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Resumen
La estimulación mecánica juega un papel fundamental en el mantenimiento de la masa ósea. Dicha estimu-
lación previene la apoptosis de los osteocitos por un mecanismo que implica la acumulación de β-catenina
y la translocación nuclear de quinasas reguladas por señales extracelulares (ERK). El factor de crecimiento
del endotelio vascular (VEGF) y la proteína relacionada con la parathormona (PTHrP) modulan la formación
ósea, aunque su interacción con los osteocitos es desconocida. En el presente estudio hemos evaluado el
posible papel del receptor 2 del VEGF (VEGFR2) y del receptor tipo 1 de PTH (PTH1R) en la respuesta anti-
apoptótica a la estimulación mecánica en células osteocíticas MLO-Y4. Las células se sometieron a estrés
mecánico por flujo laminar de fluido (10 min, 10 dinas/cm2) o choque hipotónico (240 mOsm, 1h), o esti-
muladas con VEGF165 o PTHrP (1-36). Además, comparamos los efectos de sobre-expresar VEGFR2 y el
estímulo mecánico en estas células. La estimulación mecánica, el VEGF165 o la PTHrP (1-36), de manera
similar, estimularon la viabilidad celular y la estabilización de β-catenina, relacionada con su localización
en la membrana. Además, la estimulación mecánica aumentó la presencia del PTH1R en la membrana.
La inhibición del VEGFR2 así como el antagonista PTHrP (7-34) disminuyeron estos efectos. Por otro lado,
la sobre-expresión del VEGFR2 en las células MLO-Y4 mimetizó el efecto del estímulo mecánico sobre la
β-catenina y la viabilidad celular. Estos hallazgos apoyan un papel funcional de ambos sistemas,
VEGF/VEGFR2 y PTHrP/PTH1R, en la respuesta temprana a la estimulación mecánica para promover la
viabilidad osteocítica.
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Introducción
El esqueleto se adapta a las fuerzas mecánicas
cambiando su masa, macro- y micro-arquitectura1.
La actividad física incrementa la formación ósea,
mientras que la inmovilización aumenta la resor-
ción ósea2-4. Los osteocitos, células mayoritarias
del hueso, son osteoblastos diferenciados a térmi-
no que se encuentran embebidos en la matriz
mineralizada formando una red mecanosensible.
Ratones transgénicos con ablación de los osteoci-
tos presentan una pérdida de hueso trabecular y
cortical5. Esto es consecuente con la capacidad de
los osteocitos para detectar cambios en la carga
mecánica y responder coordinando la función de
los osteoblastos y los osteoclastos6-8.

La evidencia acumulada indica que las fuerzas
mecánicas regulan la viabilidad de los osteocitos
por mecanismos mal definidos. Estudios in vivo en
roedores e in vitro en cultivos de células osteocíti-
cas demuestran que niveles fisiológicos de carga
mecánica reducen la apoptosis osteocítica, mientras
que la falta de estímulos mecánicos la promue-
ve4,9,10. La activación de la vía Wnt/β-catenina, un
importante regulador de la proliferación y la dife-
renciación osteoblástica11, es esencial para el incre-
mento de la formación ósea en respuesta a la carga
mecánica12,13. La estimulación mecánica de los osteo-
citos del cúbito de ratón produce una activación
rápida de esta vía13, asociada a una reducción de la
expresión de Sost/esclerostina, un inhibidor de la
misma y de la formación ósea14. Se ha sugerido el
papel de la prostaglandina E2, así como del NO y
de la vía de fosfatidilinositol 3 -kinase/Akt en la
estabilización de β-catenina y la supervivencia
celular por la estimulación mecánica en los osteo-

citos15,16. Recientemente, se ha publicado que la
estimulación mecánica promueve la formación de
un complejo de señalización formado por integri-
nas, la quinasa Src, quinasas de adhesión focal y la
caveolina -1, lo que resulta en la fosforilación y
translocación nuclear de las quinasas reguladas por
señales extracelulares (ERK)17,18.

Se ha demostrado que la acción anabólica de la
hormona paratiroidea (PTH) depende en gran
medida de su efecto anti-apoptótico a través del
receptor tipo de 1 de PTH (PTH1R) en osteoblastos
y osteocitos19,20. Ratones con eliminación heterocigó-
tica del gen de la proteína relacionada con la PTH
(PTHrP), su homólogo local en el hueso, en osteo-
blastos muestran osteopenia asociada a la disminu-
ción de supervivencia de osteoblastos y osteocitos21.
Además, ratones con supresión condicional de la
PTH1R específicamente en osteocitos presentan
una homeostasis del calcio alterada y osteopenia22.
En cambio, ratones con sobre-expresión constituti-
va de este receptor en los osteocitos muestran un
aumento de la formación ósea perióstica, asociado
a activación de la vía Wnt y disminución de la
apoptosis osteoblástica23. El posible papel del
PTH1R como mediador del mantenimiento de la
masa ósea por estímulos mecánicos es, no obstan-
te, desconocido. En este sentido, parece existir un
efecto sinérgico de la carga mecánica y la acción
anabólica de la PTH sobre la formación y la resis-
tencia ósea en huesos largos de rata24. In vitro, el
flujo de fluido se ha demostrado que altera la con-
formación del PTH1R en células osteoblásticas
MC3T3-E125. Es más, también in vitro, la estimula-
ción mecánica induce la expresión génica de
PTHrP –el ligando local del PTH1R en el hueso– en

The VEGF (VEGFR2) 2 receptor and PTH (PTH1R) 1 receptor
act as mediators in the anti-apoptotic response to mechanical
stimulus in MLO-Y4 osteocyte-like cell 

Summary
Mechanical stimulation plays a crucial role in bone mineral maintenance. This stimulation prevents osteocy-
te apoptosis by a mechanism that involves β-catenin accumulation and nuclear translocation of extracellu-
lar-signal-regulated kinases (ERKs). The vascular endothelial growth factor (VEGF) and parathyroid hormo-
ne-related protein (PTHrP) modulate bone formation, although their interaction with osteocytes is unknown.
In this paper we have considered the possible role of VEGF (VEGFR2) 2 receptor and PTH (PTH1R) type
1 receptor in the anti-apoptotic response to mechanical stimulation of MLO-Y4 osteocyte-like cells. The cells
were subjected to mechanical stress by laminar fluid flow (10 min, 10 dinas/cm2) or hypotonic shock (240
mOsm, 1h), or stimulated with VEGF165 or PTHrP (1-36). We also compared the effects of overexpressed
VEGFR2 and mechanical stimulation of these cells. Mechanical stimulation, VEGF165 or PTHrP (1-36)  stimu-
lated cellular viability and β-catenin stabilization in a similar manner, associated with its localization in the
membrane. Mechanical stimulation increased PTH1R presence in the membrane. VEGFR2 inhibition as well
as the PTHrP (7-34) antagonist reduced these effects. On the other hand, VEGFR2 overexpression in MLO-Y4
cells mimicked the mechanical stimulation effect on β-catenin and cellular viability. Our findings support a
functional role for both systems, VEGF/VEGFR2 and PTHrP/PTH1R, in the early response to mechanical sti-
mulation in promoting osteocyte-like viability. 
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células osteoblásticas y en osteocitos26. Por otro
lado, el factor de crecimiento del endotelial vascular
(VEGF) es un importante factor angiogénico, modu-
lador de la formación y la reparación ósea, princi-
palmente a través de su receptor 2 (VEGFR2)27. El
sistema VEGF/VEGFR2 es un importante mediador
de la proliferación, supervivencia y diferenciación de
osteoblastos y osteoclastos28,29. El VEGFR2 actúa
como mediador de las acciones de la PTHrP sobre la
diferenciación y la apoptosis en los osteoblastos29-31.
En células endoteliales, este receptor se activa por
estímulos mecánicos de una manera independiente
del ligando VEGF32.

En el presente estudio, hemos evaluado la
posible implicación de los sistemas PTHrP/PTH1R
y VEGF/VEGFR2 en la supervivencia de las célu-
las osteocíticas MLO-Y4 promovida por la estimu-
lación mecánica. 

Material y métodos
Cultivos celulares: Las células MLO-Y4 y MLO-Y4-
GFP –amablemente proporcionadas por la Dra.
Lynda Bonewald (Universidad de Missouri, Kansas
City, Missouri, EE.UU.) y por la Dra. Teresita
Bellido (Universidad de Indiana, Indianapolis,
Indiana, EE.UU.), respectivamente– se cultivaron en
medio de cultivo α-MEM suplementado con suero
bovino fetal (FBS) 2,5%, suero de ternera (CS) 2,5%
y 1% de penicilina-estreptomicina en atmósfera
húmeda de CO2 5%, a 37ºC. Las células se cultiva-
ron a una densidad de 20.000 células/cm2 en placas
de cultivo o portaobjetos de vidrio, ambos revesti-
dos con colágeno (FlexCell, Hillsborough, Carolina
del Norte, EE.UU.); al día siguiente se añadió medio
fresco durante 24 h. A continuación, las células se
sometieron o no (controles) a estímulo mecánico
por tensión de cizallamiento, bien mediante flujo
de fluido laminar o por exposición a un medio
hipotónico durante diferentes tiempos, como se
describe a continuación. Las células se pre-incuba-
ron con PTHrP (1-36) (100 nM) –generosamente
suministrada por los Dres. A.F. Stewart y A. García
Ocaña (Facultad de Medicina, Universidad de
Pittsburgh, Pennsylvania, EE.UU.)– o VEGF165 (6
ng/ml) (Calbiochem, Darmstadt, Alemania) como
agonistas, o con los siguientes antagonistas e inhi-
bidores: [Asn10, Leu11, D-Trp12] PTHrP (7-34) amida
[PTHrP (7-34)] (1 M) y JB 4250 (1μM)6; un anticuer-
po neutralizante de VEGF monoclonal (0,1 mg/ml)
(R & D Systems, Minneapolis, Minnesota, EE.UU.);
o SU5416, un inhibidor de la fosforilación del
VEGFR2 (1 M) (Calbiochem). Estos agentes se aña-
dieron 30 min -1 h antes de la estimulación mecá-
nica.

Estímulos mecánicos: Las células fueron sometidas
o no (control) a flujo de fluido a una velocidad de
10 dinas/cm2, 8 Hz, durante 10 min en un disposi-
tivo de estrés Flexcell® Streamer® Shear7. El choque
osmótico se llevó a cabo mediante la sustitución
del medio de cultivo en la placa de cultivo celular
por una solución hipotónica (240 mOsm) durante
1 h. La exposición de las células a la solución iso-
tónica (317 mOsm) se utilizó como control. Tras la

estimulación mecánica, se recogieron los extractos
proteicos o se incubaron las células con un agen-
te pro-apoptótico (etopósido) durante 6 h.

Inmunocitoquímica: Las células se fijaron con p-for-
maldehído 2% y se permeabilizaron con Tritón 0,1%
en solución salina fosfatada (PBS). La unión no
específica se bloqueó con albúmina de suero bovi-
no 5%, seguido de incubación durante toda la noche
con un anticuerpo primario policlonal de conejo
anti-β-catenina (Abcam, Cambridge, Massachusetts,
EE.UU.) en cámara húmeda y fría. Las células se
lavaron con Tritón-PBS 0,1% antes de su incuba-
ción durante 1 h con IgG anti-conejo conjugada
con Alexa Fluor 546 (Invitrogen, Groningen, Países
Bajos). Las micrografías se obtuvieron usando un
microscopio de fluorescencia.

Transfección celular: Las células fueron transfecta-
das con un plásmido que expresa un dominante
negativo de VEGFR2 (dnVEGFR2), un plásmido
que sobre-expresa VEGFR2 (amablemente propor-
cionados por el Dr. Alex Ullrich, Instituto Max-
Planck de Bioquímica, Martinsried, Alemania), o el
vector vacío (pcDNA, Invitrogen), utilizando lipo-
fectamina LTX Plus (Invitrogen), siguiendo las ins-
trucciones del fabricante.

Ensayos de muerte/apoptosis celular: Las células
MLO-Y4 fueron expuestas a etopósido (50 µM)
durante 6 h para inducir la apoptosis tras los estímu-
los mecánicos. La viabilidad celular se determinó
por exclusión de azul de tripán y la apoptosis en
células MLO-Y4-GFP se evaluó mediante la visuali-
zación de condensación de la cromatina y/o la frag-
mentación nuclear. Se calculó en cada caso el por-
centaje de células no viables frente al número total
de células. La muerte celular inducida por etopósido
en estas células representó: 13,6±0,8% o 30,3±0,4%,
por exclusión de azul de tripán o morfología nuclear,
respectivamente. Estos valores se normalizaron a
100% en las figuras. Los valores correspondientes
de las células sin tratar con etopósido fueron: 1±0,5
o 1,2±0,5%, respectivamente.

Transferencia western: Se utilizó un sistema comer-
cial de fraccionamiento subcelular de proteínas
(Pierce, Rockford, Illinois, EE.UU.) para la obten-
ción de extractos de membrana y proteína nuclear.
Estos extractos (25-30 g) se separaron a continua-
ción por SDS-PAGE (8-12% de poliacrilamida) y se
transfirieron a membranas de nitrocelulosa (GE-
Amersham, Pittsburgh, Pennsylvania, EE.UU.). Las
membranas se bloquearon con leche desnatada
2,5% en Tween-PBS 0,1% a temperatura ambiente
durante 1 h y, posteriormente, se incubaron toda la
noche a 4ºC con los siguientes anticuerpos policlo-
nales de conejo: anti-β-catenina (Abcam); anti-
PTH1R (Ab-IV, Covance, Berkeley, California,
EE.UU.); y anti-ERK1/2 (Cell Signaling, Beverly,
Massachusetts, EE.UU.). Como controles de carga
se utilizaron los siguientes anticuerpos: policlonal
de cabra anti-β-actina (Santa Cruz Biotechnology,
Santa Cruz, California, EE.UU.) o monoclonal de
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ratón anti-α-tubulina (Santa Cruz Biotechnology). A
continuación, se añadió el anticuerpo secundario
correspondiente acoplado a peroxidasa de rábano
(Santa Cruz Biotechnology). La detección de la
señal luminiscente en las membranas se efectuó
con el sistema ECL (GE-Amersham) y las intensida-
des de banda se cuantificaron por densitometría.

Análisis estadístico: Los resultados son expresados
como medias ± EEM. El análisis estadístico entre 2
grupos se realizó mediante la prueba de Mann-
Whitney. Una p<0,05 se consideró significativa.

Resultados
Encontramos que el tratamiento de las células
osteocíticas MLO-Y4 con dos métodos diferentes
de estimulación mecánica protegió de la muerte
celular inducida por el etopósido (Figura 1). La
estimulación mecánica de las células por el flujo
de fluido durante 10 min a 10 dinas/cm2 protegió
de la apoptosis inducida por la exposición al eto-
pósido durante 6 h (Figura 1A). Este efecto protec-
tor fue bloqueado con el pre-tratamiento de las
células con un inhibidor selectivo del VEGFR2,
SU5416 (1 µM). Esta protección conferida por el
estímulo mecánico fue reproducida por el pre-tra-
tamiento de las células con 6 ng/ml de VEGF
(Figura 1A). Por otro lado, las células fueron some-
tidas a estimulación mecánica mediante la exposi-
ción a un tampón hipo-osmótico durante 1 h, lo
que indujo también protección frente al etopósido;
este efecto protector fue bloqueado por el pre-tra-
tamiento con el inhibidor del PTH1R, PTHrP (7-34)
(Figura 1B). De manera similar a lo observado
anteriormente con VEGF, el pre-tratamiento con la
PTHrP (1-36) reprodujo el efecto protector del
choque osmótico (Figura 1B).

La translocación de ERK al núcleo es un requi-
sito para la supervivencia inducida por estímulos
mecánicos. Así, observamos que la estimulación
mediante flujo de fluido (10 min, 10 dinas/cm2)
indujo un aumento de ERK en el núcleo de las
células MLO-Y4 (Figura 1C). Este efecto se blo-
queó por el pre-tratamiento con un anticuerpo
anti-VEGF, así como por los inhibidores del
VEGFR2 y PTH1R, SU5416 y JB4250, respectiva-
mente (Figura 1C). También se sabe que la vía
Wnt/β-catenina está implicada en la mecanotrans-
ducción en los osteocitos. Observamos por inmu-
nocitoquímica y transferencia western que la esti-
mulación mecánica de las células MLO-Y4 indujo
una rápida translocación de la β-catenina a la
membrana celular (Figuras 2A y 2B); un efecto
bloqueado por antagonistas del VEGFR2 y del
PTH1R, SU5416 y PTHrP (7-34), respectivamente,
así como por un anticuerpo anti-VEGF. De mane-
ra similar, el choque osmótico indujo la transloca-
ción de β-catenina a la membrana (Figura 1C). La
implicación del sistema VEGF/VEGFR2 en la
movilización de la β-catenina a la membrana por
estímulo mecánico fue analizada también median-
te transfección de las células MLO-Y4 con un plás-
mido que sobre-expresa VEGF o con dnVEGFR2.
La sobre-expresión de VEGF en estas células

reprodujo la translocación de β-catenina a la
membrana; mientras que esta movilidad inducida
por el estímulo mecánico no ocurrió en las célu-
las con dnVEGFR2 (Figura 3).

Por otro lado, quisimos estudiar si la estimula-
ción mecánica modulaba la localización del
PTH1R en la membrana de estas células osteocíti-
cas. Observamos que tanto el choque osmótico
como el tratamiento con PTHrP (1-36) exógena
aumentaron los niveles proteicos del receptor en
la membrana de las MLO-Y4; mientras que los
antagonistas del PTH1R, PTHrP (7-34) y el JB
4250, bloquearon este efecto del choque osmótico
(Figura 4). 

Discusión
La viabilidad del osteocito, esencial para el mante-
nimiento de la masa y la resistencia ósea, se ve com-
prometida en situación de osteopenia/osteoporo-
sis33,34. En condiciones fisiológicas, la viabilidad de
los osteocitos se mantiene por los niveles críticos de
la carga mecánica a través de mecanismos mal defi-
nidos33. Los estudios in vitro en células de MLO-Y4
han demostrado que el estiramiento celular induce
una respuesta anti-apoptótica por un mecanismo
que implica un complejo de señalización relaciona-
do con la translocación nuclear de ERK4,18. También
se ha demostrado recientemente que la viabilidad
de las células MLO-Y4 inducida por estimulación
mecánica se modula por la interrelación entre las
vías de caveolina-1/ERK y de Wnt/β-catenina18. En
el presente estudio observamos que ambos siste-
mas, PTHrP/PTH1R y VEGF/VEGFR2, están implica-
dos en la protección frente a la muerte celular por
apoptosis que confieren a las células osteocíticas
dos estímulos mecánicos diferentes, el choque
osmótico y el flujo de fluido. 

Previamente, se ha demostrado que los osteoci-
tos expresan el PTH1R y responden a la estimula-
ción con PTH35, una importante hormona calciotro-
pa responsable de la homeostasis del calcio en con-
diciones fisiológicas. Estudios recientes en ratones
genéticamente modificados indican que esta acción
de la PTH requiere un PTH1R funcional en osteo-
citos22. Desde una perspectiva farmacológica, la
administración intermitente de PTH en ratones ate-
núa rápidamente la apoptosis osteoblástica en las
vértebras; este efecto parece no ser solo una con-
secuencia de la acción directa de la hormona sobre
los osteoblastos, sino también indirecta a través de su
efecto inhibitorio sobre la expresión de Sost/escleros-
tina en los osteocitos20,36,37. Además, el PTH1R en estas
células parece desempeñar un papel clave en la res-
puesta anabólica ósea a la carga mecánica38. A este
respecto, se ha descrito en roedores que el anabo-
lismo óseo inducido por la administración intermi-
tente de la PTH se potencia por la estimulación
mecánica25,39. La interacción funcional entre el estí-
mulo mecánico y la PTH está respaldada por estu-
dios in vitro utilizando cultivos primarios de osteo-
citos32. Así pues, los datos actuales sugieren que el
PTH1R en osteocitos integra señales mecánicas y
hormonales para la regulación coordinada de la
formación ósea.
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Por otra parte, nuestros resultados indican que
el VEGFR2 es crítico tanto para la translocación
de la β-catenina a la membrana celular como para
la de ERK al núcleo. El sistema de VEGF está
implicado en los mecanismos de supervivencia en
varios tipos celulares, incluyendo los osteoblas-
tos29,30,40. Este factor de crecimiento promueve la
supervivencia de las células endoteliales median-
te la estimulación de la formación de un comple-
jo multi-proteína transmembrana que incluye

VEGFR2, VE-cadherina y β-catenina40. Nuestros
resultados demuestran que, inmediatamente tras
la estimulación por el flujo de fluido, la β-cateni-
na se transloca a la membrana de las células osteo-
cíticas MLO-Y4, asociado a la activación de
VEGFR2. La posibilidad de que este mecanismo
pueda ocurrir in vivo para explicar la superviven-
cia osteocítica observada en respuesta a la esti-
mulación mecánica requiere estudios comple-
mentarios en modelos animales.

Figura 1. Cambios en la apoptosis (A) y la viabilidad celular (B) provocados por la estimulación mecánica en las
células MLO-Y4, pre-incubadas o no con PTHrP (1-36) o VEGF165, o bien con los antagonistas, PTHrP (7-34)
(PTH1R) o SU5416 (VEGFR2), seguido de incubación con etopósido 50 μM durante 6 h. Los valores son la media
± SEM de 3 experimentos independientes por triplicado. *p<0,05 vs. basal en condición de control estático; #p<0,05
vs. basal bajo flujo de fluido; ap<0,05 vs. basal en medio isotónico; $p<0,05 vs. basal en medio hipotónico. (C) La
expresión de ERK nuclear se evaluó mediante transferencia western tras flujo de fluido o control estático, después
de la pre-incubación con los agonistas o antagonistas indicados durante 30 min. El control de carga fue compro-
bado por tinción con Ponceau S (no mostrado). Se muestran los resultados de un experimento representativo
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En resumen, nuestros resultados in vitro apoyan
un papel importante tanto del VEGFR2 como del
PTH1R en los mecanismos que promueven la viabi-
lidad de los osteocitos tras los estímulos mecánicos.
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