figura 11). La
intensidad empleada para la estimulacion se halla dentro del rango que se estima
que experimentan las células dseas en situacion fisioldgica in vivo (117,302). En
paralelo, se sembraron células MLO-Y4 en portaobjetos de vidrio que no fueron

sometidas a estimulo mecanico por FF, que servian como controles estaticos.
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Células en _—" d 14 4 4 H [
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del fluido
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1
Medio de cultivo

Figura 11. Esquema de la estimulacién mecanica in vitro mediante el paso de fluido (medio
de cultivo) sobre una monocapa celular de forma controlada. Figura realizada con el software
BioRender.
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2.3. Transfecciones transitorias

Para la induccién especifica de un silenciamiento génico transitorio, se
emplearon distintas secuencias de siARN. Para ello, se sembraron 200.000
células MLO-Y4 en portaobjetos de vidrio o en placas P-100 recubiertas por
colageno tipo |, utilizando su medio de cultivo habitual con antibiéticos y
suplementado con SFB y SFT. Al dia siguiente, se afadieron los siARNs
especificos, empleando como agente de transfeccion lipofectamina RNAiMax
(Life Technologies, Paisley, Reino Unido) diluida en medio Optimem® (Thermo
Fisher Scientific), siguiendo las instrucciones del fabricante. El agente de
transfeccion se mantuvo en el cultivo durante 6 o 24 horas dependiendo del
experimento. Pasado este tiempo se paro¢ la transfeccion afnadiendo mas medio

de cultivo o lavando con PBS 1X, respectivamente.

Para llevar a cabo el silenciamiento de /ft88 y de Pth1r, las células fueron
transfectadas con un sistema de 3 duplex de siARN (cada uno de ellos a una
concentracion final de 20 nM) dirigidos contra diferentes secuencias codificantes,
tanto del gen Ift88 como del Pth1rde ratén, y generadas por la tecnologia Ambion
(Thermo Fisher Scientific, referencias 186729; 186730; 186731 para los siRNAs
contra Ift88; y 151326; 68886; 68980 para los siRNAs contra Pth1r). Para el
silenciamiento del gen Cav-1, se emple6 una unica secuencia, a una
concentracion final de 60 nM, disefiada por la tecnologia 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
precision de los cambios génicos inducidos de manera especifica por los siARNs
en los diferentes parametros evaluados, se utilizé una secuencia de siARN no
codificante (“Scrambled’) (control siRNA- A; Santa Cruz Biotechnology, Dallas,
TX). Ademas, se comprob¢ la eficiencia del silenciamiento en todos los casos
mediante qPCR en tiempo real.

Por otro lado, las células MLO-Y4 se transfectaron de manera transitoria

con un plasmido portador de ADN complementario (ADNc) codificante para
PTH1R humano fusionado con el gen reportero proteina fluorescente verde
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(GFP) (GFPPTH1R), generosamente suministrado por el Dr. P. Friedman
(Universidad de Pittsburgh, Pittsburgh, PA, EEUU) (303,304). Las células se
sembraron como se indica en el apartado 1.1y, al dia siguiente, se transfectaron
durante 4 horas a 37°C con 1 ug del plasmido ¢FPPTH1R, utilizando
Lipofectamina 3000® (Life Technologies) diluida en Optimem® como agente de
transfeccion, siguiendo las instrucciones del fabricante. Pasado este tiempo, se
paro la transfeccion afiadiendo mas medio de cultivo, se privo a las células de
suero durante 6 horas y se realizé el estimulo mecanico con FF o el estimulo con
PTHrP (1-37). Finalmente, se fijaron las células y se continud con el proceso de

inmunofluorescencia.

2.4. Inmunofluorescencia (IF)

Las células se fijaron utilizando paraformaldehido (PFA) al 4% en PBS, pH
7,4, durante 10 minutos y, posteriormente, se permeabilizaron con Triton X-100
al 0,5% en PBS, a pH 7,4 durante 5 minutos. Para el bloqueo de las uniones
inespecificas, las células se incubaron durante 1 hora con albumina de suero
bovino (BSA) suplementado con un 5% de suero de cabra. A continuacion, se
incubaron con el anticuerpo monoclonal producido en ratén anti-tubulina a-
acetilada (Sigma Aldrich), diluido 1:1000 en BSA 1X, durante toda la noche, a
4°C y en agitacion. Al dia siguiente, se realizaron varios lavados con PBS 1Xy
se anadio el anticuerpo secundario anti-inmunoglobulina G (IgG) de raton
conjugado con Alexa fluor 546 (Invitrogen, Waltham, MA, EEUU), diluido 1/1000
en BSA 1X, durante 1 hora a temperatura ambiente. Posteriormente, se
realizaron varios lavados con PBS 1X, y se llevé a cabo el montaje con el reactivo
FluorSafe (Calbiochem, La Jolla, CA, EEUU). Las muestras se analizaron con el
microscopio confocal Leica DMI8, evaluandose la colocalizacion entre el cilio
primario y el receptor PTH1R en las células que habia sido transfectadas con el
plasmido G¢FPPTH1R, teniéndose en cuenta si la colocalizaciéon se habia
producido sélo en la base o a lo largo de todo el cilio primario. También se analizé
la longitud del cilio primario, gracias al software Imaged. Los anticuerpos
utilizados y las condiciones de incubacion se muestran en la Tabla 3.
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2.5. Extraccion de ARN total y anadlisis de la expresion génica por PCR

cuantitativa en tiempo real (RT-qPCR)

La extraccion del ARN se realizé mediante un método estandar con Trizol®
(Ambion, Foster City, CA, EEUU) a 4°C. A continuacién, se cuantificé la cantidad
de ARN obtenido con un sistema NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific), y
se llevo a cabo la retrotranscripcidn (a partir de 1-2 ug de ARN) para la obtencion
del ADNc empleando el ensayo high capacity cDNA reverse transcription Kit
(Applied Bioystems, Grand Island, NY), en un termociclador Eppendorf
Mastercycler (Eppendorf, Hamburgo, Alemania) durante 10 minutos a 25°C, 120
minutos a 37°C y 5 minutos a 85°C. Para la realizacion de la PCR en tiempo real
se utilizé un sistema 7900HT Fast Real-Time PCT System (Applied Byosystems,
Waltham, MA, EEUU), usando una mezcla de reaccién Syber Premix Ex Taq
polimerasa (Takara, Otsu, Japdn) y cebadores especificos no marcados para el
gen de ratén Cav-1, empleando como gen constitutivo -actina o gliceraldehido-
3-fosfato deshidrogenasa (Gapdh). De forma alternativa, se emplearon las
sondas Tagman MGB para la deteccidn de /{88 (Mm01313467; Thermo Fisher
Scientific), Pth1r (Mm00441046; Thermo Fisher Scientific) y el gen constitutivo o
housekeeping 18S (4318839; Assay-by-DesignSM; Applied Byosystems). El
protocolo realizado cuando se utilizaron cebadores consistid en una reaccion
inicial de 10 minutos a 95°C, seguido de 45 ciclos de 15 segundos a 95°C, 15
segundos a 60°C y 15 segundos a 72°C; finalmente, la temperatura aumentaba
a 95°C, bajaba a 65°C durante 15 segundos, y volvia a subir a 95°C, para la
obtencidn de la curva de disociacién. Cuando se emplearon sondas Tagman, el
protocolo constaba de una incubacion inicial a 95°C durante 10 minutos, seguida
de 40 ciclos a 95°C durante 15 segundos y 60°C durante 1 minuto. La eficacia
de la amplificacion de estos genes fue del 100%. Los cambios en la expresion
geénica se representaron como niveles de expresion del gen relativizado respecto
a su correspondiente control (segun las condiciones experimentales), expresado
como n-veces O unidades arbitrarias (u.a.). Para ello, se empled el algoritmo
comparativo de umbral de ciclo delta-delta (2-22¢t), donde Ct representa el ciclo
umbral de PCR en el que el programa detecta por primera vez un incremento de
la fluorescencia respecto a la sefal basal; y ACt = Ct del gen de interés — Ct del
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gen control enddgeno (B-actina, Gapdh o 18S, segun los casos). Las secuencias

de los cebadores utilizados se muestran en la Tabla 2.

Tabla 2. Cebadores utilizados en la RT-gPCR

Gen Sentido (5’-3’) Antisentido (5’-3’)
B-actina GAACCCTAAGGCCAACCGTG ACCAGAGGCATACAGGGACAG
Gapdh ACCATCATCCCTGCCTCTAC CCTGTTGCTGTAGCCAAAT
Cav-1 CGACGACGTGGTCAAGAT GTCGAAACTGTGTGTCCCTTCTG
Opg CAGAGCGAAACACAGTTTG CACACAGGGTGACATCTATTC
Rankl TGTACTTTCGAGCGCAGATG AGGCTTGTTTCATCCTCCTG
Plau CGAATACTACAGGGAAGAC GACATTTTCAGGTTCTTTGG
1l-6 ACCGCTATGAAGTTCCTCTCTGCA | AAGCCTCCGACTTGTGAAGTGGT
Dkk3 CGTCCTCTGAGGTGAACCTGGC GTCTCGGGTGCATAGCATCTG
InhbA ATCATCACCTTTGCCGAGTC TCACTGCCTTCCTTGGAAAT

2.6. Extraccion de proteinas y analisis de inmunotransferencia (IT)

Para determinar las proteinas presentes en el MC, se anadié 100 pyl de TCA
(acido tricloroacético) por cada 500 ul de muestra, se dejé 20 minutos en hielo,
y posteriormente, se centrifugo a 13.500 rpm durante 10 minutos a 4°C. Se
descarto el sobrenadante y el precipitado se lavé con 1 ml de etanol frio y se
centrifugé a 13.500 rpm durante 5 minutos a 4°C. Este proceso se repitié 4 veces
y luego, se resuspendioé con el tampdn de carga 1X. En el caso del estudio de
las proteinas intracelulares, se extrajo de las células MLO-Y4 la proteina total
celular utilizando el buffer RIPA (Sigma Aldrich), suplementado con inhibidores
de proteasas (Protease inhibitor cocktail Set |; Calbiochem) y fosfatasas
(Phosphatase inhibitor cocktail Set II; Calbiochem). Las células se mantuvieron
en este buffer durante 30 minutos a 4°C, y posteriormente, se centrifugaron a
12.000 g durante 20 minutos y 4°C, para la recogida de los sobrenadantes. En
ellos, se determind el contenido total de proteina mediante un ensayo estandar

del acido bicinconinico BCA Protein Assay (Thermo Fisher Scientific),
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empleando BSA como estandar. Después, se prepararon extractos proteicos (de
entre 15 y 20 yg) que fueron separados mediante electroforesis en geles de
poliacrilamida (PAGE) al 10-15% en presencia de sulfato de dodecilo sédico
(SDS) y en condiciones reductoras. A continuacion, los geles fueron transferidos
a membranas de nitrocelulosa (Bio-Rad, Hercules, CA, EEUU) mediante un
sistema humedo, a 100 V y 4°C durante 30 minutos. Estas membranas fueron
bloqueadas empleando leche desnatada al 5% en tampdn tris salino (TBS; 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°C con los siguientes
anticuerpos primarios: anticuerpos policlonales de conejo anti-MCP1, anti-
HMGB1 y anti-RANTES (1:1000, Abcam, Cambridge, Reino Unido). Como
control de carga, se empled el anticuerpo monoclonal de raton anti-a-tubulina
(1:10000, Abcam). Al dia siguiente, se incubaron con los anticuerpos
secundarios anti-lgGs de raton o conejo conjugados con peroxidasa (HRP)
(1:5000, 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 informaticos diferentes: QuantityOne™ e ImageLab™
(Bio-Rad). Los anticuerpos primarios y secundarios utilizados y las condiciones

de incubacién se muestran en la Tabla 3.
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Tabla 3. Relacion de anticuerpos y condiciones experimentales realizadas en la
inmunotransferencia (IT) y en la inmunofluorescencia (IF)

Antigeno Ant!cuel_'po Incubacién Antlcuergo Incubacién
primario secundario
Monoclonal de IgG de conejo anti-
a-tubulina (IT) ratén raton-HRP
(Abcam) [1:10000] (Abcam) [1:5000]
Policlonal de IgG de cabra anti-
MCP-1 (lT) conejo (Abcam) conejo-HRP
[1:1000] (Abcam) [1:5000]
Policlonal de TIN 4°C IgG de cabra anti- 1h, TIA
HMGBH1 (IT) conejo (Abcam) conejo-HRP
[1:1000] (Abcam) [1:5000]
Policlonal de IgG de cabra anti-
RANTES (IT) conejo (Abcam) conejo-HRP
[1:1000] (Abcam) [1:5000]
Tubuli Monoclonal de IgG de cabra anti-
ubulina a . .
raton T/N 4°C raton 1h, T/A
acetilada (IF) (Sigma Aldrich) AlexaFluor 546
[1:1000] (Invitrogen) [1:1000]

T/N: toda la noche; T/A: temperatura ambiente; HRP: peroxidasa

2.7. Analisis proteémico

Los MC obtenidos de las células MLO-Y4, en las cuales se llevo a cabo el
silenciamiento del receptor PTH1R ademas de estimularse mecanicamente o
mantenerse en condiciones estaticas, se analizd6 mediante protedmica de
etiqueta de masa en tandem (TMT). Las proteinas secretadas por los osteocitos
en estas condiciones fueron relativamente cuantificadas y comparadas en el
Centro de Biologia Molecular Severo Ochoa (CBMSO). La digestion en gel se
realizd6 como previamente habia descrito la Dra. Moreno (305). El marcaje TMT
y el fraccionamiento a elevado pH se llevd a cabo de la siguiente forma: la mezcla
de péptidos procedentes de la digestion triptica de proteinas desaladas (50 pg)
se marco utilizando productos quimicos del TMT reagent sixplex Isobaric Mass
Tagging Kit (reactivos 126, 127, 128 y 129) (Thermo Fisher Scientific), como se
describe en las instrucciones del fabricante. Los péptidos fueron disueltos en 50
gl de bicarbonato de trietilamonio 100 mM ajustado a un pH 8. Para el marcaje,
cada reactivo TMT se disolvié en 41 ul de acetonitrilo y se afiadio a la mezcla de
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péptidos correspondiente. A continuacion, se incubd a temperatura ambiente
durante 1 h. El marcaje se paré cuando se afnadié 8 ul de hidroxilamina al 5%.
Los sobrenadantes se secaron y las muestras se mezclaron para obtener la
"mezcla marcada con 4plex". La mezcla fue analizada mediante cromatografia
liguida en fase reversa y espectrometria de masas en tdandem (RPLC-MS/MS)
para comprobar la eficiencia del marcaje. Posteriormente, la muestra se
fracciond utilizando el kit de fraccionamiento de péptidos en fase reversa de alto
pH (Pierce), tal y como se ha descrito con pequefias modificaciones. A la muestra
se le anadio acido trifluoroacético (TFA) al 0,1% y, mas tarde, se cargd en una
columna de fraccionamiento de fase reversa, equilibrada y de elevado pH.
Luego, se aplicé a las columnas un gradiente escalonado de concentraciones
crecientes de acetonitrilo en una solucion volatil de pH elevado para eluir los
péptidos unidos en nueve fracciones diferentes (5-80% de acetonitrilo) recogidas
por centrifugacion. Las fracciones obtenidas de la mezcla marcada con 4plex en
fase reversa y elevado pH se secaron y almacenaron hasta su analisis por
espectrometria de masas para su posterior cuantificacién. El analisis cuantitativo
se realiz6 por cromatografia liquida de fase reversa y espectrometria de masas
en tandem como previamente describié la Dra. Alonso (306). La identificacion de
péptidos a partir de los datos brutos se llevé a cabo utilizando el motor de
busqueda PEAKS Studio X (Bioinformatics Solutions Inc.). La busqueda en la

base de datos se realiz6 a partir de uniprot-Mus musculus.fas

2.8. Ensayo de inmunoadsorcién ligado a enzima (ELISA)

Las células MLO-Y4 en las que se midié la produccion de citoquinas; se
cultivaron en su medio habitual y al dia siguiente, se afadié medio fresco al 1%
de SFB. Tras 24 horas, se sometieron o no (control estatico) a estimulacion
mecanica por FF y se incubaron durante 18 horas mas en a-MEM sin suero y sin
rojo fenol. Los MC se recogieron y se centrifugaron a 1.000 rpm durante 10
minutos para eliminar los restos celulares. Las citoquinas para analizar en estos
MC fueron el ligando 5 de quimioquina con motivo C-X-C (CXCL5) y la IL-6
mediante la utilizacion de ELISAs especificos (Thermo Fisher Scientific),

siguiendo las instrucciones del fabricante (Figura 12). La absorbancia optica de
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cada pocillo se midié en un lector de ELISAs (Varioskan Lux; Thermo Fisher
Scientific) a 450 nm. La sensibilidad del ensayo fue 35 pg/ml para CXCL5 y 6,5
pg/ml para IL-6, y el coeficiente de variacion entre ensayos fue menor del 12%.

@ Antigeno \\(/ Anticuerpo )L Conjugado con biotina qr Estreptavidina- HRP
VA

Anadir Anadir Anadir la soluccién

Unién del antigeno  pigtina conjugada Estreptavidina-HRp ~ Afiadir el sustrato de parada

Figura 12. Diagrama experimental del ensayo de inmunoadsorcién ligado a enzima (ELISA).
HRP: peroxidasa. Figura realizada con el software BioRender.

2.9. Ensayos de migracion celular

Los ensayos de migracion se realizaron utilizando pocillos de tipo
Transwell® (Corning Costar) con un tamafo de poro de 8 um. Cada Transwell®
es depositado en un pocillo de una placa P-24. Las células de raton RAW 264.7
y los monocitos humanos obtenidos de la capa leucocitaria, se sembraron en la
parte superior a una densidad de 50.000 células con su medio habitual. Mientras
que, en el pocillo de la P-24 se afadié un 80% de medio a-MEM sin rojo fenol al
1,25% de suero mas un 20% de los MC de las células MLO-Y4. Ademas, en
algunos experimentos, también se anadié anticuerpos neutralizantes; 2 ug/mL
de anti-CXCL5 (Thermo Fisher Scientic) y 1 yg/ml de anti-IL-6 (R&D Systems,
Minneapolis, MN, EEUU). Tras 6 horas de incubacion a 37°C se evalud la
capacidad migratoria de las células a través de la membrana; para ello, se
elimind el medio y las células de la cara superior de la membrana, fijando las que
habian migrado a la capa inferior con PFA al 4% durante 10 minutos. Tras varios
lavados con PBS 1X, las células fueron tefiidas con cristal violeta (Sigma-Aldrich)
durante 15 minutos. Posteriormente, se tomaron imagenes y se realizaron

contajes de células en 5 campos diferentes con un aumento de X200, usando el

108



+ CE Universidad
Materiales y Métodos San Pablo

microscopio Leica DM 5500B, y empleando el software Imaged para los contajes

celulares.

2.10.Generacion de osteoclastos para la evaluacion de Ila

osteoclastogénesis

Los monocitos humanos obtenidos del aislamiento de la capa leucocitaria
fueron utilizados para el ensayo de diferenciacion hacia osteoclastos. Una vez
que alcanzaron el 90% de confluencia, se retir6 el medio de cultivo, se lavo dos
veces con PBS 1Xy se llevo a cabo la tripsinizacion (en 0,25% v/v de tripsina y
1mM de acido etilendiaminotetraacético (EDTA)) durante 30 minutos, utilizando
un rascador celular. Para el ensayo de diferenciacion, se sembraron 20.000
células/pocillo en una placa de 96 pocillos con el medio de cultivo a-MEM
suplementado con un 10% de SFT, 100 unidades/ml de penicilina y 100 pg/ml
de estreptomicina, ademas de 20 ng/ml de M-CSF y 20 ng/ml de RANKL
(ProSpec). Los controles fueron cultivados con el mismo medio de cultivo, pero
sin RANKL. Pasados tres dias, el medio de cultivo se reemplazé por medio fresco
sin rojo fenol, conteniendo M-CSF y RANKL, segun correspondiera, y
afnadiéndose ademas un 20% de los distintos MC de las células MLO-Y4. A los
controles se le afiadié un 20% de medio a-MEM sin SFT. Ademas, en algunos
experimentos, también se afiadieron anticuerpos neutralizantes; 2 ug/mL de anti-
CXCL5 y 1 pg/ml de anti-IL-6. Los monocitos humanos estuvieron en contacto
con los MC de las MLO-Y4 durante tres dias. Pasado este tiempo, se retird el
medio de cultivo y se lavé con PBS 1X para eliminar las células no adherentes.
Las células fueron fijadas con PFA al 4% durante 10 minutos, permeabilizadas
con metanol al 100% durante 20 minutos, y tefildas con hematoxilina durante 5
minutos. La diferenciacion de los monocitos humanos hacia osteoclastos se
determiné por la morfologia de las células obtenidas, observandose la formacion
de células gigantes con tres 0 mas nucleos. Las imagenes fueron realizadas
gracias al microscopio Leica DMI1 evaluandose el numero de células

osteoclasticas con tres o mas nucleos empleando el software ImageJ.
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2.11. Analisis estadistico

Los resultados de esta Tesis estan expresados como las medias *
desviaciones estandar (DE). En primer lugar, los datos obtenidos
experimentalmente fueron sometidos a una prueba de normalidad vy
homocedasticidad. Dado que no podia asumirse la distribucion normal de los
datos, el analisis se llevo a cabo mediante un ANOVA no paramétrico de la
varianza (Kruskal-Wallis). La prueba post-hoc realizada para la comparacién de
los diferentes grupos dos a dos fue el test de Mann-Whitney, considerandose
significativo un p valor < 0,05. Los analisis y las representaciones graficas se
llevaron a cabo con el programa informatico Graphpad Prism (GraphPad
Software, La Jolla, CA, EEUU).
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1. Estudio del efecto del secretoma de células osteociticas estimuladas
mecanicamente sobre la migracion y la diferenciaciéon de

preosteoclastos

Uno de los objetivos de la presente Tesis Doctoral fue determinar los
posibles efectos del secretoma de los osteocitos estimulados tanto
mecanicamente con flujo de fluido (FF) como con PTHrP (1-37) sobre la
migracion y diferenciacion de precursores monociticos. Para determinar si el cilio
primario y el receptor PTH1R estaban implicados en la regulacion de ambos
procesos y evaluar su papel, se inhibié la formacion del cilio primario en las
células osteociticas antes de la estimulacion con FF o PTHrP utilizando dos
estrategias; silenciando /ft88, el cual es necesario para la ciliogénesis y para la
capacidad funcional del cilio primario (307) o preincubando con hidrato de cloral,
un inhibidor del cilio primario (308). También se inhibié el receptor PTH1R
silenciando su gen, o utilizando el antagonista competitivo del receptor PTH1R,
PTHrP (7-34). La eficacia del silenciamiento de Ift88 y de Pth1r se confirmé
mediante la evaluacion del ARN en osteocitos MLO-Y4. Observamos una
disminucién de aproximadamente el 60% de la expresién génica de ambos

marcadores, en comparacion con las células transfectadas con silenciadores
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X 0.5 SE o
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0.0- 0.0-
CE FF PTHP CE FF PTHrP CE FF PTHP CE FF PTHrP
siARN Scrambled  siARN IFT88 siARN Scrambled siARN PTH1R

Figura 13. Comprobacién de la eficiencia del silenciamiento de Ift88 y de Pth1r mediante
PCR a tiempo real. Las células osteociticas MLO-Y4 fueron silenciadas con tres siARNs dirigidos
contra Ift88 (A), contra Pth1r (B) y con siARN Scrambled para el caso de los controles en ambos
silenciamientos, durante 24 horas tal y como se indica en la figura 6A. Los resultados representan
la media + DE de tres experimentos independientes. *p<0.05 vs siARN scrambled correspondiente;
**p<0.01 vs siARN scrambled correspondiente. siARN: ARN de interferencia pequefio CE: control
estatico; FF: flujo de fluido; PTHrP: proteina relacionada con la PTH; PTH1R: receptor de tipo 1 de
la PTH; IFT88: proteina 88 de transporte intraflagelar; DE: desviacion estandar.
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para la secuencia “Scrambled” (secuencia no complementaria a ningun gen de
la célula, utilizado para descartar posibles efectos derivados del protocolo de
transfeccion no especificos del siARN utilizado en cada caso) (Figura 13A y B).

Posteriormente, se analiz6 el papel del cilio primario y del receptor PTH1R
en la modulacion de genes implicados en la formacion y el remodelado 6seo. Se
analizaron mediante PCR cuantitativa los niveles de expresion de ARNm de los
siguientes genes: Rankl, un factor implicado en la induccién de la diferenciacion
y la activacion de los osteoclastos y su receptor sefiuelo soluble Opg, el cual
bloquea los efectos de RANKL (309).

En las células MLO-Y4, la expresion génica de los marcadores
mencionados anteriormente no experimentd cambios significativos en ninguna
de las condiciones de estimulo estudiadas respecto al control. En cambio, el
silenciamiento de /ft88 disminuyo significativamente la expresion de Opg (Figura
14A) y Rankl (Figura 14C) cuando las células MLO-Y4 se estimularon con FF.
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Figura 14. Analisis de genes implicados en la formacién y el remodelado 6seo en presencia
y ausencia del cilio primario y del receptor PTH1R. Las células osteociticas MLO-Y4 fueron
transfectadas con una mezcla de tres siARNs dirigidos contra secuencias especificas del gen /t88
y contra Pth1r, o con siARN Scrambled durante 24 horas. Después fueron sometidas a 24 horas
de privacioén de suero, seguidas de estimulacion con FF (10 dinas/cm?) o con 100 nM de PTHrP (1-
37) durante 10 minutos. A las 18 horas se recogié el ARN. Los niveles de expresion de ARNm de
Opg (A-B) y Rankl (C-D), asi como la relacion Opg/Rankl (E-F), fueron analizados mediante PCR
cuantitativa en tiempo real (RT-qPCR). Los resultados representan la media + DE de tres
experimentos independientes. *p<0.05 vs siARN scrambled correspondiente. siARN: ARN de
interferencia pequefio CE: control estatico; FF: flujo de fluido; PTHrP: proteina relacionada con la
PTH; PTH1R: receptor de tipo 1 de la PTH; IFT88: proteina 88 de transporte intraflagelar; DE:
desviacién estandar.
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Una vez llevado a cabo el silenciamiento del cilio y del receptor PTH1R y
tras la estimulacion por FF o PTHrP, se obtuvo medio condicionado (MC) de las
células osteociticas MLO-Y4 para utilizarlo en ensayos de migracion y de
diferenciacion de osteoclastos. La migracion de la linea celular de monocitos
murinos RAW 264.7 se vio drasticamente inhibida por el MC de las células MLO-
Y4 estimuladas por FF o PTHrP en comparacion con la migracion inducida por
el MC de osteocitos en condiciones estaticas (Figura 15A y B). Por el contrario,
los MC de osteocitos silenciados con /ft88 o Pth1ry estimulados con FF o PTHrP
no mostraron efectos inhibitorios sobre la migracion de los monocitos (Figura
15A y B). Del mismo modo, el MC de osteocitos estimulados por FF o PTHrP no
fue capaz de disminuir la migracion de células monociticas murinas (Figura 16A)
o humanas (Figura 16B) cuando los osteocitos fueron preincubados con el
inhibidor del cilio primario (hidrato de cloral) o con el inhibidor de PTH1R (PTHrP
(7-34)).

116



Universidad
CEU | sanribio

Resultados

1501

100+

(<]
o
1

siARN IFT88 + CE SiARN IFT88 + FF SIARN IFT88 + PTHrP B

Nuamero de células
RAW 264.7 migratorias

CN CE FF PTHrP CE FF PTHrP
siARN Scrambled  siARN IFT88

150+

100

SiARN PTH1R + CE ARN PTH1R + FF SiARN PTHIR + PTHrP

50+

Nuamero de células
RAW 264.7 migratorias

CN CE FF PTHrP CE FF PTHrP
siARN Scrambled sjARN PTH1R

Figura 15. El MC de células MLO-Y4 estimuladas mecanicamente inhibe la migraciéon de
monocitos murinos por un mecanismo dependiente del cilio primario y de PTH1R. Las células
osteociticas MLO-Y4 se transfectaron con tres siARNs /ft88 (A), tres siARNs Pth1r (B) o con un
siARN codificado durante 24 h, seguido de privacion de suero durante otras 24 h. Posteriormente,
las células se estimularon con FF (10 dinas/cm?) o con 100 nM de PTHrP (1-37) durante 10 minutos.
El MC se recogid al cabo de 18 h. Para evaluar el numero de células migratorias, se cultivaron
células RAW 264.7 en pocillos de tipo Transwell con un tamafio de poro de 8 um. En el
compartimento inferior se afiadié un 20% de MC de las condiciones de estudio, extraidos de las
células MLO-Y4. Tras 6 h, se fijaron las células, se tifieron con cristal violeta y se contaron con un
microscopio optico invertido. Se representa el numero de células monociticas evaluadas con el
software Imaged (A-B). Los resultados son la media + DE de 2 experimentos por triplicado. **p<0,01
vs a CE o siARN IFT88/PTH1R correspondiente. MC: medio condicionado; siARN: ARN de
interferencia pequefio; CN: control negativo; CE: control estatico; FF: flujo de fluido; PTHrP:
proteina relacionada con la PTH; PTH1R: receptor de tipo 1 de la PTH ; IFT88: proteina 88 de
transporte intraflagelar; DE: desviacion estandar.
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Figura 16. El MC de células MLO-Y4 estimuladas mecanicamente inhibe la migraciéon de
monocitos por un mecanismo dependiente del cilio primario y de PTH1R. Las células
osteociticas MLO-Y4 se privaron de suero durante 24 horas y, posteriormente se les tratd con
hidrato de cloral 1 mM o con 100 nM de PTHrP (7-34) durante 1 hora. Luego, las células se
estimularon con FF (10 dinas/cm?) o con 100 nM de PTHrP (1-37) durante 10 minutos. El MC se
recogio al cabo de 18 h. Para evaluar el nUmero de células migratorias, se cultivaron células RAW
264.7 (A) o células monociticas humanas obtenidas de la capa leucocitaria (B) en pocillos de tipo
Transwell con un tamano de poro de 8 um. En el compartimento inferior se afadié un 20% de MC
de las condiciones de estudio, extraidos de las células MLO-Y4. Tras 6 h, se fijaron las células, se
tineron con cristal violeta y se contaron con un microscopio 6ptico invertido. Se representa el
numero de células monociticas evaluadas con el software Imaged (A-B). Los resultados son la
media + DE de 2 experimentos por ftriplicado . **p<0,01 vs a CE o inhibicién del cilio o PTH1R
correspondiente. MC: medio condicionado; CN: control negativo; CE: control estatico; FF: flujo de
fluido; PTHrP: proteina relacionada con la PTH; PTH1R: receptor de tipo 1 de la PTH; DE:
desviacién estandar.
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Estos datos demuestran que el secretoma de los osteocitos estimulados
por FF o PTHrP, mediante un mecanismo dependiente del cilio primario y de
PTH1R, inhibe la migracion de células monociticas murinas RAW 264.7 y

humanas.

A continuacion, se evaluo las acciones del cilio primario y de PTH1R en
osteocitos sobre la diferenciacién de los osteoclastos. Se observé que el MC
obtenido a partir de los osteocitos estimulados por FF o PTHrP, disminuyo el
porcentaje de monocitos humanos que en presencia de citoquinas
osteoclastégenicas, se diferenciaban a osteoclastos (observados como células
gigantes con al menos 3 o mas nucleos) en comparacion con el MC de control
estatico (Figura 17A y B). Por otro lado, el MC de los osteocitos MLO-Y4 en los
que se inhibi6 el cilio primario o PTH1R mostr6 un porcentaje de
osteoclastogénesis que se asemejaba al del MC de osteocitos en condiciones
estaticas. Estas acciones se observaron incluso si los osteocitos eran
estimulados por FF o PTHrP (Figura 17A y B).

Por lo tanto, estos resultados indican que el secretoma de los osteocitos
estimulados mecanicamente y con PTHrP inhibe el proceso osteoclastogénico
de los monocitos humanos a través de un mecanismo dependiente de PTH1R y

del cilio primario.
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Figura 17. El secretoma de células MLO-Y4 estimuladas mecanicamente y estimuladas
con PTHrP reduce la diferenciacion de monocitos humanos hacia osteoclastos mediante
un mecanismo dependiente del cilio primario y de PTH1R. Las células MLO-Y4 se privaron
de suero durante 24 h, se trataron con 1 mM de hidrato de cloral o con 100 nM de PTHrP (7-34)
durante 1 h y se estimularon con FF (10 dinas/cm?2) o con 100 nM de PTHrP (1-37) durante 10
minutos. ElI MC se recogio tras 18 h. Para evaluar la diferenciacion de las células monociticas a
osteoclastos, los monocitos humanos se trataron con 20 ng/ml de M-CSF y 20 ng/ml de RANKL
mas los correspondientes medios condicionados de las células MLO-Y4 al 20 %. A continuacion,
se fijaron las células, se permeabilizaron y se tifieron con hematoxilina. La diferenciacion de los
monocitos humanos a osteoclastos se determind mediante la evaluacion de la morfologia,
observando la formacion de células gigantes (= 50 um) con al menos 3 0 mas nucleos. (A) Se
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muestran imagenes representativas de cada condicién. (B) Se representa el porcentaje de
células con tres 0 mas nucleos evaluado con el software ImageJ. Los resultados representan la
media + DE de 3 experimentos independientes. *p<0,05 vs CE; 2p<0,05 vs inhibicion
correspondiente de PTH1R; ®p<0,01 vs inhibicion correspondiente del cilio o PTH1R. MC: medio
condicionado; M-CSF: factor estimulante de colonias de macrofagos; RANKL: ligando del
receptor activador del factor nuclear kappa-B; CN: control negativo (-) RANKL y (+) medio a-
MEM; CE: control estatico; FF: flujo de fluido; PTHrP: proteina relacionada con la PTH; PTH1R:
receptor de tipo 1 de la PTH; DE: desviacion estandar.

2. Localizacion del receptor PTH1R en el cilio primario de osteocitos

estimulados mecanicamente

Otro de los objetivos de la Tesis Doctoral fue comprobar la posible
colocalizacion entre el cilio primario y PTH1R en células osteociticas MLO-Y4 y
si esta pudiera afectar a las funciones de ambos mecanosensores. Las células
MLO-Y4 fueron transfectadas con el plasmido ¢*PPTH1R y se mantuvieron en
estado quiescente, ya que el cilio primario aparece durante la fase Go del ciclo
celular (310). Una hora antes de llevar a cabo el estimulo mecanico con FF, se
realizé la inhibicion del cilio primario con hidrato de cloral o la inhibicion del
receptor PTH1R, con PTHrP (7-34). Finalmente, se fijaron las células y se
continud con el proceso de inmunofluorescencia para el estudio de la posible
colocalizacion. El marcaje del cilio primario se realizdé con el anticuerpo anti-
tubulina a acetilada. La acetilacion de esta proteina es esencial para el

ensamblaje y la elongacién del cilio primario (311).

Asi, se observdo mediante microscopia confocal que PTH1R colocalizaba
con el cilio primario en las células MLO-Y4. En condiciones estaticas, el 58% de
las células osteociticas ciliadas mostraban cierta colocalizacién entre PTH1R y
el cilio primario. De ésta s6lo el 38% de las células mostraban colocalizacion a
lo largo de todo el cilio primario, mientras que el 20% mostraba colocalizacién
s6lo en la base del cilio. Sin embargo, tras la estimulacion con FF, aumento de
manera significativa la presencia de PTH1R a lo largo de todo el cilio primario (el
70% de las células osteociticas ciliadas manifestaron colocalizaciéon entre
PTH1R y el cilio primario; de este porcentaje el 56% de las células ciliadas
mostraron localizacion de PTH1R en toda la extensién del cilio, mientras que el

14% mostraron colocalizaciéon sélo en la base del cilio) (Figura 18A y B). El
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pretratamiento con HC anulé la formacion del cilio primario, asi como la
movilizacion de PTH1R hacia él, mientras que PTHrP (7-34) no afecté a la
movilizacion del PTH1R (Figura 18A y B). En condiciones estaticas e inhibicion
con PTHrP (7-34), el 65% de las células osteociticas ciliadas mostraban cierta
colocalizacion entre PTH1R y el cilio primario. De ésta sélo el 45% de las células
mostraron colocalizacién a lo largo de todo el cilio primario, mientras que el 20%
presentaron colocalizacién solo en la base del cilio. Cuando se estimulaba con
FF, el 68% de las células osteociticas ciliadas manifestaron colocalizacién entre
PTH1R y el cilio primario. De este porcentaje el 56% de las células ciliadas
mostraron localizacion de PTH1R en toda la extensién del cilio, mientras que el
12% presentaron colocalizacién s6lo en la base del cilio (Figura 18A y B).
Ademas, la estimulaciéon con PTHrP (1-37) también indujo cambios en la
colocalizacion de PTH1R en el cilio primario con respecto al basal: el 79% de las
células osteociticas ciliadas mostraron cierta colocalizacion entre PTH1R y el
cilio primario. De ésta sélo el 50% de las células mostraban colocalizacion a lo
largo de todo el cilio primario, mientras que el 29% mostraba colocalizacion so6lo

en la base del cilio. (Figura 19A y B).
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Figura 18. PTH1R colocaliza con el cilio primario en células MLO-Y4 estimuladas
mecanicamente, distribuyéndose por todo el cilio. Se transfectaron células MLO-Y4 con 1 ug
del plasmido ¢F”-PTH1R utilizando lipofectamina 3000 durante 4 h a 37°C. Posteriormente, las
células se privaron de suero durante 6 h, se trataron con hidrato de cloral 1 mM o con 100 nM
de PTHrP (7-34) durante 1 h y se estimularon con FF (10 dinas/cm?) durante 10 min. Para evaluar
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la colocalizacion de PTH1R con el cilio primario, las células se fijaron, permeabilizaron,
bloquearon e incubaron durante toda la noche a 4°C con el anticuerpo anti-tubulina a-acetilada
de raton. A continuacion, las células se incubaron durante 1 h con el anticuerpo secundario IgG
anti-ratébn conjugado con Alexa fluor 546. Se muestran imagenes representativas de cada
condicion (A). El porcentaje de células con colocalizacion de PTH1R justo en la base (basal) y
en todo el cilio primario (total) se analiz6 en cada condicién en células MLO-Y4 transfectadas
con el plasmido ¢FPTH1R (B). Se representa la evaluacion de la longitud del cilio primario en
células MLO-Y4 utilizando el software ImagedJ (C). Los resultados son la media + DE de
triplicados. *p<0,05 vs CE o el control correspondiente; 2p<0,05 vs condicion basal
correspondiente. CE: control estatico; FF: flujo de fluido; HC: hidrato de cloral; 7-34: PTHrP (7-
34); 6FP-PTH1R: proteina verde fluorescente-PTH1R; PTH1R: receptor de tipo 1 de la PTH; IgG:
inmunoglobulina G; DE: desviacion estandar.

Ademas, la longitud del cilio primario aumenté en los osteocitos
estimulados mecanicamente en comparacion con la longitud de los cilios de los
osteocitos en condiciones estaticas (Figura 18C). Hecho que no se vio cuando
se estimuld con PTHrP (1-37) (Figura 19C). De nuevo, este efecto fue inhibido
por el pretratamiento con HC pero no se vio afectado por el antagonista de
PTH1R, la PTHrP (7-34) (Figura 18C y 19C).

Estos resultados demuestran que el estimulo mecanico con FF elonga el
cilio primario de los osteocitos. Ademas, tanto el estimulo mecanico con FF como
el estimulo con PTHrP (1-37) desencadenan una movilizacion significativa de

PTH1R a lo largo del cilio primario en estas células.
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Figura 19. PTH1R colocaliza con el cilio primario en células MLO-Y4 estimuladas con PTHrP
(1-37). Se transfectaron células MLO-Y4 con 1 ug del plasmido ¢F-PTH1R utilizando lipofectamina
3000 durante 4 h a 37°C. Posteriormente, las células se privaron de suero durante 6 h, se trataron
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con hidrato de cloral 1 mM o con 100 nM de PTHrP (7-34) durante 1 h y se estimularon con 100
nM de PTHrP (1-37) durante 10 min. Para evaluar la colocalizacion de PTH1R con el cilio
primario, las células se fijaron, permeabilizaron, bloquearon e incubaron durante toda la noche a
4°C con el anticuerpo anti-tubulina a-acetilada de ratéon. A continuacion, las células se incubaron
durante 1 h con el anticuerpo secundario IgG anti-raton conjugado con Alexa fluor 546. Se
muestran imagenes representativas de cada condicion (A). El porcentaje de células con
colocalizacién de PTH1R justo en la base (basal) y en todo el cilio primario (total) se analiz6 en
cada condicion en células MLO-Y4 transfectadas con el plasmido ¢F7-PTH1R (B). Se representa
la evaluacion de la longitud del cilio primario en células MLO-Y4 utilizando el software ImageJ
(C). Los resultados son la media + DE de ftriplicados. *p<0,05 vs control correspondiente;
**p<0,01 vs control correspondiente; 2p<0,05 vs condicion basal correspondiente; p<0,001 vs
condicién basal correspondiente. CE: control estatico; PTHrP: proteina relacionada con la PTH,;
HC: hidrato de cloral; 7-34: PTHrP (7-34); ¢F"PTH1R: proteina verde fluorescente-PTH1R;
PTH1R: receptor de tipo 1 de la PTH; IgG: inmunoglobulina G; DE: desviacion estandar.

3. Implicaciéon de las vias Hegdehog, PKA y PKC en la regulacién

osteocitica de la migracion de monocitos y de la osteoclastogénesis

Las acciones del PTH1R sobre las células 6seas se han asociado a
diferentes vias de senalizacion, incluyendo la sobreexpresién del factor de
transcripcion GLI (226), y la activacion de la proteina quinasa A (PKA) y la
proteina quinasa C (PKC) (135). Para estudiar las vias de sefalizacion
implicadas en la regulacion de la migracion y la diferenciacion hacia osteoclastos,
se llevd a cabo la inhibicion de las vias de sefalizacion PKA, PKC o hedgehog
en osteocitos, ademas de estimularlos mecanicamente con FF o con PTHrP (1-
37), como se describe previamente. A continuacion, se procedio a la obtencién
del MC para determinar como afecta a la migracién de la linea celular de
monocitos murinos RAW 264.7 (Figura 20A y B) y a las células monociticas
humanas (Figura 21A y B). El pretratamiento de los osteocitos con GANT61,
SQ22536 y U73122 (inhibidores de GLI, PKA y PKC, respectivamente) revirtio la
inhibicién de la migracién inducida por FF o PTHrP (Figura 20A y B). Se observo

un efecto similar sobre la migracion de monocitos humanos (Figura 21A 'y B).
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Figura 20. Las vias de senalizacion hegdehog, PKA y PKC intervienen en la regulacion de
la migracion de monocitos murinos dependiente del MC obtenido de células MLO-Y4. Las
células osteociticas fueron privadas de suero durante 24 h y tratadas con 10 yM de GANT61,
100 uM del inhibidor del adenilato ciclasa SQ22536 o con 1 uM del inhibidor de la fosfolipasa C
U73122 durante 1h. Posteriormente, las células se estimularon con FF (10 dinas/cm?2) o con 100
nM de PTHrP (1-37) durante 10 min. EI MC se recogi6 al cabo de 18 h. Para evaluar el nimero
de células migratorias, se cultivaron células RAW 264.7 en pocillos de tipo Transwell con un
tamafo de poro de 8 um, y en el compartimento inferior se anadié un 20% de cada medio
condicionado obtenido de las células MLO-Y4. Tras 6 h de migracién, las células fueron fijadas,
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se tifleron con cristal violeta y se contaron con un microscopio 6ptico invertido. Se muestran
imagenes representativas de la migracion de las células RAW 264.7 (A) y, también se representa
el numero de células monociticas que han migrado, siendo evaluadas con el software ImageJ
(B). Los resultados son la media + DE de 2 experimentos por triplicado. **p<0,01 vs CE; 2p<0,05
vs correspondiente inhibicion de GLI, PKA o PKC; Pp<0,01 vs correspondiente inhibicion de GLI,
PKA o PKC. MC: medio condicionado; CN: control negativo (con medio a-MEM); CE: control
estatico; FF: flujo de fluido; PTHrP: proteina relacionada con la PTH; GANT61: GLI1-Antagonista
61; GLI: factor de transcripcion de glioma 1; PKA: proteina quinasa A; PKC: proteina quinasa C;
DE: desviacion estandar.

128



Universidad
CEU | sanribio

Resultados

150

100+

50

Numero de monocitos
humanos migratorios

CN CE FF PTHP CE FF PTHrP CE FF PTHrP CE FF PTHrP

Control Inhibicién GLI Inhibicién PKA Inhibicién PKC

Figura 21. Las vias de sefnalizacion hegdehog, PKA y PKC intervienen en la regulaciéon de
la migracién de monocitos humanos dependiente del MC obtenido de células MLO-Y4. Las
células osteociticas fueron privadas de suero durante 24 h y tratadas con 10 yM de GANT61,
100 pM del inhibidor del adenilato ciclasa SQ22536 o con 1 uM del inhibidor de la fosfolipasa C
U73122 durante 1h. Posteriormente, las células se estimularon con FF (10 dinas/cm?) o con 100
nM de PTHrP (1-37) durante 10 min. EI MC se recogio al cabo de 18 h. Para evaluar el nimero
de células migratorias, los monocitos humanos se cultivaron en pocillos de tipo Transwell con un
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tamafio de poro de 8 uym, y en el compartimento inferior se afiadié un 20% de cada medio
condicionado obtenido de las células MLO-Y4. Tras 6 h de migracion, las células fueron fijadas,
se tifleron con cristal violeta y se contaron con un microscopio optico invertido. Se muestran
imagenes representativas de la migracion de los monocitos humanos (A) y, también se
representa el nUmero de células monociticas que han migrado, siendo evaluadas con el software
Imaged (B). Los resultados son la media + DE de 2 experimentos por triplicado. **p<0,01 vs CE;
ap<0,01 vs correspondiente inhibicién de GLI, PKA o PKC. MC: medio condicionado; CN: control
negativo (con medio a-MEM); CE: control estatico; FF: flujo de fluido; PTHrP: proteina
relacionada con la PTH; GANT61: GLI1-Antagonista 61; GLI: factor de transcripciéon de glioma
1; PKA: proteina quinasa A; PKC: proteina quinasa C; DE: desviacién estandar.

A continuacion, estudiamos el efecto de los diferentes MC descritos
previamente sobre la osteoclastogénesis. De forma similar, el MC obtenido a
partir de los osteocitos estimulados con FF o PTHrP y pretratados con los
inhibidores GANT61, SQ22536 y U73122 revirtié completamente la represion de
la diferenciacion osteoclastica causada por el MC de los osteocitos no inhibidos
y estimulados con FF o PTHrP (Figura 22A y B).

Estos datos demuestran que la estimulacién de los osteocitos con FF vy
PTHrP inhibe la migracion de las células monociticas tanto murinas como
humanas, asi como la diferenciacion hacia osteoclastos mediante un efecto
dependiente de GLI, PKA y PKC.

130



Resultados

A CE FF PTHrP

Inhibicion GLI + CE _ Inhibiciéon GLI + FF Inhibicion GLI + PTHrP

Inhibicion PKA + PTHrP

200

150 _—I'_

100

**, b **, a

50

% NuUmero de células osteoclasticas

I
CN CE FF PTHrP CE FF PTHrP CE FF PTHrP CE FF PTHrP
Control Inhibicion GLI Inhibicion PKA Inhibicién PKC

Figura 22. Las vias de seializacion hegdehog, PKA y PKC intervienen en la regulacién de
la osteoclastogénesis dependiente del MC obtenido de células MLO-Y4. Las células MLO-
Y4 fueron privadas de suero durante 24 h y tratadas con 10 uM de GANT61, 100 uM del inhibidor
del adenilato ciclasa SQ22536 o con 1 yM del inhibidor de la fosfolipasa C U73122 durante 1h.
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Posteriormente, las células se estimularon con FF (10 dinas/cm?) o con 100 nM de PTHrP (1-37)
durante 10 min. EI MC se recogi6 al cabo de 18 h. Para evaluar la diferenciacion de los monocitos
a osteoclastos se trataron con 20 ng/ml de M-CSF y 20 ng/ml de RANKL, mas el correspondiente
20% de medio condicionado obtenido de las células MLO-Y4. Las células se fijaron,
permeabilizaron y tifieron con hematoxilina. Se muestran imagenes representativas de la
osteoclastogénesis (A) y también se representa el porcentaje de células con tres o0 mas nucleos
evaluado con el programa Imaged (B). Los resultados son la media + DE de tres experimentos
independientes. **p<0,01 vs CE; 2p<0,05 vs correspondiente inhibiciéon de GLI, PKA o PKC;
bp<0,01 vs correspondiente inhibicion de GLI, PKA o PKC. MC: medio condicionado; M-CSF:
factor estimulante de colonias de macréfagos; RANKL: ligando del activador del receptor del
factor nuclear k B; CN: control negativo (-) RANKL y (+) medio a-MEM; CE: control estatico; FF:
flujo de fluido; PTHrP: proteina relacionada con la PTH; GANT61: GLI1-Antagonista 61; GLI:
factor de transcripcion de glioma 1; PKA: proteina quinasa A; PKC: proteina quinasa C; DE:
desviacion estandar.

4. Estudio proteémico del medio condicionado de las células
osteociticas MLO-Y4

Tras determinar que tanto el estimulo mecanico como el estimulo con
PTHrP (1-37) revertian la migracion y la diferenciacion de los precursores
osteoclasticos, quisimos comprobar qué factores podrian producir ese efecto. De
modo que estudiamos la expresion proteica de varias quimioquinas reclutadoras
de monocitos y macrofagos. Las proteinas analizadas fueron: la quimioquina de
regulacion por activacion expresada y secretada por los linfocitos T (RANTES,
también conocida como CCL5) (312); la proteina quimioatrayente de monocitos-
1 (MCP-1, también conocida como CCL2) (313); y la proteina “High-mobility
group box 17 (HMGB1) (314). Mediante inmunotransferencia se analizé la
expresion de las proteinas mencionadas anteriormente en las células MLO-Y4,
las cuales habian sido estimuladas con FF, con PTHrP o mantenidas en
condiciones estaticas. El analisis de la expresidn proteica mostré que no existian
cambios significativos entre el control estatico, el estimulo con FF y el estimulo
con PTHrP, en ninguna de las tres quimioquinas estudiadas (Figura 23A-C). Sin
embargo, el analisis de la presencia de estas proteinas en el medio condicionado
mostré una disminucién en la secrecion de RANTES y MCP-1 tras la
estimulacion con FF o PTHrP en comparacion con el CE (Figura 23D y E).
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Figura 23. Expresiéon proteica de las quimioquinas MCP-1, RANTES y HMGB1 a nivel
intracelular y extracelular. Las células MLO-Y4 fueron privadas de suero durante 24 h.
Posteriormente, se estimularon con FF (10 dinas/cm?) o con 100 nM de PTHrP (1-37) durante 10
min. EI MC y el lisado celular se recogieron al cabo de 18 h para determinar la expresién proteica
de MCP-1, RANTES y HMGB1 mediante inmunotransferencia, a nivel intracelular (A-C) como a
nivel extracelular (D y E). Los resultados son la media + DE de tres experimentos independientes.
*p<0,05 vs CE. MC: medio condicionado; CE: control estatico; FF: flujo de fluido; PTHrP: proteina
relacionada con la PTH; MCP-1: proteina quimioatrayente de monocitos-1; RANTES: quimioquina
de regulacion por activacion expresada y secretada por los linfocitos T; HMGB1: “High-mobility
group box 1”; DE: desviacion estandar.

Tras ver cambios en el analisis de las quimioquinas en el MC, quisimos

analizar el secretoma de los osteocitos MLO-Y4 para estudiar el papel de

PTH1R en la secrecion de los osteocitos estimulados por FF o en

condiciones estaticas, y averiguar qué proteinas secretadas por los

osteocitos podrian modular la migracion de monocitos y la diferenciacion

de osteoclastos. El analisis protedmico de los MC de los osteocitos reveld

la secrecion de 1.323 proteinas. El secretoma de los osteocitos
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estimulados con FF mostr6 52 proteinas que aumentaron y 20 proteinas
que disminuyeron sus niveles de secrecidbn en comparacién con los
osteocitos sometidos a condiciones estaticas (Figura 24A y B). Los
diagramas de Venn muestran los cambios protedmicos del secretoma
entre osteocitos estimulados con FF, con silenciamiento de Pth1r mas FF
y silenciamiento de Pth1r en condiciones estaticas. Las proteinas que
muestran un aumento de secrecién (veces > 1,5) se muestran en la Figura
24A y Tabla 4. Un total de 20 proteinas son secretadas en todos los
grupos estudiados. Ademas, 19 proteinas son secretadas comunmente
por osteocitos estimulados con FF y osteocitos silenciados con siARN
Pth1r en condiciones estaticas; una unica proteina es comun en los
osteocitos estimulados con FF con o sin silenciamiento de Pthir; y 4
proteinas en osteocitos con silenciamiento de Pth1r en condiciones FF o
CE, las cuales estan relacionadas con la via de sefalizacion del TGF-(3,
la cascada activadora del plasmindgeno, la via de sefalizacion del
receptor de colecistoquinina (CCKR) y la coagulacion sanguinea. Las
proteinas que mostraron una secrecién disminuida (veces < 1,5) se
muestran en la Figura 24B y Tabla 5. Soélo una proteina, la ADP/ATP
translocasa 2, disminuy6 en todos los grupos. Un total de 17 proteinas
diferentes disminuyeron su secrecion en osteocitos estimulados con FF
frente a osteocitos con silenciamiento de Pth1r, y 7 proteinas fueron
comunes en los osteocitos silenciados con Pth1ren condiciones estaticas
frente a osteocitos con silenciamiento de Pth1ry estimulados con FF. Las
variaciones en la secrecion de proteinas entre las diferentes condiciones
también se muestran en un mapa de calor donde el color y la intensidad

representan los cambios de secrecidn proteica (Figura 24C).
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Figura 24. Analisis proteémico de células MLO-Y4 estimuladas mecanicamente, +/-
silenciamiento del Pth1r. Las células osteociticas MLO-Y4 se transfectaron con tres siARN de
Pth1r o con siARN Scrambled durante 24 h. Posteriormente, se privo a las células de suero
durante 24 h y se estimularon con FF (10 dinas/cm?) durante 10 minutos. Después de 18 h, se
recogiod el MC, se liofilizé y se analiz6 mediante espectrometria de masas en tandem. Los
diagramas de Venn muestran el perfil de proteinas secretadas que aumentan (A) o disminuyen
(B) comparando diferentes condiciones experimentales. (C) Se representa un mapa de calor que
muestra las diferencias de secrecién proteica tras el analisis proteémico de los osteocitos. El
color y la intensidad de los recuadros se utilizan para representar los cambios (no los valores
absolutos) de la secrecion de proteinas. El rojo representa un aumento de la secrecion, el verde
una disminucién y el negro representa una secreciéon sin cambios. MC: medio condicionado;
PTH1R: receptor de tipo 1 de PTH; siPTH1R: silenciamiento de Pth1r; CE: control estatico; FF:
flujo de fluido.
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Tabla 4. Proteinas que incrementan su secrecion comparando diferentes condiciones experimentales, en las
cuales las células MLO-Y4 son estimuladas mecanicamente +/- silenciamiento de Pth1r.

Condiciones de estudio Gen Proteina Ratio CE | Ratio FF | Ratio siPTH1R CE | Ratio si PTH1R FF
Galm Aldosa 1-epimerasa 1 6,32 0,91 0,94
Actnl Actinina alfa 1 1 1,54 1,49 1,65
Dkk3 Proteina 3 relacionada con Dickkopf 1 1,52 0,66 0,84
Usol Factor general de transporte vesicular p115 1 1,52 1,50 1,49
Hdgf Factor de crecimiento derivado del h 1 1,63 1,36 1,56
CE - FF Nsfl1C NSFL1 cofactor p47 1 3,34 117 1,08
Nucb1 Nucleobindina-1 1 1,58 0,95 0,95
Npm1 I i 1 1,51 141 1,51
Septin8 Septina-8 1 1,61 1,30 1,52
Snx6 Clasificacién de nexina-6 1 1,51 1,49 1,40
Sptbni1 Cadena beta de la espectrina no eritrocitaria 1 (Fragmento) 1 1,51 1,50 1,74
Ywhab 14-3-3 proteina beta/alfa 1 1,46 1,65 1,98
Psmd1 bunidad r ladora no ATPasa 1 del proteasoma 26S 1 1,49 1,63 1,28
Psmd7 idad r lad no ATPasa 7 del proteasoma 26S 1 1,34 1,65 1,54
Psmc3 idad r ladora 6A del pr 265 1 1,44 1,56 1,68
Rps6 Proteina ribosémica S6 de la idad 40S 1 1,32 1,64 1,36
Rpl15 Proteina ribosémica L15 de la i 60S 1 1,28 1,58 1,32
Rpl18 Proteina ribosémica L18 de la subunidad 60S 1 1,33 1,56 1,47
Rpl28 Proteina ribosémica L28 de la subunidad 60S 1 1,24 1,57 1,54
Pgd 6-fosfogl d descark 1 1,15 1,57 1,23
Aldh3A1 Idehid dimérica NADP-preferente 1 1,20 1,73 1,75
Anxa2 Anexina A2 1 1,19 1,56 1,03
Bzw1 Cremallera de leucina y proteina 1 que contiene el dominio W2 1 1,23 1,64 1,31
Calm1 Calmodulina-1 1 1,38 ilr/il 1,47
Calm2 Calmodulina-2 1 1,38 1,71 1,47
Calm3 Calmodulina-3 1 1,38 1,71 1,47
Cars Cisteina-ARNt ligasa citopl; atica 1 1,39 1,60 1,42
Dsg1A D leina-1-alfa 1 0,94 2,34 0,85
Dsg1B D leina-1-beta 1 0,94 2,34 0,85
Dsp D I i 1 1,18 1,60 1,00
CE - siPTH1R + CE Dnajc3 k ol de DnalJ ilia C mit 3 1 1,48 2,00 1,26
Lipg Lipasa endotelial 1 0,89 1,64 0,79
Eif4A1 Factor de iniciacion eucariota 4A-| 1 1,34 1,78 1,42
Gfpt1 ina-fruc -6-fosfato aminotransferasa 1 1 1,42 1,65 1,50
GIrx3 Glutaredoxina-3 1 1,32 1,55 1,56
Hars Histidina-ARNt ligasa citoplasmati 1 1,50 1,67 1,59
Ide Enzima degradadora de insulina 1 1,32 1,97 1,37
16 Interl, ina-6 1 1,11 1,64 1,94
Nudc Proteina de migracién nuclear nudC 1 1,46 1,83 1,81
Nutf2 Factor de transporte nuclear 2 1 1,21 1,52 1,52
Fkbp4 Peptidil-prolil cis-trans isomerasa FKBP4 1 1,34 1,53 1,52
Gm5478 P pronosticado 5478 1 0,93 2,32 0,66
Pdia4 Proteina disulfuro-isomerasa A4 1 1,43 1,57 1,36
Tgm1 Pr il lutamina g; iltransferasa K 1 0,80 4,10 0,80
Ranbp1 Proteina activadora de GTPasas especifica de Ran 1 1,42 1,78 1,92
Rpl15 Proteina ribosémica L15 (Fr ) 1 1,28 1,58 1,32
Ppp2R2A Isoforma alfa de la idad r lad B de la serina/treonina-proteina fosfatasa 2A de 55 kDa 1 1,38 1,91 1,91
Smarca5 lador de la ilia A miembro 5 de la cr ina dependi de la actina asociada a la matriz SWI/SNF 1 1,49 1,72 1,93
Cct8 i theta de la proteina 1 del joT 1 1,39 1,55 1,55
Tubb4B Cadena de tubulina beta-4B 1 1,15 1,51 1,87
. Sod2 Superéxido dismutasa [Mn] mif drial 1 1,27 1,49 2,09
CE-SIPTHIR + FF Tptl Proteina tumoral controlada traslacionall 1 1,19 1,46 2,03
Rpl19 Proteina ribosémica L19 de la subunidad 60S 1 1,54 2,75 1,93
Rpl32 Proteina ribosémica L32 de la subunidad 60S 1 1,52 1,90 1,88
Cbx3 Proteina Cbx3 1 {555 1,65 1,86
Cbx3 ; Ol 3 de la proteina Chromobo 1 1,55 1,65 1,86
Ehd1 Proteina 1 con dominio EH 1 1,73 1,67 1,71
Eef1B Factor de elongacion 1-beta 1 1,70 1,91 1,85
Eif4G1 Factor 4 gamma 1 de iniciacién de la traduccién eucariota 1 1,60 1,77 1,88
Csell Exportina-2 1 1,70 1,96 1,64
. Ezr Ezrina 1 1,66 1,99 2,03
AodIAGELGE Prkesh bunidad beta de la glucosidasa 2 1 1,57 1,57 1,73
Gbp2 Proteina 2 de unién a il 1 1,55 1,73 1,58
Myl12A Cadena ligerar lad: de miosina 12A 1 1,90 1,81 23,3
Myl12B Cadena ligerar lad de miosina 12B 1 1,90 1,81 2,15
Ptges3 Pr landina E sintasa 3 1 1,51 1,75 1,63
Pdia6 Proteina disulfuro-isomerasa A6 1 1,56 1,63 1,60
Enah F [ de la proteina activada 1 1,59 1,53 1,55
Ppp1R7 idad r ladora 7 de la proteina 1 1 1,51 1,66 1,72
Sf3B1 Subunidad 1 del factor splicing 3B 1 1,66 1,62 2,04
FF - SiPTH1R + FF Lmna Prelamina-A/C 1 oS 1,44 1,67
Anxa3 Anexina A3 1 1,33 1,99 1,84
. " Inhba hibina beta A 1 1,07 1,52 1,99
SiPTH1R + CE - siPTH1R + FF Taldol T —— 1 100 168 1.97
Plau Activador del plasminé tipo uroqui 1 0,89 1,59 1,79
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1 1,90 1,68 1,70
1 2,09 2,29 2,23
1 2735) 1,61 2,12
1 2135] 1,61 2,12
1 1,85 1,87 1,98
1 1,86 1,84 1,94
1 1,74 1,68 1,53
1 2,07 1,88 1,92
1 2,02 1,76 1,74
1 1,86 2,30 2,14
1 2,07 2,06 1,97
1 2,36 8,06 1,77
1 1,67 2,10 1,78
1 1,68 1,93 2,17
1 2,01 1,85 1,85
1 1,78 1,63 1,60
1 2,97 2,11 2,87
1 1,76 1,53 1,88

Nota: La tabla muestra los cambios para cada proteina y la proporcion para cada condicion relativizada frente al
control estatico. El aumento de la secrecién se muestra en color rojo. MC: medio condicionado,; CE: control estatico;
FF: flujo de fluido; PTH1R: receptor de tipo 1 de PTH; siPTH1R: silenciamiento de Pth1r.
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Tabla 5. Proteinas que disminuyen su secrecion comparando diferentes condiciones experimentales, en las
cuales las células MLO-Y4 son estimuladas mecanicamente +/- silenciamiento de Pth1r.

Condiciones de estudio Gen Proteina Ratio CE|Ratio FF|Ratio siPTH1R CE|Ratio si PTH1R FF
CE- FF Mthfd1 C-1-tetrahidrofolato sintasa citoplasmatica 1 0,44 0,81 0,43
Plg Plasminégeno 1 0,32 0,60 0,31
Cst3 Cistatina-C 1 0,99 0,47 0,51
CE - siPTHIR + CE Gsn — Gelsolina _ 1 0,94 0,46 0,54
LoxI2 Lisil oxidasa homéloga 2 1 0,75 0,49 0,52
Tgfbr3 Receptor del factor de crecimiento transformante beta tipo 3 1 1,01 0,48 0,61
Ccl2 Quimioquina 2 con motivo C-C 1 0,99 0,51 0,48
Cfb Factor B del complemento 1 0,96 0,52 0,42
Fbin1 Fibulina-1 1 0,57 0,52 0,40
CE - SiPTHIR + FF Ighg1 Ig g 1 cadena C forma secretada 1 0,52 0,72 0,42
Msn Moesina 1 0,50 0,98 0,48
Gm20547 Gen pronosticado 20547 1 0,96 0,52 0,42
Grn Progranulina 1 0,96 0,53 0,44
Thbs1 Trombospondina-1 1 0,58 0,59 0,49
Ahsg Alfa-2-HS-glicoproteina 1 0,16 0,62 0,10
A2M Alfa-2-macroglobulina-P 1 0,20 0,58 0,16
Serpincl Antitrombina-Ill 1 0,29 0,95 0,21
c Complemento C3 1 0,46 0,51 0,32
Cxcl5 Ligando 5 de quimioquina con motivo C-X-C 1 0,41 0,90 0,33
Finc Filamina-C 1 0,44 0,62 0,33
Itih2 Inhibidor inter-alfa de la tripsina de cadena pesada 2 1 0,37 1,03 0,28
Itih4 Inhibidor inter-alfa de la tripsina de cadena pesada 4 1 0,28 0,70 0,21
FF - siPTH1R + FF Itih1 Inhibidor inter-alfa-tripsina cadena pesada H1 1 0,21 0,67 0,15
Itih2 Inhibidor inter-alfa-tripsina cadena pesada H2 1 0,37 1,03 0,28
Kng2 Quininégeno 2 1 0,25 0,68 0,22
Ltf Lactotransferrina 1 0,21 0,68 0,15
Nefl Polipéptido ligero de neurofilamentos 1 0,18 0,62 0,11
Prmt1 Proteina arginina N-metiltransferasa 1 1 0,30 0,69 0,25
Mat2A S-adenosilmetionina sintasa 1 0,35 0,73 0,32
Tf Serotransferrina 1 0,19 0,62 0,11
Sptanl Espectrina de cadena alfa no eritrocitica 1 1 0,36 0,78 0,30
Apod Apolipoproteina D 1 0,67 0,27 0,23
Col6A3 Colageno tipo VI alfa 3 1 0,78 0,43 0,42
Col6A1 Cadena de colageno alfa-1(VI) 1 0,82 0,49 0,49
SiPTH1R + CE - siPTHIR + FF | Efempl | Proteina de matriz extracelular 1 similar a la fibulina que contiene EGF 1 0,75 0,45 0,45
Efemp2 | Proteina de matriz extracelular 2 similar a la fibulina que contiene EGF 1 0,71 0,48 0,44
Lgals3Bp Proteina de unidn a galectina 3 1 0,71 0,48 0,48
Tgfbi |Proteina ig-h3 inducida por el factor de crecimiento transformante beta 1 0,79 0,46 0,43
FF - siPTH1R + CE - siPTH1R + FF SIc25A5 ADP/ATP translocasa 2 1 0,34 0,48 0,34

Nota: La tabla muestra los cambios para cada proteina y la proporcién para cada condicion relativizada frente al
control estético. La disminuciéon de la secrecién se muestra en color verde. MC: medio condicionado; CE: control
estatico; FF: flujo de fluido;, PTH1R: receptor de tipo 1 de PTH; siPTH1R: silenciamiento de Pth1r.

Una vez determinada las proteinas del secretoma que experimentaban
cambios en su secrecion, quisimos comprobar cuales de ellas podrian estar
relacionadas con la capacidad migratoria de los precursores osteoclasticos. De
modo que analizamos una serie de proteinas que experimentaron cambios
significativos y que probablemente podrian estar implicadas en la comunicacion
osteocito-osteoclasto. Estas proteinas fueron IL-6, un factor esencial en la
homeostasis 6sea y en la angiogénesis (315), el activador del plasmindgeno tipo

uroquinasa (PLAU) implicado en el remodelado tisular y en la migracion celular
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(316) y la inhibina beta A (INHBA), la cual participa en la modulacion del
recambio 6seo (317) (Figura 25A-C). Estas tres proteinas mostraron un
incremento en su secrecion cuando se llevaba a cabo el silenciamiento de Pth1r
tanto en condiciones estaticas como cuando se estimulaba con FF. Y las
proteinas suero amiloide A3 (SAA3), la cual ejerce una actividad quimiotactica y
mejora la adhesion celular (318), la proteina 3 relacionada con Dickkopf (DKK3),
que participa en la regulacién de la sefalizacion de B-catenina y la proliferacion
celular (319), y nucleobindina-1 (NUCB1), un factor pro-osteogénico que
incrementa la actividad de la FA y promueve la mineralizacion ésea (320) (Figura
25D-F). Estas proteinas mostraron una disminucion de su secrecion cuando se
producia el silenciamiento de Pth1r tanto con estimulo mecanico como en

condiciones estaticas.
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Figura 25. Proteinas del secretoma de células MLO-Y4 con cambios en su secrecion. Las
células osteociticas MLO-Y4 se transfectaron con tres siARN de Pth1r o con siARN Scrambled
durante 24 h. Posteriormente, se privé a las células de suero durante 24 h y se estimularon con
flujo de fluido (10 dinas/cm?) durante 10 minutos. Después de 18 h, se recogioé el MC, se liofilizé
y se analizé mediante espectrometria de masas en tandem. Se representa la secrecion de I1L-6
(A), PLAU (B), INHBA(C), SAA3 (D), DKK3 (E) y NUCB1(F) en las distintas condiciones de
estudio. MC: medio condicionado; PTH1R: receptor de tipo 1 de PTH; siPTH1R: silenciamiento
de Pth1r, CE: control estético; FF: flujo de fluido; IL-6: interleuquina 6; PLAU: activador del
plasminégeno tipo uroquinasa; INHBA: inhibina beta A; SAA3; suero amiloide A3; DKKS3: proteina
3 relacionada con Dickkopf; NUCB1: nucleobindina-1.

También quisimos comprobar si en las células MLO-Y4 en las que se
inhibié el cilioy PTH1R, el estimulo con FF o con PTHrP (1-37) inducian cambios
en la expresion génica de algunas de las proteinas del secretoma que
experimentaban cambios en su secreciéon. Los datos mostraron que la expresiéon
génica de Plau aumento tras la estimulacion con FF o PTHrP en comparacion
con el CE (Figura 26A). La expresion génica de Dkk3 mostré una disminucién
significativa cuando se inhibi6 el cilio y se estimulé con FF o con PTHrP en
comparacién con sus respectivos controles. De igual forma, la expresion de este

gen disminuy6 cuando se inhibié PTH1R y se estimul6 con FF en comparacion
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con su control (Figura 26B). En el caso de la expresion génica de //-6, se observé
un incremento cuando se estimul6 con FF tanto en la condicién control como
cuando se inhibe el cilio y el receptor, en comparacién con sus respectivos
controles estaticos (Figura 26C). En cambio, la expresion génica de InhbA no
sufrio cambios significativos entre las distintas condiciones de estudio (Figura
26D). Ademas, la expresion de Plau experimentd una tendencia al alza cuando
se inhibié el cilio y el receptor en las condiciones de estimulo con FF o con PTHrP
(Figura 26A).

>
W

Expresion génica de
Plau (n-veces)
Expresién génica de
Dkk3 (n-veces)

CE FF PTHP CE FF PTHrP CE FF PTHrP CE FF PTHrP CE FF PTHrP CE FF PTHrP

Control Inhibicion cilio  Inhibicion PTHIR Control Inhibicion cilio  Inhibicion PTH1R

SAL T I |

FF PTHP CE FF PTHP CE FF PTHIP
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1i-6 (n-veces)

Expresion génica de
Expresion génica de
InhbA (n-veces)

CE FF PTHrP CE FF PTHrP CE FF PTHrP

Control Inhibicion cilio  Inhibicion PTH1R Control Inhibicién cilio  Inhibicion PTHIR

Figura 26. Analisis de la expresién génica de proteinas obtenidas en el secretoma de las células
MLO-Y4. Las células osteociticas se privaron de suero durante 24 h, se trataron con 1 mM de hidrato
de cloral o con 100 nM de PTHrP (7-34) durante 1 h y se estimularon con flujo de fluido (10 dinas/cm?)
o con 100 nM de PTHrP (1-37) durante 10 minutos. A las 6 h se recogié el ARN. Los niveles de
expresion de ARNm de Plau (A), Dkk3 (B), II-6 (C) e InhbA (D) fueron analizados mediante PCR
cuantitativa en tiempo real (RT-qPCR). Los resultados representan la media + DE de tres experimentos
independientes. *p<0.05 vs correspondiente control; **p<0.01 vs correspondiente control. CE: control
estatico; FF: flujo de fluido; PTHrP: proteina relacionada con la PTH; PTH1R: receptor de tipo 1 de
PTH; Plau: activador del plasmindgeno tipo uroquinasa; Dkk3: proteina 3 relacionada con Dickkopf;
1I-6: interleuquina 6; InhbA: inhibina beta A; DE: desviacion estandar.
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Posteriormente, quisimos analizar qué proteinas de las secretadas por los
osteocitos experimentaban cambios dependientes del receptor PTH1R sin que
estuvieran influidos por el estimulo con FF (Figura 27), o proteinas que
modificaron su secrecién inducidas por FF, sin estar afectadas por el receptor
(Figura 28).

Entre las proteinas que experimentaban cambios dependientes solo del
receptor PTH1R, encontramos la proteina ligando 2 de quimioquina (CCL2), la
proteina ligando 7 de quimioquina (CCL7), que presenta una actividad protectora
frente a la muerte celular en células MLO-Y4 (321), cistatina 3 (CST3), la cual
induce la diferenciacién de osteoblastos in vitro (322), el factor de crecimiento
transformante inducido por beta (TGFBI), el cual participa en la formacion ésea
y en la adhesién celular (323) y la proteina 4 de union al factor de crecimiento
similar a la insulina (IGFBP4), un inhibidor de IGF-1 (una hormona anabdlica
formadora de hueso) (324). Estas proteinas mostraron una disminucion en su
secrecion tras el silenciamiento de Pth1r (Figura 27A-E). En cambio, las
proteinas IL-6, PLAU, INHBA y la proteina de migracion nuclear nudC (NUDC,
que participa en la diferenciacion de monocitos/macréfagos (325)),

incrementaron su secrecion cuando se silenciaba el receptor (Figura 27F-I).
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Figura 27. Proteinas obtenidas del secretoma de las células MLO-Y4 con cambios en la
secrecion dependientes de PTH1R no afectados por FF. Las células osteociticas MLO-Y4 se
transfectaron con tres siARN de Pth1r o con siARN Scrambled durante 24 h. Posteriormente, se
privé a las células de suero durante 24 h y se estimularon con flujo de fluido (10 dinas/cm?2) durante
10 minutos. Después de 18 h, se recogio el MC, se liofilizé y se analiz6 mediante espectrometria
de masas en tandem. Se representa las proteinas con cambios dependientes del receptor PTH1R:
CCL2 (A), CCL7 (B), CST3 (C), TGFBI (D), IGFBP4 (E), IL-6 (F), PLAU (G), INHBA (H) y NUDC
(I). MC: medio condicionado; PTH1R: receptor de tipo 1 de PTH; siPTH1R: silenciamiento de
Pth1r; CE: control estatico; FF: flujo de fluido; CCL2: ligando 2 de quimioquina; CCL7: ligando 7
de quimioquina; CST3: cistatina 3; TGFBI: factor de crecimiento transformante inducido por beta;
IGFBP4: proteina 4 de unién al factor de crecimiento similar a la insulina; IL-6: interleuquina 6;
PLAU: activador del plasminégeno tipo uroquinasa; INHBA: inhibina beta A; NUDC: proteina de
migracioén nuclear nudC.
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Asi mismo, las proteinas que veian su secrecion afectada solo por el
estimulo por FF fueron la quimioquina 5 del motivo C-X-C (CXCL5), un factor
que afecta a la migracion y diferenciacion de células madre mesenquimales (326)
y la antitrombina-lll (Serpin C1), la cual regula la cascada de coagulacion
sanguinea. En ambos casos la secrecion de estas proteinas disminuia cuando

se estimulaba con FF en comparacion con el CE (Figura 28A y B).

A B
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Figura 28. Proteinas secretadas por las células MLO-Y4 con cambios en su secrecién
dependientes del estimulo por FF no afectados por PTH1R. Las células osteociticas MLO-
Y4 se transfectaron con tres siARN de Pth1r o con siARN Scrambled durante 24 h.
Posteriormente, se privo a las células de suero durante 24 h y se estimularon con flujo de fluido
(10 dinas/cm?) durante 10 minutos. Después de 18 h, se recogié el MC, se liofilizé y se analizé
mediante espectrometria de masas en tandem. Se representa las proteinas con cambios
dependientes del estimulo mecanico por FF: CXCL5 (A) y Serpin C1 (B). MC: medio
condicionado; PTH1R: receptor de tipo 1 de PTH; siPTH1R: silenciamiento de Pth1r; CE: control
estatico; FF: flujo de fluido; CXCL5: quimioquina 5 del motivo C-X-C; Serpin C1: antitrombina-IIl.

5. Papel de CXCLS5 e IL-6 en el reclutamiento y la diferenciaciéon de los

osteoclastos

Tras el analisis del secretoma de las células MLO-Y4, se encontraron
proteinas que estaban relacionadas con factores quimiotacticos y con el proceso
de remodelado 6seo. Algunas de las proteinas sobreexpresadas por los
osteocitos de este estudio, estaban relacionadas con procesos inflamatorios o
con el reclutamiento de precursores osteoclasticos, como CXCL5 e IL-6. A este
respecto, los datos protedmicos mostraron que el FF inhibié la secrecion de

CXCL5, pero no de IL-6. Por el contrario, el silenciamiento de Pth1r indujo la
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secrecion de IL-6 sin afectar a la secrecion de CXCL5 (Figura 29A). Para
comprobar los datos previos, se llevo a cabo un ensayo ELISA, en el cual se
analizé la concentraciéon de CXCL5 e IL-6 que habia en el MC obtenido de los
osteocitos MLO-Y4 en condiciones estaticas y tras estimular con FF. Los datos
mostraron que la concentracién de CXCL5 disminuye en los MC de las MLO-Y4
que han sido estimulada mecanicamente con FF en comparacion con el control
estatico (Figura 29B). En cambio, la concentracién de IL-6 secretada por las

células osteociticas no se ve modificada por FF (Figura 29C).
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Figura 29. Niveles de expresion de CXCL5 e IL-6. Las células osteociticas MLO-Y4 se
transfectaron con tres siARN de Pth1r o con siARN Scrambled durante 24 h. Posteriormente, se
privo a las células de suero durante 24 h y se estimularon con flujo de fluido (10 dinas/cm?) durante
10 minutos. Después de 18 h, se recogié el MC (A-C). Para llevar a cabo la protedmica el MC se
liofilizo y se analizé mediante espectrometria de masas en tandem (A). EI MC de las células MLO-
Y4 se analizé mediante un ensayo ELISA para determinar la concentracion de CXCL5 (B) e IL-6
(C). *p < 0.05 vs CE. MC: medio condicionado; CE: control estatico; FF: flujo de fluido; PTH1R:
receptor de tipo 1 de PTH; siPTH1R: silenciamiento de Pth1r; CXCL5: quimioquina 5 con motivo
C-X-C; IL-6: interleuquina 6.
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Basandonos en estas observaciones, analizamos si IL-6 y CXCL5 estaban
implicadas en la regulacién de la migracion y la diferenciacion de osteoclastos
inducida por mecanismos dependientes de PTH1R y del cilio primario en células
MLO-Y4 utilizando anticuerpos neutralizantes especificos (Figuras 30-34). Como
se demostré anteriormente, los MC de osteocitos en condiciones estaticas
provocaron un aumento de la migracion de los monocitos humanos y de la
diferenciacion de osteoclastos; un efecto que fue inhibido por el pretratamiento
de los MC de los osteocitos con el anticuerpo neutralizante CXCL5 o el
anticuerpo neutralizante IL-6. Ademas, el estimulo por FF disminuyd la migracion
de los monocitos con o sin neutralizacion de CXCL5 o IL-6 (Figura 30A y B). De
igual forma, la diferenciacion hacia osteoclastos también se vio disminuida
cuando se estimulé con FF o con PTHrP con o sin la utilizacion de los anticuerpos
neutralizantes CXCL5 o IL-6 (Figuras 31-34). La neutralizacion de CXCL5 no
causo ningun efecto sobre la migracion de los monocitos o la diferenciacion de
osteoclastos cuando el cilio primario o PTH1R de los osteocitos fueron inhibidos
con HC o PTHrP (7-34), respectivamente (Figuras 30-32). Asi mismo, la
neutralizacion de CXCL5 tampoco causé ningun efecto en la osteoclastogénesis
cuando las vias GLI, PKA y PKC fueron inhibidas con GANT61, SQ22536 y
U73122, respectivamente (Figuras 33 y 34). Por el contrario, el anticuerpo anti-
IL-6 no solo revirtié la migracion (Figura 30) y la osteoclastogénesis (Figuras 31
y 32) en condiciones estaticas, sino también en presencia de HC o PTHrP (7-
34), tanto con el estimulo por FF como con el estimulo con PTHrP (1-37). De
igual forma, la inhibiciéon de las vias GLI, PKA y PKC también revierte la

osteoclastogénesis (Figuras 33 y 34).

Estos hallazgos indican que la presencia tanto de un cilio primario
funcional como del receptor PTH1R en los osteocitos son necesarios para una
correcta comunicacion con los osteoclastos, y sugieren que la estimulacion
mecanica inhibe el reclutamiento y la diferenciacién de los osteoclastos a través
de CXCL5, mientras que la activaciéon de PTH1R y del cilio primario regulan a los

osteoclastos a través de IL-6.
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Figura 30. La estimulacion mecanica inhibe el reclutamiento de los osteoclastos mediante
un mecanismo dependiente de CXCL5 e IL-6. Las células osteociticas MLO-Y4 se privaron de
suero durante 24 h y, posteriormente se trataron con hidrato de cloral 1 mM o con 100 nM de PTHrP
(7-34) durante 1 h. Luego, las células se estimularon con flujo de fluido (10 dinas/cm?) durante 10
minutos. El MC se recogio al cabo de 18 h y se afiadié 2 ug/mL de anticuerpo neutralizante anti-
MCXCL5 o 1 pyg/mL de anti-mlIL-6. Para evaluar el numero de células migratorias, se cultivaron
células monociticas humanas (A y B) obtenidas de la capa leucocitaria en pocillos de tipo Transwell
con un tamafo de poro de 8 um. En el compartimento inferior se afiadié un 20% de cada MC de
las células MLO-Y4 mas el anticuerpo neutralizante correspondiente. Tras 6 h, se fijaron las células,
se tifleron con cristal violeta y se contaron con un microscopio 6ptico invertido. Se muestran
imagenes representativas de cada condicion (A). Se representa el nUmero de células monociticas
evaluadas con el software Imaged (B). Los resultados son la media + DE de 2 experimentos por
triplicado de cada condicion experimental. *p<0,05 vs CE o vs correspondiente inhibicién del cilio
o PTH1R; **p<0,01 vs CE. MC: medio condicionado; CXCL5: quimioquina 5 con motivo C-X-C; IL-
6: interleuquina-6; Ac: anticuerpo; CE: control estatico; FF: flujo de fluido; HC: hidrato de cloral; 7-
34: PTHrP (7-34); DE: desviacion estandar.
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Figura 31. La estimulacion mecanica inhibe la diferenciaciéon de los osteoclastos mediante un
mecanismo dependiente de CXCLS5 e IL-6. Las células osteociticas MLO-Y4 se privaron de suero
durante 24 hy, posteriormente se trataron con hidrato de cloral 1 mM o con 100 nM de PTHrP (7-34)
durante 1 h. Luego, las células se estimularon con flujo de fluido (10 dinas/cm?2) durante 10 minutos.
El MC se recogio al cabo de 18 h y se afadié 2 ug/mL de anticuerpo neutralizante anti-mCXCL5 o 1
pg/mL de anti-mIL-6. Para evaluar la diferenciacion de las células monociticas a osteoclastos, los
monocitos humanos se trataron con 20 ng/ml de M-CSF y 20 ng/ml de RANKL mas los
correspondientes MC de las células MLO-Y4 al 20% con el anticuerpo neutralizante correspondiente.
A continuacion, se fijaron las células, se permeabilizaron y se tifieron con hematoxilina. Se muestran
imagenes representativas de cada condicion (A). Se representa el porcentaje de células con tres o
mas nucleos evaluado con el software Imaged (B). Los resultados representan la media + DE de 2
experimentos por triplicado de cada condicion experimental. *p<0,05 vs CE o vs correspondiente
inhibicién del cilio o PTH1R; **p<0,01 vs CE. MC: medio condicionado; M-CSF: factor estimulante de
colonias de macrofagos; RANKL: ligando del receptor activador del factor nuclear kappa-B; CXCL5:
quimioquina 5 con motivo C-X-C; IL-6: interleuquina-6; Ac: anticuerpo; CE: control estatico; FF: flujo
de fluido; HC: hidrato de cloral; 7-34: PTHrP (7-34); DE: desviacién estandar.
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Figura 32. El estimulo con PTHrP (1-37) inhibe la diferenciacién de los osteoclastos
mediante un mecanismo dependiente de CXCL5 e IL-6. Las células osteociticas MLO-Y4 se
privaron de suero durante 24 h y, posteriormente se trataron con hidrato de cloral 1 mM o con
100 nM de PTHrP (7-34) durante 1 h. Luego, las células se estimularon con 100 nM de PTHrP
(1-37) durante 10 minutos. El MC se recogi6 al cabo de 18 h y se afiadi6 2 ug/mL de anticuerpo
neutralizante anti-mCXCL5 o 1 pg/mL de anti-mIL-6. Para evaluar la diferenciacion de las células
monociticas a osteoclastos, los monocitos humanos se trataron con 20 ng/ml de M-CSF y 20
ng/ml de RANKL mas los correspondientes MC de las células MLO-Y4 al 20% con el anticuerpo
neutralizante correspondiente. A continuacion, se fijaron las células, se permeabilizaron y se
tineron con hematoxilina. Se muestran imagenes representativas de cada condicion (A). Se
representa el porcentaje de células con tres 0 mas nucleos evaluado con el software ImageJ
(B). Los resultados representan la media + DE de 2 experimentos por triplicado de cada
condicion experimental. *p<0,05 vs CE o vs correspondiente inhibicién del cilio o PTH1R;
**p<0,01 vs CE. MC: medio condicionado; M-CSF: factor estimulante de colonias de
macréfagos; RANKL: ligando del receptor activador del factor nuclear kappa-B; CXCLS5:
quimioquina 5 con motivo C-X-C; IL-6: interleuquina-6; Ac: anticuerpo; CE: control estatico;
PTHrP: proteina relacionada con la PTH; HC: hidrato de cloral; 7-34: PTHrP (7-34); DE:
desviacion estandar.
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Figura 33. La estimulacién mecanica inhibe la diferenciacion de los osteoclastos mediante un
mecanismo dependiente de CXCLS5 e IL-6. Las células osteociticas MLO-Y4 se privaron de suero
durante 24 h y, posteriormente se trataron con 10 yM de GANT61, 100 uM del inhibidor del adenilato
ciclasa SQ22536 o con 1 uM del inhibidor de la fosfolipasa C U73122 durante 1h. Luego, las células
se estimularon con flujo de fluido (10 dinas/cm?) durante 10 minutos. El MC se recogi6 al cabo de 18h
y se afadié 2 yg/mL de anticuerpo neutralizante anti-mCXCL5 o 1 ug/mL de anti-mIL-6. Para evaluar
la diferenciacion de las células monociticas a osteoclastos, los monocitos humanos se trataron con
20 ng/ml de M-CSF y 20 ng/ml de RANKL mas los correspondientes MC de las células MLO-Y4 al
20% con el anticuerpo neutralizante correspondiente. A continuacion, se fijaron las células, se
permeabilizaron y se tifieron con hematoxilina. Se muestran imagenes representativas de cada
condicioén (A). Se representa el porcentaje de células con tres 0 mas nucleos evaluado con el software
Imaged (B). Los resultados representan la media + DE de 2 experimentos por triplicado de cada
condicién experimental. *p<0,05 vs CE o vs correspondiente inhibicion de GLI, PKA o PKC; **p<0,01
vs CE. MC: medio condicionado; M-CSF: factor estimulante de colonias de macréfagos; RANKL:
ligando del receptor activador del factor nuclear kappa-B; CXCL5: quimioquina 5 con motivo C-X-C;
IL-6: interleuquina-6; Ac: anticuerpo; CE: control estatico; FF: flujo de fluido; GANT61: GLI1-
Antagonista 61; GLI: factor de transcripcion de glioma 1; PKA: proteina quinasa A; PKC: proteina
quinasa C; DE: desviacion estandar.
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Figura 34. El estimulo con PTHrP (1-37) inhibe la diferenciacién de los osteoclastos
mediante un mecanismo dependiente de CXCLS5 e IL-6. Las células osteociticas MLO-Y4 se
privaron de suero durante 24 h y, posteriormente se trataron con 10 yM de GANT61, 100 uM
del inhibidor del adenilato ciclasa SQ22536 o con 1 uM del inhibidor de la fosfolipasa C U73122
durante 1h. Luego, las células se estimularon con 100 nM de PTHrP (1-37) durante 10 minutos.
EI MC se recogi6 al cabo de 18 h y se afiadié 2 ug/mL de anticuerpo neutralizante anti-mCXCL5
o 1 pg/mL de anti-mlL-6. Para evaluar la diferenciacion de las células monociticas a
osteoclastos, los monocitos humanos se trataron con 20 ng/ml de M-CSF y 20 ng/ml de RANKL
mas los correspondientes MC de las células MLO-Y4 al 20% con el anticuerpo neutralizante
correspondiente. A continuacion, se fijaron las células, se permeabilizaron y se tifieron con
hematoxilina. Se muestran imagenes representativas de cada condicion (A). Se representa el
porcentaje de células con tres o0 mas nucleos evaluado con el software Imaged (B). Los
resultados representan la media + DE de 2 experimentos por triplicado de cada condicién
experimental. *p<0,05 vs CE o vs correspondiente inhibicién de GLI, PKA o PKC; **p<0,01 vs
CE. MC: medio condicionado; M-CSF: factor estimulante de colonias de macréfagos; RANKL:
ligando del receptor activador del factor nuclear kappa-B; CXCL5: quimioquina 5 con motivo C-
X-C; IL-6: interleuquina-6; Ac: anticuerpo; CE: control estatico; PTHrP: proteina relacionada con
la PTH; GANT61: GLI1-Antagonista 61; GLI: factor de transcripcion de glioma 1; PKA: proteina
quinasa A; PKC: proteina quinasa C; DE: desviacién estandar.
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6. Implicacion de las caveolas en la comunicaciéon entre las células

osteociticas y los precursores osteoclasticos

Otro de los objetivos de la Tesis Doctoral fue el estudio de la CAV-1, una
proteina de membrana que interviene en la formacién de las caveolas. Estudios
previos indican que muchos GPCRs y subunidades de proteinas G se localizan
en los dominios de las caveolas (327,328). Algunos estudios en células vivas
han indicado que los componentes implicados en la sefializacidn de las proteinas
G residen en complejos de senalizacion preformados (329,330) y que CAV-1
puede alterar sus interacciones uniéndose especificamente a uno o mas
componentes (331). Por lo que, los dominios de las caveolas pueden
desempefiar un papel necesario y significativo en la sefalizacion de GPCR al
mediar en la oligomerizacion de GPCR, en su asociacion con agonistas y en su
interaccién con proteinas G intracelulares. Estudios anteriores han sugerido que
las subunidades Gaq residen en dominios caveolares mientras que, las
subunidades Goo, Gai y GRy prefieren dominios no caveolares (328). Diversos
receptores acoplados a proteinas G han sido identificados en las caveolas, tales
como, el receptor de bradicinina tipo 2 (B2R), el receptor y-opioide (MOR) (332),
el receptor de péptido intestinal vasoactivo 2 (VPAC2) (333) y el receptor del
péptido 1 similar al glucagén (GLP-1R) (334). De modo que para determinar el
efecto de las caveolas en la comunicacion entre las células MLO-Y4 y los
precursores osteoclasticos, se llevd a cabo ensayos de migracién y de
diferenciacion hacia osteoclastos. Para ello se realizo el silenciamiento de Cav-
1 en las células MLO-Y4, y tras la estimulacion por FF o PTHrP, se obtuvo el MC
para utilizarlo en los ensayos mencionados anteriormente. Tal y como habiamos
observado previamente (Figura 15), la migracion de la linea celular de monocitos
murinos RAW 264.7 se vio drasticamente inhibida por el MC de las células MLO-
Y4 estimuladas por FF o PTHrP en comparacion con la migracion producida por
el MC de osteocitos en condiciones estaticas. Por el contrario, los MC de
osteocitos con Cav-1 silenciada y estimulados por FF o PTHrP no mostraron
efectos inhibitorios sobre la migracion de los monocitos (Figura 35A). Del mismo
modo, el MC de osteocitos estimulados por FF o PTHrP no fue capaz de
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disminuir la migracién de células monociticas humanas cuando se silencié la

Cav-1 en los osteocitos (Figura 35B).
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Figura 35. El MC de células MLO-Y4 estimuladas mecanicamente inhibe la migracién de
monocitos murinos y humanos por un mecanismo dependiente de CAV-1. Las células
osteociticas MLO-Y4 se transfectaron con un siARN dirigido contra una secuencia especifica del
gen de Cav-1 o con siARN Scrambled durante 6 h. Posteriormente, se privaron de suero durante
24 h, y las células se estimularon con flujo de fluido (10 dinas/cm?) o con 100 nM de PTHrP (1-37)
durante 10 minutos. EI MC se recogié al cabo de 18 h. Para evaluar el numero de células
migratorias, se cultivaron células RAW 264.7 (A) o células monociticas humanas obtenidas de la
capa leucocitaria (B) en pocillos de tipo Transwell con un tamafio de poro de 8 um. En el
compartimento inferior se afiadié un 20% de MC de las condiciones de estudio, extraidos de las
células MLO-Y4. Tras 6 h, se fijaron las células, se tifieron con cristal violeta y se contaron con un
microscopio optico invertido. Se representa el numero de células monociticas evaluadas con el
software Imaged (A-B). Los resultados son la media £ DE de 2 experimentos por triplicado. *p<0,05
vs CE, **p<0,01 vs CE, 2p<0,0001 vs CE, "p<0,05 vs correspondiente silenciamiento, °p<0,01 vs
correspondiente silenciamiento, 9p<0,001 vs correspondiente silenciamiento. MC: medio
condicionado; siARN: ARN de interferencia pequefio; CN: control negativo; CE: control estatico; FF:
flujo de fluido; PTHrP: proteina relacionada con la PTH; CAV-1: caveolina 1; DE: desviacion
estandar.
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Estos resultados muestran que la CAV-1 es necesaria para que el
secretoma de los osteocitos estimulados por FF o PTHrP inhiba la migracion de
células monociticas murinas RAW 264.7 y humanas.

A continuacién, evaluamos el papel de CAV-1 en la osteoclastogénesis.
Observamos que el silenciamiento de Cav-17 revirtio los efectos inhibitorios del
estimulo por FF y PTHrP sobre la diferenciacion de osteoclastos (Figura 36A y
B).
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Figura 36. El secretoma de células MLO-Y4 estimuladas mecanicamente reduce la
diferenciacion de monocitos humanos hacia osteoclastos mediante un mecanismo
dependiente de CAV-1. Las células osteociticas MLO-Y4 se transfectaron con un siARN dirigido
contra una secuencia especifica del gen de Cav-1 o con siARN Scrambled durante 6 h.
Posteriormente, las células se privaron de suero durante 24 h, y se estimularon con FF (10
dinas/cm?) o con 100 nM de PTHrP (1-37) durante 10 minutos. EI MC se recogio al cabo de 18h.
Para evaluar la diferenciacion de las células monociticas a osteoclastos, los monocitos humanos
se trataron con 20 ng/ml de M-CSF y 20 ng/ml de RANKL mas los correspondientes medios
condicionados de las células MLO-Y4 al 20%. A continuacion, se fijaron las células, se
permeabilizaron y se tifieron con hematoxilina. La diferenciacion de los monocitos humanos a
osteoclastos se determind mediante la evaluacion de la morfologia, observando la formacién de
células gigantes (= 50 um) con al menos 3 0 mas nucleos. Se muestran imagenes representativas
de cada condicién (A). Se representa el porcentaje de células con tres 0 mas nucleos evaluado
con el software Imaged (B). Los resultados representan la media + DE de 3 experimentos
independientes. *p<0,05 vs CE; **p<0,01 vs CE; 2p<0,05 vs correspondiente silenciamiento de
Cav-1. MC: medio condicionado; M-CSF: factor estimulante de colonias de macréfagos; RANKL:
ligando del receptor activador del factor nuclear kappa-B; CN: control negativo (-) RANKL y (+)
medio a-MEM; CE: control estatico; FF: flujo de fluido; PTHrP: proteina relacionada con la PTH;
CAV-1: caveolina 1; DE: desviacion estandar.
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Por lo tanto, estos resultados demuestran que el secretoma de los
osteocitos estimulados mecanicamente y con PTHrP inhibe el proceso
osteoclastogénico de los monocitos humanos por un mecanismo dependiente de
CAV-1.

7. Papel de CXCL5 e IL-6 en el reclutamiento de precursores
osteoclasticos en presencia o ausencia de caveolas en las células
MLO-Y4

Teniendo en cuenta el analisis protedmico realizado previamente, quisimos
comprobar que efecto tenian las proteinas CXCLS5 e IL-6 sobre el ensayo de
migracion tras el silenciamiento de la Cav-1. De modo que al medio condicionado
obtenido de las células MLO-Y4 se les afadi6 los anticuerpos neutralizantes anti-
CXCL5 o anti-IL-6, los cuales se utilizaron en el ensayo de migracién con los
monocitos de raton RAW 264.7. Como se demostro anteriormente, los MC de
osteocitos en condiciones estaticas favorecen la migracidén de los monocitos de
ratdn; un efecto que se inhibi6 mediante el pretratamiento de los medios
condicionados de los osteocitos con el anticuerpo anti-CXCL5 o el anticuerpo
anti-IL-6. El tratamiento del medio condicionado con el anticuerpo anti-CXCL5 o
anti-IL-6 no solo revirtid la migracion en condiciones estaticas, sino también
cuando se silenciaba Cav-1, tanto con el estimulo por FF como con el estimulo
con PTHrP (1-37) (Figura 37).
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Figura 37. La estimulacién mecanica y el estimulo con PTHrP (1-37) inhibe el reclutamiento
de los monocitos murinos mediante un mecanismo dependiente de CXCL5 e IL-6. Las
células osteociticas MLO-Y4 se transfectaron con un siARN dirigido contra una secuencia
especifica del gen de Cav-1 o con siARN Scrambled durante 6 h. Posteriormente, las células se
privaron de suero durante 24 h, y se estimularon con FF (10 dinas/cm?) o con 100 nM de PTHrP
(1-37) durante 10 minutos. EI MC se recogi6 al cabo de 18 h y se afiadié 2 yg/mL de anticuerpo
neutralizante anti-mCXCL5 o 1 pg/mL de anti-mIL-6. Para evaluar el ndmero de células
migratorias, se cultivaron células monociticas RAW 264.7 en pocillos de tipo Transwell con un
tamarfio de poro de 8 um. En el compartimento inferior se afiadié un 20% de cada MC de las
células MLO-Y4 mas el anticuerpo neutralizante correspondiente. Tras 6 h, se fijaron las células,
se tifleron con cristal violeta y se contaron con un microscopio 6ptico invertido. Se representa el
numero de células monociticas evaluadas con el software ImageJ. Los resultados son la media +
DE de 3 experimentos independientes. *p<0,05 vs CE; 2p<0,001 vs CE. MC: medio condicionado;
CXCL5: quimioquina 5 con motivo C-X-C; IL-6: interleuquina-6; Ac: anticuerpo; CE: control
estético; FF: flujo de fluido; PTHrP: proteina relacionada con la PTH; siCAV: silenciamiento de
caveolina 1; DE: desviacion estandar.

Estos hallazgos indican que, en ausencia de CAV-1, CXCL-5 e IL-6 median

el reclutamiento de los precursores osteoclasticos.

8. Efectos de las caveolas en el cilio primario de las células osteociticas
MLO-Y4

Posteriormente, quisimos determinar si la ausencia de Cav-1 en las células
osteociticas tenian algun efecto en el receptor PTH1R y en el cilio primario. Para
ello, las células MLO-Y4 con silenciamiento de Cav-1 se transfectaron con el
plasmido ¢FPPTH1R, y mediante inmunofluorescencia se marco el cilio primario

con el anticuerpo anti-tubulina a acetilada. Tal y como habiamos observado
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previamente (Figura 18B y 19B), en condiciones estaticas las células MLO-Y4
ciliadas mostraban cierta colocalizacion entre PTH1R y el cilio primario. En
cambio, tras la estimulacién con FF y PTHrP aumenté el porcentaje de células
osteociticas ciliadas con colocalizacion entre el receptor y el cilio primario,
mostrando mayor porcentaje de colocalizacion en toda la extension del cilio.
Cuando se silencid Cav-1, en condiciones estaticas, el 89% de las células
osteociticas ciliadas mostraban cierta colocalizacion entre PTH1R y el cilio
primario. De ésta solo el 30% fue colocalizacion a lo largo de todo el cilio primario,
mientras que el 59% mostrd colocalizacion sélo en la base. Cuando se estimuld
con FF, el 91% de las células osteociticas ciliadas manifestaron colocalizacién
con PTH1R. De este porcentaje el 62% hizo referencia a localizacion en toda la
extension del cilio, mientras que el 29% fue colocalizacion sélo en la base. En el
caso de la estimulacion con PTHrP (1-37), el 97% de las células MLO-Y4 ciliadas
presentaron colocalizacion entre el receptor y el cilio primario. De ésta el 47%
fue colocalizacion a lo largo de todo el cilio primario, mientras que el 50% mostro
colocalizacion soélo en la base del cilio (Figura 38A y B). Estos datos mostraron
que tras el silenciamiento de Cav-1 seguia produciéndose una alta colocalizacion
entre PTH1R y el cilio primario, pero en CE la mayor colocalizacion se producia
en la base del cilio, en la estimulacion con FF la colocalizacion entre el receptor
y el cilio se producia a lo largo de todo el organulo al igual que en su respectivo
control, mientras que en la estimulacion con PTHrP apenas se aprecio
diferencias entre la localizacién de PTH1R en la base o a lo largo de toda la

extension del cilio (Figura 38A y B).

Estos resultados muestran que la ausencia de Cav-1 en las células
osteociticas MLO-Y4 afecta a la movilizacién basal de PTH1R en condiciones
estaticas y con el estimulo con PTHrP (1-37), pero no al incremento de la
presencia de PTH1R en el cilio primario tras el estimulo mecanico.
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Figura 38. Efecto de CAV-1 en la colocalizacién entre PTH1R y el cilio primario. Las células
osteociticas MLO-Y4 se transfectaron con un siARN dirigido contra una secuencia especifica del
gen de Cav-1 durante 6 h. También, se transfectaron con 1 ug del plasmido ¢F*-PTH1R utilizando
lipofectamina 3000 durante 4 h a 37°C, se privaron de suero durante otras 6 h y se estimularon
con FF (10 dinas/cm?) o con 100 nM de PTHrP (1-37) durante 10 min. Para evaluar la
colocalizacion de PTH1R con el cilio primario, las células se fijaron, permeabilizaron, bloquearon
e incubaron durante toda la noche a 4°C con el anticuerpo anti-tubulina a-acetilada de raton. A
continuacion, las células se incubaron durante 1 h con el anticuerpo secundario IgG anti-ratén
conjugado con Alexa fluor 546. Se muestran imagenes representativas de cada condicion (A). El
porcentaje de células con colocalizacion de PTH1R justo en la base (basal) y en todo el cilio
primario (total) se analiz6 en cada condicion en células MLO-Y4 transfectadas con el plasmido
GFP-PTH1R (B). Los resultados son la media + DE de triplicados. 2p<0,05 vs la condicién basal
correspondiente; Pp<0,01 vs la condicion basal correspondiente, °p<0,001 vs la condicién basal
correspondiente, 'p<0,05 vs CE correspondiente, “p<0,01 vs CE correspondiente, “"p<0,001 vs
CE correspondiente. CE: control estatico; FF: flujo de fluido; PTHrP: proteina relacionada con la
PTH; siCAV: silenciamiento de caveolina 1; ¢»PTH1R: proteina verde fluorescente-PTH1R;
PTH1R: receptor de tipo 1 de PTH; IgG: inmunoglobulina G; DE: desviacion estandar.
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A pesar de la relevancia del remodelado éseo en la fisiopatologia del hueso
y el impacto en la sociedad que presentan las alteraciones de este proceso, aun
no se comprenden en su totalidad los mecanismos que lo regulan. La
identificacion de factores que regulan la comunicacion osteocito-osteoclasto y el
estudio de los mecanismos que afectan a esta comunicacidon son necesarios

para desarrollar nuevos enfoques terapéuticos.

Diversos estimulos, entre ellos la estimulacion mecanica y la activacion de
PTH1R por PTH o PTHrP controlan las acciones de las células 6seas durante el
proceso de remodelacion 6sea. Esta ampliamente reconocida la importancia de
la estimulacion mecanica en la regulacion del metabolismo 6seo y el papel de
los osteocitos como las principales células mecanosensoras del hueso.
Numerosos estudios in vivo e in vitro apoyan estos conceptos, y han establecido
la preservacion de la supervivencia osteocitica como un evento clave en la
respuesta mecanotransductora en este escenario (41,121,124,291,335). En esta
Tesis Doctoral, los estudios in vitro se han realizado utilizando las células
osteociticas MLO-Y4 de ratdn. Se trata de una linea celular inmortalizada a partir
de osteocitos de huesos largos de ratdon generada por el grupo de la Dra. L.
Bonewald, una investigadora pionera y experta en este tipo celular (301). Las
células MLO-Y4 han sido y siguen siendo ampliamente utilizadas en estudios de
osteocitos in vitro, ya que presenta una morfologia dendritica y cilio primario,
ademas de un panel de expresion de marcadores génicos idénticos a los
osteocitos in vivo, expresando altos niveles de osteocalcina, E171 y Cx43, y una
baja expresion de Fa. Sin embargo, la mayor limitacion de dicha linea celular es
la ausencia del marcador osteocitico SOST/esclerostina (336), un inhibidor
esencial de la diferenciacién de osteoprogenitores que actua sobre la via Wnt/(3-
catenina (337). A pesar de esto, las células MLO-Y4 han demostrado ser

adecuadas para llevar a cabo estudios de estimulaciéon mecanica (121,338—-340).
Dado que la comunicacion osteocito-osteoclasto es un proceso clave en el

mantenimiento fisioldgico de la homeostasis 6sea, en la presente Tesis Doctoral

planteamos estudiar la interaccion de PTH1R con los mecanorreceptores, cilio
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primario y caveolas, en respuesta al estimulo mecanico y a PTHrP, y cdmo esta
interaccion modula la comunicacién osteocito-osteoclasto. En la presente Tesis
Doctoral demostramos que PTH1R, el cilio primario y las caveolas en los
osteocitos forman parte de la maquinaria molecular responsable de transducir la
estimulacion mecanica para disminuir la migracion y la diferenciacion
osteoclastica, a través de la regulacion de la secrecion de las citoquinas CXCL5
e IL-6.

El receptor PTH1R se expresa en células del linaje osteoblastico en el
hueso y es necesario para la formacion y la remodelacion 6sea normal (341). La
sefalizacion de PTH1R ejerce efectos directos en los osteocitos, promoviendo
tanto la formacién Osea a través de la supresion de la esclerostina como la
resorcidn osteoclastica a través de la induccion de RANKL (342). Los dos
agonistas de PTH1R son la PTH, secretada por las glandulas paratiroides, y la
PTHrP, secretada por una amplia variedad de tejidos, incluido el hueso, donde
actua localmente (135). La activacion de PTH1R puede inducir el anabolismo
0seo, tras una administracion intermitente de PTH o PTHrP, o el catabolismo,
tras una administracién sostenida de PTH o PTHrP (131,135,186,225). En los
ultimos anos, varios estudios han demostrado que PTH1R podria activarse
directamente por estimulacion mecanica. Zhang et al. demostraron que la
tension de cizallamiento conduce a cambios conformacionales independientes
del ligando de PTH1R en células osteoblasticas MC3T3-E1 (184). Curiosamente,
la PTH y la estimulacidon mecanica ejercen diferentes cambios conformacionales
del receptor, lo que sugiere que, aunque ambos estimulos pueden estimular a
PTH1R, los mecanismos subyacentes a la activacion del receptor y sus
respuestas intracelulares también pueden ser diferentes (184). En este sentido,
un estudio previo de nuestro grupo demostré que la estimulacion mecanica por
choque hipotoénico o flujo de fluido activa PTH1R de forma independiente del
ligando (117). En ese estudio, se describio que el estiramiento mecanico
estimulaba rapidamente (<1 min) el transito de Ca?* intracelular en células HEK-
293 y MLO-Y4 en las cuales se sobreexpresaba PTH1R. Ademas, la
sefalizacion de calcio no se vio afectada tras el silenciamiento del gen Pthrp,
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pero si que se inhibi6 al eliminar la expresion del gen de Pth1r (117). Estudios
en roedores indican que el anabolismo 6seo inducido por la administracion
intermitente de PTH se potencia en combinacion con la estimulacion mecanica
(140,343); esta interaccion funcional entre la activacion de PTH1R por PTH y el
estimulo mecanico se ha confirmado in vitro en cultivos primarios de osteoblastos
y osteocitos utilizando sistemas de estiramiento celular (stretching) (344,345).
Por otro lado, también se ha descrito que la carga mecanica como el ejercicio
fisico y los péptidos PTH/PTHrP pueden potenciar sinérgicamente sus acciones
entre si (140,186,346—-349). De hecho, la actividad fisica como correr o nadar
induce la secrecioén transitoria de PTH (346), y la estimulacién mecanica aumenta
la produccion de PTHrP en los osteocitos, lo que podria inducir la activacién de
PTH1R (117,350). De forma similar, la accion anabdlica de PTH o PTHrP se ve
potenciada por la carga mecanica (140,186). Todos estos antecedentes en su
conjunto apuntan a la capacidad de PTH1R para integrar sefiales mecanicas y

hormonales y asi favorecer la formacién de hueso.

El cilio primario actia como mecanosensor, recibiendo sefales mecanicas
y transduciéndolas a través de su maquinaria especifica. El cilio primario es una
protuberancia unica, no moévil de la membrana celular que se forma durante la
fase quiescente del ciclo celular y funciona como una antena. Existe un gran
numero de receptores y canales ionicos que se unen a la membrana del cilio
primario. Ademas, se ha demostrado que el cilio primario media en la formacion
Osea inducida por la carga mecanica, (226,238) coordinando la proliferacion de
osteoblastos y la reposicién continua de estos a partir de poblaciones de células
madre mesenquimales en respuesta a factores paracrinos secretados por los
osteocitos mecanosensibles (223,351). Este organulo también se ha visto
implicado en el reclutamiento de osteoblastos estimulados mecanicamente y, en
su posterior diferenciacion a osteocitos maduros (223,352). Recientemente
hemos demostrado que PTH1R se localiza en el cilio primario, tanto en
condiciones de control estatico como estimuladas por PTHrP en células
osteociticas y en osteoblastos (226). Ademas, un estudio reciente ha

demostrado que el estimulo mecanico promueve el transporte de PTH1R al cilio
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primario, aumentando la sefalizacion de PTH en células del nucleo pulposo del
disco intervertebral (187). En la presente Tesis Doctoral, se ha descrito la
redistribuciéon de PTH1R a lo largo de todo el cilio primario tras la estimulacién
mecanica por FF en células oseas. Los presentes datos sugieren que la
estimulacion mecanica puede aumentar la eficacia de PTHrP potenciando una
distribucion mas accesible de su receptor, PTH1R, a estimulos mecanicos
externos, asi como los agonistas naturales de PTH1R. Esto podria explicar, al
menos en parte, la eficacia terapéutica del tratamiento combinado de PTH o
PTHrP y estimulacidn mecanica para preservar la masa y la calidad éseas
(353,354).

En la presente Tesis Doctoral se ha determinado que la estimulacion
mecanica por FF incrementa la longitud del cilio primario en células osteociticas
MLO-Y4. Un estudio previo indica que el aumento en el numero de células
ciliadas en respuesta a la estimulacidn mecanica podria estar mediado por la
expresion del factor de transcripcidn nuclear eritroide 2, el cual se ha descrito
como un inductor de la ciliogénesis y de la activacién de la via de sefializacién
de Hedgehog (355). Este factor de transcripcion estd implicado en las
propiedades mecanicas del hueso y en la formacion 6sea en respuesta a la
estimulacion mecanica (356). Otro estudio ha demostrado que las interacciones
hidrodinamicas tienen la capacidad de incrementar la longitud del cilio primario
en células renales (357). Se ha sugerido que este proceso implica una
disminucién en los niveles de Ca?*, un aumento en los niveles de AMPc y PKA
(227), asi como la regulacion de la via de sefializacion m-TOR (358,359). No
obstante, hasta el momento, los resultados sobre la regulacion de la longitud del
cilio por esta via han sido contradictorios. Por un lado, se ha observado que el
inhibidor de m-TOR, rapamicina, induce la ciliogénesis pero al mismo tiempo
acorta la longitud del cilio primario de células epiteliales humanas (360). Por otro
lado, se ha demostrado que la activacion de m-TOR incrementa la longitud del
cilio primario en células fibroblasticas embrionarias de raton (361), y que la
activacion de m-TOR en osteoblastos puede producirse por flujo de fluido

pulsante y por IGF-1 (362). En contraste, otros estudios realizados en células

166



Universidad
Discusién I C E San Pablo

epiteliales renales y endoteliales han indicado que la rapamicina provoca un
aumento en la longitud del cilio primario, lo que aumenta la sensibilidad a la
estimulacion por el flujo de fluido (359). En otros estudios, se utilizé fenoldopam,
un agonista de los receptores dopaminérgicos de tipo D1, el cual aumento la
longitud del cilio primario en células osteociticas, ademas de rescatar la forma y
la funcion del cilio en células que presentaban este organulo deteriorado (363).
Ademas, el fenoldopam es capaz de potenciar la mecanosensibilidad de los
osteocitos a través de la elongacion del cilio primario, promoviendo la
senalizacion pro-osteogénica entre los osteocitos y los osteoblastos para mejorar
la formacién 6sea en animales con osteoporosis (364). Otro estudio ha
determinado que los receptores y enzimas involucrados en la via de sefializacion
Notch también se pueden encontrar localizados en el cilio primario (365), por lo
que la activacién de Notch puede modular la formacién del cilio (366), aumentar
su longitud (367) e inducir la via de sefalizacion de Hedgehog mediante la
acumulacion de la proteina SMO en el cilio (368,369). Por lo tanto, en respuesta
a estimulos mecanicos, Notch podria ser otro candidato para regular las
propiedades del cilio primario en las células éseas. Por otro lado, en un estudio
donde se producia la alteracion de la estructura del cilio primario mediante el
tratamiento con hidrato de cloral o con siARN Polaris en las lineas celulares
MC3T3-E1 y MLO-Y4 se redujo las respuestas celulares al flujo de fluido, como
la expresion génica de osteopontina inducida mecanicamente, los niveles
extracelulares de PGE2 y el ratio Opg/Rankl (224). Basandonos en estas
observaciones y considerando la funcion del cilio primario como un centro
organizador de sefializacion, es posible que el aumento del porcentaje de células
osteociticas con cilio y el incremento de la longitud del cilio primario observados
en esta Tesis Doctoral en respuesta a la estimulacion por FF puedan potenciar
la sefalizacion inducida por el receptor PTH1R en presencia de su ligando. En
este contexto, se ha observado que PTHrP ejerce efectos aditivos a la carga
mecanica en el aumento de la formacion 6sea y la prevencion de la apoptosis de
los osteocitos a través de la activacion de la proteina quinasa ERK1/2 y la
translocacién nuclear de la proteina (B-catenina (186). Sin embargo, diversos

estudios en los que se evalua la combinacion entre PTH (administrada de forma

167



C E Universidad
San Pablo Discusién

intermitente) y la estimulacion mecanica muestran resultados distintos en cuanto
a los posibles efectos aditivos o sinérgicos de ambos estimulos. Sugiyama et al.
sefalaron especificamente que no observaron un efecto sinérgico entre PTH y
la carga mecanica en el hueso trabecular (140). En cambio, los estudios de Chow
et al. y Kim et al. si observaron un efecto sinérgico entre ambos estimulos
(8370,371). Un estudio mas reciente, ha demostrado que los efectos aditivos o
sinérgicos de PTH y la carga mecanica dependen del compartimento 6seo
especifico y del régimen metabdlico (348), lo cual puede explicar las

discrepancias de los resultados expuestos anteriormente.

La carga mecanica desempefia un papel esencial en el mantenimiento de
la calidad y la cantidad de hueso, y los osteocitos son fundamentales para
percibir la estimulacion mecanica (353,354). Los osteocitos responden a la
estimulacion mecanica liberando proteinas que regulan la actividad de
osteoclastos y osteoblastos, como la esclerostina, RANKL, OPG y M-CSF. Estos
factores paracrinos pueden regular la diferenciacion osteoclastica a partir de
precursores monociticos (97,98,372). En este sentido, RANKL y M-CSF
promueven la diferenciacion y la actividad de los osteoclastos (45). Las células
osteociticas MLO-Y4 promueven la formacién de osteoclastos aumentando
RANKL unido a la superficie y secretando M-CSF (44,373,374). La produccion
de RANKL, M-CSF y OPG en los osteocitos es regulada por la via de
senalizacion Wnt/B-catenina. Los osteoblastos diferenciados también regulan la
formacion de osteoclastos mediante la activacion de la via Wnt/B-catenina, que
inhibe la secrecion de la molécula sefiuelo de RANKL, OPG (375). Otros factores
derivados de los osteocitos que contribuyen a la diferenciacion y funciéon de los
osteoclastos son IL-6, TNF-a (probablemente a través de osteocitos apoptéticos)
y HMGB1 (83). Muchas citocinas inflamatorias regulan la osteoclastogénesis, por
ejemplo, IL-4 e IL-10 inhiben la formacion de osteoclastos, mientras que el factor
1 derivado de células del estroma (SDF-1) y MCP-1 la estimulan (376-378).
Recientemente se esta estudiando que el control que ejerce los osteocitos en la
osteoclastogénesis puede ocurrir también por mecanismos independientes de

RANKL/OPG (379). En la presente Tesis Doctoral, demostramos que el
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secretoma de células MLO-Y4 estimuladas mecanicamente por FF inhibe la
migracion y diferenciacién de los preosteoclastos mediante un mecanismo

dependiente de PTH1R y del cilio primario.

El analisis protedmico y los experimentos de neutralizacion mostrados en
la presente Tesis Doctoral apuntan a CXCL5 como una citocina regulada por los
osteocitos que, cuando es secretada, controla la migracion y diferenciacion de
los osteoclastos. CXCL5 es una quimioquina implicada en el reclutamiento de
leucocitos (380,381). Esta quimioquina se une al receptor CXC1 y al receptor
CXC2, ambos expresados en los precursores de osteoclastos (382,383).
Ademas, se ha descrito que CXCL5 modula la expresién de CXC1 y puede tener
un papel funcional en el aumento de los niveles de expresion de RANKL en las
células estromales/preosteoblasticas. Estos resultados indican un papel
funcional de CXCL5 en el aumento de los niveles de expresion de RANKL
asociados a la enfermedad Osea de Paget, la cual presenta zonas muy
localizadas de recambio 6seo con una mayor actividad de los osteoclastos (384).
Otro estudio muestra que la microgravedad promueve la formacion de
osteoclastos mediante la induccidon de la expresion de sincitina-A en células
preosteoclasticas RAW 264.7 sin estimulacion de RANKL. Este estudio
determina que la expresion de sincitina-A es regulada por factores osteotropicos
como CXCL5 en condiciones de microgravedad. De modo que CXCL5 favorece
la formacion de osteoclastos a través de sincitina-A (385). Sin embargo, en la
presente Tesis Doctoral, cuando se silencio6 el gen Pth1r, la secrecién de CXCL5
no se vio afectada, aunque los efectos de FF sobre la migracion y diferenciacion
de los osteoclastos se invirtieron por completo. Esta observacién sugiere que la
secrecion de CXCL5 depende en gran medida de la estimulacion mecanica, pero

no cambia si PTH1R esta activado o no.

También observamos que la secrecion de IL-6 aumentd cuando se silencid
Pth1r, tanto en condiciones estaticas como tras FF. Es bien conocido el papel de
la IL-6 como inductor de la osteoclastogénesis mediada por osteocitos mediante
la actividad de JAK2 y RANKL (386). Un estudio ha demostrado que el aumento
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en la secrecion de IL-6 por células osteociticas apoptoticas promueve el
reclutamiento de precursores osteoclasticos. Esto es debido a que la secrecién
de IL-6 promueve la expresion endotelial de ICAM-1 y la adhesion de los
precursores osteoclasticos (387). El estudio de Kazuhiro demostré que la
combinacién de TNF e IL-6 puede inducir la reabsorcion ésea en células
similares a los osteoclastos (388). De hecho, IL-6 desempefia un papel
importante como regulador durante la osteoclastogénesis y la resorcion y
regeneracion Oseas (387). De forma similar a este estudio, la formacion de
osteoclastos se vio potenciada tras la secrecion tanto de IL-6 como del receptor
soluble de IL-6 (389). En concordancia, en esta Tesis Doctoral demostramos que
el anticuerpo neutralizante de IL-6 disminuy® la migracién y diferenciacion celular
cuando se inhibié PTH1R. Sin embargo, el anticuerpo neutralizante de CXCL5

no tuvo ningun efecto a este respecto.

Por otro lado hemos observado que el silenciamiento de Pth1r se asocia a
un aumento de la migracion de monocitos y de la osteoclastogénesis, asi como
a un aumento de la secrecién de IL-6 por parte de los osteocitos, a pesar de que
las células fueron estimuladas por FF. Dado que la neutralizacién de IL-6 en
estas condiciones disminuye tanto la migracion como la diferenciacion de
osteoclastos, estos datos sugieren que la secrecién de altos niveles de IL-6
puede superar la baja secrecion de CXCL5 dependiente de FF y mantener la
migracion de monocitos y la osteoclastogénesis. De forma similar, demostramos
que la inhibicion del cilio primario también se asocidé con un aumento de la
funcién osteoclastica, incluso en condiciones de estimulacion mecanica, y la
neutralizacion de la IL-6 revirti6 este efecto. Colectivamente, estos datos
sugieren que la inhibicion del cilio primario podria inducir una elevada secrecion
de IL-6 que supere la baja secrecion de CXCL5, como ocurre cuando se silencia
Pth1r. Sin embargo, también es posible que el cilio primario en condiciones de
FF module otras citoquinas alternativas implicadas en la comunicacion
osteoclastica. Aun asi, la neutralizacién de IL-6 fue suficiente para prevenir la

migracion y diferenciacion de los precursores de osteoclastos.
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Nuestros hallazgos apoyan que el cilio primario funcional y PTH1R son
necesarios en los osteocitos para regular el secretoma de estas células y su
comunicacion con los osteoclastos. Asi, los osteocitos estimulados
mecanicamente inhiben el reclutamiento y la diferenciacion de osteoclastos
mediante la disminucion de la secrecion de CXCL5, mientras que la activacion
de PTH1R y del cilio primario en los osteocitos regulan a los osteoclastos a través

de la modulacion de la secrecion de IL-6 (Figura 39).
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CXELS CXCL5
Migracion '
Osteacito mOnDCI’tiC? Y. | Osteocito Osteocito
osteoclastogénesis
IL6 i
B) FF E) FF + anti-CXCL5 H) FF + anti-IL6
——— ilio Primario e e N, Cilia Primaria
koo feay Ixetn oAk
PTHIR PTHIR PTHIR’
Osteocito Osteocito Osteocito
IL6 IL6 HET
C) FF + PTH1R siARN F) FF + PTH1R siARN + anti-CXCL5 1) FF + PTH1R siARN + anti-IL6
[N Cilio Primario —~———— ~m—n Cilio Primario
= poavay Tosedm T
PTHIR PTHIR PTHIR

Incremento
migracién monocitica
y osteoclastogénesis

Incremento
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Figura 39. Mecanismo propuesto para la regulaciéon del reclutamiento y de la diferenciacién de
osteoclastos por el cilio primario y PTH1R en osteocitos. La presencia tanto de un cilio primario
funcional como de PTH1R en los osteocitos es necesaria para una correcta comunicacién con los
osteoclastos. La estimulacion mecanica inhibe el reclutamiento y la diferenciacién de los osteoclastos
a través de CXCLS5, mientras que la activacién de PTH1R regula a los osteoclastos a través de IL-6.
CE: control estatico; FF: flujo de fluido; CXCL5: ligando de quimioquinas con motivo C-X-C 5; IL-6,
interleuquina-6; PTH1R siARN: silenciamiento del receptor de tipo | de la hormona paratiroidea.
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Otra proteina presente en el secretoma de los osteocitos fue PLAU, una
proteasa de serina involucrada en la migracién celular y en el remodelado tisular
(316). Ademas, parece ser un regulador clave en la inflamacion tisular y en la
reparacion tras una lesion (390). Un estudio determiné que PLAU derivado de
macrofagos desempefia un papel fundamental en la quimiotaxis de estas células
hacia el musculo lesionado, ademas de su funcion en la invasién de la matriz,
favoreciendo una regeneracion muscular eficaz (391). Otro estudio muestra que
PLAU puede desempefiar un papel significativo en la regulacion de las
respuestas migratorias de los queratinocitos en un entorno hipdxico (392).
Nonaka et al. mostraron que la estimulaciéon de una linea de células de
osteosarcoma con factores de resorcion 6sea tales como: PTH, PGE2 o TNF-a
mejoran la secrecion y actividad de PLAU en el medio condicionado (393). Las
células de osteosarcoma ademas de secretar PLAU también expresan sitios de
union especificos para esta proteina en su superficie celular, lo cual es modulado
por AMPc y PKC (394). Otro estudio determin6 que los macréfagos son
necesarios para la formacion de vasos de tipo H durante la regeneracion 6sea
en ratones, y que este proceso puede estar mediado por la liberacién de PLAU
y TGF-B1 por parte de los macréfagos (395). En el secretoma analizado de las
células osteociticas MLO-Y4 objeto de esta Tesis Doctoral, encontramos que la
proteina PLAU experimentaba un incremento en su secrecion cuando se
silenciaba Pth1r independientemente de la estimulacion por flujo de fluido. Mas
estudios son necesarios para entender la implicacion de esta regulacion en el

metabolismo déseo.

La via de sefializacion Hh modula la formacion y el remodelado 6seo en
respuesta a estimulacidon mecanica, de manera dependiente del cilio primario
(396). Diversos miembros de la via Hh, entre ellos GLI1 ha sido identificado como
parte de una red molecular asociada con ZIC1, un factor de transcripcion neural
que desempefia un importante rol en la mecanotransduccion inducida por flujo
de fluido en osteocitos (397). También se han demostrado interacciones entre
Hh y la sefalizacion inducida por PTHrP en condrocitos y osteoblastos en un

estadio temprano de diferenciacion (398,399), en el que se ha descrito que la
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senalizacion Hh promueve la diferenciacion e incrementa la expresion de PTHrP
en osteoblastos a través de la activacién de GLI1 (398). Por otro lado, la
activacién constitutiva del receptor PTH1R inhibe la diferenciacion condrogénica
inducida por Hh a través de la inhibicion de PKA (399). También se ha
demostrado que niveles altos de senalizacion Hh mantenidos en el tiempo en
osteoblastos maduros co-cultivados con precursores mononucleares
incrementan la osteoclastogénesis (400). Este efecto se atribuye a la
sobreexpresion de RANKL inducida por la activacion permanente de la via Hh y
modulada por PTHrP. De este modo, los ratones en los que la sefalizacién Hh
esta constitutivamente activada en osteoblastos presentan un cierto nivel de
osteogénesis, aunque en ellos predomina la resorcion ésea, o que genera un
hueso fragil y poroso (400). En este contexto, otros estudios han demostrado
que la administracién continua de PTH induce la liberacion de diversos factores
de crecimiento, como TGF-q, IL-6 y TNF-a para inducir la diferenciacién de
células CD4+ nativas a células Th17 (54), células que promueven la
osteoclastogénesis mediante la secrecion de IL-17, TNF-a, IL-1 e IL-6 (401).
Todo ello conlleva la induccién de la expresion de Rankl en las células del linaje
osteoblastico, incluyendo los osteocitos (402). Los efectos observados en
osteoblastos con la sefalizacion Hh constitutivamente activada son similares a
los producidos por la activacion sostenida de PTH y PTHrP sobre PTH1R,
traducida en un descenso de la relacion Opg/Rankl que estimula la resorcion
Osea. Estudios recientes han demostrado que la inhibicion de la via Hh en
macrofagos derivados de médula ésea induce diferenciacion osteoclastica
mediada por la reduccidn en los niveles de expresion de los factores de la via
Hh, SMO y GLI1 (403). De forma similar, en esta Tesis Doctoral demostramos
que el secretoma de las células MLO-Y4 en las cuales se habia producido la
inhibicion de GLI1 se produjo un incremento tanto en la migracion como en la

diferenciacién de los precursores osteoclasticos.
Las caveolas, y su proteina esencial CAV-1, estan implicadas en diferentes

procesos de mecanotransduccion de sefales. Un estudio de Rizzo designé a las

caveolas como centros mecanosensores debido al gran numero de receptores
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dentro de ellas y a la observaciéon de una activacién significativa de e-NOS en
caveolas aisladas (404). Las caveolas participan en la respuesta a diferentes
sefales mecanicas provenientes del ambiente extracelular, tales como las
fuerzas de cizallamiento ejercidas por el flujo sanguineo sobre las células
endoteliales (405), la pérdida de adhesién al sustrato en fibroblastos (406) y el
aumento de la tensidn en la membrana plasmatica por estiramiento de las células
endoteliales de pulmdn o por variaciones en el volumen a raiz de cambios en la
osmolaridad extracelular (281). La traduccion de fuerzas mecanicas en sefales
intracelulares se lleva a cabo mediante complejos moleculares ensamblados en
dominios ricos de caveolina en la membrana plasmatica y compuestos de
integrinas, proteinas del citoesqueleto y quinasas, incluyendo quinasas de
adhesion focal (FAK) y SCR, dando lugar a la activacion de la via ERK y a la
supervivencia de los osteocitos (14). Se ha demostrado la interaccion entre las
vias de senalizacion de CAV-1/ERK1/2 y la via candnica de Wnt en relacién con
el bloqueo de la apoptosis osteocitica tras la estimulacion mecanica en estas
mismas ceélulas; sefialando a la estabilizacion de -catenina (<15 min) como un

importante mediador de la proteccion osteocitica en estas condiciones (291).

Las caveolinas actuan como proteinas de andamiaje en complejos
multiproteicos y estan implicadas en la sefalizacion de los GPCRs. Varios
estudios han demostrado que las caveolas retienen GPCR, subunidades de
proteinas G, sistemas de enzimas efectoras e incluso arrestinas (327,328). Sin
embargo, la principal via de sefalizacion de la proteina G que se cree que esta
regulada dentro de las caveolas a través de la interaccion con CAV-1 es la
sefalizacion de Gag y Ca?* por la que CAV-1 prolonga la activacion de Gag, e
incluso puede dirigir ciertos receptores acoplados a Gaq a las caveolas
(328,331,332). Otro estudio sugiere que la sefializacion del Bsa-adrenoceptor
depende de CAV-1, ya que la interaccion de este receptor con la caveolina inhibe
el acoplamiento a las proteinas Gaio, sugiriendo que la sefalizacion esta
modulada por un complejo enriquecido en balsas que contiene 33a-adrenoceptor,
CAV-1, Gas y adenilil ciclasa (407). Otros estudios determinan la existencia de

multiples microdominios ricos en caveolinas y su expresion en multiples
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moduladores de la sefalizacion, reforzando la evidencia de que las caveolinas y
las caveolas organizan y regulan la transduccién de sefiales GPCR en células
eucariotas (408). También se ha determinado que el receptor de endotelina
subtipo A (ETa) acoplado a proteina G colocaliza con caveolina en microparches
en la membrana plasmatica o cerca de ella, en ausencia de ligando. Esto
demuestra un papel funcional de las caveolas de la membrana plasmatica en la
transduccion de sefales por este receptor acoplado a proteina G (409). Otro
estudio propone que las caveolas pueden constituir una estructura ideal para
evitar la exposicion de los receptores de membrana mecanosensibles a la
tensién de cizallamiento por fluido en el torrente sanguineo, permitiendo un
control diferencial del flujo y de la activacion por ligando del receptor FLK-1 en
presencia de ligandos (410). En otro estudio en el que se utilizaron imagenes de
superresolucion de las caveolas sometidas a presion osmatica para visualizar su
deformacion indico que las vias de las proteinas G son sensiblemente diferentes
al estrés osmotico. La deformacion de las caveolas producida por un estrés
osmotico leve elimina la capacidad que tienen las caveolas para estabilizar las
senales de calcio mediadas a través de Gagq y el B2R, pero esta deformaciéon no
afecta a las sefiales de AMPc mediadas a través de Gaiy el receptor adrenérgico
B2 (BAR) (411).

En relacion a la migracion celular, se ha demostrado que la CAV-1 esta
implicada en la progresion del cancer. La ausencia de Cav-1 frend la migracién
e invasion de células de adenoma hipofisario (412). Otro estudio determiné que
la ausencia de Cav-1 también disminuye significativamente la capacidad
migratoria y la habilidad de invasion de células de cancer de mama (413). Pero,
en ceélulas de cancer colorrectal humanas la sobreexpresion de Cav-1
significativamente reduce la proliferacion, migracion e invasién de estas células
(414). También se ha determinado que tras la deplecion de CAV-1 , se reduce el
comportamiento migratorio de las células epiteliales hepaticas cuando se
cultivan en monocapas (415). En cambio, en células madre mesenquimales un
estudio demostrd que la sobreexpresion de Cav-1 promovio su proliferacion tanto

in vitro como in vivo. El trasplante de células madre mesenquimales que
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sobreexpresaban Cav-1 facilitod la expresion de diversos factores de crecimiento
y citoquinas inmunorreguladoras, acelerando la cicatrizacion de heridas por
gquemaduras de segundo grado en un modelo de lesidén por quemadura en ratas
(416). En otro estudio la delecion de Cav-1 indujo alteraciones en el entorno de
las células madre hematopoyéticas y aumenté su numero, pero alterd la
capacidad de estas células para diferenciarse en células sanguineas maduras
(417). Como se ha comentado anteriormente algunos estudios muestran una
reduccion de la migracién tras la pérdida de CAV-1 mientras que otros estudios
constatan un aumento de la migracioén (418). Esta aparente contradiccion puede
deberse a la falta de discriminacion entre la funcion de la CAV-1 dentro y fuera

de las caveolas.

En cuanto a la formacién de osteoclastos hay estudios que muestran que
la CAV-1 desempeiia un papel crucial en la regulacién de la osteoclastogénesis,
ya que CAV-1 esta regulada por RANKL (419,420). Ratones con silenciamiento
de Cav-1 en los macrofagos derivados de la médula 6sea presentaron una
reduccion de la osteoclastogénesis y una induccion de NFATc1. Ademas, una
inyeccion de siARN de Cav-1 en las calvarias de ratones mostré una reduccién
de la resorcion 6sea y de la formacion de osteoclastos inducida por RANKL
(420). Otro estudio determiné que el silenciamiento de Cav-71 en macrofagos
derivados de médula ésea inhibio la osteoclastogénesis y también disminuyo la
activacién de la proteina quinasa activada por mitdégenos y la induccion de
NFATc1 por RANKL (421). En cambio, en la presente Tesis Doctoral hemos
demostrado que el secretoma de células MLO-Y4 estimuladas mecanicamente
por FF y por PTHrP (1-37) inhibe la migracion y diferenciacion de los

preosteoclastos mediante un mecanismo dependiente de CAV-1.

La mayoria de los estudios sobre CAV-1 asocian sus funciones a las
caveolas, aunque cada vez hay mas pruebas de que CAV-1 también contribuye
a la regulacion celular fuera de las caveolas (269). En la membrana plasmatica,
las caveolinas desempefan funciones importantes como organizadores

moleculares que promueven las interacciones heterotipicas de proteinas y
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lipidos para modular la difusién molecular y el recambio de dominios funcionales.
Los dominios de CAV-1 regulan el reclutamiento, la dinamica y el intercambio de
glicoproteinas vy lipidos entre microdominios de membrana (269). Un estudio
revelé que CAV-1 estabiliza las invaginaciones no caveolares, siendo capaces
de responder a fuerzas mecanicas medias-bajas, influyendo en la
mecanotransduccion posterior y confiriendo mecanoproteccién a las células
desprovistas de caveolas (422). Recientemente se ha demostrado que las
caveolinas se localizan en la base del cilio primario, y que CAV-1 desempeia un
papel importante en la regulacién de la composicién y la funcién de la membrana
ciliar (271). Un estudio ha determinado que las células mesenquimales
C3H10T1/2 sin tricopleina, un regulador clave en la formacion del cilio, hace que
estas células presenten significativamente cilios mas largos que las células
control. El hecho de presentar cilios mas largos impide que se formen balsas
lipidicas positivas para CAV-1 y/o GM3 (un marcador de balsa lipidica) alrededor
de la base ciliar, donde se acumulan las proteinas receptoras de insulina,
inhibiendo asi la sefalizacion insulina-AKT (423,424). Otro estudio demostré que
el silenciamiento de las isoformas a y 8 de Cav-17 en diferentes lineas celulares
aumenta la longitud ciliar independientemente de la ruta de ciliogénesis primaria.
De modo que CAV-1a apical no caveolar es un importante regulador de la
longitud ciliar, ejerciendo su efecto a través de RhoA y sus efectores, Rock y
Dia1 (425). Jeffries et al. demostrd que la deplecion de la expresion de CAV-1
promueve la formacién de cilios primarios a través de la degradacién
proteasomal dependiente de la aurora quinasa A e induce senescencia
prematura en fibroblastos humanos (426). En la presente Tesis Doctoral
comprobamos que la ausencia de CAV-1 afecta a la movilidad de PTH1R al
compartimento ciliar en condiciones basales, ya que observamos un aumento
significativo en la presencia del receptor en la base del cilio en estas condiciones
(Figura 38), lo que podria indicar que la ausencia de caveolas permitiria una
mayor cantidad de PTH1R libre, disponible para movilizarse hacia el cilio. Sin
embargo, tras la estimulacién mecanica se reproduce lo observado en presencia
de CAV-1, es decir, PTH1R se distribuye a lo largo de todo el cilio primario. A
pesar de esto, la estimulacion mecanica de los osteocitos en los que se ha
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silenciado Cav-1, no es suficiente para inhibir la migracién y diferenciacién de los
osteoclastos. Esto podria ser debido a un cambio en la sefalizacion de PTH1R
producido por la ausencia de CAV-1 e independiente de la relocalizacién del
receptor al cilio.

178



Conclusiones






C E | Universidad
Conclusiones I San Pablo

A partir de los resultados obtenidos en el desarrollo de esta Tesis Doctoral,

hemos llegado a las siguientes conclusiones:

1. La estimulacion mecanica y el estimulo con PTHrP (1-37) en osteocitos
inhiben el reclutamiento y la diferenciacién de osteoclastos a través de
un mecanismo dependiente de PTH1R y del cilio primario.

2. El estimulo mecanico por FF y PTHrP (1-37) desencadena una
movilizacion de PTH1R a lo largo del cilio primario en las células MLO-
Y4.

3. El estimulo mecanico por FF produce la elongacion del cilio primario en
las células osteociticas MLO-Y4.

4. Lainhibicion de las vias Hedgehog, adenilato ciclasa y fosfolipasa C en
células MLO-Y4 da lugar a un aumento en el reclutamiento y en la
diferenciaciéon de precursores osteoclasticos.

5. Los osteocitos estimulados mecanicamente inhiben el reclutamiento y
la diferenciacion de los osteoclastos mediante la disminucién de la
secrecion de CXCL5. Mientras que la activacion de PTH1R regula a los
osteoclastos mediante la modulacion de la secrecion de IL-6.

6. Los osteocitos necesitan la expresion de CAV-1 para inhibir la actividad
de los osteoclastos tras el estimulo mecanico por FF.

7. La ausencia de CAV-1 en las células osteociticas MLO-Y4 afecta a la
movilizacion basal de PTH1R en condiciones estaticas y con el
estimulo de PTHrP (1-37).

Por todo ello, los datos mostrados sugieren un mecanismo de movilizacion
de PTH1R al cilio primario, que podria explicar la eficacia terapéutica del
tratamiento combinado de PTH o PTHrP y la estimulacion mecanica para

preservar la masa y la calidad ésea.

181






Conclusions






+ C E Universidad
Conclusions San Pablo

Based on the results obtained in this Doctoral Thesis, we can raise the

following conclusions:

1. Mechanical stimulation and stimulation with PTHrP (1-37) in osteocytes
inhibit osteoclast recruitment and differentiation through a PTH1R- and
primary cilium-dependent mechanism.

2. Mechanical stimulation by FF and PTHrP (1-37) trigger PTH1R
mobilization along the primary cilium in MLO-Y4 cells.

3. Mechanical stimulation by FF produces elongation of the primary cilium
in osteocytic MLO-Y4 cells.

4. Inhibition of the Hedgehog, adenylate cyclase and phospholipase C
pathways in MLO-Y4 cells results in increased recruitment and
differentiation of osteoclast precursors.

5. Mechanically stimulated osteocytes inhibit osteoclast recruitment and
differentiation by decreasing CXCL5 secretion. Whereas PTH1R
activation regulates osteoclasts by modulating IL-6 secretion.

6. Osteocytes require CAV-1 expression to inhibit osteoclast activity
following mechanical stimulation by FF.

7. Absence of CAV-1 in osteocytic MLO-Y4 cells affects basal PTH1R
mobilization under static conditions and with PTHrP (1-37) stimulation.

Therefore, the data shown suggest a mechanism of PTH1R mobilization to
the primary cilium, which could explain the therapeutic efficacy of combined
treatment with PTH or PTHrP and mechanical stimulation to preserve bone mass

and quality.
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En la presente Tesis Doctoral existen diversas limitaciones a tener en
cuenta. En primer lugar, los experimentos se han realizado utilizando lineas
celulares de raton establecidas. Por lo que en esta Tesis Doctoral no se han
analizado los efectos de la distinta sefalizacion de PTH1R en funcion de su
localizacion subcelular en organismos completos, por lo que seran necesarios
experimentos en diversos modelos animales que verifiquen los resultados
obtenidos. Con respecto al modelo celular utilizado, las células MLO-Y4 son
células osteociticas que presentan diferencias en los niveles de expresion de
ciertos marcadores clasicos de osteocitos, siendo las mas destacable la

ausencia de expresion de SOST/esclerostina.

En la actualidad, la teoria mas respaldada respecto a como las células
Oseas perciben la estimulacion mecanica en un entorno in vivo, se basa en el
incremento del flujo de fluido intersticial en el sistema lacuno-canalicular. Por
tanto, la técnica aplicada para la estimulacién mecanica de la linea celular MLO-
Y4, el FF, es capaz de afectar a la deformacion celular a través de la simulacion
de un flujo sobre una monocapa de células. Todo esto se produce dentro del
rango fisiolégico estimulado para los osteocitos in vivo. Sin embargo, los
osteocitos in vivo se encuentran embebidos en una matriz 6sea mineralizado en
un entorno tridimensional, no dispuestos como una monocapa, por lo que serian
necesarios mas experimentos en modelos animales que confirmen los

resultados obtenidos en esta Tesis.

En cuanto a los experimentos del silenciamiento de Cav-1 utilizando un
siARN especifico que reduce sus niveles de expresidn, seria necesario analisis
complementarios que permitiesen determinar si esta reduccion en la expresion
de Cav-1 se traduce realmente en un menor numero de caveolas funcionales,
dado que CAV-1 podemos encontrarla tanto en la membrana plasmatica como
formando parte de las caveolas.
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En cuanto a futuros estudios, sera necesario, como se comento
anteriormente, realizar experimentos en modelos animales y/o analisis en
muestras humanas que confirmen la validez de los resultados obtenidos

previamente.

Como se ha descrito en la presente Tesis Doctoral, la estimulacion
mecanica mediante FF incrementa la longitud del cilio primario en células
osteociticas MLO-Y4. De cara a futuros estudios, seria conveniente analizar la
implicacién de diversas vias de sefalizacién en la modulacién de la longitud del

cilio primario.

Con respecto a los datos obtenidos del secretoma de los osteocitos
estimulados con FF mas silenciamiento del receptor PTH1R, seria necesario
seguir analizando las proteinas obtenidas. Puesto que puede haber mas
proteinas que experimenten cambios y que intervengan en la comunicacion

osteocito-osteoclasto ademas de CXCL5 e IL-6.

Por otro lado, en esta Tesis Doctoral se ha descrito la co-localizacion del
cilio primaro con PTH1R, y como esto puede verse afectado por la presencia o
ausencia de caveolina-1. Sin embargo, no se han realizado analisis para la
observacion de la integridad estructural y funcional de las caveolas, lo cual seria
conveniente para la validacion de los resultados obtenidos. Ademas, seria
interesante analizar cdmo afecta la presencia o ausencia de caveolina-1 a las
vias de senalizacion desencadenadas por PTH1R tras su activacion por estimulo

mecanico o por ligando.
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