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osteocitos de raton MLO-Y4

High glucose alters the antiapoptotic response to mechanical stimulation in MLO-Y4
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Resumen

El estrés oxidativo es clave en el envejecimiento y en los estados diabéticos. La carga mecénica es decisiva para
mantener la masa 6sea. La respuesta del hueso a los estimulos mecanicos parece reducirse con el envejecimiento y
probablemente en la enfermedad dsea provocada por la diabetes. Entender los mecanismos mediante los que el es-
trés oxidativo afecta a la funcidn de las células dseas, y en concreto a la mecanotransduccion en el osteocito, po-
dria proporcionar nuevas dianas moleculares para mejorar los tratamientos actuales y el disefio de otros nuevos
para prevenir la pérdida de masa dsea. Nuestros resultados indican que un medio de alta glucosa («diabético»)
ejerce un efecto negativo sobre la capacidad de los osteocitos para responder a estimulos mecénicos, a través de la
interaccién con la p-catenina. Ademas, estos hallazgos sugieren que el estimulo mecanico promueve la viabilidad
osteocitica, al menos en parte, a través de la produccion de la proteina relacionada con la parathormona (PTHrP).
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Abstract

Oxidative stress is a key factor in aging and diabetes. Mechanical loading is critical to maintain bone mass.
The response of bone to mechanical stimuli appears to be reduced with aging and probably in bone disease
caused by diabetes. Understanding the mechanisms by which oxidative stress affects function of bone cells,
and specifically to osteocyte mechanotransduction, may provide new molecular targets to improve current tre-
atments and design new treatments to prevent bone loss. Our results indicate that high glucose medium («dia-
betic») has a negative effect on the ability of osteocytes to respond to mechanical stimuli affecting b-catenin
and apoptosis. Moreover, these findings suggest that the mechanical stimulus promotes viability osteocytic, at
least in part, through production of parathyroid hormone related protein (PTHrP).
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I Introduccion

La mecanica es fundamental para la integridad del esque-
leto. Los osteocitos, células mayoritarias del tejido 6seo,
son los principales responsables de «sentir» los estimulos
mecanicos y de transformarlos en una respuesta biolégica,
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en un proceso denominado mecanotransduccién [1]. La es-
timulacién mecénica inhibe la apoptosis de los osteocitos
mediante un mecanismo que implica la fosforilacion de
MAP quinasas (ERKSs) [2][3]. La via de sefializacién Wnt/p-
catenina parece estar involucrada en los mecanismos de su-
pervivencia tras el estrés mecanico en estas células [4-6]. La
diabetes mellitus induce efectos deletéreos en el crecimiento
y la funcién de los osteoblastos mediante mecanismos poco
definidos, asociados a una disminucion de la proteina rela-
cionada con la PTH (PTHTrP) y su receptor tipo 1 (PTH1R)
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[7]. Nuestro grupo ha demostrado un aumento en la apop-
tosis osteoblastica y osteocitica in vivo en ratones con dia-
betes tipo 1 [8]. Sin embargo, no hay estudios previos que
hayan explorado si el estado diabético puede afectar a la
respuesta de supervivencia de los osteocitos tras el estimulo
mecanico. Nuestro objetivo en el presente trabajo fue anali-
zar el efecto de la alta glucosa (AG) sobre el efecto anti-
apoptotico inducido por estimulos mecanicos en la linea os-
teocitica bien caracterizada de raton MLO-Y4.

I Material y métodos

Cultivo celular y estimulos mecanicos

La linea celular osteocitica MLO-Y4 (donada por la doctora
Lynda Bonewald) y las células MLO-Y4-GFP (donadas por la
doctora Teresita Bellido) se cultivaron en a-MEM con 2,5%
de suero fetal bovino (SFB), 2,5% de suero de ternera (SC) y
penicilina-estreptomicina al 1%, en 5% de CO, a 37 ° C. Para
los experimentos, se sembraron 20.000 células/cm? en una
matriz de colageno tipo 1, incubadas con o sin alta glucosa
(AG) (25 mM) (o manitol, control osmotico) durante 24 ho-
ras. Posteriormente, las células se sometieron o no (contro-
les) a un flujo laminar de fluido (FF) (10 dinas/cm? durante 5
minutos) en un sistema Flexcell® Streamer® [4][9], 0 a un
medio hipotonico (240 mOsm) durante 1 hora; como con-
trol se utilizé una solucién isotonica (317 mOsm) [10]. En
algunos casos, las células se pre-incubaron con PTHrP (1-36)
(100 nM) antes de afiadir el tampdn isosmético control, o
con el antagonista del PTH1R, [Asn®, Leu*, D-Trp*?] PTHrP
(7-34) amida [PTHrP (7-34)] [7].

Ensayos de muerte celular/apoptosis

Las células MLO-Y4 se trataron con el agente pro-apop-
totico etopodsido (50 uM) durante 6 horas después del esti-
mulo mecanico. La muerte celular se cuantificd por exclu-
sion de azul tripan, y la apoptosis se evalu6 mediante la
condensacién de la cromatina y la fragmentacidon nuclear
(utilizando células MLO-Y4-GFP). Para cada condicién ex-
perimental, se calculé el porcentaje de células no viables
frente al total de células. La muerte celular inducida por el
etopasido en células sin estimulo mecénico represent6 13,6
+0,8% 0 30,3+ 0,4 % (normalizado a 100% en cada ca-
s0), evaluado por exclusién de azul tripan o por morfologia
nuclear, respectivamente; comparado con 1 + 0,5 % en las
células no tratadas con etoposido.

PCR a tiempo real
El ARN total celular se extrajo con Trizol (Invitrogen,
Groningen, Holanda). La sintesis del ADNc y la PCR a tiem-

po real se llevaron a cabo en el sistema ABI PRISM 7500
(Applied Biosystems, Foster City, CA) siguiendo un protoco-
lo descrito [4][5]. Se utilizaron cebadores y sondas TagMan
especificos de raton para los genes PTHrP, PTH1R, DKK-1
(Assay-by-Design®™:; Applied Biosystems). Los resultados se
expresaron en numero de copias de ARNm, calculado para
cada muestra usando el valor del ciclo umbral (Cycle Thres-
hold, Ct). La amplificacion del ARNr 18S (control constitu-
tivo) se realiz6 en paralelo con el resto de genes.

Andlisis de transferencia western

La proteina total se extrajo de las células MLO-Y4 con
una solucién de lisis estandar (RIPA). Las proteinas (40 ug)
se separaron por SDS-PAGE (10-12% poliacrilamida) y se
transfirieron a membranas de nitrocelulosa (GE-Amers-
ham, Buckinghamshire, UK). Se bloque6 con 2,5% de leche
desnatada en 0,05% Tween-salino fosfatado, a 4° C toda la
noche; seguido de incubacion con anticuerpo monoclonal
de ratén anti-p-catenina (Abcam, Cambridge, MA); y los
anticuerpos policlonales de conejo anti-p-GSK3p (Cell Sig-
nalling, Beverly, MA), anti-ERK 1/2 y anti-p-ERK 1/2
(Thr®4Tyr>#4) (Cell Signalling). Se utilizé un anticuerpo po-
liclonal de cabra anti-p-actina (Santa Cruz Biotechnology,
Santa Cruz, CA) como control de carga. Tras incubacion
con la correspondiente 1gG-peroxidasa de rabano, se revelo
con ECL (GE, Healthcare); y la intensidad de las bandas se
cuantificé por densitometria.

Anadlisis estadistico

Los resultados son media + EEM. Los resultados se ex-
presan como media + desviacion estandar. La significacion
estadistica (p<0,05) de las diferencias fue evaluada por
pruebas no paramétricas (Kruskal-Wallis o Mann Whitney,
en su caso), utilizando un paquete estadistico (SPSS).

I Resultados

Efectos de la AG sobre la viabilidad celular

Para determinar si concentraciones elevadas de glucosa
en el medio de cultivo ejercen algln efecto sobre la protec-
cién ejercida por el estimulo mecanico en los osteocitos, so-
metimos las células de ratdn MLO-Y4 a una concentracion
de 5 mM (normoglucosa, NG) o 25 mM (AG) de glucosa, o
manitol como control osmotico, 24 horas antes de aplicar-
les el estimulo mecanico (FF) durante 5 minutos. Tras este
tiempo, las células fueron tratadas con etop6sido durante 6
horas para inducir la apoptosis. Observamos que el estimu-
lo mecanico protegié de la muerte solo en células en nor-
moglucosa, pero no en las células incubadas en AG ni en
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las células tratadas con 25 mM de manitol, sugiriendo que
el efecto deletéreo de la AG puede deberse, al menos en par-
te, al efecto osmotico (Figura 1).

Efectos de la AG en la activacion de la via Wnt/ B-catenina

La estimulacién mecéanica inducida por el FF o por cho-
que hipoosmotico indujo la fosforilacion de la glucégeno
sintasa quinasa (GSK)-3p y la consecuente estabilizacion de
[-catenina. La concentracién elevada de glucosa revirtio es-
te efecto de la estimulacién mecanica (Figura 2).
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Fig. 1. Alteraciones en la apoptosis (mediante morfologia nuclear)
por induccién de estimulo mecanico mediante FF en células MLO-
Y4, pre-incubadas en AG o NG durante 24 h, seguidas de la adi-
cién de etopdsido (50 uM) durante 6 h (panel inferior). Los resul-
tados son medias + EEM de tres experimentos independientes por
triplicado. *p<0.05 vs el resto de condiciones. Imagen representati-
va de células MLO-Y4-GFP apoptoticas (panel superior).
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Fig. 2. Cambios en la fosforilacion de GSK3p y en la estabiliza-
cién de p-catenina inducidos por estimulos mecénicos en células
MLO-Y4, pre-incubadas en AG o NG durante 24 h (panel iz-
quierdo). Se muestran los resultados correspondientes a los cam-
bios en p-catenina como medias + EEM de 2 experimentos inde-
pendientes por triplicado. Se muestran autodiagramas
representativos en cada caso. *p<0.05 vs NG.

Implicacion del sistema PTHrP/PTHLR sobre los efectos
de la AG

A continuacion, quisimos evaluar el papel de la AG en la
expresion génica del sistema PTHrP/PTHIR tras estimula-
cion mecanica. Observamos que la expresion del ARNm
del PTH1R disminuy6 6 horas después de la aplicacion de
los estimulos mecanicos, tanto por el FF como por el cho-
que hipoténico. La AG tuvo un efecto similar, disminuyen-
do también la expresion de este receptor (Figura 3). Por
otra parte, la estimulacion mecénica estimuld la expresion
de la PTHrP y este efecto no fue modificado por la presen-
cia de concentraciones elevadas de glucosa en el medio de
cultivo (Figura 3).

El tratamiento con el péptido N-terminal de la PTHTrP re-
produjo los efectos de la estimulacién mecanica sobre la
viabilidad celular. En cambio, el antagonista del PTHI1R,
PTHrP (7-34), abolid el efecto protector de la estimulacién
mecanica por choque hipotonico (Figura 4).

Estos resultados indican que la AG afecta negativamente
a la capacidad de los osteocitos para responder a los esti-
mulos mecanicos, a través de la interaccion con la -cateni-
na. Ademas, estos datos sugieren que el estimulo mecanico
promueve la viabilidad osteocitica, al menos en parte, a tra-
vés de la PTHTrP. 1
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Fig. 3. Alteraciones en la expresion génica de PTH1R (panel supe-
rior izquierdo) y PTHrP (panel inferior izquierdo) tras el estimulo
mecanico en células MLO-Y4, pre-incubadas en AG o NG duran-
te 24 h. Los resultados son medias + EEM de al menos dos experi-
mentos independientes por triplicado. a p<0.05 vs NG; * p<0.05
vs valor correspondiente sin estimulo mecanico.
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Fig. 4. Cambios en la viabilidad celular (mediante exclusion de
azul tripan) por induccién de estimulo mecéanico mediante choque
hipotonico en células MLO-Y4, pre-incubadas en AG o NG du-
rante 24 h (panel superior); oen NG con o sin PTHrP (1-36) o el
antagonista PTHrP (7-34) durante 1 h (panel inferior), seguido de
la adicién de etopdsido (50 1M) durante 6 h. Los resultados son
medias £ EEM de tres experimentos independientes por triplica-
do. *p<0.05 vs el resto de condiciones.
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