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Papel de la proteina relacionada con la parathormona (PTHrP)
en el metabolismo dseo: de la investigacion basica a la clinica

INTRODUCCION

El interés por la proteina relacionada con la parathormona (PTHrP) surgié de la hipercalcemia asociada al cancer, el
sindrome paraneoplasico mas comun que afecta hasta un 20% de pacientes con cancer avanzado (1). En la década
de los 80 del siglo pasado se observé que la mayoria de los pacientes con hipercalcemia tumoral presentan caracte-
risticas de pseudohiperparatiroidismo, lo que hizo pensar en la PTH o un factor similar segregado por el tumor como
responsable de este sindrome. Fue al final de esta década cuando tres grupos independientes aislaron y caracteriza-
ron el verdadero factor causal, que resulté presentar una homologia estructural con la PTH en su extremo N-termi-
nal; de ahi su nombre con el que se conoce, PTHrP (2-4). Niveles plasmaticos elevados de PTHrP se han detectado en
una mayoria de pacientes con hipercalcemia tumoral (5,6), en los que la PTHrP induce incrementos de resorcién 6sea
y de reabsorcién tubular de calcio como causa de la hipercalcemia.

Sin embargo, su caracterizaciéon condujo a un resultado inesperado: la PTHrP ha resultado ser una citoquina presente
en una variedad de tejidos normales, donde ejerce acciones auto/paracrinas y/o intracrinas; de hecho, la hipercalcemia
tumoral es una de las escasas situaciones en que la PTHrP ejerce acciones endocrinas por la hipersecreciéon tumoral (7).
Asi pues, el descubrimiento de la PTHrP es un magnifico ejemplo de investigacién traslacional en biomedicina: la inves-
tigacion clinica de un sindrome paraneoplasico se saldé con el descubrimiento de una nueva citoquina celular. Es mas,
como veremos a continuacion, la PTHrP “ha vuelto a la clinica” de alguna manera, al contemplarse actualmente como
un nuevo agente en el armamentarium farmacolégico de los agentes osteoformadores en la osteoporosis.

LA PTHrP: UNA CITOQUINA MULTIFUNCIONAL EN EL METABOLISMO OSEO

El gen de la PTHrP contiene multiples exones y se localiza en el brazo corto del cromosoma 12, en posicién analoga
a la del gen de la PTH en el cromosoma 11, y ambos tienen un origen ancestral comun. Mediante procesamiento
alternativo de su ARNm, el gen de la PTHrP en humanos da lugar a tres isoformas proteicas de 139, 141y 173 ami-
noacidos. Su rotura proteolitica genera diversos fragmentos con distinta bioactividad (7,8) (Fig. 1). Su fragmento
N-terminal contiene homologia estructural con la PTH, en las regiones 1-13 y 14-34, que permite su interaccién con
el mismo receptor de PTH tipo 1 (PTHR1) (9). La regién media contiene un dominio de localizacién nuclear/nucleolar
(NLS) con propiedades funcionales singulares en varios tipos celulares incluyendo los osteoblastos (10). El fragmento
C-terminal contiene la secuencia (107-111) (conocida como osteostatina), un potente inhibidor de la actividad osteo-
clastica (11,12), cuyas propiedades osteogénicas se trataran mas adelante en este editorial.

La PTHrP es abundante en el tejido 6seo, donde estd presente en las células hematopoyéticas de la médula 6sea,
en condrocitos y en células de estirpe osteoblastica (8). La importancia del papel éseo de la PTHrP se ha puesto de
manifiesto en ratones con manipulacién genética de su gen. La comparaciéon de ratones con supresiéon homozi-
gética para el gen de la PTHrP (-/-) o de la PTH (-/-) conduce a resultados interesantes: mientras estos ultimos rato-
nes presentan dismorfismo 6seo pero son viables, los primeros presentan una severa condrodisplasia con disminu-
cion de desarrollo endocondral y excesiva mineralizacion causante de la muerte por asfixia de estos neonatos (13).
Los ratones mutantes para PTH (-/-) en la etapa post natal muestran un incremento de hueso trabecular asociado a un
aumento de PTHrP; de hecho, dicho incremento desaparece al cruzarlos con los heterozigotos de PTHrP (+/-) (14). Estos
ratones con haploinsuficiencia de PTHrP son viables pero presentan una osteoporosis prematura a los 3 meses de edad,
caracterizada en el esqueleto apendicular por un descenso de volumen éseo y alteracion de la estructura trabecular, asi
como un aumento de apoptosis osteoblastica y un déficit de osteoprogenitores en la médula 6sea (15). Ademas, el efecto
anabodlico de la PTH (1-34) administrada de modo intermitente se encontré incrementado en estos ratones PTHrP (+/-)
(15); planteando la hipotesis de que los distintos niveles 6seos de PTHrP podrian explicar la variabilidad observada en la
respuesta anabdlica a la teriparatida [la PTH (1-34) comercializada] en pacientes osteoporéticos. Estos hallazgos indican
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que la PTHrP es un factor esencial para el mantenimiento del hueso trabecular durante el crecimiento. La deficiencia de
PTHrP 6sea podria contribuir a la baja formacién ésea en la osteoporosis involutiva, ya que su expresion esta disminui-
da en los huesos largos de ratones viejos y en los osteoblastos humanos primarios con la edad del donante (16,17). Por
otra parte, ratones mutantes que expresan una PTHrP truncada (1-84) presentan un crecimiento retardado, asi como
apoptosis 6sea, senescencia y osteopenia prematuras (18). Mas recientemente, transfectando células osteoblasticas con
plasmidos que expresan formas mutadas de la PTHrP, demostramos un efecto de su dominio NLS sobre la viabilidad y la
diferenciacion osteoblastica (10). Ademas, la region C-terminal de la PTHrP ha demostrado inhibir la senescencia inducida
por la IL-1beta en cultivos primarios de osteoblastos humanos de pacientes con artrosis (19). Estudios in vitro también
han mostrado la capacidad del fragmento C-terminal de la PTHrP -similar a la del fragmento N-terminal homdélogo a la
PTH- para aumentar la viabilidad osteoblastica en osteoblastos primarios humanos (20). De interés, este efecto del frag-
mento C-terminal demostro ser estriccamente dependiente de la transactivaciéon del receptor 2 del factor del endotelio
vascular (VEGFR2) (20,21). El efecto antiapoptético de la PTHrP en los osteoblastos es particularmente importante porque
constituye un elemento clave en la accion anabdlica de la PTH (22).

Utilizando el ratén ovariectomizado como modelo establecido de osteoporosis primaria, nuestro grupo demostré una
eficacia similar de ambos péptidos N- y C-terminal de la PTHrP, administrados cada dos dias durante 4-8 semanas, para
mejorar el deterioro de la estructura trabecular en el fémur por microtomografia computarizada (uCT); un efecto asocia-
do al aumento de osteocalcina, un marcador de formacién ésea y a una inhibicion de marcadores resortivos, que incluyen
la expresion del gen Sost en el tejido 6seo y los residuos de piridinolina, producto de degradacion del coldgeno tipo 1
en plasma (23). El grupo de Andy F Stewart y cols. fue pionero en utilizar la PTHrP (1-36) para estudiar su eficacia en la
osteoporosis primaria en humanos. La inyeccién diaria de este péptido a dosis mayores que la de PTH (40 pg) durante 3
meses en mujeres postmenopausicas produjo un aumento de densidad mineral 6sea en la columna lumbar similar con
ambos péptidos, pero fue superior en la cadera (un hueso predominantemente cortical) y en el cuello femoral con la
PTHrP. Ademas, la PTH aumenté el propéptido N-terminal y los telopéptidos C-terminales del coldgeno tipo 1, marca-
dores de formacioén y de resorcién 6sea, respectivamente; mientras la PTHrP (1-36) solo afecté al primer marcador (24).
Mas recientemente, se ha sintetizado un péptido derivado de la PTHrP (1-36) con 10 sustituciones aminoacidicas en su
extremo C-terminal, la abaloparatida, que ha demostrado eficacia para incrementar la masa 6sea con menor riesgo de
hipercalcemia que el tratamiento con teriparatida (25). Asi, en un ensayo en fase 2 en mujeres postmenopausicas con
osteoporosis severa se observé la mayor eficacia de la abaloparatida frente a la teriparatida para aumentar la densidad
mineral ésea en localizaciones esqueléticas extravertebrales. Ademas, el ensayo en fase 3 multicéntrico doble ciego y con-
trolado con placebo Abaloparatide Comparator Trial in Vertebral Endpoints (ACTIVE) ha demostrado una mayor eficacia
de la abaloparatida a los 18 meses de tratamiento para reducir el riesgo de fracturas vertebrales y no vertebrales en esta
situacion. La abaloparatida ha sido aprobada por la FDA para el tratamiento de la osteoporosis postmenopdusica con
elevado riesgo de fracturas. Las diferencias de accién sobre el componente resortivo entre la PTH y la PTHrP se atribuyen
a su interaccion con diferentes conformaciones del PTHR1: la PTH predominantemente con una conformacion indepen-
diente (R)) de proteinas G, que da lugar a una respuesta de AMPc prolongada que favorece el componente resortivo a

139

—»E’ 34 19:34 37 88-91 96-98 102-106 139-140

?

PTH-LIKE

Figura 1. Procesamiento de las isoformas proteicas de la PTHrP.
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través del RANKL; la PTHrP con una conformacién dependiente de proteinas G, que induce una respuesta de mas corta
duracion, favoreciendo su accion anabdlica (25).

La regeneracion ésea post fractura puede estar comprometida en la osteoporosis y los datos actuales indican que la PTH
sistémica resulta eficaz en esta situacion (26). Por ello, se ha evaluado la eficacia de la PTHrP en un modelo experimental
de regeneracion 6sea, la ablacién medular en la tibia (27). Utilizando ratones osteoporéticos por tratamiento con metil-
prednisolona, demostramos que la administracion secuencial (cada 2 dias) de PTHrP (1-36) o PTHrP (107-139) incrementé
la regeneracién 6sea tras la ablacion medular (28). Teniendo en cuenta este hallazgo, estudiamos el posible efecto os-
teorregenerador de la osteostatina, la secuencia responsable de la accion antirresortiva del fragmento C-terminal de la
PTHrP (11), cuya simplicidad estructural lo hace especialmente atractivo desde una perspectiva traslacional. La impregna-
cion con osteostatina de una ceramica de silice mesoporosa (SBA-15, sintetizada y caracterizada por el grupo de la Prof.
Vallet-Regi) confiere propiedades osteogénicas al biomaterial en cultivos de osteoblastos murinos de la linea MC3T3-E1
(29). El implante de este mismo material con osteostatina en un defecto cavitario (Que no regenera por si solo) en la
epifisis femoral de conejos sanos u osteoporéticos, indujo la neoformacion ésea a las 4-8 semanas en los animales sanos
(30), y a las 2 semanas en los osteoporoéticos (31). Posteriormente, se utilizé un material biodegradable (un polimero de
gelatina-glutaraldehido-hidroxiapatita) impregnado con osteostatina o PTHrP (1-37) e implantado en un defecto no cavi-
tario en la tibia de ratas viejas osteopénicas, con o sin diabetes mellitus. La presencia de ambos péptidos de la PTHrP en el
implante indujo de manera similar la reparacién total del defecto 6seo a las 4 semanas (32). Un aspecto particularmente
interesante en relacién a la osteostatina es que se ha demostrado su acciéon anabélica in vivo en un modelo de ratén
diabético (con baja formacién 6sea). La histomorfometria 6sea dindmica demostré que el tratamiento con dosis equiva-
lentes de osteostatina o PTHrP (1-37) durante 3 dias consecutivos normalizé a las dos semanas la disminucién de superficie
mineralizada y la velocidad de aposicién mineral, asi como la formacion ésea, en las vértebras de estos ratones (33).

En definitiva, la PTHrP ha resultado ser un factor esencial para el desarrollo y el mantenimiento del tejido éseo. Ademas,
sus acciones osteogénicas no se circunscriben solo a su regién N-terminal con homologia estructural con la PTH. Los aspec-
tos tratados en esta Editorial tienen un significado especial al considerar el aumento de la osteoporosis involutiva asocia-
do a nuestra longevidad que determina la demanda creciente de moléculas osteoformadoras y osteorregeneradoras para
reparar las fracturas por fragilidad ésea. En este sentido, la investigacion basica y traslacional han demostrado ser claves
para identificar nuevas estrategias terapéuticas basadas en la PTHrP: en uso clinico como la abaloparatida, o en desarrollo
potencial como la osteostatina —un péptido derivado de la secuencia C-terminal de la PTHrP-, cuyas propiedades lo hacen
particularmente atractivo para promover la formacién y la regeneracién ésea (Fig. 2).

Diferenciacion

Proliferacién y viabilidad osteoblastica Formacion ésea

osteoblastica (accion anabdlica)

111

t Angiogénesis \ Trp
PTHrP (107-111) =

/ Osteostatina
Efecto antiadipogénico
1 l )

Accion antirresortiva - . i t Regeneracion dsea
Accion antisenescencia

osteoblastica Figura 2. Propiedades
osteogeénicas de la osteostatina.
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Abstract

Introduction and objectives: osteoclasts are terminally differentiated giant multinucleated cells derived from the fusion
of mononuclear progenitors of the monocyte/macrophage hematopoietic lineage. The objective of our group was to achie-
ve the best method for osteoclast differentiation, from both RAW 264.7 cells and peripheral blood monocytes.

Material and methods: RAW 264.7 cells and human PBMCs were differentiated into osteoclasts. Success in differentiation
was assessed by TRAP staining. Osteoclast activity was detected by the resorption pits in Corning® Osteo Assay Surface

Plates.

Results: the optimal cell density for RAW 264.7 cell differentiation was 25,000 cells/cm? with 30 ng/mL of RANKL for
Keywords: 6 days. Osteoclasts differentiated from PBMCs were observed after 4 weeks with 25 ng/mL M-CSF and 30 ng/mL RANKL.
Osteoclasts. Individual pits or multiple pit clusters were observed on the surface plates.

Differentiation. i . . . o
Bone resorption.  Conclusions: we report optimal conditions for the differentiation of osteoclasts from

Received: 26/05/2022 * Accepted: 25/09/2022
Correspondence:

Conflict of interest: the authors declare no conflict of interest. Susana Jurado. Metabolic Bone Diseases Unit

Department of Rheumatology. Hospital Clinic

Jurado S, Parés A, Peris P, Combalia A, Monegal A, Guafiabens N. Osteoclast generation from RAW

264.7 and PBMC cells. The set up in our lab. Rev Osteoporos Metab Miner 2023;15(1):6-11 de Barcelona. C/ Villarroel, 170. 08036
Barcelona, Spain
DOI: 10.20960/RevOsteoporosMetabMiner.00005 e-mail: susanajurado80@gmail.com

©Copyright 2023 SEIOMM y ©Aran Ediciones S.L. Este es un articulo Open Access bajo la licencia CC BY-NC-SA (http://creativecommons.org/licenses/by-nc-sa/4.0/).



OSTEOCLAST GENERATION FROM RAW 264.7 AND PBMC CELLS. THE SET UP IN OUR LAB 7

INTRODUCTION

The bone is a dynamic tissue which is under constant
remodeling. Indeed, bone remodeling is a complex
cellular process that involves bone resorption induced
by osteoclasts and bone formation produced by osteo-
blasts (1). An imbalance in this equilibrium results in
metabolic bone diseases such as osteoporosis or osteo-
petrosis. This disequilibrium may be produced by an
increase in bone resorption due to a rise in the number
of osteoclasts or in their activity, or by a decrease in
bone formation due to a lower osteoblast activity, or
by both combined effects.

The direct cellular interactions between osteoblasts
and osteoclasts, mediated in part by the receptor acti-
vator of NF-kB, its ligand and osteoprotegerin (RANK/
RANKL/OPG) pathway, are essential for the regulation
of bone remodeling (2). The interaction between
RANKL, either at the osteoblast surface or in its soluble
form and its receptor RANK, on the membrane of os-
teoclast precursors initiates a cascade of signaling
events, resulting in their differentiation to form ma-
ture osteoclasts. OPG, an osteoblast-secreted glyco-
protein of the tumor necrosis factor receptor super-
family, acts as a decoy receptor and blocks the
interaction between RANKL and RANK. Moreover,
many other cytokines and hormones have been found
to regulate either OPG or RANKL, or both, in similar or
opposite directions (3).

Osteoclasts represent 1-2 % of the total bone resident
cells. They are terminally differentiated giant multinu-
cleated cells, derived from the fusion of mononuclear
progenitors of the monocyte/macrophage hematopoi-
etic lineage (1). The importance of osteoclasts in bone
homeostasis is evidenced by the diseases in which os-
teoclast formation or function is unbalanced. Howev-
er, the role of osteoclasts in health or disease and its
biology have remained elusive for years. Initially, it
was thought that osteoclasts were cells that undergo
apoptosis after a short lifespan of around two weeks,
but in the last few years, it has been shown that osteo-
clasts have a lifespan of around 6 months. A recent
study has revealed that mature osteoclasts are capable
of fissioning into smaller daughter cells, a new cell
type called osteomorphs (4). These osteomorphs are
freely motile cells, able to migrate and fuse with other
osteomorphs or osteoclasts, creating recycled cells (4).

Osteoclasts can be studied in vitro by isolating primary
bone marrow or peripheral blood monocytes cells (PB-
MGs), or by using the murine myeloid cell line RAW
264.7, which can be differentiated into mature osteo-
clasts (5-7). The use of established cell lines like RAW
264.7 instead of human primary cell cultures is exten-
sive because it is not feasible to cultivate and expand
osteoclasts for long periods of time. In addition, avail-
able cell numbers from single differentiation experi-
ments are limited and experimental outcome may be
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variable depending on the cell donor. Therefore, the
use of the RAW 264.7 cell line, which is quite extend-
ed, avoids these problems.

In the literature, the differentiation process of osteo-
clasts from RAW 264.7 cells is well established. Howev-
er, the differentiation process of osteoclasts from hu-
man PBMCs is not clearly described. Thus, in scientific
reports there is no defined cell density or time required
to achieve the desired osteoclasts. We needed much
bibliographic research in the first place, and then we
performed different technical approaches to obtain
osteoclasts until suitable differentiation results were
achieved. All of these tasks required up to a month for
the process to be completed.

Therefore, the aim of this study was to optimize osteo-
clast differentiation techniques, from both RAW 264.7
cells and peripheral blood monocytes. The goal was to
obtain differentiated osteoclasts in order to perform
experiments with substances that act on the viability
and apoptosis of osteoclasts.

MATERIAL AND METHODS

MATERIALS

Alpha-minimum essential medium (aMEM), Dulbecco’s
modified Eagle medium (DMEM), fetal bovine serum
(FBS), Phosphate Buffered Saline (PBS), I-glutamine
and trypsin were purchased from Invitrogen (Thermo
Fisher Scientific) (Waltham, MA, USA); accutase and
toluidine blue were purchased from Sigma Chemical
Co. (St. Louis, MO, USA); penicillin-streptomycin from
LabClinics (Barcelona, Spain); recombinant mouse
RANKL, recombinant human RANKL and recombinant
human M-CSF from R&D systems (Bio-Techne, UK); Ro-
setteSep™ Human Monocyte Enrichment Cocktail and
Lymphoprep™ were purchased from Stemcell Technol-
ogies (K6In, Germany).

OSTEOCLASTS FROM RAW 264.7 CELL
CULTURE

RAW 264.7 cells, a transformed murine monocytic
macrophage cell line from the European Collection of
Authenticated Cell Cultures (ECACC, England), were
cultured at 37 °C in 5 % CO, atmosphere in DMEM,
supplemented with 10 % heat-inactivated FBS and
100 U/mL penicillin-streptomycin. Cells were plated di-
rectly on 96-well plates at a density of 1.5 x 104,
2.5 x 10* and 3.5 x 10* cells/cm?. The medium used for
osteoclastic differentiation was aMEM supplemented
with 10% heat-inactivated FBS, 100 U/mL penicil-
lin-streptomycin and 25, 30 and 50 ng/mL of recombi-



nant mouse RANKL. The medium was removed and
replaced with fresh medium every 48 h-72 h. After
6 days, RAW 264.7 cells were differentiated into osteo-
clasts.

OSTEOCLASTS FROM PERIPHERAL BLOOD
MONOCYTE CULTURE

RosetteSep™ Human Monocyte Enrichment Cocktail™
was used to purify human monocytes taken from total
PBMCs of buffy coats, supplied by the local reference
blood bank (Banc de Sang i Teixits, Barcelona). Cells
were separated using Lymphoprep™, following the
manufacturer’s protocol.

Cells were seeded in two different ways. For the first
attempt, they were seeded in a 75 cm? flask at a densi-
ty of 150,000 cells/cm?, and then cultured at 37 °C in
5% CO, atmosphere in aMEM, supplemented with
10 % heat-inactivated FBS, 100 U/mL penicillin-strep-
tomycin and 25 ng/mL of recombinant human macro-
phage colony-stimulating factor (M-CSF) for 2 weeks.
The medium was replaced every 48 to 72 hours. Then,
cells were treated with accutase and plated on 96-well
plates at a density of 80,000 cells/cm?for one addition-
al week, adding 30 ng/mL of recombinant human
RANKL to the medium. Human monocytes were differ-
entiated into osteoclasts. On the other hand, cells
were seeded directly on 96-well plates at a density of
150,000, 250,000 and 400,000 cells/cm?and were treat-
ed from the beginning with both 25 ng/mL of recom-
binant human M-CSF and 30 ng/mL of recombinant
human RANKL in aMEM supplemented with 10 %
heat-inactivated FBS, 100 U/mL penicillin-streptomycin
for three-four weeks.

CHARACTERIZATION OF OSTEOCLASTS
AND RESORPTION PIT FORMATION ASSAY

To identify the generation of multinucleated osteo-
clasts, cells were stained for the enzyme tartrate-resis-
tant acid phosphatase (TRAP) using the TRAP-staining
kit (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), according to
the manufacturer’s instructions. TRAP-positive multi-
nucleated (3 or more nuclei) cells were visualized by
light microscopy. Each osteoclast characterization as-
say was performed at least 3 times.

Resorption pits were assessed by seeding RAW 264.7
cells to differentiate into osteoclasts at a density of
25,000 cells/cm? on 24-well Corning® Osteo Assay Sur-
face Plates (Corning Cat. No. 3987, Cultek, Life Scienc-
es, NY, USA). Cells were then removed and well surfac-
es were stained with 1 % toluidine blue for 1 min.
Individual resorption pits or multiple pit clusters were
visualized on the surfaces by light microscopy.

S. JURADO ET AL.

Images were obtained using a DM IL LED-inverted mi-
croscope with a MC190 HD camera and the Applica-
tion Suit v3.4.0 acquisition software (Leica microsiste-
mas SLU, Spain). The area of pits was analyzed using
Image J software (NIH, Bethesda, MD, USA).

RESULTS

DIFFERENTIATION AND IDENTIFICATION
OF OSTEOCLASTS

The optimal cell density for RAW 264.7 differentiation
cells was 25,000 cells/cm?. A concentration of 30 ng/mL
of RANKL was enough to achieve an optimal differen-
tiation. Under this condition, multinucleated osteo-
clasts were observed by TRAP staining after 5-7 days
(Fig. 1). Osteoclastic ruffled border and connections
between multinucleated osteoclasts were observed as
well (Fig. 1). However, we obtained no differentiated
osteoclasts when monocytes were plated directly on
96-well plates, being the method by which we differ-
entiated RAW into osteoclasts. By contrast, in the case
of monocytes from PBMCs, the cells remained mono-
cyte-like after 3-4 weeks on 96-well plates and differ-
ences in the doses of RANKL and M-CSF did not change
this result. We did not differentiate the cells by put-
ting glass coverslips on the wells, as recommended by
some research groups, since from our perspective, this
technical approach did not bring advantages and
made the methodology more complex. For this reason,
we opted to maintain the cells in 75 cm? flasks for the
time being by administering only M-CSF to keep
the cells in a resting and stable state. After 3 weeks,
we finally transferred the cells to 96-well plates and
started administering RANKL as well. In this manner,
we were able to observe differentiated osteoclasts
within another week. In the differentiation process
into osteoclasts from PBMCs, multinucleated osteo-
clasts were observed by TRAP staining after 3-4 weeks,
as shown in figure 2.

RESORPTION PITS

Individual pits or multiple pit clusters were observed
using a microscope at 10x magnifications in the Corn-
ing® Osteo Assay surface plates (Fig. 3). When activa-
tors of osteoclast activity such as bilirubin were added,
more resorbed areas were observed compared to the
non-treated plates (data not shown). Indeed, we
found that bilirubin was an activator of osteoclast sur-
vival in our viability studies, resulting in an increase in
osteoclast number and activity, identified by observ-
ing the resorption pits on the Corning® Osteo Assay
surface plates.

| Rev Osteoporos Metab Miner 2023;15(1):6-11 |
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Figure 1. Differentiated osteoclasts from RAW 264.7 cells are shown after TRAP staining. Big multinucleated osteoclasts are shown.
Ruffled border (1A, thin arrow) and connections between multinucleated osteoclasts (1D, thick arrow) are observed. Experiments were
performed more than 10 times.

Figure 2. Differentiated osteoclasts from human PBMCs after TRAP staining are represented. Many multinucleated osteoclasts were
observed. Experiments were performed more than 10 times.

| Rev Osteoporos Metab Miner 2023;15(1):6-11 |
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Figure 3. Representative images of the pit resorption areas on Corning® Osteo Assay Surface Plates are shown (clear areas). Differentiated
osteoclasts from RAW 264.7 cells were plated. Experiment was performed once.

DISCUSSION

Osteoclasts are fascinating cells for their abilities and
functions. Their tight balance with osteoblasts is regu-
lated by multiple factors that make a very accurate
process. With the recent discovery of osteomorphs by
McDonald et al. (4), this process has turned out to be
even more precise. Osteomorphs will remain waiting
until the moment in which mature osteoclasts are re-
quired to resorb bone.

In our experience, the differentiation process of the
cells is not free of technical difficulties. Several factors
could act on this process, and osteoclasts may not be-
come active, or simply not correctly differentiated. The
differentiation of osteoclasts from RAW 264.7 cells
was easier than with primary human cells, because it
was a simpler process with more cell availability, and
in addition, the time to achieve differentiated cells
was shorter than with primary cells. We found several
bibliographic references as a guide to begin with and
we found our optimal concentrations of both RANKL
and RAW 264.7 cells in a short time. However, the dif-
ferentiation of osteoclasts from monocytes of human
PBMCs was complex. First, the heterogeneity that we
found in the literature was high, and it was difficult to
decide how to start our experiments. Secondly, mono-
cytes take a long time to become osteoclasts. More-
over, the diffentiation process was more expensive
than using RAW cells because in this case, two differ-
entiating activators were needed: the human M-CSF
and RANKL. Despite all these setbacks, after several
months, we were able to obtain active differentiated
osteoclasts and we performed the experiments shown
in our recent publication (8). We don’t know the rea-
son why finally we needed to maintain for 2 weeks the
monocytes from PBMCs in flasks with M-CSF. Our hy-

pothesis is that cells maybe need a rest time to stabi-
lize in the flask, where there is more place for them.
After that period, they are able to differentiate into
osteoclasts with the addition of RANKL.

The possibility of observing the activity of osteoclasts
on special bone surfaces was described in a few re-
ports (9). The observation of resorbed areas in the
Corning® Osteo Assay Surface Plates allows us to
check the ability of the mature osteoclasts to resorb
mineralized tissue. Although we have not shown
these results, we performed a study in which we ad-
ministrated substances that enhance or inhibit osteo-
clast activity, and the resorbed areas varied to a large
extent. We intended to repeat these experiments sev-
eral more times, but these plates were no longer
manufactured.

In summary, we have established optimized conditions
for osteoclast differentiation from both cell types: the
RAW 264.7 murine cell line and from human mono-
cytes. This experience will enable us and other re-
searchers to carry out future studies with osteoclasts.

REFERENCES

1. Charles JF, Aliprantis AO. Osteoclasts: more than "bone eaters’.’
Trends Mol Med 2014;20(8):449-59. DOI: 10.1016/j.mol-
med.2014.06.001

2. Khosla S. Minireview: The OPG/RANKL/RANK System. Endocri-
nology 2001;142(12):5050-5. DOI: 10.1210/endo.142.12.8536

3. Boyle WJ, Simonet WS, Lacey DL. Osteoclast differentiation and
activation. Nature 2003;423(6937):337-42.

4. McDonald MM, Khoo WH, Ng PY, Xiao Y, Zamerli J, Thatcher P,
et al. Osteoclasts recycle via osteomorphs during RANKL-stimu-

| Rev Osteoporos Metab Miner 2023;15(1):6-11 |



lated bone resorption. Cell 2021;184(5):1330-1347.e13. DOI:
10.1016/j.cell.2021.02.002

. Nguyen J, Nohe A. Factors that Affect the Osteoclastogenesis of
RAW?264.7 Cells. J Biochem Anal Stud 2017;2(1):10.16966/2576-
5833.109. DOI: 10.16966/2576-5833.109.

. Song C, Yang X, Lei Y, Zhang Z, Smith W, Yan J, et al. Evaluation
of efficacy on RANKL induced osteoclast from RAW264.7 cells.
J Cell Physiol 2019;234(7):11969-75. DOI: 10.1002/jcp.27852

. Abdallah D, Jourdain M-L, Braux J, Guillaume C, Gangloff SC,
Jacquot J, et al. An Optimized Method to Generate Human Acti-

| Rev Osteoporos Metab Miner 2023;15(1):6-11 |

OSTEOCLAST GENERATION FROM RAW 264.7 AND PBMC CELLS. THE SET UP IN OUR LAB 11

ve Osteoclasts from Peripheral Blood Monocytes. Front Immunol
2018;9:632. DOI: 10.3389/fimmu.2018.00632

. Jurado S, Parés A, Peris P, Combalia A, Monegal A, Guaiabens

N. Bilirubin increases viability and decreases osteoclast apopto-
sis contributing to osteoporosis in advanced liver diseases. Bone
2022;162:116483. DOI: 10.1016/j.bone.2022.116483

. Wright LE, Buijs JT, Kim H-S, Coats LE, Scheidler AM, John SK, et

al. Single-Limb Irradiation Induces Local and Systemic Bone Loss
in a Murine Model. J Bone Miner Res 2015;30(7):1268-79. DOI:
10.1002/jbmr.2458



Original

R - MM

Revista de Osteoporosis
y Metabolismo Mineral

Implicacién de las conexinas, integrinas y cilio primario en la actividad
de las células 6seas

Sara Heredero-Jiménez, Irene Tirado-Cabrera, Eduardo Martin-Guerrero, Joan Pizarro-Gomez, Arancha R. Gortazar,
Juan Antonio Ardura

Instituto de Medicina Aplicada de la Universidad San Pablo-CEU. Madrid. Departamento de Ciencias Médicas Basicas. Facultad de Medicina.
Universidad San Pablo-CEU. Madrid

Palabras clave:
Osteocitos. Conexina
43. Cilio primario.
Integrinas. Estimulo
mecanico. PTHrP.

Resumen

Introduccion: los osteocitos son capaces de detectar diferentes sefiales, transducirlas en respuestas bioldgicas y trasmitirlas
a los osteoblastos y osteoclastos, permitiendo el mantenimiento de la homeostasis 6sea. La mecanotransduccion dsea es
posible gracias a que los osteocitos presentan diferentes estructuras mecanosensoras como las conexinas (Cx), las integrinas,
el cilio primario e incluso receptores acoplados a proteinas G como el receptor de la parathormona tipo 1 (PTH1R).

Objetivo: analizar la posible interaccion de los diferentes elementos mecanosensores de los osteocitos y ver su influen-
cia en la respuesta biolégica.

Material y métodos: se trabajé con las lineas celulares osteociticas MLO-Y4 Cx43+/+ (scrambled (SCR) y ARNi a2) y
Cx43-/-.

Resultados y conclusion: los resultados obtenidos muestran que la Cx43 y la integrina a2 se encuentran involucradas en
el aumento de la longitud del cilio primario, afectando potencialmente a su funcionalidad como mecanosensor (SCR vs.
ARNi a2, p < 0,0001 SCR vs. Cx43-/-y p < 0,0001 ARNi a2 vs. Cx43-/-). La integrina a2 también influy6 en la localizacion
celular de Cx43 promoviendo que esta se encuentre en la membrana plasmatica. También se observé que la activacion de
PTH1R por agonistas como parathormona (PTH) y proteina relacionada con la parathormona (PTHrP) inducen la fosforilacion
de la quinasa ERK 1/2, y estos efectos podrian verse afectados por la deficiencia en Cx43, pero no parecen ser mediados
por el silenciamiento de integrina a2. Finalmente, se observo que la presencia de la Cx43 y de integrina a2 en los osteoci-
tos aumenta su capacidad de adhesion (Cx43+/+ SCR y ARNi a2 vs. CX43-/- p < 0,001 y p = 0,0039) y que la deficiencia
en Cx43 provoca un incremento de la mortalidad de estas células (Cx43-/- vs. Cx43+/+ p = 0,0074).
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INTRODUCCION

El hueso es un tejido dinamico que se remodela
constantemente en respuesta a una gran variedad
de estimulos, entre los que destacan hormonas, fac-
tores de crecimiento y carga mecanica (1). El con-
trol preciso y coordinado de la remodelaciéon ésea
requiere de la interaccién y comunicacién entre os-
teoblastos (células formadoras de hueso), osteocitos
(principales células mecanosensoras del hueso) y os-
teoclastos (células encargadas de la resorcién ésea);
y tiene lugar, entre otros mecanismos, gracias a la
formacién de las uniones comunicantes (UC) entre
dichas células 6seas (2).

Los osteocitos son capaces de detectar los estimulos
mecanicos debido a que presentan diferentes estruc-
turas mecanosensoras: integrinas, UC, hemicanales de
conexina 43 (Cx43), cilio primario y/o receptores aco-
plados a proteinas G (GPCR), como PTH1R (3). Poste-
riormente, estas células transducen los estimulos me-
canicos en respuestas biolégicas, que desencadenan la
activacion de diferentes vias de seializacion, inducien-
do cambios en la expresion génica y en el metabolismo
celular. Esto provoca la secrecion de factores capaces
de regular la proliferacion y la viabilidad de las células
efectoras 6seas (osteoblastos y osteoclastos). Debido
a la complejidad del entorno extracelular del hueso
es muy probable que los diferentes mecanosensores
interactien entre si, integrando las multiples sefales
extracelulares en una sefial cohesiva (4).

La comunicacion celular juega un papel importante en
el tejido 6seo, al encontrarse embebidos en el interior
de una matriz mineralizada (5). Las conexinas (Cx) son
unas proteinas que constituyen algunos de los canales
esenciales para que pueda tener lugar la comunicacién
entre las células 6seas.

Los osteocitos también son capaces de promover la
formacion ésea, gracias a las acciones endocrinas de
la PTH y su andlogo local en el hueso, la PTHrP, a tra-
vés de la activacién de su receptor comun, PTH1R (6).
PTH1R es un GPCR que puede desencadenar varias vias
de senalizacién intracelular en los huesos (7).

El cilio primario es una estructura mecanosensora ca-
paz de crear un microdominio distinto del citoplasma
celular, que permite la localizaciéon y concentracién
especifica de receptores como GPCR, canales i6nicos
y proteinas efectoras, mejorando asi la cinética de las
vias de sefializacién (8).

Diversos estudios han demostrado que defectos en la
funcion o estructura sensorial del cilio primario estan
asociados con diferentes enfermedades, denominadas
generalmente como ciliopatias (9). Asimismo, cuando
se interrumpe la formacion de los cilios primarios o su
longitud disminuye, las células presentan una mecano-
sensibilidad alterada y una respuesta disminuida a la
estimulacion mecanica (10).
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Las integrinas son complejos de proteinas que permi-
ten que la célula interaccione con el medio extrace-
lular (11). Investigaciones anteriores han constatado
que en las células MLO-Y4 las integrinas 1y a2 estan
implicadas en la activacion de quinasas reguladas por
sefales extracelulares (ERK 1/2), inducida por estimu-
los mecanicos, lo que desemboca en la activacion de
vias de sefalizacion que modulan la adhesion de los
osteocitos a la matriz mineralizada e inhiben la res-
puesta apoptética de estas células (12).

En el presente estudio hipotetizamos la posible rela-
cién entre conexinas, cilio primario, PTH1R e integri-
nas como reguladores de procesos biolégicos que se-
rian clave para la funcién de los osteocitos.

MATERIALES Y METODOS

CULTIVO CELULAR

Se utilizaron tres tipos de células MLO-Y4 Cx43+/+
(presentan un vector vacio como control negativo
para poder evaluar los efectos del no silenciamiento)
y Cx43-/- (células deficientes en conexina 43, trans-
fectadas con un ARNi), que fueron amablemente
cedidas por la Dra. L. I. Plotkin, y células Cx43+/+ a
la que se silencio la integrina a2 mediante un ARNi.
Dichas células se sembraron a una concentracion de
24.000 células/cm? y se cultivaron con el medio a-Mo-
dified Eagle’s Medium (a-MEM) (Gibco, ThermoFisher
Scientific, ES) 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/estreptomicinay puromicina de Streptomy-
ces alboniger (Sigma Aldrich, ES) a una concentracién
10 pg/ml.

Todas las superficies sobre las que se sembraron estas
células debian estar previamente colagenizadas con
colageno tipo 1 al 0,01 % de acido acético (13). Las cé-
lulas se mantuvieron a 37 °Cy 5 % de CO,.

SILENCIAMIENTO DE LA INTEGRINA a2

Las células MLO-Y4 Cx43+/+ se transfectaron con tres
silenciadores (ARNi) de a2 diferentes (5 nM) (Thermo-
Fisher Scientific, ES), que presentaban una diana para
la secuencia de la integrina a2, usando lipofectamine
ARNiMax (Life Technologies, Carlsbad, CA, EE. UU.). Los
ARNi se afadieron en medio sin suero durante 24 h.
La secuencia scrambled (SCR) (control ARNi, Santa Cruz
Tecnhology, TX, EE. UU.) se emple6é como control ne-
gativo para evaluar los efectos no dirigidos de silencia-
miento (ARNi off-targeted”).



PCR

La extraccion de ARN se realizé con TRIZOL® (Ambion,
FosterCity, CA, EE. UU.). Para la retrotranscripciéon de
ARN (RT-PCR, reaccion en cadena de la polimerasa con
transcriptasa inversa) se utilizé el kit (Applied Byo-
sistems, Grand Island, NY, EE. UU.) y el termociclador
(Eppendorf, Hamburgo, Alemania).

Para analizar la expresion de la integrina a2 (Fw 5'CCAT-
GATGGGTCGAAGCTGA3’; Rv 5 CTTCGTCGGCCACATT-
GAAA3’) se empled SYBR Green (Sybr promix ex Taq,
Takara, Otsu, Japén). El nivel de expresién integrina
a2 se analizé utilizando como gen control p-actina (Fw
5°'GAACCCTAAGGCCAACCGTG3; Rv 5’ACCAGAGGCA-
TACAGGGACAG3"). Se realizaron triplicados de todas
las condiciones (Cx43+/+ y Cx43-/-). El cambio de expre-

sion de los genes se calculé basandose en el valor de
2-AACt.

INMUNOFLUORESCENCIA

Se sembraron 30.000 células/pocillo de las placas multi-
pocillo (Falcon, ES). Las células fueron cultivadas hasta
que alcanzaron una confluencia del 80 % y posterior-
mente se afadié medio sin suero 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-100b al 0,5 %. A con-
tinuacion, se afladié la solucién de bloqueo compuesta
por albimina de suero bovino (BSA) al 10 %, suple-
mentado con suero goat al 5 %, durante 1 h. Poste-
riormente, se mantuvieron toda la noche a 4 °C en agi-
tacion los siguientes anticuerpos primarios: anti-Cx43
policlonal producido en conejo (Sigma, ST. Louis, MO,
EE. UU.) (dilucion 1:1000 en BSA al 10 % y suero goat
al 5%); y anti-a tubulina acetilada monoclonal produ-
cido en ratén (Sigma) (diluciéon 1:1000 en BSA al 10 %
y suero goat al 5 %), para observar asi el cilio primario.
Posteriormente, se afiadieron los anticuerpos secunda-
rios: para cilio primario Alexa fluor® 488 de cabra an-
ti-raton (Invitrogen Molecular probes, Thermo Fisher
Scientific™, ES) (dilucion 1:1000 en BSA al 10 % y suero
goat al 5 %), para Cx43 Alexa fluor® 568 anti-conejo
IgG (Live technologies, Thermo Scientific™, ES) (dilu-
cién 1:1000 en BSA al 10 % y suero goat al 5 %). Tras
1 h de incubacién se afiadié 4’-6-diamidino2-fenilindol
(DAPI) (dilucién 1:10,000). Los nucleos, el cilio primario
y la Cx43 se visualizaron con el microscopio de epifluo-
rescencia (Leica CTR 6000). Se realizaron imagenes de
los triplicados y se analizaron un total de 100 células
de cada condicion (Cx43+/+ SCRy a2 y Cx43-/-). La fu-
sion (merged) de las imagenes individuales del cilio
primario, la Cx43 y nucleos celulares en una sola se
realizé con el programa Imagel, que permite procesar
las imagenes digitales, es capaz de calcular el area y
las estadisticas del valor del pixel seleccionado por el
usuario y de medir distancias.
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ESTIMULACION POR AGONISTAS DE PTH1R
(PTHY PTHrP)

Para realizar la estimulacion mediante PTHrP y PTH
las células se sembraron en placas a una densidad de
25.000 células/cm? y ambos ligandos se afadieron a
una concentracién de 107 molar (M), durante 10 min.

ENSAYO DE MUERTE Y ADHESION CELULAR

La viabilidad celular se determiné mediante la exclu-
sion de azul de tripano, método que tifie las células
muertas de azul, permitiendo calcular el porcentaje
de células vivas y muertas respecto al total empleando
una cdmara de Neubauer y un microscopio 6ptico de
campo claro (Leica DM5500B) para hacer los contajes.

Tras tripsinizar las células y transcurridos 30 minutos tras
la resiembra, se realizé el contaje de las células no ad-
herentes con la cdmara de Neubauer. A continuacién, se
tomaron imagenes de diferentes campos de las células
adheridas a la placa de Petri, mediante un microscopio
invertido de campo claro (Leica DM5500B), para calcular
los porcentajes de células adheridas respecto al total. Se
analizaron un total de 9 campos de cada condicién por
triplicado (Cx43+/+ SCRy a2 y Cx43-/-).

ANALISIS MEDIANTE WESTERN BLOT

Se realizé una extraccion de proteinas de cada condi-
cién por duplicado (Cx43+/+ SCR 'y a2 y Cx43-/-), em-
pleando RIPA Buffer (150 mM NacCl, 1,0 % IGEPAL® CA-
630,0,1 % SDS (dodecilsulfato sédico), 50 mM Tris, pH 8,
Sigma-Aldrich, St Louis, MO, EE. UU.), inhibidor de
proteasa (IP) (dilucién 1:100, Calbiochem®, ES) e inhibi-
dor de fosfatasa (IF) (dilucion 1:100, Calbiochem?®, ES).
Se cuantificaron las proteinas mediante el ensayo de
acido bicinconinico (BCA) (Pierce™ BCA Protein Assay
Kit, Thermo Fisher Scientific, ES). Para realizar la lectu-
ra se utilizo el lector de placas Varioskan Flash (Thermo
Fisher Scientific, ES) y se hicieron tres lecturas a 562 nm
mediante el programa Skanlt Software 2.4.3 RE.

Los extractos de proteina se separaron mediante un
gel de poliacrilamida. Posteriormente se transfirie-
ron las proteinas a una membrana de nitrocelulosa
(Bio-Rad, Hercules, CA, EE. UU.). El bloqueo se realizé
con leche en polvo al 5% en tampén Tris salino con
Tween20 (TTBS) al 0,05 %, durante 1h en agitaciéon
a temperatura ambiente. A continuacién, se incuba-
ron durante 24 horas a 4 °C y en agitacién los siguien-
tes anticuerpos primarios: anti-fosfo-p44/42 MAPK
(Erk 1/2) (Cell Signaling, Beverly, MA, EE. UU.), an-
ti-p44/42 MAPK (Erk 1/2), y anti-a-tubulina (Sigma Al-
drich, ES). Posteriormente, se afiadieron los anticuerpos
secundarios. El revelado mediante quimioluminiscencia
se realizo con el sustrato Clarity™ Western ECL (Bio-Rad).
La intensidad de las bandas se cuantificoé por densitome-
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tria, usando Dnr Bio Imaging System MF ChemiBIS3.2 y
los programas Gelcapture y QuantityOne™ (Bio-Rad).

ANALISIS ESTADISTICO

El limite de confianza establecido en todos los test es-
tadisticos realizados fue del 95 %. Por tanto, se con-
sideran estadisticamente significativos los resultados
que tengan un valor p (p) p < 0,05.

Para la comparacién de medias + desviacion estandar
(DE) se usé el programa GraphPad Prism 8. Para com-
parar medias de mas de dos grupos se empleé el test
ANOVA de un solo factor y el test ANOVA Welch. No
se consideré igualdad de varianzas. Para los analisis
multiples se utilizo el test de Dunnett, el test de Tukey
y el test de Kruskal Wallis no paramétrico, siendo t el
estadistico que analiza si las medidas de las dos condi-
ciones son iguales o no y gl que serian los grados de
libertad que indican el niumero de valores que pueden
ser asignados de forma arbitraria.

RESULTADOS

LA EXPRESION GENICA DE INTEGRINAS
SE ENCUENTRA MODULADA

POR CONEXINA 43 EN CELULAS
OSTEOCITICAS

Se analizé la expresion del ARN de las integrinas a2,
a6, B1, B3 y B6 y la Cx43 mediante PCR cuantitativa,
para estudiar la posible relacién en la expresién de es-
tas dos familias de proteinas.

En la figura 1 se observa como la integrina a2 disminuye
significativamente su nivel de expresién en células de la
linea Cx43 -/- frente a las células Cx43 +/+ (t = 13,93, gl =
4, p = 0,0002). Por el contrario, las integrinas a6, 1y B3
aumentan su expresién significativamente, en la linea
celular Cx43 -/- en comparacién con Cx43 +/+ (t = 3,646,
gl=4,p=0,0219; t =5,501, gl =4, p = 0,0053; t = 26,18,
gl =4, p < 0,0001; respectivamente). En el caso de la p6
no se observaron diferencias significativas entre las dos
lineas celulares (t = 0,99, gl =4, p = 0,378).

Estos resultados indican que la expresion de conexina
43 condiciona el patron de expresion de diversas inte-
grinas en células osteociticas.

CONEXINA 43 E INTEGRINA a2 REGULAN
LA LONGITUD DEL CILIO PRIMARIO
EN CELULAS OSTEOCITICAS

Se realizaron inmunofluorescencia para observar la
posible relacion e interaccion entre el cilio primario,
la Cx43 y la integrina a2, tres conocidos mecanosen-
sores de los osteocitos, y determinar si el desarrollo y
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la longitud del cilio primario podria depender de la
presencia de Cx43 e integrina a2 (Fig. 2).

Se compararon las células MLO-Y4 Cx43+/+, MLO-Y4
Cx43+/+ a las que se silencié la integrina a2 (ARNi a2) y
MLO-Y4 Cx43-/-. En los resultados mostrados en la figura
3 se observé que todas las lineas celulares son capaces
de desarrollar cilio primario y que este organulo se ori-
gina en la superficie celular. Ademas, se observé que la
Cx43 presenta una distribucion diferente en las células
Cx43+/+y ARNi a2, ya que en las células en las que no se
silencié la integrina a2 predomina la presencia de Cx43
en la membrana celular, localizaciéon esperada, pues es
donde forma hemicanales y UC. Mientras que en las con-
diciones en las que las células no presentan integrina a2
la Cx43 se encuentra distribuida en el citoplasma celular
y no tan focalizada en la membrana plasmatica. Las ima-
genes de la inmunofluorescencia también permitieron
observar que la Cx43 y el cilio primario no colocalizan.

Para poder comparar cuantitativamente el desarrollo del
cilio primario y su longitud se analizaron imagenes de
cada tipo celular (Cx43+/+ SCR, Cx43+/+ ARNi a2 y Cx43-/-).
Estas imagenes fueron tomadas a partir de diferentes
campos mediante microscopia de fluorescencia (40X).

Los analisis estadisticos se realizaron comparando las
medias + DE de la longitud en pm de todos los cilios
analizados en las células Cx43+/+ SCR (2,37), Cx43+/+
ARNi a2 (2,08) y Cx43-/- (1,52). Los resultados obteni-
dos indican que la longitud del cilio primario en las
células en las que se silencié la integrina a2 y en las cé-
lulas deficientes en Cx43 era significativamente menor
que en las células scrambled. El valor p fue: p = 0,0017
para la comparacién de SCR vs. ARNi a2, p <0,0001
SCR vs. Cx43-/-y p < 0,0001 ARNi a2 vs. Cx43-/- (Fig. 3).

Podemos sugerir en base a estas observaciones que co-
nexina 43 e integrina a2 se encuentran implicadas en
la elongacion de cilio primario en células osteociticas.

MLO-Y4

sk ok

Hl Cx43 +/+
=3 Cx43 /-

**

ot i '
0- T T T

a2 a6 1 B3 g6

Expresion del ARN de integrinas (n-fold)

Integrinas

Figura 1. Expresion del ARN de las integrinas a2, a6, B1, B3
y B6 en células Cx43 +/+y Cx43 -/-. Los resultados se expre-
san como media = DE de un experimento realizando triplica-
dos de cada condicién experimental *p < 0,05; **p < 0,01;
***p < 0,001, ****p < 0,0001.
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DAPI a Tubulina acetilada Cx43 Merged

SCR

Células MLO-Y4
Cx43 +/+
siRNA integrina a2

Cx43 -/-

Figura 2. Inmunofluorescencia de las células MLO-Y4 Cx43+/+ (SCRy si RNA a2) y Cx43 -/-. El nucleo celular se visualizd con DAPI
(azul), el cilio primario con el anticuerpo anti-a-tubulina acetilada (verde) y la Cx43 con el anticuerpo anti-Cx43 (rojo). Las imagenes fueron
capturadas con un microscopio de fluorescencia confocal (40X). Barra de escala = 50 pm.
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Figura 3. Comparacién de la longitud del cilio primaRio (um) entre las lineas Cx43+/+ (SCR y ARNi a2) y Cx43 -/-. A. Los resultados
muestran el valor medio + DE de la longitud del cilio primario en pum medio a partir de las imagenes realizadas a diferentes campos.

*n < 0,05 **p<0,01; ***p < 0,001, ****p < 0,0001. B. Imdgenes representativas en las que se puede visualizar el nicleo por DAPI
(azul) y el cilio primario por el anticuerpo anti-a-tubulina acetilada (verde). Las imagenes se capturaron con microscopio de fluorescencia
confocal (40X). Bara de escala = 50 um.
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REGULACION DE LA FOSFORILACION
DE QUINASA ERK 1/2 POR CONEXINA 43
EN CELULAS OSTEOCITICAS

Para caracterizar la respuesta de las células MLO-Y4
(Cx43+/+ y Cx43-/-) al estimulo por agonistas se afa-
dieron al medio de cultivo los ligandos del receptor
PTH1R, PTH y PTHrP (1-37), a una concentracién de
107 M, durante 10 min. Inmediatamente después se
realizo la extraccion de proteinas para analizar la ex-
presion de P-ERK mediante Western blot. El propésito
de este experimento fue determinar si la deficiencia
en Cx43 influia en la activacion del receptor PTH1R
tras estimularlo con sus respectivos ligandos (PTH y
PTHrP) y analizar las vias de sefalizacién intracelu-
lares que activa dicho estimulo y la respuesta celular
que desencadena, concretamente la fosforilacién de
ERK 1/2.

Los resultados obtenidos muestran que en las células
Cx43+/+ la estimulaciéon con PTH y PTHrP aumenta la
fosforilaciéon de ERK 1/2 (media + DE de los duplicados
realizados) con respecto a las células que no fueron
estimuladas con ningun ligando (CE). En el caso de las
células Cx43-/-, la estimulacion con PTH disminuye la
fosforilaciéon de ERK con respecto a las células Cx43+/+
que fueron estimuladas con PTH y el péptido agonista
PTHrP no produjo estimulo en las células Cx43-/-. No se
obtuvieron variaciones significativas en los niveles de
P-ERK entre las diferentes condiciones experimentales
(Fig. 4).

Nuestras observaciones sugieren que conexina 43 re-
gula la fosforilaciéon de ERK 1/2 dependiente de PTH1R
activado por ligando.

LA EXPRESION DE LA Cx43 REGULA LA
VIABILIDAD Y LA ADHESION DE LAS CELULAS
OSTEOCITICAS

Se realizé un ensayo de muerte celular con las células
Cx43+/+ SCR, ARNi a2 y Cx43-/- para poder determi-
nar si la falta de expresién de la integrina a2 y la Cx43
modificaria las rutas de sefalizacién que intervienen
en la respuesta de la célula, provocando su apoptosis.
En la figura 5A se observa como el nimero de células
Cx43-/- vivas disminuye significativamente respecto a
las células Cx43+/+ SCR (p = 0,0035). En el caso del ana-
lisis de las células muertas vemos que aumenta su nu-
mero significativamente en las células Cx43-/- respecto
a Cx43+/+ SCR (p = 0,0074).

En cuanto a la linea celular Cx43+/+ ARNi a2 al no ha-
ber diferencias significativas en el numero de células
vivas (aunque si una ligera tendencia a una disminu-
cién en el nimero de estas) y presentar un nimero
muy similar de células muertas respecto a las células
Cx43+/+ SCR, se sugiere que el silenciamiento de la in-
tegrina a2 influye en la proliferacién de los osteocitos
y no en la muerte de estos.

Por otro lado, también se realizé un ensayo de adhe-
sion en las células Cx43+/+ SCR, ARNi a2 y Cx43-/-. En la
figura 5B se muestra que el numero de células Cx43-/-
adheridas a la placa de colageno disminuye significati-
vamente con respecto a las células Cx43+/+ SCR y ARNi
a2 (p <0,001 y p = 0,0039, respectivamente). En el caso
del contaje de las células no adherentes el nimero de
estas aumenta significativamente tanto en las células
Cx43+/+ ARNi a2 como en Cx43-/- respecto a Cx43+/+
SCR (p =0,0146 y p = 0,0134, respectivamente).
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La adhesion celular se cuantific6 mediante imagenes
realizadas en campo claro, también permitieron anali-
zar la morfologia de los diferentes tipos celulares, y se
observé que las células Cx43+/+ SCR presentaban una
forma mas alargada y un mayor nimero de prolonga-
ciones dendriticas lo que les permitiria potencialmente
tener una mayor capacidad de adhesién. Por el con-
trario, las células Cx43+/+ ARNi a2 y Cx43-/- mostraron
una estructura mas redondeada debido probablemen-
te a la ausencia tanto de integrinas como de conexi-
nas, ambas proteinas transmembrana que favorecen
la adhesion celular (4).

Estos resultados estan relacionados con los obtenidos en
el ensayo de muerte celular, pues observdbamos un ma-
yor nimero de células muertas en las Cx43-/-, debido a
que al carecer de Cx43 se dificultaria la adhesion a la su-
perficie de cultivo, lo que podria provocar que las células
se despeguen y mueran por falta de union a sustrato.

DISCUSION

Las integrinas y las conexinas presentan un papel esen-
cial en las funciones celulares (14). Sin embargo, no se
ha esclarecido si es necesaria la interaccion de ambas
familias de proteinas para el correcto funcionamiento
de los osteocitos. La disminucién de la expresion de la
integrina a2 en las células Cx43-/-, nos llevé a plantear-
nos si esta integrina pudiese ejercer como mediador en
los procesos dependientes de Cx43 en los osteocitos.

AdemasdelasCxylasintegrinas,elcilioprimariotambién
es considerado un mecanosensor de los osteocitos (4).

En las imagenes de inmunofluorescencia se pudo ob-
servar como la deficiencia en Cx43 y el silenciamien-
to de la integrina a2 influyen en la longitud del cilio
primario. Diversos estudios indican que la longitud
del cilio primario es un factor determinante para su
correcta actuacién como mecanosensor (4), dado que
si la longitud del cilio es muy pequefia disminuiria el
espacio de la membrana ciliar donde podrian locali-
zarse canales idnicos y receptores como el PTH1R que
median la respuesta extracelular detectada por el ci-
lio y permiten la transduccion de diferentes sefiales
intracelulares (15). Ademas, el cilio primario genera
un compartimento intracelular especifico en el que
es necesario el transporte intraflagelar de diferentes
proteinas, tanto para el desarrollo de este organulo
como para la transduccién de las sefales (16). Por tan-
to, si este espacio se ve disminuido estos procesos po-
drian verse alterados, provocando que los osteocitos
no generen las respuestas adecuadas a los estimulos
extracelulares (10).

En las imagenes de la inmunofluorescencia también
parece observarse una distribucion diferente de la
Cx43 entre las células Cx43+/+ SCR y Cx43+/+ ARNi a2.
Aunque en ambas condiciones los niveles de expresion
de Cx43 son similares, es decir, el silenciamiento de la
integrina a2 no influyé en la expresién de Cx43, si po-
dria influir en la localizacién celular de esta proteina,
pues en las células Cx43+/+ la Cx43 se encontraba prin-
cipalmente en la membrana celular. Estos resultados
podrian indicar que la integrina a2 y la Cx43 interac-
cionan en la membrana de la célula y que su expresion
desencadena una retroalimentacién positiva favore-
ciendo el transporte de estas proteinas desde el reticu-
lo endoplasmatico hacia la membrana celular.
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DE LAS CELULAS OSEAS

Los osteocitos, embebidos en la matriz mineralizada,
son capaces de detectar diferentes senales, traducir-
las en respuestas bioldgicas y trasmitirlas al resto de
células oseas, fundamentalmente, osteoblastos y os-
teoclastos, para permitir el mantenimiento de la ho-
meostasis 6sea (17). Una de estas sefales es el estimulo
mediante agonistas del PTH1R (PTHrP y PTH) (18).

En los resultados obtenidos en el presente traba-
jo se observa que en las células Cx43+/+ aumenta
la fosforilacion de ERK 1/2 cuando son estimuladas
con PTH y PTHrP. En el caso de las células Cx43-/-, la
estimulacion con PTH y PTHrP parece inhibirse pues
los niveles de fosfo-ERK 1/2 disminuyen con respecto
a las células Cx43+/+. Esto puede ser debido a que
los osteocitos Cx43-/- sean menos sensibles a los esti-
mulos, dado que son deficientes en la proteina Cx43
gue actia como mecanosensor y ademas presentan
un cilio primario de menor longitud. Todo ello pro-
vocaria que el PTH1R tenga menos espacio para lo-
calizarse en la membrana ciliar y generase respuestas
intracelulares como la fosforilacion de ERK 1/2. Otro
de los resultados observados en este experimento es
que parece que el aumento de la fosforilacién de ERK
1/2 es mayor cuando estimulamos con PTH que con
PTHrP, al tiempo estudiado (10 min), lo que indicaria
que ambos agonistas activan a PTH1R de forma di-
ferente y que es probable que en dicho mecanismo
de activacion medie la Cx43. No obstante, serian ne-
cesarios mas experimentos para confirmar que dicha
estimulacion es capaz de generar una modificacion
en la fosforilacién de ERK y por tanto una respuesta
bioldgica en la célula.

Otras de las caracteristicas analizadas en estas células
fueron su morfologia, capacidad de adhesién y muer-
te celular. Se observé que las células Cx43+/+ SCR pre-
sentaban una forma mas alargada y un mayor nimero
de prolongaciones dendriticas lo que aumentaba su
capacidad de adhesion. Por el contrario, las células
Cx43+/+ ARNia2 y Cx43-/- presentan una morfologia
mas redondeada y una menor capacidad de adhesion
en comparacién con las células Cx43+/+ SCR. También
se observo que las células Cx43-/- presentan una mayor
mortalidad respecto a los otros dos tipos celulares. En
funcion de estos resultados se sugiere que la ausencia
de Cx43 e integrina a2 impiden la correcta adhesion de
las células a la placa colagenizada lo que comprome-
teria a su vez el desarrollo de prolongaciones dendri-
ticas (19). La reduccion en el numero de prolongacio-
nes dendriticas provocaria que la comunicacion entre
células se vea alterada, y como dicha comunicacién es
imprescindible para la supervivencia celular podria ser
una de las razones por las que se observa una mayor
mortalidad en las células Cx43-/-. Los resultados obte-
nidos concuerdan con investigaciones anteriores en
las que se demuestra que las conexinas y las integrinas
son proteinas que intervienen en la adhesion celular
(20). Ademas, también se ha determinado que la Cx43
regula diferentes vias de sefalizacion que desembo-
can en la expresion de genes pro-supervivencia (21) lo
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que es congruente con los resultados observados. En el
caso de las células Cx43+/+ ARNi a2 las alteraciones en
la adhesividad celular podrian ocasionar efectos celu-
lares menos acusados, ya que no se observaron altera-
ciones en la supervivencia celular en estas condiciones.
No obstante, la disminucién en la adhesividad podria
explicar la tendencia de estas células a proliferar me-
nos que las Cx43+/+ SCR.

CONCLUSION

Nuestro estudio indica que la deficiencia en Cx43 mo-
difica el patron de expresion de integrinas en los os-
teocitos MLO-Y4, inhibiendo la expresion de la integri-
na a2 y aumentando la de integrinas a6, 1y B3, lo que
parece modificar su capacidad de adhesion. Ademas,
la ausencia de la integrina a2 y de la Cx43 altera la
longitud del cilio primario.
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Resumen

El esqueleto es un érgano metabdlicamente activo que se remodela continuamente a la largo de nuestra vida. Esta
remodelacion implica un equilibrio entre la formacion de hueso llevada a cabo por los osteoblastos y la resorcion por
los osteoclastos. Los osteocitos son los encargados de regular estos dos procesos y su estimulacion mecanica, es esen-
cial para mantener el buen funcionamiento éseo y prevenir enfermedades como la osteoporosis. La estimulacion de los
osteocitos provoca una alteracion en la produccion y secrecion de moléculas de sefializacion que regulan la actividad
de los osteoblastos y los osteoclastos. Las células madre mesenquimales han sido propuestas como posible terapia
celular para la regeneracién de distintos tejidos, incluido el tejido 6seo. Hipotetizamos en el presente estudio que el
secretoma de células osteociticas de raton estimuladas mecanicamente afecta a la capacidad proliferativa, adhesiva y
a la expresion génica de células mesenquimales indiferenciadas y células mesenquimales preosteoblasticas. Para ello,
se analizaron los procesos biolégicos mencionados en lineas continuas celulares preosteoblasticas y células mesenqui-
males de ratén en presencia del medio condicionado por células osteociticas MLO-Y4, después de ser sometidas a
estimulo mecanico por flujo de fluido. Se observo que la proliferacion aumenté en ambas lineas celulares en presencia
del secretoma de osteocitos estimulados mecanicamente frente al control, mientras que osteocitos no mecanoestimu-
lados provocaban su disminucién. También se observd un aumento en la capacidad adhesiva de células C3H/10T1/2 tras
la estimulacion con el secretoma de osteocitos mecanoestimulados. En cuanto a la expresion de genes, solo el factor
adipogénico PPARY sufrié alteraciones en células MC3T3-E1 por el secretoma de osteocitos. Estos estudios indican que
los osteocitos pueden modificar el comportamiento biologico de células mesenquimales mediante la secrecién de fac-
tores solubles.
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INTRODUCCION

El esqueleto es un érgano metabdlicamente activo
que se remodela continuamente a lo largo de nues-
tra vida. El proceso de remodelado 6seo, en el que se
acoplan resorcion y formacién de matriz de hueso, sir-
ve para ajustar la arquitectura ésea a las necesidades
mecanicas del hueso. Ademas, ayuda a reparar dafos
en la matriz 6sea y evitar la acumulaciéon de hueso
envejecido que puede haber perdido sus propiedades
mecanicas (1).

Muchos son los factores que modulan la formacién y
el mantenimiento de nuestro esqueleto. Entre estos,
la carga mecanica representa el principal factor extrin-
seco con efectos directos sobre el tejido 6seo (2). La
carga sobre nuestros huesos se traduce en tensiones
mecdanicas que son recibidas por las células éseas y
transformadas en sefiales bioldgicas, lo que se conoce
como mecanotransduccion (2).

Osteoblastos y osteoclastos son las células que llevan a
cabo la formacion y la resorcién dsea, respectivamente
(3). Los osteocitos, las células mas abundantes del te-
jido 6seo, son los principales receptores de la estimu-
lacién mecanica y son capaces de comunicarse con os-
teoblastos y osteoclastos modulando su actividad (4).

Las células 6seas se encuentran en intimo contacto
con las células presentes en la médula ésea. En ella
encontramos una poblacién celular muy heterogénea
donde conviven células hematopoyéticas que daran
lugar a las diferentes poblaciones sanguineas, con
células no hematopoyéticas del microambiente de la
médula, como células perivasculares y mesenquimales
(MSCQ) entre otras (5).

Las MSC presentes en la médula constituyen la fuente
de células osteoprogenitoras que hacen posible la repa-
racion de fracturas y la formacion de nuevo hueso (5).

La diferenciacién de las células madre mesenquimales
es un proceso que conforma 2 etapas; compromiso a
un linaje celular (de las MSC a un progenitor de linaje
especifico) y maduracion (de los progenitores a un tipo
celular especifico). Un gran nimero de vias de seiali-
zacion se encuentran implicadas en la regulacién del
compromiso de linaje de las MSC, entre las que se in-
cluyen la familia TGF-beta, BMP (proteinas morfogéni-
cas de hueso), Wnt, hedgehogs (Hh), Notch y factores
de crecimiento de fibroblastos (FGF) (6,7).

En el presente trabajo estudiamos la comunicacion en-
tre los osteocitos y las células mesenquimales, y cémo
la estimulacion mecanica modifica la proliferacion, ad-
hesion y la expresién génica de las células mesenqui-
males a través de los osteocitos.

Hipotetizamos que el secretoma de osteocitos estimu-
lados mecanicamente induce procesos biolégicos re-
lacionados con la potenciacion de las capacidades de
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regeneracioén 6sea de células mesenquimales, para lo
que se ha estudiado el efecto del medio condicionado
por osteocitos MLO-Y4 estimulados mecanicamente
(por flujo de fluido) o no (control estatico) sobre dis-
tintos procesos bioldgicos de células mesenquimales
C3H/10T1/2 y preosteoblasticas MC3T3-E1.

MATERIAL Y METODOS

CULTIVOS CELULARES

Para los ensayos del presente trabajo se utilizaron
las siguientes lineas celulares: células mesenquima-
les de ratdon no comprometidas a linaje osteoblastico
(C3H/10T1/2 subclén 8, ATTC, CCL-226). Estas células
se cultivaron con medio BME (“basal eagle medium”,
Thermofisher, 21010046) + 10 % sueron fetal bovino
(FBS) (Thermofisher, 10500064) + 1 % L-glutamina
(Thermofisher, 25030024) + 1 % penicilina/estrepto-
micina (Thermofisher, 15140122) a 37 °C con 5 % de
CO,. Células mesenquimales preosteoblasticas de ra-
ton (MC3T3-E1 subclon 4, ATTC, CRL-2593). Estas cé-
lulas fueron cultivadas con medio MEM alfa (“mini-
mum essential medium”, Thermofisher, A1049001) +
10 % FBS + 1 % L-glutaminay 1 % de estreptomicina/
penicilina a 37 °C con 5 % de CO,. Células osteociti-
cas murinas MLO-Y4 (Kerafast, EKC002). Estas células
se cultivaron con medio MEM alfa sin acido ascorbi-
co (Thermofisher, 22571038) + 2,5 % FBS + 2,5 % de
suero de ternero (“calf serum” [CS], Thermofisher,
16010159) y 1 % de estreptomicina/ penicilina a 37 °C
con 5 % de CO,.

ESTIMULACION MECANICA POR FLUJO
DE FLUIDO (“FLUID FLOW”)

Se sembraron 250 000 células MLO-Y4 en portaobje-
tos de cristal delimitados con teflén, en un éarea de
15 cm? previamente recubierto con matriz de colage-
no (Sigma Aldrich, 000010C8919). Después de 48 ho-
ras, las células fueron sometidas a un estimulo meca-
nico (FF) mediante el dispositivo FlexcellStreamer de
tension de corte medio que produce una tension de
10 dinas/cm? durante 10 minutos (Flexcell Internacio-
nal Corporation, Hillsborough, Carolina del Norte, EE.
UU.). Como control (control estatico o SC), se usaron
células MLO-Y4 sembradas en portaobjetos de cristal
delimitados con teflon sin ser sometidas a ningun es-
timulo mecanico. A continuacién, las células se incu-
baron, durante 18 horas, con medio MEM alfa sin rojo
fenol (Gibco) suplementado con 0,5 % de CS, 0,5 % de
FBSy 1 % de penicilina-estreptomicina para obtener
medios condicionados (CM) de los diferentes grupos
experimentales: células mecanoestimuladas (FF) y cé-
lulas control.
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LA FUNCION DE LAS CELULAS MESENQUIMALES

ENSAYO DE PROLIFERACION

Para realizar los ensayos de proliferacién, ambas lineas
celulares MC3T3-E1 y C3H/10T1/2 fueron sembradas a
una densidad de 20.000 células/pocillo en placas de cul-
tivo de 24 pocillos (VWR,734-2325). Al dia siguiente se
cambié el medio por un medio con 250 pl de medio
condicionado (control estatico o fluid flow) y 750 pl de
su medio de cultivo correspondiente. Como control se
usaron células MC3T3-E1 y C3H/10T1/2 incubadas con
250 pL de MEM alfa sin rojo fenol (Gibco) suplemen-
tado con 0,5 % de CS, 0,5 % de FBS y 1 % de peni-
cilina-estreptomicina y 750 pl de su medio de cultivo
correspondiente. Pasadas las 24 h de incubacion las
células se despegaron con Tripsina-EDTA (Thermofisher,
25300062) y se hizo un recuento celular con azul de Tri-
pan (Thermofisher, 15250061) en cdmara de Neubauer.
Se repitié el mismo proceso a las 48, 72 y 96 horas obte-
niéndose asi una valoracion de la proliferacion.

ADHESION CELULAR

La adhesion de las células preosteoblasticas MC3T3-E1y
células mesenquimales C3H/10T1/2 se evalué mediante
la cuantificacion de células marcadas con el tinte vital
fluorescente cytopainter (Abcam, ab176735). Para ello,
se sembraron células MC3T3-E1 o C3H/10T1/2 en placas
P6 durante 24 horas. Al dia siguiente se cambié el medio
por un medio con 250 pl de medio condicionado (control
estatico o fluid flow) y 750 pl de su medio de cultivo co-
rrespondiente. Como control del experimento se usaron
células MC3T3-E1y C3H/10T1/2 incubadas con 250 pL de
MEM alfa sin rojo fenol (Gibco) suplementado con 0,5 %
de CS, 0,5 % de FBSy 1 % de penicilina-estreptomicina y
750 pl de su medio de cultivo correspondiente. Finaliza-
das las 24 horas, se incubaron con cytopainter durante
30 minutos y, tras la incubacion, se levantaron las célu-
las, se contaron y sembraron 20 000 células/cm? sobre un
nuevo pocillo de P6 durante 30 minutos. Finalmente, se
recogio el sobrenadante y se contaron las células no ad-
heridas en una cdmara de Neubauer mediante el méto-
do por exclusién con azul tripan. Por otro lado, se obtu-
vieron imagenes de las células adheridas a la superficie
de los pocillos mediante microscopio PAULA (“Personal
automated lab assistant, Leica microsystems”). El niUme-
ro de células marcadas con fluorescencia se conté en
3 campos diferentes y aleatorios.

REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA
A TIEMPO REAL (RT-PCR)

Se sembraron en placas de cultivo de 6 pocillos 300 000 cé-
lulas por pocillo en el caso de las células preosteoblasticas
MC3T3-E1 y 450 000 en el de las células mesenquimales
C3H/10T1/2. Pasadas 24 horas de incubacion, se lavaron
las células con PBS y se sustituyé el PBS por 250 pl de
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MEM alfa en los controles y 250 pl del medio condiciona-
do correspondiente en los otros pocillos. Ademas, a cada
pocillo se aiadieron 750 ul de su medio correspondiente.
Tras 24 horas de incubacién se retird el medio de cultivo,
se recogieron cada uno de los pocillos en tubos de 1,5 ml
mediante trizol y se almacenaron a -80 °C.

Al dia siguiente se descongelaron las muestras, se
mantuvieron en hielo para mantener una baja tempe-
raturay se procedio a seguir el protocolo de extraccion
de ARN. La transcripcion reversa para la obtencién de
cDNA se realiz6 mediante el uso de el kit de transcrip-
cién reversa de ¢cDNA (“High capacity RNA to ¢cDNA
Kit"”, Thermofisher, 4387406) siguiendo las instruccio-
nes. Tras la obtencion del cDNA se realizé una PCR en
una placa P384 mediante el uso de “Sybergreen” (TB
Green, Condalab RR420A) para estudiar los siguien-
tes genes: RUNX2, fosfatasa alcalina (ALP), PPARy
y osteocalcina. Ademas se usé la beta actina (actina
citoesquelética) como gen de expresidn constitutiva.
Para ello, se utilizé un termociclador ABI PRISM 7500
(Applied Biosystems).

ANALISIS ESTADISTICO

Los datos se encuentran expresados como medias +
error estandar. Se analizo la distribucién de los datos
y dado que no se ajustaban a una distribucién normal,
las diferencias entre los grupos experimentales se eva-
luaron mediante analisis de la varianza no paramétri-
co (Kruskal-Wallis). La determinacién de las posibles
diferencias entre los grupos experimentales se realizé
mediante los test de Dunn o de Mann-Whitney. Para
realizar los analisis estadisticos se utilizd el programa
GraphPad Prism. Se consideré p < 0,05 como valor es-
tadisticamente significativo.

RESULTADOS

EFECTOS DE LOS MEDIOS CONDICIONADOS
DE LOS OSTEOCITOS ESTIMULADOS

O NO MECANICAMENTE SOBRE

LA PROLIFERACION DE CELULAS
MESENQUIMALES Y PREOSTEOBLASTOS

Se realiz6 un estudio de proliferacion de células preos-
teoblasticas de ratén MC3T3-E1 y de células mesenqui-
males (C3H/10T1/2) con 25 % de medios condicionados
de células osteociticas de ratdn MLO-Y4 mecdnicamen-
te estimuladas (FF) o no (SC) (Fig. 1).

Observamos que en ambas lineas celulares el secre-
toma de los osteocitos muestra efectos significativos
en la proliferacién. Mientras que el secretoma de los
osteocitos estimulado mecanicamente (FF) promueve
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una mayor proliferacion, el secretoma de osteocitos
no estimulados (SC) induce una menor proliferaciéon
frente al control (Figs. 1 Ay C). No se observaron dife-
rencias en la viabilidad celular en ninguna de las tres
condiciones experimentales durante los 4 dias analiza-
dos (Figs. 1 By D).

EFECTOS DE LOS MEDIOS CONDICIONADOS
DE LOS OSTEOCITOS ESTIMULADOS O NO
MECANICAMENTE SOBRE LA ADHESION

DE CELULAS MESENQUIMALES

Y PREOSTEOBLASTOS

A continuacién, se realizé un estudio de adhesién de
células preosteoblasticas de raton MC3T3-E1 y de cé-

A. TABLADO MOLINERA ETAL.

lulas mesenquimales (C3H/10T1/2) en presencia de se-
cretoma de células osteociticas de raton MLO-Y4 tras
estimulacién (FF) o ausencia (SC) de estimulo mecéanico
por paso de fluido.

No se apreciaron diferencias significativas en la adhe-
sién de células MC3T3-E1 en las distintas condiciones
experimentales (Fig. 2). En cuanto a la cantidad de cé-
lulas no adheridas, observamos que estimulaciéon con
medio condicionado (FF y SC) apenas disminuyé la ad-
hesién con respecto al control (Fig. 2).

Sin embargo, si se observé una diferencia clara entre
las diferentes condiciones experimentales en la adhe-
sién de células C3H/10T1/2. El medio condicionado por
los osteocitos estimulados mecanicamente aumenté la
adhesion de esta linea celular (Fig. 3).
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Figura 1. Proliferacion y muerte celular de células preosteobldsticas MC3T3-E1 (Ay B, respectivamente) y células mesenquimales
embrionarias C3H/10T1/2 (Cy D, respectivamente) en presencia o ausencia de medios condicionados de osteocitos MLO-Y4 tras estimulo
mecanico (flujo de fluido: MC FF) o no (control estatico: MC SC). Los controles representan células sin estimulo de medios condicionados
de osteocitos. Los valores son la media + error estandar de 3 experimentos realizados por triplicado. *p < 0,05 vs. control; **p < 0,01 vs.

control; p < 0,05 vs. MC SC; %0 < 0,01 vs. MC SC.

| Rev Osteoporos Metab Miner 2023;15(1):21-28 |



EL SECRETOMA DE LOS OSTEOCITOS ESTIMULADOS MECANICAMENTE MODULA

LA FUNCION DE LAS CELULAS MESENQUIMALES

Justificar texto

-

o

=]
1

adheridas / campo
g 8

Numero de células C3H10T

*p <0,05 vs control

Numero de células C3H10T

MC3T3-E1
Control MC FF
. . . ° ° e 2 »
. g . :
o i o0
. - )
. 2 - < : .
3 < o =
© . - v » - 2 5 e N *s & s 8 = : .
- 200- «~ 60000
i w
[} ™
[ [
« O [ |
o E- 150+ OE
‘En < f 40000
) = o g
S v 1004 s2
2 g 100 -
Q 'g . [z} % s
L g £ ® 200004
0T o9
= © = o
1] o
E £
= =
z z od
&~ & &
& 9
S o8
(%)
C3H/10T1/2

40000

20000

no adheridas / mL

| Rev Osteoporos Metab Miner 2023;15(1):21-28 |

25

Figura 2. Adhesién de
células preosteoblasticas
MC3T3-E1 en presencia o
ausencia de medios condicio-
nados de osteocitos MLO-Y4
tras estimulo mecanico (flujo
de fluido: MC FF) o no (control
estatico: MC SQ). Los controles
representan células sin estimu-
lo de medios condicionados
de osteocitos. Los valores son
la media + error estandar de
3 experimentos realizados

por triplicado. Se muestran
imagenes representativas en
obtenidas por microscopia de
campo claro (panel superior) o
por microscopia de epifluo-
rescencia (panel inferior). Los
resultados se expresan como
nimero de células adheridas/
campo (inferior izquierda) y
como células no adheridas/mL
(inferior derecha). Los valores
son la media + error estandar
de 3 experimentos realizados
por triplicado.

Figura 3. Adhesion de células
mesenquimales embrionarias
C3H/10T1/2 en presencia o
ausencia de medios condicio-
nados de osteocitos MLO-Y4
tras estimulo mecanico (flujo
de fluido: MC FF) 0 no (control
estatico: MC SQ). Los controles
representan células sin estimu-
lo de medios condicionados
de osteocitos. Los valores son
la media + error estandar de

3 experimentos realizados

por triplicado. Se muestran
imagenes representativas en
obtenidas por microscopia de
campo claro (panel superior) o
por microscopia de epifluo-
rescencia (panel inferior). Los
resultados se expresan como
ntmero de células adheridas/
campo (inferior izquierda) y
como células no adheridas/mL
(inferior derecha). Los valores
son la media + error estandar
de 3 experimentos realizados
por triplicado. *p < 0,05 vs.
control.
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ANALISIS DE LA EXPRESION DE GENES

EN CELULAS MESENQUIMALES

Y PREOSTEOBLASTICAS TRATADAS CON
MEDIOS CONDICIONADOS DE OSTEOCITOS
ESTIMULADOS O NO MECANICAMENTE

Se realiz6é un estudio de marcadores de diferenciacién
y formacion 6sea (Runx2, osteocalcina y fosfatasa al-
calina) y de diferenciacion adipogénica (PPARY) en cé-
lulas preosteoblasticas de raton MC3T3-E1 y de células
mesenquimales (C3H/10T1/2) estimulados con 25 % de
medios condicionados de células osteociticas de raton

A. TABLADO MOLINERA ETAL.

MLO-Y4 en presencia (FF) y ausencia (SC) de estimulo
mecanico por paso de fluido. Como podemos observar
en las figuras 4y 5, no se observaron cambios significa-
tivos sobre la expresién de Runx2, osteocalcina, ni fos-
fatasa alcalina en ninguna de las dos lineas estudiadas.

Sin embargo, la expresién de PPARy aument6 tras la
estimulacién con medios condicionados de osteoci-
tos SCy FF en las células preosteoblasticas MC3T3-E1
(Fig. 4), mientras que en las células C3H/10T1/2, los
niveles de expresion de PPARy, permanecieron prac-
ticamente inalterados en todas las condiciones expe-
rimentales (Fig. 5).
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Figura 4. Andlisis de expresion génica de
marcadores de diferenciacién y formacién ésea
(Runx2, osteocalcina y fosfatasa alcalina) y de
diferenciacion adipogénica (PPARY) en células
preosteoblasticas MC3T3-E1 en presencia o
ausencia de medios condicionados de osteoc-
itos MLO-Y4 tras estimulo mecanico (flujo de
fluido: MC FF) o0 no (control estatico: MC SC).
Los controles representan células sin estimulo
de medios condicionados de osteocitos. Los
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perimentos realizados por triplicado. *p < 0,05
vs. control; **p < 0,01 vs. control.
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Figura 5. Andlisis de expresién génica de
marcadores de diferenciacion y formacion dsea
(Runx2, osteocalcina y fosfatasa alcalina) y de
diferenciacion adipogénica (PPARY) en células
preosteoblasticas C3H/10T1/2 en presencia o
ausencia de medios condicionados de osteoc-
itos MLO-Y4 tras estimulo mecanico (flujo de
fluido: MC FF) o no (control estatico: MC SC).
Los controles representan células sin estimulo
de medios condicionados de osteocitos. Los
valores son la media + error estandar de

3 experimentos realizados por triplicado.

Rev Osteoporos Metab Miner 2023;15(1):21-28 |



EL SECRETOMA DE LOS OSTEOCITOS ESTIMULADOS MECANICAMENTE MODULA 27

LA FUNCION DE LAS CELULAS MESENQUIMALES

DISCUSION

El envejecimiento y ciertas enfermedades éseas como
la osteoporosis provocan la alteracién del remodelado
6seoy con ello la pérdida de masa ésea. Esto se debe a la
acumulacién de osteocitos apoptéticos y al reclutamien-
to de precursores osteoclasticos que fomentan el proceso
de resorcion ésea. Esta situacion puede ser evitada me-
diante el estimulo mecanico, que ya se aplica de manera
natural a los osteocitos cuando hacemos ejercicio (8).

Estudios anteriores ya evidenciaron que el medio
condicionado de los osteocitos estimulados mecani-
camente es capaz de reclutar osteoprogenitores (cé-
lulas mesenquimales y osteoblastos) y promover el
compromiso del linaje osteogénico de estas células
para reponer los osteoblastos agotados, mejorar la
formacion ésea y fortalecer el tejido (9). Ademas, la
estimulacion mecanica tiene un papel fundamental
a la hora de modular ciertos procesos celulares. En
nuestros resultados, encontramos que la exposicion
de las células preosteoblasticas MC3T3-E1 y de las me-
senquimales C3H/10T1/2 a medios condicionados que
contienen secretoma de células osteociticas MLO-Y4
estimuladas mecanicamente afecta a su proliferaciéon
y adhesién, asi como a la expresion génica de uno d
ellos marcadores estudiados. Algunas discrepancias en
los resultados obtenidos entre las dos lineas celulares
utilizadas en el presente trabajo pueden ser debidas
a la distinta naturaleza de cada tipo celular. La linea
celular preosteoblastica MC3T3-E1 se encuentra en un
mayor grado de diferenciacién y compromiso hacia un
fenotipo osteoblastico comparado con las C3H/10T1/2.
Estas ultimas al ser de origen embrionario, se encuen-
tran mas indiferenciadas y posiblemente por ello y por
su caracter de célula madre embrionaria, puedan pre-
sentar mayor proliferacion respecto a lineas mas dife-
renciadas, como las MC3T3-E1 (10).

En cuanto a las diferencias de las células control res-
pecto a las expuestas a medios condicionados, los re-
sultados podrian indicar que los osteocitos estimulados
mecanicamente in vivo mantienen los niveles de masa
6sea al inducir, mediante la secrecion de moléculas, la
proliferacién de células mesenquimales que posterior-
mente se pueden diferenciar a osteoblastos que for-
maran la matriz 6sea. Sin embargo, los osteocitos no
estimulados mecanicamente presentan un secretoma
modificado que probablemente implica la disminucion
de secrecion de factores proliferantes que actuan so-
bre las mesenquimales, o el aumento de la secreciéon
de factores inhibidores de la proliferacién. En cual-
quiera de las dos situaciones, el resultado conllevaria
una menor proliferacion de células mesenquimales y
posiblemente una menor diferenciacion osteoblastica
para generar matriz 6sea.

Las células mesenquimales C3H/10T1/2 al ser células
menos diferenciadas podria pensarse que presenten
una menor expresién de proteinas que suelen estar
presentes en células mas especializadas. Por tanto,
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seria posible que, al no haberse comprometido a un
fenotipo celular concreto, puedan ser modificadas
mas facilmente por el secretoma de los osteocitos
mecanoestimulados comparadas con células mas di-
ferenciadas como las MC3T3-E1 que se encuentran ya
comprometidas a la expresion de proteinas de linaje
osteoblastico. Sin embargo, los efectos de expresion
génica mas significativos observados en este trabajo
tras estimulacion con secretoma de osteocitos, co-
rresponden a un aumento de expresion de PPARy en
células MC3T3-E1. Este cambio se podria asociar a un
aumento de la adipogénesis asociado al envejecimien-
to, pérdida de masa 6sea y retraso en la regeneracién
(11), proceso contrario a la osteoblastogénesis (12) y al
resto de resultados obtenidos en el presente estudio.
Sin embargo, algunos trabajos indican que, en algunas
fases de la diferenciacién a osteoblastos, la expresiéon
de PPARy puede tener un papel importante (13,14).
Por ello, sera necesario realizar mas experimentos que
puedan comprobar de manera mas directa el potencial
adipogénico y osteogénico del secretoma de osteoci-
tos sobre los distintos tipos de células mesenquimales
usados en este trabajo.

Respecto a la adhesion celular, para que se produzca un
aumento en la adhesion suele ser necesario un incre-
mento en la expresiéon de proteinas de unién a matriz,
como las integrinas (15). Es posible que, gracias a la so-
breexpresién de estas proteinas de unién a matriz, las
células mesenquimales se adhieran con mayor facilidad
tras ser estimuladas con el secretoma de osteocitos me-
canoestimulados. La capacidad adhesiva de las células
mesenquimales es un requisito necesario para que se
produzca la terapia de regeneracion (16) dado que, al
ser células dependientes de unién a sustrato, necesitan
primero unirse a las zonas dafiadas para poder comen-
zar procesos de proliferacién o diferenciacién.

Por tanto, en base a nuestros resultados se puede asu-
mir que ciertos factores del secretoma de osteocitos
favorecen la adhesion de las células mesenquimales,
y puede que indirectamente de este modo potencien
los procesos de regeneracion a partir de estas células.
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Resumen

En los dltimos afos se han dedicado muchos esfuerzos a la determinacion de variantes y genes que pueden ser impor-
tantes en la determinacion de la densidad mineral sea (DMO) y, a su vez, en diversas patologias dseas. Para conseguir
esto, la aproximacion que ha presentado mayores éxitos ha sido la de los estudios de asociacién de genoma completo
(GWAS). En particular, en la investigacion sobre la biologia dsea, se han publicado mas de 50 grandes GWAS o metaa-
nalisis de GWAS identificando mas de 500 /oci genéticos asociados con diferentes parametros 6seos como son la DMO,
la resistencia 6sea y el riesgo de fractura. Si bien el descubrimiento de las variantes asociadas es un aspecto esencial,
es igualmente importante la validacion funcional de dichas variantes para dilucidar su efecto y la relacién causal que

Palabras clave: tienen con la enfermedad genética. Al tratarse de un aspecto mucho mas lento y tedioso, se ha convertido en el nuevo
E:Eé?a:(cjig:de reto de esta era post-GWAS. Entre los genes que ya se han abordado se incluyen varios de la via de WNT y en especial
genoma completo. el gen SOST, que juega un papel muy importante tanto en la determinacion de la DMO poblacional como en enferme-
Validacion dades monogénicas con elevada masa 6sea y que ha dado lugar a un nuevo tratamiento contra la osteoporosis. En esta
funcional. Densidad . A . L. . , .

mineral dsea. revision recogemos los principales estudios GWAS con relacién a fenotipos del hueso, asi como algunos ejemplos de
Patologias 6seas. validaciones funcionales para analizar las asociaciones encontradas en los mismos.
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ESTUDIOS DE ASOCIACION DE GENOMA
COMPLETO (GWAS)

En los ultimos afios los estudios de asociacion de geno-
ma completo (GWAS) han sido una herramienta esencial
para la identificacién de genes involucrados en enferme-
dades complejas (1). Estos estudios consisten en estable-
cer una asociacion entre la frecuencia génica o alélica de
millones de marcadores tipo SNP (polimorfismos de un
Unico nucleétido; del inglés single nucleotide polymor-
phism) distribuidos a lo largo del genoma y un fenotipo
o enfermedad de estudio (2). Esta aproximacion repre-
senta la herramienta mas completa e imparcial para el
estudio de enfermedades complejas. A diferencia de los
estudios de asociacion de genes candidatos, los estudios
GWAS son una aproximacion sin hipétesis previa, permi-
tiendo el descubrimiento de nuevos genes o vias de sefia-
lizacién implicadas en el fenotipo de estudio que hasta el
momento eran totalmente desconocidas (3). El estableci-
miento de los GWAS ha sido posible gracias a los nuevos
avances en tecnologia gendémica de alto rendimiento,
disefio de estudio, analisis estadisticos mejorados y la
posibilidad de disponer de grandes biobancos (4,5). De-
bido al gran nimero de pruebas estadisticas simultaneas
realizadas y, por lo tanto, a las correcciones estadisticas
(que requieren un umbral del valor p de 5x10°8 para con-
siderarse significativo a nivel de genoma completo y al
pequeno efecto que presenta cada variante en las enfer-
medades complejas, son necesarias cohortes muy gran-
des. Esto se ha conseguido mediante los metaandlisis de
GWAS, donde diferentes estudios se han unido con el
objetivo de incrementar el tamafio muestral (6,7).

Aun con el evidente éxito, los estudios GWAS presentan
3 limitaciones cruciales. Primero, las variantes genéti-
cas utilizadas para validar la asociacién con el fenotipo
concreto son SNP marcadores (en inglés, tagSNPs) que
se distribuyen homogéneamente por todo el genoma
con una frecuencia del alelo minoritario (MAF) mayor
oigual al 5 % en la poblacién. Por lo tanto, las varian-
tes raras con posibles efectos fuertes en el fenotipo no
estan incluidas en estos estudios. Esta limitacion se ha
intentado solucionar incluyendo variantes de menor
frecuencia en los chips de genotipado, secuenciando
el exoma o genoma completo (whole exome/genome
sequencing, WES/WGS) y/o utilizando los extremos fe-
notipicos de las cohortes. Segundo, el éxito de los es-
tudios GWAS depende en gran manera del tamafo de
la muestra. Por esta razon, como se ha comentado, la
estrategia mas comun en la actualidad es establecer
grandes consorcios que incluyen diferentes cohortes
de todo el mundo. Asi, se obtienen supercohortes con
mayor poder estadistico, pero genéticamente hetero-
géneas, de manera que es muy dificil el descubrimien-
to de variantes especificas de poblacion. Tercero, los
GWAS reportan el SNP mas relevante estadisticamen-
te, llamado SNP centinela. Aunque este SNP puede
ser el SNP causal de la asociacién, también lo pueden
ser otras variantes que se encuentren en desequilibrio
de ligamiento con la variante centinela. Si el SNP aso-
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ciado se encuentra en una regién codificante e implica
un cambio de aminodcido, hay una alta probabilidad de
que el SNP sea causal, pero la realidad es que la mayoria
de los SNP centinela se encuentran en regiones no codi-
ficantes (96 %), tanto intronicas (41 %), como intergé-
nicas (54 %), dificultando por tanto la demostracion de
su papel causal. Debido a su naturaleza no-codificante,
realizar estudios funcionales de estos SNP centinelas es
un verdadero reto (8-10). Es por esta razon que estos
estudios funcionales siguen siendo pocos hasta el mo-
mento, y establecer las bases funcionales de las asocia-
ciones encontradas en dichos analisis es la asignatura
pendiente de esta era post-GWAS.

Para realizar los estudios de funcionalidad, es necesaria
una aproximacion interdisciplinar, que va desde los ana-
lisis in silico (consistentes en aproximaciones computacio-
nales) (11,12), como pueden ser las herramientas predic-
toras de patogenicidad; pasando por los estudios in vitro,
que incluyen entre otros, los ensayos de gen reportero
(p. €j. luciferasa) (13); hasta los estudios in vivo usando
modelos animales como el pez cebra o el ratén (14,15).

En esta revision se presenta de forma sumaria los prin-
cipales trabajos GWAS que se han reportado utilizando
fenotipos éseos y a continuacion algunos ejemplos de
estudios in vitro e in vivo que se han generado a raiz del
primer gran metaandlisis de GWAS (16) que se realizd
sobre densidad mineral 6sea (DMO) y riesgo de fractura.

GWAS Y HUESO

Para realizar GWAS de enfermedades 6seas y prin-
cipalmente de la osteoporosis, se pueden tener en
cuenta parametros como la DMO, la geometria y la
microarquitectura del hueso. De estas propiedades,
la mas utilizada y la que mejor predice la fractura os-
teoporética es la DMO, que es un rasgo cuantitativo
que se mide en una escala continua por métodos como
la absorciometria dual de rayos X (DXA por sus siglas
en inglés). Se estima que la DMO es un rasgo con una
heredabilidad aproximada de 50-80 %. Asimismo, la
geometria del hueso muestra una heredabilidad de
entre 30-70 %, y la microarquitectura 6sea determina-
da por tomografia computarizada de alta resolucion
(HR-pQCT) una heredabilidad entre 20-80 % (17).

Hasta el momento, se han realizado mas de 50 grandes
estudios GWAS utilizando parametros 6seos, junto con
una plétora de estudios de asociacién en cohortes mas
pequeias y homogéneas. Con esto, se han identificado
mas de 500 /oci asociados. Aunque el porcentaje de va-
rianza explicado a través de los GWAS ha incrementado
sustancialmente en los Ultimos afios al usar cohortes de
mayor tamafio, todos estos /oci solamente explican una
pequeia proporciéon (20 %) de la contribucion genéti-
ca a la DMO (18,19). Esto ha llevado a que exista una
diferencia entre la variabilidad explicada por factores

| Rev Osteoporos Metab Miner 2023;15(1):29-39 |



ESTUDIOS DE ASOCIACION DE GENOMA COMPLETO (GWAS) VERSUS

VALIDACION FUNCIONAL: RETO DE LA ERA POST-GWAS

genéticos y la heredabilidad de la DMO, debido, posi-
blemente, a una sobreestimacion de la heredabilidad o
a que no se estan considerando otros factores genéticos
como son las variantes de nimero de copias (en inglés
copy number variants, CNV) o la epigenética (20).

Con todo, estos estudios GWAS han dado lugar a hallaz-
gos importantes, como la confirmacion de las asociacio-
nes de genes como SOST y LRP5 (que ya habian estado
implicados en enfermedades monogénicas esqueléticas)
con algunos fenotipos éseos, o la identificacién de nue-
vos genes de los que no se conocia su implicacién en hue-
so (21). En la tabla | se presentan algunos de los estudios
GWAS mas relevantes relacionados con la DMO, la ma-
yoria de los cuales estan reportados en el GWAS catalog
(http:\\ebi.ac.uk/gwas). Para acotar, solo se han conside-
rado estudios de cohortes de mas de 10 000 individuos.

Muchos de los estudios GWAS presentados en la tabla |
corresponden a trabajos en los que se han realizado me-
taanalisis grandes que han dejado como resultado cien-
tos de variantes en diferentes loci asociadas con feno-
tipos 6seos. Sin embargo, la mayoria de estos estudios
carecen de aproximaciones funcionales.

ESTUDIOS FUNCIONALES DE LA ERA
POST-GWAS

A pesar de la gran cantidad de estudios de asociacion
realizados hasta ahora, los estudios funcionales no
han tenido el mismo desarrollo. De los 1051 articulos
que han citado al primer gran metaandlisis de GWAS
sobre hueso (16), solo una pequefia fraccion inclu-
ye estudios funcionales (164, es decir, 15 %), ya sean
in vitro o in vivo.

Un ejemplo de éxito en los estudios funcionales es
la caracterizaciéon de la regulacion de SOST. Este gen
codifica la proteina esclerostina, un inhibidor de la
via canénica de WNT (49-51), que se ha encontrado
asociado a multitud de parametros éseos en diferen-
tes estudios de asociacion en distintas poblaciones
(17,28,33,38,40,43,52,53) (Fig. 1A). Su funcién inhibido-
ra sobre la formacion 6sea ha sido ampliamente estu-
diada mediante modelos in vivo e in vitro, y en la ac-
tualidad se utilizan anticuerpos antiesclerostina como
terapia en enfermedades éseas, como son la osteopo-
rosis o la osteogénesis imperfecta (54-59). Es por esto,
que los factores reguladores de la expresiéon del gen se
incluyen entre los nuevos candidatos como diana para
el desarrollo de nuevas terapias. En humanos, variantes
en el gen SOST han sido asociadas a condiciones carac-
terizadas por un exceso de formacién Osea: escleros-
teosis, displasia craneodiafisaria, y el fenotipo de alta
masa 6sea (60) (Fig. 1B). Junto con estas, también se
encuentra la enfermedad de van Buchem causada por
la delecion de la region reguladora denominada ECR5
situada a 52 kb cascada abajo del gen, que es necesa-
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ria para la correcta expresion de SOST (61) (Fig. 1A).
En realidad, la transcripcion de SOST esta finamen-
te regulada por un gran numero de sefales, tanto a
través de la regulacion directa sobre el promotor de
SOST como a través de la regién reguladora distal ECR5
(62,63), cuya interaccion fisica se ha demostrado en un
estudio reciente de nuestro grupo realizado en células
oseas (64) (Fig. 1A). El factor de transcripcion MEF2C es
el regulador de SOST mejor descrito en relacién con su
expresion en osteocitos (63,65). La importancia de ME-
F2C en el efecto potenciador de ECR5 ha sido confir-
mada con el modelo de ratén KO (knockout) de Me-
f2c en osteoblastos/osteocitos, que presenta alta masa
osea y bajos niveles de esclerostina (66). Precisamente,
MEF2C es otra de las sefiales mas repetidas en los es-
tudios GWAS con parametros éseos (16,23,36,37,67-70).
Junto con MEF2C, también se ha descrito HDAC5, un
regulador negativo de la expresién de SOST que ejer-
ce su funcion bloqueando la unién de MEF2C a ECR5
durante la diferenciacién de los osteocitos inmaduros
(Fig. 1C). En consonancia con esto, el modelo de ra-
téon KO de HDAC4/5 muestra una baja DMO y una alta
expresion de SOST (71-73). De nuevo HDAC4/5 se en-
cuentra dentro de los loci mas repetidos en los estudios
de asociacion con parametros éseos (18,23,34,39,74)
(Fig. 1B).

Otro ejemplo de la importancia de realizar estudios fun-
cionales de las regiones asociadas es el locus de DKKT.
DKKT1 es otro inhibidor de la via canénica de WNT, con
un papel muy importante en la morfogénesis de la ca-
beza (75,76), y en el desarrollo del hueso (77,78). En la
actualidad no hay ninguna variante en DKKT descrita
causante de ninguna patologia 6sea en la base de datos
HGMD. A pesar de esto, nuestro grupo ha identificado
dos variantes de cambio de aminoacido (missense) en pa-
cientes con el fenotipo de DMO alta, que muestran una
pérdida de funcién de su capacidad inhibitoria (13,79).
De manera contraria, una de estas variantes también se
ha encontrado en pacientes con fenotipos totalmente
opuestos como la osteoporosis o malformaciones anales
(80,81). Ademas, es interesante resaltar que no se han
encontrado SNP en DKK1 asociados con la DMO o con
diferentes parametros 6seos entre los diferentes GWAS.
En cambio, si se ha demostrado asociacion con la DMO
de un conjunto de SNP agrupados en una regién a 350
kb cascada abajo de DKK7y a 92 kb cascada arriba de
MBL2 (16,18,19,29,33,34,36,37,39,74) (Fig. 2). Para tratar
de distinguir cual de estos dos genes era el responsable
de esta asociacién, en un trabajo de nuestro grupo (13),
se realizé un ensayo de conformacion de la cromatina
4C utilizando la regién rica en sefales GWAS como an-
zuelo en tres tipos celulares 6seos. Con esto se pudo con-
firmar la interaccion fisica entre esta region y el promo-
tor de DKK1 y descartar la interaccion con el gen MBL2
(Fig. 2, panel inferior). Precisamente, en esta region se
encuentra el gen LNCAROD que especifica un ARN largo
no codificante (en inglés, long noncoding RNA, IncRNA)
activador de DKK1 que, por lo tanto, es el posible res-
ponsable de la asociacion de los estudios GWAS (82).
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Figura 1. SOST. A. Panel superior: Locus que contiene SOST y sus genes vecinos (GRC37/hg19). En lila, la region reguladora ECR5. Panel
central: SNP asociados con diferentes parametros ¢seos en diferentes estudios GWAS, extraidos de GWAS catalog (https://www.ebi.ac.uk/
gwas7). Panel inferior: Resultados principales del ensayo 4C de Martinez-Gil et al. 2021, donde se representan las principales interacciones
entre el promotor de SOST (usado como anzuelo e indicado con un punto y una linea discontinua gris). Los cuadrados de colores representan
las interacciones con la intensidad de color proporcional a la intensidad de la interaccidn. Los cuadrados rojos representan las interacciones

en células madre mesenquimales, en azul las interacciones de las células hFOB y en verde las interacciones de las células Saos2. Las unidades
de la escala gendémica utilizada (1e7pb) corresponden a 10 Megabases (1x107 pares de bases). B. Representacidn esquematica de la proteina
esclerostina sefialando sus dominios funcionales y las variantes descritas causantes de enfermedades esqueléticas humanas. En lila las variantes
asociadas a displasia craneodiafisaria, en rojo asociadas a esclerosteosis y en azul la variante asociada al fenotipo de alta masa 6sea.CTCK:C/
terminal cysteine knot-like. C. Esquema de algunos de los requladores positivos y negativos de la expresion de SOST.
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Figura 2. DKK1. Panel superior: locus que contiene DKKT y sus genes vecinos (GRC37/hg19). En verde, el INcRNA LNCAROD de GEN-
CODE v32.2 (GRC38/hg18). Panel central: SNP asociados con diferentes parametros 6seos en diferentes estudios GWAS, extraidos del
GWAS catalog (https://www.ebi.ac.uk/gwas7). Panel inferior: Resultados principales del ensayo 4C de Martinez-Gil et al. 2020, donde se
representan las principales interacciones con la region rica en SNP asociados a DMO (usado como anzuelo e indicado con un punto y una
linea discontinua gris). Los cuadrados de colores representan las interacciones con la intensidad de color proporcional a la intensidad de

la interaccion. Los cuadrados rojos representan las interacciones en células madre mesenquimales, en azul las interacciones de las células
hFOB y en verde las interacciones de las células Saos2. Las unidades de la escala gendémica utilizada (1e7pb) corresponden a 10 megabases

(1x107 pares de bases).

Uno de los loci mas consistentes entre distintos GWAS
sobre laDMO es laregion gendémica situada en 7931.31
que incluye el gen WNTT6. Se trata de un locus muy
complejo que incluye, ademas de WNTT16, los genes
vecinos ING3, FAM3Cy CPED1. El papel de WNT16 so-
bre la determinaciéon de la DMO ha sido claramente
establecido en estudios funcionales de modelos de
ratén KO o KO condicional especifico de osteoblasto
(6,83,84), que a grandes rasgos coinciden en mostrar
fracturas espontaneas debidas a una baja DMO, junto
con un grosor cortical y la resistencia 6sea reducidos.
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Sin embargo, también se han encontrado pruebas so-
bre la importancia de los otros tres genes vecinos en
el metabolismo 6seo. En el caso de ING3 (Inhibitor Of
Growth Family Member 3), que forma parte del com-
plejo NuA4 histona acetiltransferasa (HAT) implicado
en funciones de regulacion de la cromatina, se ha de-
terminado que se expresa abundantemente en el teji-
do 6seo (85) y los estudios funcionales en un modelo
celular in vitro de células mesenquimales KO para ING3
muestran afectacion de la osteoblastogénesis y una
estimulacion de la diferenciacion adipogénica (86).
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Para CPED1 (Cadherin Like And PC-Esterase Domain
Containing 1), no se conoce la funcién concreta ni en
humanos ni en ratén. Sin embargo, en ratén, los es-
tudios funcionales muestran que Cped7 se encuentra
uniformemente expresado en una variedad de tejidos,
incluido el 6seo y se han descrito diferentes isoformas
debidas a empalmes (splicing) alternativos, asi como
tres regiones promotoras activas durante la diferencia-
cién osteogénica (87). Para acabar de definir su posible
rol en la homedstasis 6sea, faltarian estudios funciona-
les adicionales, en modelos celulares in vitro o en mo-
delos animales. FAM3C (Family of sequence similarity
3c) es un factor de crecimiento tipo citocina expresado
en multitud de tejidos (88), que juega un papel muy
importante en la transicién epitelio-mesénquima y en
la metastasis del cancer (89). Su relacion con el meta-
bolismo 6seo se ha confirmado con el modelo de ratén
KO que presenta alteraciones en la estructura 6sea (88).

Se han realizado algunos estudios funcionales que
abordan la regulaciéon de la expresion de los distintos
genes de esta regién. Por ejemplo, nuestro grupo ha
llevado a cabo estudios de eQTL (del inglés expresssion
Quantitative Trait Locus) en osteoblastos primarios que
demuestran que SNP situados dentro del gen WNTT16
son reguladores de los niveles de expresion de FAM3C
en esas células (90). También hemos visto, en células
del linaje osteoblastico, que se da una interaccion fi-
sica entre varios potenciadores génicos (enhancers) si-
tuados dentro del gen CPED1 y el promotor de WNT16
(91). Todo ello ilustra una compleja relacion entre estos
cuatro genes y sugiere la posibilidad de que se dé una
sinergia entre ellos. Con todo, queda clara la necesidad
de estudios funcionales adicionales que acaben de de-
finir el papel de cada uno de ellos y sus interacciones.

Los trabajos aqui citados evidencian la importancia
que tienen los estudios funcionales a partir de los des-
cubrimientos que traen consigo los analisis de GWAS y
ponen en el horizonte el reto, en la era post-GWAS, de
continuar encontrando correlaciones entre las varian-
tes que se derivan de los estudios de GWAS y los aspec-
tos funcionales de esas variantes, bien sea in silico, in
vitro o in vivo, buscando con ello nuevas aproximacio-
nes que puedan dar luces y opciones terapéuticas para
las patologias asociadas.
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CASO CLiNICO

Mujer de 91 afios que presenta un de cuadro clinico
de 6 meses de evolucion de dolor en region tibial de-
recha, asociando deformidad 6sea y dificultad progre-
siva para la deambulacion. En la exploracion fisica se
confirmaron estos hallazgos, destacando ademas un
aumento de la temperatura local en regién tibial de-
recha.

Se realiz6 estudio analitico basico con bioquimica y
hemograma, incluyendo parametros de metabolismo
fosfocalcico y marcadores de remodelado 6seo, donde
se objetivaron niveles elevados de fosfatasa alcalina
(FA) en suero (141 U/L [N = 30-120]), asi como eleva-
ciéon de marcadores de osteoformacion (propéptido
aminoterminal del coladgeno tipo I [PINP] 166 ng/mL
[N =20,2-76,3]) y de resorcién ésea (B-CrossLaps [B-CTX]
0,042 ng/mL [N = 0,000-0,028] y telopéptido C-terminal
[ICTP] 1,28 ng/mL [N = 0,556-1]).

El estudio de imagen incluyé radiografias de hue-
sos largos, pelvis, columna dorsolumbar y créneo,
revelando a nivel de tibia derecha una imagen ca-
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racteristica de “tibia en sable” (Figs. 1-3), asi como
gammagrafia 6sea con *"Tc-HDA (Fig. 4). Con los ha-
llazgos obtenidos en estas pruebas, y tras encontrar
Unicamente alteraciones (tanto estructurales como
metabdlicas) a nivel de tibia derecha, la paciente fue
finalmente diagnosticada de enfermedad 6sea de Pa-
get monostadtica.

DISCUSION

El caso presentado es paradigmatico de una enferme-
dad ésea de Paget con una deformidad tibial “en sa-
ble”. En nuestro caso el diagnostico tardio cobra un
significado especial en tanto a que la deformidad ob-
servada se ha debido desarrollar a lo largo de décadas
sin haberse diagnosticado hasta entonces. Con esto se
pretende remarcar la importancia de detectar defor-
midades del aparato locomotor en cualquier explora-
cién basica ejecutada en una consulta con la finalidad
de evitar tanto su progresion, como complicaciones
derivadas de la propia enfermedad.
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IMAGENES CLINICAS

Figura 1. Radiografia de fémur derecho y articulacion
femorotibial: destaca el contraste entre el patrén trabecular
reticular fino del fémur y la trabeculacién grosera y aberrante que
se observa en meseta tibial. Osteoartrosis femorotibial y femo-
ropatelar. Como hallazgo incidental, calcificacion de la arteria
femoropoplitea.

Figuras 2 y 3. Radiografias de tibia derecha. Tibia “en sable”: aumento del grosor cortical y peridstico, con patrén trabecular
grosero y desordenado, asi como la gran deformidad tibial, que se incurva lateralmente dando el aspecto “en sable”.
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Figura 4. Gammagrafia 6sea de cuerpo entero con *"Tc-HDA: se observa captacion de intensidad moderada/severa en tibia
derecha. En el resto del esqueleto se aprecia depdsito mas difuso y de menor intensidad en hombros, codos, mufiecas y rodilla izquierda
de caracteristicas degenerativas.
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