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Resumen

Objetivo: El tejido dseo tiene la capacidad de adaptarse a los estimulos del entorno alterando su morfologia y metabo-
lismo. Las diferentes células 6seas se comunican entre si a través de uniones comunicantes (UCs). La conexina 43 (Cx43)
es la proteina mas abundante de las UCs; tiene funciones clave en la transduccién de sefiales y en la respuesta a estimulos
hormonales y mecénicos. Otro elemento mecanosensor de los osteocitos es el cilio primario, formado por microttbulos
y que se desarrolla en la fase GO del ciclo celular.

Los objetivos de este estudio fueron determinar la implicacién de la Cx43 y del cilio primario en la actividad de los os-
teocitos, analizar la posible interaccion entre estos dos mecanosensores, y evaluar el papel que desempefian en la de-
teccion y respuesta de los osteocitos ante el estimulo mecénico y la estimulacién del receptor de la parathormona tipo 1
(PTH1R) por su ligando, la proteina relacionada con la parathormona (PTHrP) (1-36).

Material y métodos: Se compard la linea celular de osteocitos MLO-Y4 control (Cx43+/+) con MLO-Y4 deficientes en
Cx43 (Cx43-/-). El anélisis de expresion de la proteina del transporte intraflagelar 88 (IFT88), de la Cx43 y de la fosfo-
rilacién de la quinasa reguladora de la sefial extracelular (P-ERK) se determiné mediante Western blot. Para caracterizar
la posible colocalizacion entre el cilio primario y Cx43 se realiz6 una inmunofluorescencia. Para simular el estimulo me-
canico in vitro, las células se sometieron a un estrés mecanico de 10 dinas/cm? por flujo de fluido durante 10 minutos.
Resultados: Los resultados obtenidos muestran que el niimero de células con cilio primario no varia por la expresion
de Cx43 (p=0,089); y que en las células con presencia en Cx43, el estimulo mecanico por flujo de fluido y la PTHrP au-
mentan la fosforilacion de quinasas reguladas por sefial extracelular (ERK) respecto a las células no estimuladas (p=0,049
y p=0,011, respectivamente).

Conclusiones: El cilio primario y la Cx43 actiian como elementos mecanosensores de los osteocitos. La deficiencia en
Cx43 no influye en la ciliogénesis ni en la activacidn por parte del estimulo mecanico de las rutas de sefializacién pro-
supervivencia en los osteocitos.
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INTRODUCCION

El tejido 6seo tiene la capacidad de adaptarse a los esti-
mulos del entorno mediante la alteracion de su morfo-
logia y de su metabolismo’.

La formacion, la remodelacién y la reparacion del tejido
6seo son procesos dindmicos regulados por la accién con-
junta de las células 6seas (osteocitos, osteoblastos y osteo-
clastos). Los osteocitos son el tipo celular mas abundante
en el hueso. Se localizan en la matriz 6sea mineralizada, for-
mando una extensa red de intercomunicacion celular, de-
nominada sistema lacuno-canalicular osteocitario (SLCO).
Los osteocitos son las principales células mecanosensoras
del hueso?, es decir, son capaces de detectar los estimulos
mecanicos de su entorno y comunicar dicha sefial a las cé-
lulas efectoras (osteoblastos y osteoclastos). Presentan di-
ferentes estructuras mecanosensoras: los canales i6nicos,
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las integrinas?, el ligando del receptor de la parathormona
tipo 1 (PTH1R), las conexinas* y el cilio primario. Se ha
constatado que algunos de estos mecanosensores interac-
tian entre si, permitiendo la integracién de las multiples
sefiales extracelulares?.

El estimulo mecanico regula la remodelacion 6sea. La
desregulacion de este proceso produce osteoporosis,
una patologia que se caracteriza por la disminucién de
la masa dsea y el aumento de su fragilidad®.

Los osteocitos responden al estimulo mecanico gra-
cias a la activacion de diversas vias de sefializacion,
como la proteina tipo Wingless (Wnt)/{-catenina, y las
proteinas quinasas activadas por mitégenos (MAPK) y
Hedghog (HH). En este trabajo se analizan algunas mo-
léculas que intervienen en estas vias de sefializacion, es-
pecificamente la P-ERK y la ERK.
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Para el mantenimiento de la homeostasis del tejido
oseo es fundamental la interaccién entre las células que
lo conforman®. La comunicacion celular a través de unio-
nes comunicantes (UCs) es una de las mas importantes,
permitiendo la interaccién entre los citoplasmas de cé-
lulas adyacentes y, por tanto, la difusion intercelular de
moléculas pequefias’. Las UCs no solo sirven como ca-
nales pasivos, también intervienen en la regulacién de
diferentes rutas de sefializacion®.

Las Cxs son proteinas transmembrana que se deno-
minan por su peso molecular, de 26 a 59 kDa. La Cx43
es la proteina mas abundante en las UCs de las células
Oseas. Las conexinas, en particular la Cx43, interactiian
con las moléculas estructurales y de sefializacidn, regu-
lando las funciones celulares®°.

El cilio primario es una estructura basada en microtu-
bulos; en el que se localizan numerosos canales y protei-
nas receptoras, que permiten la actuacion del cilio como
mecanosensor''2, El PTH1R es un receptor acoplado a
proteinas G (GPCR), que se expresa en los cilios primarios
y tiene un papel fundamental en la transduccién de sefia-
les mecanicas en células MLO-Y413, Este receptor presenta
dos ligandos ampliamente caracterizados: la PTH y la
PTHrP (proteina relacionada con la parathormona). Tanto
la PTH como la PTHrP tienen efectos en la formacién 6sea
y son utilizados como agentes anabélicos en el trata-
miento de la osteoporosis!3!4,

También se ha demostrado que la estimulacién por
PTHrP y la estimulacién mecanica por flujo de fluido in-
ducen la activacion de ERK, impidiendo asi el aumento
de la apoptosis de células osteociticas?®.

En el presente estudio se hipotetiz6 que el cilio prima-
rio y la Cx43 actlian de manera conjunta en la regulacién
de vias de sefializacion implicadas en la supervivencia ce-
lular y en la capacidad de adhesion celular. Se determind
la expresion del cilio primario, tanto en células Cx43+/+
como en Cx43-/- y la no colocalizacién de estos dos me-
canosensores. Por tanto, se sugiere que la deficiencia en
Cx43 no esta involucrada en el desarrollo del cilio prima-
rio, pero si podria influir en otros aspectos, como su fun-
cionalidad, longitud o en el transporte intraflagelar.

Asimismo, se analiz6 la respuesta celular de los osteo-
citos (fosforilacion de ERK) tras estimular el PTH1R, tanto
con PTHrP, obteniéndose un mayor aumento de P-ERK en
las células Cx43-/- respecto a Cx43+/+, como mecanica-
mente, que produjo un aumento de la expresion de P-ERK
independiente de la deficiencia en Cx43.

MATERIALES Y METODOS

1. Cultivos celulares
En este proyecto se trabajo con la linea continua de os-
teocitos MLO-Y4 de huesos largos murinos Cx43+/+, uti-
lizadas como control, y deficientes en Cx43 (Cx43-/-),
que fueron cedidas amablemente por la Dra. L. I Plotkin.

Dichas células se sembraron a una concentracién de
24.000 células/cm?. Se cultivaron con el medio a-Modi-
fied Eagle’s Medium (a-MEM) (Gibco™, Thermo Fisher
Scientfic, Espafia), suplementado con 2,5% de suero de
ternero (Calf Serum; CS), 2,5% de suero fetal bovino
(Fetal Bovine Serum; FBS), 1% de L-Glutamina, 1% de
Penicilina/Estreptomicina y Puromicina (de Streptomy-
ces alboniger, Sigma Aldrich, BioReagent, Merck, Es-
pafia) a una concentraciéon 10 pg/ml.

Para favorecer el desarrollo del cilio primario, las cé-
lulas se cultivaban en medio de deplecidn, compuesto
por a-MEM (Gibco™) suplementado con 1% de penici-
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lina/estreptomicina y puromicina a una concentracién
de 10 pg/ml, durante 24 h.

Todas las superficies sobre las que se sembraron
estas células debian estar previamente colagenizadas,
con colageno tipo 1al 0,01% de 4cido acético, para simu-
lar la matriz de coldgeno donde se encuentran embebi-
dos los osteocitos in vivo. Las células se mantuvieron a
37°Cy 5% de CO,.

2. Western blot

Se extrajo la proteina total de las células empleando el
buffer RIPA (Sigma-Aldrich, Merck, Espafia), suplemen-
tado con inhibidores de proteasas y fosfatasas (Calbio-
chem, Merck, Espafia).

Posteriormente, se procedid a la cuantificacion de pro-
teinas mediante el ensayo de 4cido bicinconinico (BCA)
(Pierce™ BCA Protein Assay Kit, Thermo Fisher Scientfic,
Espafia), que genera una reaccion colorimétrica detectable
a 562 nandmetros (nm). Para realizar la lectura se utilizé
el lector de placas Varioskan Flash (Thermo Fisher Scient-
fic), mediante el programa Skanlt Software 2.4.3 RE.

Los extractos de proteina (20 pg) se separaron mediante
un gel de poliacrilamida al 10%, en condiciones reductoras;
posteriormente se transfirieron a una membrana de nitro-
celulosa (Bio-Rad, Hercules, California, EE.UU.). El bloqueo
se realizé con leche en polvo al 5%, en tampoén Tris salino
con Tween20 (TTBS) al 0,05%, durante 1 h en agitacién a
temperatura ambiente. A continuacion, se pusieron en agi-
tacién entre 15-18 h y 42C los siguientes anticuerpos pri-
marios: anti-Phospho-p44/42 MAPK (Erk1/2) (Cell
Signaling, Beverly, Massachusetts, EE.UU.), anti-p44 /42
MAPK (Erk1/2) y anti-Cx43 (Sigma Aldrich, ST. Louis, Mi-
suri, EE.UU.) y anti-tubulina (Sigma Aldrich). Todos son an-
ticuerpos policlonales producidos en conejo, menos la
anti-tubulina que es monoclonal producido en ratén. Des-
pués se incubd durante una hora a temperatura ambiente,
con la correspondiente IgG acoplada a peroxidasa, y se re-
veld la membrana mediante quimioluminiscencia con el
sustrato Clarity™ Western ECL (Bio-Rad, Life Science Re-
search, Espafia). La intensidad de las bandas se cuantificé
por densitometria, usando DNR Bio Imaging System MF
ChemiBIS3.2 y los programas Gelcapture y QuantityOne™
(Bio-Rad).

3. Inmunofluorescencia

Se sembraron 30.000 células/pocillo de las placas multi-
pocillo (Falcon®, Thermo Fisher Scientfic, Espafia). Las cé-
lulas se crecieron hasta que alcanzaron una confluencia
del 80%; y posteriormente se afiadié medio de deplecion
durante 24 h para inducir la formacion del cilio primario.
Después, las células se fijaron con paraformaldehido
(PFA) al 4% y se permeabilizaron con Tritén X-100 al
0,5%. Seguidamente, se afiadi6 la solucién de bloqueo,
compuesta por albumina de suero bovino (BSA) al 10%,
suplementado con suero de cabra al 5%, durante 1 h. Pos-
teriormente, se mantuvieron en agitacion durante 15-18
h a 4°C los siguientes anticuerpos primarios: anti-Cx43
policlonal producido en conejo (Sigma Aldrich) y anti-a
tubulina acetilada monoclonal producido en ratén (Sigma
Aldrich), para observar asf el cilio primario. A continua-
cién, se dispusieron los anticuerpos secundarios: para
cilio Alexa fluor® 488 de cabra anti-ratén (Invitrogen Mo-
lecular probes, Thermo Fisher Scientific™, Espafia), y
para Cx43, Alexa fluor® 568 anti-conejo IgG (Life techno-
logies, Thermo ScientificTM, Espafia) (dilucién 1:1000 en
BSA al 10% y suero de cabra al 5%). Tras 1 h de incuba-
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cién, se afiadié 4’-6-diamidino2-fenilindol (DAPI). Los nu-
cleos, el cilio primario y la Cx43 se visualizaron con el mi-
croscopio de fluorescencia (Leica CTR 6000). La fusiéon
(merged) de las imagenes individuales del cilio primario,
la Cx43 y nucleos celulares en una sola se realiz6 con el
programa Image].

4. Estimulacién mecanica mediante flujo de fluido
(fluid flow) y por PTHrP

Para realizar la estimulacion mediante flujo de fluido (FF)
y PTHrP, las células se sembraron en portaobjetos de cris-
tal delimitados con teflén a una densidad de 25.000 célu-
las/cm? La técnica del FF se basa en bombear medio de
cultivo de forma constante sobre la monocapa celular, en
un circuito cerrado herméticamente, a 10 dinas/cm? du-
rante 10 min, mediante una bomba peristaltica (Flexcell
International Corp., Hillsborough, Carolina del Norte,
EE.UU.). Las configuraciones del tiempo y frecuencia se
establecieron a través del programa Master Flex Peristal-
tic Pump 2010. Por otro lado, se realizd la estimulacion
con PTHrP (1-36) (Bachem, Bubendorf, Switzerland) a
una concentracion de 107 molar (M), durante 10 min. El
mismo nimero de portaobjetos se cultivo con células que
no fueron sometidas a ningiin estimulo, constituyendo los
controles estaticos (CE).

5. Analisis estadistico

En el analisis estadistico de los resultados, los datos se
expresan como media + desviacion estandar de al menos
dos experimentos llevados a cabo por triplicado. Se rea-
liz6 utilizando el programa GraphPad Prism 8 (software
GraphPad, La Jolla, California, EE.UU.). Para comparar
medias entre dos grupos se llevo a cabo el test no para-
métrico Mann-Whitney, y para comparar medias de mas
de dos grupos se emple¢ el test no paramétrico Kruskal-
Wallis. Los andlisis multiples se llevaron a cabo mediante
el test de Dunn. En todos los test estadisticos el intervalo
de confianza establecido fue del 95%. Por tanto, se con-
sideraron estadisticamente significativos los resultados
con un valor de p<0,05.

REsuLTADOS

1. Efecto de la Cx43 en el desarrollo del cilio primario
en células Cx43+/+y Cx43-/-

Los resultados obtenidos mediante Western blot nos in-
dican que en las células deficientes en Cx43 la expresion
de esta proteina disminuye significativamente con res-
pecto a las células control Cx43+/+ (W=0, p=0,029), lo
que nos permite corroborar la deficiencia de esta proteina
(Figura 1). Ademas, se caracterizo la presencia del cilio
primario mediante el andlisis de expresion de la proteina
IFT88. Se empled IFT88 como marcador de la presencia
de cilio primario, dado que es una proteina que se expresa
de manera muy abundante en este organulo, debido a que
estd involucrada en el transporte intraflagelar, necesario
parala ciliogénesis?®. Se observé que la proteina IFT88 se
expresa de forma similar, independientemente de la defi-
ciencia en Cx43 (W=4, p=0,343).

Asimismo, se analiz6 la Cx43 y el cilio primario me-
diante inmunofluorescencia para intentar determinar
la posible interaccion entre estos dos mecanosensores.
La figura 2 muestra que tanto las células Cx43+/+ como
las Cx43-/- desarrollan cilio primario, que se evidencia
por la presencia del anticuerpo primario anti a-tubulina
acetilada, y que este organulo se origina desde la super-
ficie celular. También, se puede ver que la Cx43 se ex-
presa fundamentalmente en la membrana celular, por
lo que posiblemente se encuentre formando UCs. Ade-
mas, parece observarse que el cilio primario no coloca-
liza con la Cx43. Por otra parte, se realizaron contajes
de las células que presentaban cilio primario, a partir
de nueve fotografias tomadas en distintos campos, con
el microscopio de fluorescencia. En cada imagen se
cuantificé el nimero (N2?) de células (cel.) totales y el
numero de células que presentaban cilio primario, y se
calcul6 el cociente (N2 de cel. con cilio/N2 de cel. tota-
les), tanto para la linea celular Cx43+/+ como para
Cx43-/- (Tabla 1y figura 3). En estos resultados se cons-
tat6 que el nimero de cilios formados no diferia signifi-
cativamente (p=0,089) entre las dos lineas celulares
(Cx43+/+y Cx43-/-).

Figura 1. Expresion de Cx43 e IFT88. A) Resultado del revelado de la membrana de nitrocelulosa para el analisis de
Cx43, IFT88 y tubulina como control de carga, se utilizaron extractos de proteinas celulares totales (25 pg). En el
primer carril se dispuso el marcador de peso molecular (PM); los cuatro carriles siguientes pertenecen a cuatro ré-
plicas de células MLO-Y4 control (Cx43+/+) y los cuatro ultimos corresponden a cuatro réplicas de células MLO-Y4
deficientes en Cx43 (Cx43-/-). B) Promedio + desviacion estindar de Cx43/tubulina. C) Promedio + desviacion es-
tandar de IFT88/tubulina. Los niveles proteicos se normalizaron frente a tubulina *p<0,05
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Figura 2. Inmunofluorescencia realizada con osteocitos de la linea MLO-Y4 (A) Cx43+/+y (B) Cx43-/-. Los niicleos
celulares se tifieron con DAPI (azul), se utiliz6 anticuerpo anti a-tubulina acetilada para marcar el cilio primario
(verde), anticuerpo anti Cx43 para marcar la Cx43 (rojo) y el merged. Las imagenes fueron realizadas con el objetivo
de inmersion a 63X. Barra de escala = 16 pm

DAPI Cx43 Merged
A A
16 pm 16 pm

Tabla 1. Contajes de las células (cel.) que presentan cilio primario en las lineas MLO-Y4 Cx43+/+y Cx43

Cx43+/+

MLO-Y4

Cx43-/-

Ne de N2 de cel. N2 de cel. N2 de cel. con N2 de cel. Ne de cel. N2 de cel. con
foto totales con cilio cilio/N® cel. totales totales con cilio cilio/N® cel. totales
Cx43+/+ Cx43+/+ Cx43+/+ (%) Cx43-/- Cx43-/- Cx43-/- (%)
1 96 43 44,792 94 41 43,617
2 93 44 47,312 84 36 42,857
3 95 41 43,158 93 20 21,505
4 110 51 46,364 77 33 42,857
5 103 56 54,369 91 24 26,374
6 77 32 41,558 125 55 44,000
7 66 33 50,000 106 61 57,547
8 95 44 46,316 104 49 47,115
9 111 52 46,847 195 69 35,385

Figura 3. N2 de células con cilio/N? de células totales (%) en las lineas Cx43+/+y Cx43-/-. Los resultados se expresan
como media + desviacion estandar

60 MLO-Y4
1
Cx43+/+ Cx43-/- 2 40
Media 40,139 .§
3
Desviacion tipica 10,913 5
. & 20
Error estandar 0,351
0

Cx43+/+ Cx43-/-
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Figura 4. Analisis de P-ERK tras la estimulacion mecanica y con PTHrP. Tras la estimulacion mecanica y la estimu-
lacion con PTHrP, se evaluaron los cambios en los niveles proteicos, mediante Western blot, de P-ERK en extractos
de proteina celular total, de las lineas celulares Cx43+/+ y Cx43-/-, que se estimularon o no (control estatico, CE).
Se utilizaron ERK total y tubulina para normalizar. Los resultados se expresan como media + desviacion estandar
de un experimento por duplicado de cada condicion experimental vs. CE
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2. Efecto del estimulo mecanico y de PTHrP en células
Cx43+/+y Cx43-/-

En varios estudios se ha determinado que la estimula-
ciéon mecanica inhibe la apoptosis de los osteocitos, me-
diante un mecanismo que implica la fosforilacién de
MAPK como ERKs'®. Con este experimento se pretendia
analizar si la deficiencia en Cx43 alteraba el efecto que
tiene el estimulo mecanico en los osteocitos y determi-
nar si la Cx43 interviene en la activacion del receptor
PTH1R, tras estimularlo con uno de sus ligandos, PTHrP.
Para caracterizar los efectos que desencadenan la esti-
mulaciéon mecanica y la estimulacién con PTHrP en las
células MLO-Y4, se analiz6 mediante Western blot la ex-
presion de P-ERK.

Se aplicé el test Kruskal-Wallis para determinar si
existian diferencias entre los grupos Cx43+/+y Cx43-/-
para las condiciones: CE, FF y PTHrP. El resultado del
test indicé que habia diferencias entre algunos de los
grupos (p=0,0005). Para determinar entre qué grupos,
se realiz6 el test de comparaciones multiples Dunn, que
mostré que tanto el estimulo mecanico (FF) (p=0,049)
como el estimulo con PTHrP (p=0,017) inducen el au-
mento significativo de la fosforilacién de ERK respecto
a las células no estimuladas (control estatico, CE); en la
linea celular MLO-Y4 Cx43+/+. Este resultado evidencia
que los estimulos extracelulares favorecen la activacion
de la via de sefalizacion Src/ERK, que promueve la su-
pervivencia celular. En el caso de las MLO-Y4 Cx43-/- se
observa que tras la estimulacién mecénica (FF), P-ERK
no aumenta significativamente respecto a CE (p=0,955).
Sin embargo, cuando estimulamos con PTHrP la fosfori-
lacién de ERK aumenta significativamente (p=0,025)
(Figura 4).

Discusion

Las conexinas y el cilio primario son elementos meca-
nosensores de las células 6seas, desempefiando un
papel fundamental en la deteccién de estimulos y trans-
mision de sefales?.

Los resultados obtenidos mediante Western blot con-
firman que la linea celular Cx43-/- utilizada en el experi-
mento era deficiente en esta proteina, pues el nivel de
expresion de Cx43 disminuia significativamente en com-
paracion con la linea Cx43+/+. También se analizd la ex-
presion de la proteina IFT88, ya que en estudios previos
se empleaba como marcador de la presencia del cilio pri-
mario?’. Segin los resultados obtenidos, se puede concluir
que no existen diferencias significativas en la expresion de
la proteina IFT88 entre las lineas Cx43+/+ y Cx43-/-. Los
resultados del analisis de IFT88 mediante Western blot,
por si solos, no permiten asegurar que el cilio primario se
esté desarrollando correctamente, debido a que la prote-
ina [FT88 podria estar expresandose en otro comparti-
mento celular distinto al cilio primario. Por tanto, para
comprobar si la deficiencia en Cx43 influye en la formacion
del cilio primario, se analiz6 la expresion de este organulo
y de la Cx43 mediante inmunofluorescencia. Se observo
que tanto las células Cx43+/+ como las células Cx43-/-
desarrollaron cilio primario; asimismo, se constaté que el
numero de cilios formados no diferia significativamente
entre las dos lineas celulares. Ademas, parece observarse
que la Cx43 y el cilio primario no colocalizan; y que en las
células Cx43+/+, la Cx43 se encuentra en la membrana
plasmatica de la célula, que seria la localizacion esperada,
pues es donde forma las UCs.

Investigaciones previas han demostrado que las célu-
las MLO-Y4 son un modelo 6ptimo para realizar estudios
de estimulacién mecanica'®. No obstante, para poder ex-
trapolar los resultados obtenidos en estos estudios in
vitro a las auténticas condiciones in vivo, es necesario tra-
bajar con estimulos mecanicos que reproduzcan y gene-
ren respuestas similares a las que se producen en la
situacion fisiolégica. Actualmente, el flujo de fluido (FF)
sobre una monocapa de células osteociticas es la técnica
que mas se aproxima a esta situacién?é.

La diana molecular elegida como indicador de la via-
bilidad de la linea MLO-Y4 fue P-ERK, porque su activa-
cién tras la estimulacién mecdanica es un indicador de
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supervivencia en células osteociticas!®!8. De acuerdo con
las investigaciones mencionadas, se observd que el es-
timulo mecanico mediante FF induce el aumento en la
expresion de P-ERK!%!8, Por tanto, se interpreta que el
FF promueve la supervivencia de las células MLO-Y4.
Por otro lado, el sistema PTHrP/PTH1R también es fun-
damental en la regulacion del remodelado dseo. Resultados
preliminares sugieren que el PTH1R es clave en la res-
puesta anabdlica 6sea en respuesta a la estimulacién me-
canica in vivo. Se ha demostrado que este receptor actua
como mecanorreceptor en células osteoblasticas'®. Los re-
sultados del estudio efectuado indican que la administra-
cién exdgena de PTHrP (1-36) (ligando del PTH1R) protege
de la apoptosis de modo similar al de la estimulacién me-
canica en los osteocitos, debido a que induce el aumento
de la expresion de P-ERK. De manera similar, estudios an-
teriores constataron que la PTHrP, al igual que la PTH,
posee propiedades anti-apoptdticas en osteocitos®®.

Rev Osteoporos Metab Miner. 2020;12(4):135-140

CONCLUSIONES

1. El namero de células con cilio primario no varia
por la expresion de Cx43.

2. El cilio primario y la Cx43 actian como mecano-
sensores de los osteocitos.

3. El estimulo mecanico inducido mediante flujo de
fluido (FF) promueve la supervivencia de las células
MLO-Y4, independientemente de la deficiencia en Cx43,
pues provoca un aumento en la expresion de P-ERK,
tanto en células Cx43+/+ como en Cx43-/-.

4. La administracién exdgena de PTHrP (1-36) (li-
gando del PTH1R) produce un aumento de P-ERK en las
células Cx43+/+ y Cx43-/-. No obstante, este aumento
es mucho mayor en las células Cx43-/-. Por tanto, se su-
giere que la Cx43 esta inhibiendo al receptor PTH1R, lo
que provoca que, tras la unién de su ligando PTHrP, la
ruta de activacion en la que interviene P-ERK no se ac-
tive completamente.

}}l Conflicto de intereses: Lo autores declaran no tener conflicto de intereses.
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