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Resumen
Introducción: los osteocitos son capaces de detectar diferentes señales, transducirlas en respuestas biológicas y trasmitirlas 
a los osteoblastos y osteoclastos, permitiendo el mantenimiento de la homeostasis ósea. La mecanotransducción ósea 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 proteínas G como el receptor de la parathormona tipo 1 (PTH1R). 

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

Material y métodos: se trabajó con las líneas celulares osteocíticas MLO-Y4 Cx43+/+ (scrambled (SCR) y ARNi α2) y 
Cx43-/-.

Resultados y conclusión: los resultados obtenidos muestran que la Cx43 y la integrina α2 se encuentran involucradas en 
el aumento de la longitud del cilio primario, afectando potencialmente a su funcionalidad como mecanosensor (SCR vs. 
ARNi α2, p < 0,0001 SCR vs. Cx43-/- y p < 0,0001 ARNi α2 vs. Cx43-/-). La integrina α2 también influyó en la localización 
celular de Cx43 promoviendo que esta se encuentre en la membrana plasmática. También se observó que la activación de 
PTH1R por agonistas como parathormona (PTH) y proteína relacionada con la parathormona (PTHrP) inducen la fosforilación 
de la quinasa ERK 1/2, y estos efectos podrían verse afectados por la deficiencia en Cx43, pero no parecen ser mediados 
por el silenciamiento de integrina α2. Finalmente, se observó que la presencia de la Cx43 y de integrina α2 en los osteoci-
tos aumenta su capacidad de adhesión (Cx43+/+ SCR y ARNi α2 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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tría, usando Dnr Bio Imaging System MF ChemiBIS3.2 y 
los programas Gelcapture y QuantityOneTM (Bio-Rad).

ANÁLISIS ESTADÍSTICO

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

Para la comparación de medias ± desviación estándar 
(DE) se usó el programa GraphPad Prism 8. Para com-
parar medias de más de dos grupos se empleó el test 
ANOVA de un solo factor y el test ANOVA Welch. No 
se consideró igualdad de varianzas. Para los análisis 
múltiples se utilizó el test de Dunnett, el test de Tukey 
y el test de Kruskal Wallis no paramétrico, siendo t el 
estadístico que analiza si las medidas de las dos condi-
ciones son iguales o no y gl que serían los grados de 
libertad que indican el número de valores que pueden 
ser asignados de forma arbitraria. 

RESULTADOS

LA EXPRESIÓN GÉNICA DE INTEGRINAS  
SE ENCUENTRA MODULADA  
POR CONEXINA 43 EN CÉLULAS 
OSTEOCÍTICAS 

Se analizó la expresión del ARN de las integrinas α2, 
α6, β1, β3 y β6 y la Cx43 mediante PCR cuantitativa, 
para estudiar la posible relación en la expresión de es-
tas dos familias de proteínas. 

En la figura 1 se observa cómo la integrina α2 disminuye 
significativamente su nivel de expresión en células de la 
línea Cx43 -/- frente a las células Cx43 +/+ (t = 13,93, gl = 
4, p = 0,0002). Por el contrario, las integrinas α6, β1 y β3 
aumentan su expresión significativamente, en la línea 
celular Cx43 -/- en comparación 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 β6 
no se observaron diferencias significativas entre las dos 
líneas celulares (t = 0,99, gl = 4, p = 0,378). 

Estos resultados indican que la expresión de conexina 
43 condiciona el patrón de expresión de diversas inte-
grinas en células osteocíticas.

CONEXINA 43 E INTEGRINA αα2 REGULAN  
LA LONGITUD DEL CILIO PRIMARIO  
EN CÉLULAS OSTEOCÍTICAS

Se realizaron inmunofluorescencia para observar la 
posible relación e interacción entre el cilio primario, 
la Cx43 y la integrina α2, tres conocidos mecanosen-
sores de los osteocitos, y determinar si el desarrollo y 

la longitud del cilio primario podría depender de la 
presencia de Cx43 e integrina α2 (Fig. 2). 

Se compararon las células MLO-Y4 Cx43+/+, MLO-Y4 
Cx43+/+ a las que se silenció la integrina α2 (ARNi α2) y 
MLO-Y4 Cx43-/-. En los resultados mostrados en la figura 
3 se observó que todas las líneas celulares son capaces 
de desarrollar cilio primario y que este orgánulo se ori-
gina en la superficie celular. Además, se observó que la 
Cx43 presenta una distribución diferente en las células 
Cx43+/+ y ARNi α2, ya que en las células en las que no se 
silenció la integrina α2 predomina la presencia de Cx43 
en la membrana celular, localización esperada, pues es 
donde forma hemicanales y UC. Mientras que en las con-
diciones en las que las células no presentan integrina α2 
la Cx43 se encuentra distribuida en el citoplasma celular 
y no tan focalizada en la membrana plasmática. Las imá-
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 imágenes de 
cada tipo celular (Cx43+/+ SCR, Cx43+/+ ARNi α2 y Cx43-/-).  
Estas imágenes fueron tomadas a partir de diferentes 
campos mediante microscopía de fluorescencia (40X). 

Los análisis estadísticos se realizaron comparando las 
medias ± DE de la longitud en µm de todos los cilios 
analizados en las células Cx43+/+ SCR (2,37), Cx43+/+ 
ARNi α2 (2,08) y Cx43-/- (1,52). Los resultados obteni-
dos indican que la longitud del cilio primario en las 
células en las que se silenció la integrina α2 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 comparación de SCR vs. ARNi α2, p < 0,0001 
SCR vs. Cx43-/- y p < 0,0001 ARNi α2 vs. Cx43-/- (Fig. 3).

Podemos sugerir en base a estas observaciones que co-
nexina 43 e integrina α2 se encuentran implicadas en 
la elongación de cilio primario en células osteocíticas.

Figura 1. Expresión del ARN de las integrinas α2, α6, β1, β3 
y β6 en células Cx43 +/+ y Cx43 -/-. Los resultados se expre-
san como media ± DE de un experimento realizando triplica-
dos de cada condición experimental *p < 0,05; **p < 0,01; 
***p < 0,001; ****p < 0,0001.
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Figura 2. Inmunofluorescencia de las células MLO-Y4 Cx43+/+ (SCR y si RNA α2) y Cx43 -/-. El núcleo celular se visualizó con DAPI 
(azul), el cilio primario con el anticuerpo anti-α-tubulina acetilada (verde) y la Cx43 con el anticuerpo anti-Cx43 (rojo). Las imágenes fueron 
capturadas con un microscopio de fluorescencia confocal (40X). Barra de escala = 50 μm.

Figura 3. Comparación de la longitud del cilio primaRio (µm) entre las líneas Cx43+/+ (SCR y ARNi α2) y Cx43 -/-. A. Los resultados 
muestran el valor medio ± DE de la longitud del cilio primario en µm medio a partir de las imágenes realizadas a diferentes campos. 
*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001; ****p < 0,0001. B. Imágenes representativas en las que se puede visualizar el núcleo por DAPI 
(azul) y el cilio primario por el anticuerpo anti-α-tubulina acetilada (verde). Las imágenes se capturaron con microscopio de fluorescencia 
confocal (40X). Bara de escala = 50 µm. 
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REGULACIÓN DE LA FOSFORILACIÓN  
DE QUINASA ERK 1/2 POR CONEXINA 43  
EN CÉLULAS OSTEOCÍTICAS

Para caracterizar la respuesta de las células MLO-Y4 
(Cx43+/+ y Cx43-/-) al estímulo por agonistas se aña-
dieron al medio de cultivo los ligandos del receptor 
PTH1R, PTH y PTHrP (1-37), a una concentración de 
10-7 M, durante 10 min. Inmediatamente después se 
realizó la extracción de proteínas para analizar la ex-
presión de P-ERK mediante Western blot. El propósito 
de este experimento fue determinar si la deficiencia 
en Cx43 influía en la activación del receptor PTH1R 
tras estimularlo con sus respectivos ligandos (PTH y 
PTHrP) y analizar las vías de señalización intracelu-
lares que activa dicho estímulo y la respuesta celular 
que desencadena, concretamente la fosforilación de 
ERK 1/2.

Los resultados obtenidos muestran que en las células 
Cx43+/+ la estimulación con PTH y PTHrP aumenta la 
fosforilación de ERK 1/2 (media ± DE de los duplicados 
realizados) con respecto a las células que no fueron 
estimuladas con ningún ligando (CE). En el caso de las 
células Cx43-/-, la estimulación con PTH disminuye la 
fosforilación de ERK con respecto a las células Cx43+/+ 
que fueron estimuladas con PTH y el péptido agonista 
PTHrP no produjo estímulo 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 fosforilación de ERK 1/2 dependiente de PTH1R 
activado por ligando. 

LA EXPRESIÓN DE LA Cx43 REGULA LA 
VIABILIDAD Y LA ADHESIÓN DE LAS CÉLULAS 
OSTEOCÍTICAS

Se realizó un ensayo de muerte celular con las células 
Cx43+/+ SCR, ARNi α2 y Cx43-/- para poder determi-
nar si la falta de expresión de la integrina α2 y la Cx43 
modificaría las rutas de señalización que intervienen 
en la respuesta de la célula, provocando su apoptosis. 
En la figura 5A se observa cómo el número de células 
Cx43-/- vivas disminuye significativamente respecto a 
las células Cx43+/+ SCR (p = 0,0035). En el caso del aná-
lisis de las células muertas vemos que aumenta su nú-
mero significativamente en las células Cx43-/- respecto 
a Cx43+/+ SCR (p = 0,0074). 

En cuanto a la línea celular Cx43+/+ ARNi α2 al no ha-
ber diferencias significativas en el número de células 
vivas (aunque si una ligera tendencia a una disminu-
ción en el número de estas) y presentar un número 
muy similar de células muertas respecto a las células 
Cx43+/+ SCR, se sugiere que el silenciamiento de la in-
tegrina α2 influye en la proliferación de los osteocitos 
y no en la muerte de estos.

Por otro lado, también se realizó un ensayo de adhe-
sión en las células Cx43+/+ SCR, ARNi α2 y Cx43-/-. En la 
figura 5B se muestra que el número de células Cx43-/- 
adheridas a la placa de colágeno disminuye significati-
vamente con respecto a las células Cx43+/+ SCR y ARNi 
α2 (p <0,001 y p = 0,0039, respectivamente). En el caso 
del contaje de las células no adherentes el número de 
estas aumenta significativamente tanto en las células 
Cx43+/+ ARNi α2 como en Cx43-/- respecto a Cx43+/+ 
SCR (p = 0,0146 y p = 0,0134, respectivamente).

Figura 4. Análisis de P-ERK tras estimular con PTH y PTHrP células MLO-Y4 Cx43+/+ y Cx43-/-. En las células Cx43+/+ la estimulación 
con PTH y PTHrP aumenta la fosforilación de ERK 1/2 vs. células que no fueron estimuladas con ningún ligando (CE) (2,200 ± 0,696 frente 
a 0,4240 ± 0,150 y 1,11 ± 0,554 frente a 0,4240 ± 0,150, respectivamente). En las células Cx43-/-, la estimulación con PTH disminuye 
la fosforilación de ERK con respecto a las células Cx43+/+ que fueron estimuladas con PTH (0,865 ± 0,003 frente a 2,20 ± 0,696). Se 
utilizaron los valores de ERK total y tubulina para normalizar los valores de P-ERK. Los resultados se expresan como media ± DE de un 
experimento por duplicado de cada condición experimental vs. CE.
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La adhesión celular se cuantificó mediante imágenes 
realizadas en campo claro, también permitieron anali-
zar la morfología de los diferentes tipos celulares, y se 
observó que las células Cx43+/+ SCR presentaban una 
forma más alargada y un mayor número de prolonga-
ciones dendríticas lo que les permitiría potencialmente 
tener una mayor capacidad de adhesión. Por el con-
trario, las células Cx43+/+ ARNi α2 y Cx43-/- mostraron 
una estructura más redondeada debido probablemen-
te a la ausencia tanto de integrinas como de conexi-
nas, ambas proteínas transmembrana que favorecen 
la adhesión celular (4). 

Estos resultados están relacionados con los obtenidos en 
el ensayo de muerte celular, pues observábamos un ma-
yor número de células muertas en las Cx43-/-, debido a 
que al carecer de Cx43 se dificultaría la adhesión a la su-
perficie de cultivo, lo que podría provocar que las células 
se despeguen y mueran por falta de unión a sustrato.

DISCUSIÓN

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 interacción de ambas 
familias de proteínas para el correcto funcionamiento 
de los osteocitos. La disminución de la expresión de la 
integrina α2 en las células Cx43-/-, nos llevó a plantear-
nos si esta integrina pudiese ejercer como mediador en 
los procesos dependientes de Cx43 en los osteocitos.

Además de las Cx y las integrinas, el cilio primario también 
es considerado un mecanosensor de los osteocitos (4). 

En las imágenes de inmunofluorescencia se pudo ob-
servar cómo la deficiencia en Cx43 y el silenciamien-
to de la integrina α2 influyen en la longitud del cilio 
primario. Diversos estudios indican que la longitud 
del cilio primario es un factor determinante para su 
correcta actuación como mecanosensor (4), dado que 
si la longitud del cilio es muy pequeña disminuiría el 
espacio de la membrana ciliar donde podrían locali-
zarse canales iónicos y receptores como el PTH1R que 
median la respuesta extracelular detectada por el ci-
lio y permiten la transducción de diferentes señales 
intracelulares (15). Además, el cilio primario genera 
un compartimento intracelular específico en el que 
es necesario el transporte intraflagelar de diferentes 
proteínas, tanto para el desarrollo de este orgánulo 
como para la transducción de las señales (16). Por tan-
to, si este espacio se ve disminuido estos procesos po-
drían verse alterados, provocando que los osteocitos 
no generen las respuestas adecuadas a los estímulos 
extracelulares (10).

En las imágenes de la inmunofluorescencia también 
parece observarse una distribución diferente de la 
Cx43 entre las células Cx43+/+ SCR y Cx43+/+ ARNi α2. 
Aunque en ambas condiciones los niveles de expresión 
de Cx43 son similares, es decir, el silenciamiento de la 
integrina α2 no influyó en la expresión de Cx43, sí po-
dría influir en la localización celular de esta proteína, 
pues en las células Cx43+/+ la Cx43 se encontraba prin-
cipalmente en la membrana celular. Estos resultados 
podrían indicar que la integrina α2 y la Cx43 interac-
cionan en la membrana de la célula y que su expresión 
desencadena una retroalimentación positiva favore-
ciendo el transporte de estas proteínas desde el retícu-
lo endoplasmático hacia la membrana celular.

Figura 5. Análisis de la muerte (A) y adhesión (B) celular en células Cx43+/+ (SCR y ARNi α2) y Cx43-/-. Los resultados muestran el valor 
medio ± DE de los contajes del número de células vivas y muertas de un único experimento con seis réplicas para cada condición y los 
contajes del número de células adheridas y no adheridas en la placa *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001; ****p < 0,0001.
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