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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

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

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-
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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.
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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
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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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de medios condicionados de osteocitos. Los
valores son la media + error estandar de

3 experimentos realizados por triplicado.
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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.

BIBLIOGRAFIA

1. Hadjidakis DJ, Androulakis Il. Bone remodeling. Ann N Y Acad
Sci 2006;1092:385-96. DOI: 10.1196/annals.1365.035

2. Stewart S, Darwood A, Masouros S, Higgins C, Ramasamy A.
Mechanotransduction in osteogenesis. Bone Joint Res
2020;9(1):1-14.DOI: 10.1302/2046-3758.91.BJR-2019-0043.R2

3. Siddiqui JA, Partridge NC. Physiological Bone Remodeling: Sys-
temic Regulation and Growth Factor Involvement. Physiology
(Bethesda) 2016;31(3):233-45. DOI: 10.1152/phy-
5i0l.00061.2014

4. Schaffler MB, Cheung WY, Majeska R, Kennedy O. Osteocytes:
master orchestrators of bone. Calcif Tissue Int 2014;94(1):5-24.
DOI: 10.1007/s00223-013-9790-y



28

10.

11.

. Pierce JL, Begun DL, Westendorf JJ, McGee-Lawrence ME. Defi-

ning osteoblast and adipocyte lineages in the bone marrow.
Bone 2019;118:2-7. DOI: 10.1016/j.bone.2018.05.019

. Lin GL, Hankenson KD. Integration of BMP, Wnt, and notch sig-

naling pathways in osteoblast differentiation. J Cell Biochem
2011;112(12):3491-501. DOI: 10.1002/jch.23287

. Wu M, Chen G, Li YP. TGF-8 and BMP signaling in osteoblast,

skeletal development, and bone formation, homeostasis and
disease. Bone Res 2016;4:16009. DOI: 10.1038/boneres.2016.9

. Cadenas Martin M, Tirado |, Martin E, Ardura J, Bravo B, Gorta-

zar AR. Efectos de la estimulacion mecanica en la comunicacion
entre células dseas. Rev Osteopor Metab Miner 2019;11(1):12-
8.DO0I: 10.4321/51889-836X2019000100003

. Brady RT, O'Brien FJ, Hoey DA. Mechanically stimulated bone

cells secrete paracrine factors that regulate osteoprogenitor
recruitment, proliferation, and differentiation. Biochem Biophys
Res Commun 2015;459(1):118-23. DOI: 10.1016/j.bbrc.2015.
02.080

Ding DC, Shyu WC, Lin SZ. Mesenchymal Stem Cells. Cell Trans-
plant 2011;20(1),5-14. DOI: 10.3727/096368910X

Kawai M, Sousa K, MacDougald O, Rosen C. Themanyfacets
of PPARy: novel insights for the skeleton. Am J Physiol Endo-

A. TABLADO MOLINERA ET AL.

crinol Metab 2010;299(1):E3-E9. DOI: 10.1152/ajpen-
do0.00157.2010

. Lee S, Choi E, Cha MJ, Hwang KC. Cell Adhesion and Long-Term

Survival of Transplanted Mesenchymal Stem Cells: A Prerequisi-
te for Cell Therapy. Oxid Med Cell Longev 2015;2015:632902.
DOI: 10.1155/2015/632902

. Jackson SM, Demer LL. Peroxisome proliferator-activated recep-

tor activators modulate the osteoblastic maturation of
MC3T3-E1 preosteoblasts. FEBS Lett 2000;471(1):119-24. DOI:
10.1016/s0014-5793(00)01372-7

. Yasuda E, Tokuda H, Ishisaki A, Hirade K, Kanno Y, Hanai Y, et al.

PPAR-gamma ligands up-regulate basic fibroblast growth fac-
tor-induced VEGF release through amplifying SAPK/JNK activa-
tion in osteoblasts. Biochem Biophys Res Commun
2005;328(1):137-43. DOI: 10.1016/j.bbrc.2004.12.163

. Moreno-Layseca P, Icha J, Hamidi H, Ivaska J. Integrin trafficking

in cells and tissues. Nat Cell Biol 2019;21(2):122-32. DOI:
10.1038/541556-018-0223-z

. Chamberlain G, Fox J, Ashton B, Middleton J. Concise Review:

Mesenchymal Stem Cells: Their Phenotype, Differentiation Ca-
pacity, Immunological Features, and Potential for Homing. Stem
Cells 2007;25(11):2739-49. DOI: 10.1634/stemcells.2007-0197

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



