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Resumen

Contribucion del péptido intestinal vasoactivo (VIP)ala
homeostasis del hueso: efectos sobre la diferenciacion 'y
funcion de las células del tejido 6seo

El mantenimiento de la integridad 6sea requiere de un proceso dindmico en el que,
gracias a la actividad coordinada de osteoclastos, que degradan el hueso viejo o
danado, y de osteoblastos, responsables de la produccién de hueso nuevo, se logra
restaurar la integridad y la resistencia 6sea. La interaccion entre estos tipos celulares
es regulada a través de distintos mediadores como citocinas, factores de crecimiento
locales, hormonas sistémicas y neuropéptidos. Ademads, la participacion de los
osteocitos, encapsulados en la matriz 6seaq, resulta esencial para la coordinacién de la
homeostasis 6sea, ya que expresan moléculas que regulan tanto la resorciéon como la
formacién del hueso. De modo que, en el tejido 6seo, existe una compleja red de
mecanismos celulares y moleculares que aseguran el equilibrio entre la actividad
anabdlica de los osteoblastos y la catabédlica de los osteoclastos. Una alteracion en este
balance puede comprometer la homeostasis 6sea y favorecer la apariciéon de diversas

patologias asociadas, entre ellas, la artritis reumatoide.

Entre los mediadores implicados en dichos mecanismos reguladores, destacan
neuropéptidos como el péptido intestinal vasoactivo (VIP). Tanto en estudios in vivo con
modelos animales, como in vitro con células murinas, VIP ha demostrado ejercer
efectos osteoprotectores al inhibir la osteoclastogénesis y favorecer la diferenciacion
osteobldastica. Asimismo, este neuropéptido juega un papel relevante en enfermedades
inflamatorias y autoinmunes, gracias a su capacidad inmunomoduladora y a sus
propiedades antiinflamatorias. Por ello, nos propusimos estudiar si el eje
VIP/receptores ejerce una funcion osteoprotectora en el metabolismo 6seo humano
y si participa en la comunicacién neuro-inmuno-osteogénica mediada por los
osteocitos. Para ello centramos nuestro disefio experimental en el uso de modelos in
vitro de diferenciacion de osteoclastos, osteoblastos y osteocitos humanos, asi como de

sistemas de triple co-cultivo establecidos a partir de dichos tipos celulares.

En los tres tipos celulares de estudio se abordé, en primer lugar, la caracterizaciéon de
la expresion de VIP y sus receptores (VPAC1y VPAC2) durante la diferenciacion in vitro
de osteoclastos, osteoblastos y osteocitos humanos. Los resultados demuestran la
presencia de ambos receptores en las tres poblaciones celulares mientras que la
expresion del péptido se detecta en osteoblastos y osteocitos. Queda asi evidenciada la

capacidad de los tres tipos celulares para responder a la sefializacién de VIP y sugiere



la existencia de un sistema de regulacidon autocrina en las células del lingje

osteobldstico.

Dada la informacién previa generada en modelos murinos que respalda el potencial
anti-osteoclastogénico de VIP, nuestro siguiente objetivo fue el estudio del efecto de este
neuropéptido sobre la diferenciacién y funcionalidad de las células del tejido 6seo. Los
resultados indican que VIP presenta un efecto anti-osteoclastogénico directo, limitando
tanto la diferenciacién como la funcionalidad de los osteoclastos, a través de la
regulacion negativa del factor NFATcl. En relacion con el linaje osteobldstico,
comprobamos que VIP promueve la diferenciacion de células mesenquimales humanas
hacia osteoblastos, asi como su capacidad de mineralizacién. Ademas, describimos un
efecto inductor de VIP en la transicion osteoblasto-osteocito, induciendo la expresion
de genes especificos del osteocito, y favoreciendo el desarrollo de ramificaciones
dendriticas. Ademas del efecto estimulador de VIP sobre la diferenciacion de células del
linaje osteobldastico, nuestros resultados indican que también contribuye a reducir la
ratio RANKL/OPG en dichos tipos celulares, ejerciendo asi un efecto anti-

osteoclastogénico indirecto que refuerza su papel como mediador osteoprotector.

Para evaluar de manera integral los efectos moduladores de VIP sobre el remodelado
6seo, se analizé el impacto del neuropéptido en un sistema de triple co-cultivo de
osteoblastos primarios y precursores de osteocitos y osteoclastos. En conjunto, los
hallazgos presentados indican que VIP regula de forma coordinada la actividad de los
tres principales linajes celulares implicados en el remodelado éseo. En dicho sistema,
VIP induce un fenotipo osteoprotector que podria estar asociado a la reduccion de
esclerostina en los osteocitos, lo que limitaria la sefalizacién inhibitoria hacia los
osteoblastos y disminuiria en ellos la ratio RANKL/OPG. Por tanto, la inhibicién de la
diferenciacion y funcién osteoclastica, junto con la estimulacion de la diferenciacion
osteobldastica y de la transicién hacia osteocitos, asi como la regulacién negativa de la
ratio RANKL/OPG, sefialan a VIP como un mediador osteoprotector clave en la

homeostasis dsea.

Por ultimo, considerando resultados previos en el modelo murino de artritis inducida
por coldgeno en el que VIP presenta un papel protector sobre la erosién 6sea al reducir
la ratio RANKL/OPG, nuestro Gltimo objetivo fue determinar si existe una relacion entre
los niveles séricos de VIP y los mediadores implicados en el remodelado 6seo en el
contexto de la artritis reumatoide. Nuestros datos revelan que pacientes con artritis
reumatoide de reciente comienzo que presentan niveles séricos altos de VIP muestran

una disminucién significativa en la ratio RANKL/OPG y una menor pérdida de densidad



mineral éseq, lo que respalda el potencial del eje VIP/receptores como biomarcador

prondstico en esta enfermedad.

En conjunto, esta tesis doctoral pone de manifiesto el papel de VIP como un regulador
esencial de la homeostasis 6sea al ejercer efectos coordinados sobre osteoclastos,
osteoblastos y osteocitos. Su capacidad para inhibir la osteoclastogénesis, promover la
diferenciacion osteobldastica y favorecer la transicion hacia osteocito, junto con la
modulacién de la ratio RANKL/OPG, lo posicionan como un mediador osteoprotector
clave en el remodelado é6seo. Ademds, los datos derivados del estudio en pacientes con
artritis reumatoide de reciente comienzo respaldan el papel del eje VIP/receptores no
solo como modulador del metabolismo 6seo, sino también como potencial biomarcador
pronéstico de pérdida 6sea asociada a la artritis reumatoide. En consecuencia, VIP
irrumpe como un candidato prometedor para futuras estrategias terapéuticas dirigidas
a preservar la integridad 6sea y atenuar el dafio estructural en enfermedades

musculoesqueléticas.






Abstract

Contribution of vasoactive intestinal peptide (VIP) to bone

homeostasis: effects on the differentiation and function of
bone tissue cells

Maintaining bone integrity relies on a dynamic process driven by the coordinated
activity of osteoclasts, which degrade old or damaged bone, and osteoblasts, which
generate new one. This balance restores bone integrity and strength. The interaction
between these cell types is tightly regulated by different mediators, including cytokines,
local growth factors, systemic hormones, and neuropeptides. Additionally, osteocytes
which are encapsulated within the bone matrix, play a pivotal role in coordinating bone
homeostasis, by expressing molecules that regulate both bone resorption and
formation. Altogether, bone tissue maintains a complex network of cellular and
molecular mechanisms that ensure the equilibrium between osteoblast and osteoclast
activity. Disruption to this balance may compromise bone homeostasis and promote

the development of related pathologies, like rheumatoid arthritis.

Neuropeptides, such as vasoactive intestinal peptide (VIP), are among the mediators
involved in these regulatory mechanisms. Animal models and in vitro studies with
murine cells have shown that VIP exerts osteoprotective effects by inhibiting
osteoclastogenesis and promoting osteoblast differentiation. Furthermore, this
neuropeptide has been associated with inflammatory and autoimmune diseases owing
to its immunomodulatory and anti-inflammatory properties. Based on these evidences,
we set out to investigate whether the VIP/receptor axis plays an osteoprotective role in
human bone metabolism and participates in neuro-immune-osteogenic
communication mediated by osteocytes. To this end, our experimental design focused
on in vitro models of human osteoclast, osteoblast, and osteocyte differentiation, as well

as on triple co-culture systems combining these three cell types.

We first characterised the expression of VIP and its receptors (VPACI and VPAC2) in
each of the three cell types under study during in vitro differentiation. Our results
demonstrate the presence of both receptors in all three cell populations, while VIP itself
was expressed in osteoblasts and osteocytes. These findings confirm the ability of these
cell types to respond to VIP signalling and suggest the existence of an autocrine

regulatory system in the osteoblastic lineage.

Based on previous evidence from murine models indicating the anti-osteoclastogenic
potential of VIP, we aimed to evaluate its impact on the differentiation and functionality

of human bone cells. Our data show that VIP directly exerts anti-osteoclastogenic
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effects by limiting osteoclast differentiation and activity through negative regulation of
NFATcl. Regarding the osteoblastic lineage, we observed that VIP promotes the
differentiation of human mesenchymal cells into osteoblasts and enhances their
mineralisation capacity. We also describe a VIP-induced effect on the osteoblast-to-
osteocyte transition, characterised by the upregulation of osteocyte specific genes and
the formation of dendritic processes. In addition to stimulating osteoblastic
differentiation, our findings suggest that VIP contributes to lowering the RANKL/OPG
ratio in osteoblastic lineage cells, thereby reinforcing its indirect anti-osteoclastogenic

and osteoprotective role.

In order to evaluate the modulatory effects of VIP on bone remodelling
comprehensively, we analysed its impact in a triple co-culture system comprising
primary osteoblasts, as well as osteocyte and osteoclast precursors. Overall, our results
indicates that VIP regulates the activity of the three main bone cell lineages in a
coordinated manner. Within this system, VIP induces an osteoprotective phenotype that
is potentially linked to reduced sclerostin expression in osteocytes. This reduces
inhibitory signalling towards osteoblasts and decreases their RANKL/OPG ratio. The
inhibition of osteoclast differentiation and activity, together with the stimulation of
osteoblast differentiation and the osteoblast-to-osteocyte transition, as well as the
downregulation of the RANKL/OPG ratio, highlight VIP as a key osteoprotective mediator

in bone homeostasis.

Finally, in light of previous findings from the collagen-induced arthritis mouse model,
in which VIP was shown to protect against bone erosion by reducing the RANKL/OPG
ratio, our final objective was to establish whether serum VIP levels are associated with
bone remodelling mediators in the context of rheumatoid arthritis. Our data reveal that
patients with early-stage rheumatoid arthritis who have higher levels of VIP in their
serum have a significantly lower RANKL/OPG ratio and experience less bone mineral
density loss. This supports the potential of the VIP/receptor axis as a prognostic

biomarker in this disease.

Overall, this doctoral thesis emphasises the pivotal role of VIP in regulating bone
homeostasis by influencing osteoclasts, osteoblasts, and osteocytes. Its ability to inhibit
osteoclastogenesis, promote osteoblastic differentiation and support the osteoblast-to-
osteocyte transition, as well as the modulation of RANKL/OPG ratio, establishes VIP as
a pivotal osteoprotective mediator in bone remodelling. Furthermore, data from
patients with early-stage rheumatoid arthritis support the role of the VIP/receptor axis
as not only a modulator of bone metabolism, but also a potential prognostic biomarker

of bone loss associated with the disease. Consequently, VIP emerges as a promising



candidate for future therapeutic strategies aimed at preserving bone integrity and

mitigating structural damage in musculoskeletal disorders.
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Hueso: estructura y composicion

El sisterna musculoesquelético estd constituido por huesos, mUsculos esqueléticos y
articulaciones que quedan conectados y sustentados por cartilagos, tendones,
ligamentos y otros elementos de tejido conjuntivo. Las principales funciones de este
sistema incluyen la locomocion, el soporte y la proteccion de los tejidos blandos. Los
huesos, ademads, actGan como un almacén de calcio y fosfato para el organismo vy, en
muchos casos, albergan en su interior a la médula 6sea responsable de la

hematopoyesis (Steiniche & Hauge, 2003).

En términos generales, el hueso es un érgano compuesto por tejido dseo y otros tipos
de tejido conjuntivo, incluyendo cartilago, tejido adiposo y tejido hematopoyético. Vasos
sanguineos y nervios son otros componentes de dicho érgano. Segin su morfologia, los

huesos pueden clasificarse en cuatro grupos (Clarke, 2008):

e Huesoslargos: poseen una longitud mayor que sus otras dos dimensiones. Estan
formados por un cuerpo denominado didfisis y dos extremos expandidos
denominados epifisis. Algunos ejemplos incluyen el fémur vy la tibia.

e Huesos cortos: presentan dimensiones similares en sus tres ejes. Un ejemplo
son los huesos carpianos de la mano.

e Huesos planos: son delgados y aplanados, como los huesos del craneo.

e Huesos irregulares: poseen formas complejas que impiden su clasificacién en

los grupos anteriores, como las vértebras.

A excepcion de las superficies articulares, los huesos estan cubiertos por una capsula
de tejido conjuntivo denominada periostio. Esta estructura estd compuesta por una
capa fibrosa externa, similar a otros tejidos conjuntivos densos, donde las fibras de
coldgeno se disponen paralelamente a la superficie 6sea, formando una capsula
protectora. Ademads, cuenta con una capa interna, mas celular, en la que se localizan

las células esqueléticas y osteoprogenitoras (Alencar et al., 2020).
Estructura celular y tisular osea

La matriz osea

El tejido Oseo es una forma especializada de tejido conjuntivo, compuesto por células
dispersas en el interior de una abundante matriz extracelular. La principal
caracteristica que lo diferencia del resto de tejidos conjuntivos es la mineralizaciéon de
la matriz extracelular gracias a la presencia de fosfato de calcio en forma de cristales

de hidroxiapatita. Esta mineralizacién origina un tejido de gran consistencia y



resistencia a la compresidon capaz de proporcionar sostén y proteccion (Florencio-Silva
et al., 2015; Tzelepi et al., 2009).

La matriz extracelular se compone principalmente de un 90% de colageno, mientras
que el 10% restante se denomina sustancia fundamental y contiene otras proteinas
necesarias para el desarrollo, crecimiento, remodelacién y reparacioén ésea (Florencio-
Silva et al., 2015; Lin et al., 2020). De este modo, el principal componente de la matriz
6sea es el coldgeno de tipo | y, en menor medida, el de tipo V. No obstante, en la matriz
coexisten otros tipos de coldgeno de forma residual como los de tipo Ill, Xl y Xlll (Delmas
& Malaval, 1993; Lin et al., 2020; Pawlina & Ross, 2024). Tanto el coldgeno, como las
proteinas que componen la sustancia fundamental se mineralizan para formar la
matriz extracelular caracteristica del tejido éseo (Fujisawa & Tamura, 2012; Gorski,
201).

Las proteinas no coldgenas principales presentes en la matriz ésea son las siguientes

(Carvalho et al.,, 2021; Ingram et al., 1993; Vanleeuwen et al., 1993):

e Proteoglucanos: son macromoléculas compuestas por una proteina central con
cadenas laterales de glucosaminoglucanos unidos de forma covalente. Estas
moléculas son responsables de la fijacidon de los factores de crecimiento y de la
inhibicién de la mineralizacion. Algunos de estos proteoglucanos contienen
osteoadherina, una proteina especifica del tejido éseo que fija cristales de
hidroxiapatita.

e Glucoproteinas multiadhesivas: éstas intervienen en la adhesion de las células
6seas y fibras de coldgeno a la sustancia fundamental mineralizada. Algunas de
estas glucoproteinas son la osteonectina, que media la adhesion entre el
coldgeno y los cristales de hidroxiapatita; la proteina de matriz dentinaria
(DMP), cuya funcidon es la mineralizacién de la matriz ésea, y la osteoponting,
una sialoproteina que media la adhesion celular a la matriz ésea.

e Proteinas dependientes de vitamina K osteoespecificas como la osteocalcina,
cuya funcion estd relacionada con la correcta alineacion de los cristales de
hidroxiapatita necesarios para la mineralizacién de la matriz ésea (Moriishi et
al., 2020).

e Factores de crecimiento y citocinas: son pequefias proteinas reguladoras,
como el factor de crecimiento similar a la insulina (IGF), el factor de necrosis
tumoral a (TNF-a), el factor de crecimiento transformante B (TGF-), los factores
de crecimiento derivados de plaquetas (PDGF), las interleucinas 1y 6 (IL-1, IL-6)
o las proteinas morfogénicas 6seas (BMPs) implicadas en la diferenciacion de

los tipos celulares presentes en el hueso.
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Tipos de tejido 6seo

Atendiendo a su organizacién microscopica se pueden distinguir dos formas de tejido
oseo: el hueso plexiforme vy el tejido 6seo laminar. El esqueleto del embrién y del recién
nacido estd constituido principalmente por tejido 6seo plexiforme. Este tipo es el
primero que se forma durante la reparaciéon de fracturas o en huesos en crecimiento.
Se caracteriza por presentar una desorganizacion celular, asi como fibras de colageno
dispuestas de forma irregular, aportando al tejido una mayor capacidad de
deformacion y flexibilidad (Quilhac & de Buffrénil, 2021).

A partir de los 4 afios, el tejido 6seo plexiforme evoluciona a tejido 6seo laminar
esponjoso o compacto. Este Gltimo se caracteriza por la presencia de estructuras
laminares, ordenadas de una forma concreta y regular denominadas osteonas o
sistemas de Havers (Figura 1). Dichas estructuras consisten en laminillas concéntricas
de matriz 6sea alrededor de un conducto central denominado conducto osteonal (o de
Havers), que alberga a los componentes vascular y nervioso de la osteona. También
contienen conductos transversales (o de Volkmann) cuya funcidén es la

intercomunicacién de los diferentes conductos de Havers.
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Figura 1. Organizacién histolégica del tejido éseo compacto. Parte superior) Hematoxilina-eosina 20x.

Parte inferior) Schmorl 20x Imagenes cedidas por el atlas de histologia de la Facultad de Medicina, UCM.
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Los canaliculos que alojan las evaginaciones de los osteocitos se disponen de forma
radial en relacién con el conducto osteonal, permitiendo crear un sistema lacuno-
canalicular que permite el intercambio de sustancias entre osteocitos y los vasos
sanguineos. Para conferir mayor resistencia al estrés mecdanico, el eje longitudinal de la
osteona suele ser paralelo al eje longitudinal del hueso (Bartl, 2013). Ademas, para
aportar mayor resistencia al tejido, las fibras de coldgeno que componen cada laminilla
son paralelas entre si, pero con diferente orientacién a las laminillas contiguas (Currey
et al., 2007).

El tejido 6seo compacto se encuentra localizado en las partes externas de los huesos.
Forma aproximadamente el 80% del esqueleto de una persona adulta, aportando gran
resistencia al estrés mecdnico. El 20% restante es tejido éseo esponjoso, cuya
organizaciéon microscopica es similar a la del compacto con la excepcién de que se
distribuye formando espiculas o trabéculas (Parkinson & Fazzalari, 2013). Los espacios
entre dichas trabéculas alojan a la médula ésea junto con tejido adiposo. Por tanto,
aunque el hueso compacto presenta una rigidez mucho mayor, la actividad metabdlica

del hueso esponjoso es ocho veces superior a éste (Wawrzyniak & Balawender, 2022).

Formacion de hueso: el proceso de osificacion

El desarrollo inicial de un hueso se denomina osificacion u osteogénesis. Existen dos
tipos de osificaciéon y su diferencia radica en si un modelo de cartilago sirve como
precursor del hueso, como ocurre en los huesos largos como el fémur (osificacion
endocondral) o, como en el caso del craneo o clavicula, si el hueso ha sido formado sin
la intervencién de cartilago precursor (osificacion intramembranosa). No obstante,
estos dos tipos de osificacién solo atienden al mecanismo de formacioén inicial del hueso
ya que, tras el proceso de remodelado éseo que se produce con posterioridad, el tejido
serd reemplazado en un corto espacio de tiempo. Este tejido 6seo de reemplazo crece

por aposicidon sobre el existente y es idéntico en ambos casos (Pawlina & Ross, 2024).

Osificacion endocondral

La osificacion endocondral comienza con la presencia de un modelo cartilaginoso del
futuro hueso, formado gracias a la acumulacion y diferenciacion de células
mesenquimales a condroblastos (células pertenecientes al tejido cartilaginoso) (Figura
2). Cuando el modelo tiene un tamario suficiente, en el tejido que rodea el cartilago,
denominado pericondrio, en lugar de diferenciarse condrocitos comienzan a formarse
osteoblastos. Asi, tras este cambio en el fenotipo de diferenciacién, se forma una

delgada capa de tejido 6seo alrededor del modelo cartilaginoso que, en el desarrollo de
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huesos largos, se denomina collar éseo (Pawlina & Ross, 2024). Con el establecimiento
del collar éseo, los condrocitos presentes en la region media del molde cartilaginoso se
hipertrofian, aumentando de tamaro y produciendo coldgeno de tipo X y fibronecting,
lo que altera la composicion de la matriz circundante y permite su calcificacion.
Comienza asi a establecerse asi un centro de osificacion en la zona media de la didfisis,
donde se produce una calcificaciéon de las dreas de matriz circundante, impidiendo la
difusion de nutrientes y, por lo tanto, causando la muerte de los condrocitos del modelo
cartilaginoso. Esto provoca la aparicién de grandes lagunas en el interior del cartilago,
generando una cavidad que, posteriormente, serd invadida por vasos sanguineos. Las
células mesenquimales residentes en el periostio en desarrollo migran junto con los
vasos invasores y se diferencian en células osteoprogenitoras. De igual forma, la médula
6sea se desarrolla gracias a la migracion de células madre hematopoyéticas a través
del nuevo sistema vascular (Bartl, 2013; Nahian & Davis, 2025; Tzelepi et al., 2009).
Cuando las células osteoprogenitoras se adhieren a las espiculas de cartilago
calcificado, se diferencian en osteoblastos que produciran, la matriz de colageno y

sustancia fundamental denominada osteoide que serd, posteriormente, calcificada.
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Figura 2. Esquema de las principales fases de la osificaciéon endocondral



Osificacion intramembranosa

La primera evidencia de la osificacion intramembranosa se observa en la octava
semana de gestacién en el mesénquima o tejido conjuntivo embrionario. Algunas
células de este tejido migran y se acumulan en dreas especificas donde forman los
centros de osificacién. Estas células se diferencian en primer lugar en células
osteoprogenitoras y posteriormente en osteoblastos que producirdn espiculas dseas
pequefias de forma irregular. Algunas de las células osteoprogenitoras se adhieren a
estas espiculas, favoreciendo la generacién de osteoblastos que producen mas matriz,
dando lugar a un tejido 6seo plexiforme (Bartl, 2013; Clarke, 2008; Pawlina & Ross, 2024;
Tzelepi et al., 2009).

Tipos celulares del tejido 6seo

Existen cinco tipos celulares principales en el tejido 6seo: células osteoprogenitoras,
osteoblastos, osteocitos, células de revestimiento 6seo y osteoclastos (Figura 3). Cabe
sefalar, sin embargo, que a excepcion de los osteoclastos, dichos tipos celulares se
consideran formas diferenciadas desde el mismo tipo de célula bdasica: las células
madre mesenquimales (MSCs). Cada tipo celular derivado de las MSCs experimenta

una transformacién en relacién con su actividad funcional (Pawlina & Ross, 2024).

Los osteoclastos son grandes células multinucleadas presentes en las zonas de
resorcion ésea. Estos derivan de la fusién de células mononucleares hematopoyéticas
que dan origen a los linajes de granulocitos y monocitos (Ono & Nakashima, 2018). En
el tejido, ademas de por su gran tamano y por su caracter multinuclear, los osteoclastos
pueden ser facilmente identificados, ya que se encuentran localizados sobre una zona
denominada laguna de resorcion (o de Howship). Una vez diferenciado, el osteoclasto
debe sufrir una activacion para tener la capacidad de realizar la resorciéon 6sea. En las
etapas activas de destruccion de la matriz extracelular, se distinguen tres regiones
claramente diferenciadas (Stenbeck, 2002; Takito et al., 2018):

e Borde festoneado: esla porcién celular en contacto con la matriz ésea. Contiene
abundantes pliegues de la membrana plasmatica que forman estructuras
similares a microvellosidades para incrementar la superficie celular que libera
enzimas hidroliticas.

e Zona clara: también denominada zona de sellado. Estd formada por un
perimetro de citoplasma junto al borde festoneado que delimita la laguna de
resorcion. Contiene abundantes filamentos de actina dispuestos en una
estructura en forma de anillo que sirve como anclaje de numerosas proteinas de
adhesién a la matriz extracelular, como la integrina avB3, responsables de

mantener el sellado hermético en la laguna de resorcion.



e Region basolateral: participa en la exocitosis del material digerido en la laguna

de resorcién.

Entre las proteinas secretadas por los osteoclastos, debemos destacar todas las
enzimas hidroliticas que median el proceso de resorcion ésea, como por ejemplo la
catepsina K o las metaloproteinasas de matriz (MMPs), como la MMP-9 (Florencio-Silva
et al., 2015).

Por otro lado, el proceso de formacion de nuevo hueso resulta esencial en el
mantenimiento de una funcién ésea normal. Esto requiere que una poblacién de células
osteoprogenitoras (precursoras de osteoblastos) sea sensible a los estimulos
moleculares que inducen su diferenciacién a células formadoras del tejido éseo (Nahian
& Davis, 2025). Las células osteoprogenitoras derivan de MSCs, principalmente de la
médula 6sea, con el potencial de diferenciarse en distintos tipos celulares como
fibroblastos, condrocitos, adipocitos u osteoblastos (Marie & Fromigue, 2006). Este tipo
celular se encuentra en la superficie externa e interna de los huesos, asi como en el
sistema microvascular del propio tejido. Desde el punto de vista morfolégico, las células

osteoprogenitoras son aplanadas y con un nicleo ovoide (Nahian & Davis, 2025).

El osteoblasto, derivado de la diferenciacion de las células osteoprogenitoras, es una
célula secretora versatil que conserva la capacidad de la divisién celular (Huang et al.,
2007). Secreta tanto el colageno de tipo | como las proteinas de la matriz ésea que
constituyen la matriz no mineralizada u osteoide. Entre las proteinas secretadas por los
osteoblastos se encuentran las proteinas fijadoras de calcio, como la osteocalcina o la
osteonectina; glucoproteinas como las sialoproteinas 6seas; varios proteoglucanos y la
fosfatasa alcalina (ALP). Ademdas de la sintesis del osteoide, el osteoblasto también es
el responsable de la mineralizaciéon de la matriz 6sea. Este proceso se inicia por la
secrecion de vesiculas matriciales que acumulan iones de calcio y fosfato, formando
estructuras cristalinas de fosfato de calcio amorfo (Blair et al., 2017). Los osteoblastos
son células con forma cuboidal y con una distribucién monoestratificada en la superficie

donde se estd formando tejido 6seo nuevo.

Una vez que el osteoblasto queda totalmente envuelto por la matriz 6sea se
denomina osteocito. No obstante, tan solo un 10%-20% de los osteoblastos presentes
en el tejido 6seo completan este proceso de diferenciacién. Durante la evolucion a
osteocito, denominado como osteocitogénesis, el osteoblasto disminuye la expresion de
marcadores relacionados con la actividad mineralizadora, como la ALP y la
osteocalcing, reduce su volumen en un 70% y desarrolla largas evaginaciones celulares
que se irradian de su cuerpo celular (Dallas et al., 2019; Robling & Bonewald, 2020). Tras

la mineralizaciéon de la matriz, cada osteocito ocupa un espacio que se adapta a la
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forma del cuerpo celular y es denominado laguna (Bonewald, 2011; Robling & Bonewald,
2020). Ademads, los osteocitos extienden sus evaginaciones a través de canaliculos,
estableciendo contacto con otros osteocitos cercanos mediante uniones de tipo gap
(Dallas et al., 2019). No obstante, los osteocitos también se comunican con osteoblastos,
células endoteliales y demas células del microambiente 6seo a través de moléculas
sefalizadoras. La vida media de los osteocitos se estima en 10-20 afios (Manolagas,
2000) y, de hecho, se plantea que cuando la vida de un individuo es superior a la vida
atil de un osteocito, estas células mueren y sus lagunas y canaliculos asociados se llenan

de tejido mineralizado.

En los lugares donde no se estd produciendo remodelado éseo, las superficies dseas
se encuentran revestidas por una capa de células aplanadas y con poco citoplasma,
denominadas células del revestimiento 6seo. Estas células representan una poblacion
celular derivada de los osteoblastos (Mizoguchi & Ono, 2021). Aunque han sido poco
estudiadas, actualmente se han relacionado con procesos de mantenimiento y nutricion
de los osteocitos, regulando el transito de calcio y fosfato en el hueso (Florencio-Silva et

al., 2015; Kular et al., 2012).
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Figura 3. Principales tipos celulares presentes en el tejido éseo
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Proceso de diferenciacion de las c€lulas del tejido 6seo

Osteoclastos

La primera evidencia cientifica del origen hematopoyético de los osteoclastos se
remonta a los afos 70 del siglo pasado. Mediante la utilizaciéon de modelos parabiéticos,
un procedimiento experimental en el cual dos animales comparten circulacion
sanguinea, se demostré que los osteoclastos presentes en la fractura de una rata
irradiada provenian del torrente sanguineo de su pareja no irradiada. Se pudo concluir,
por tanto, que los osteoclastos presentan un origen hematopoyético y no tienen relacion

con el linaje osteoblastico (Gothlin & Ericsson, 1976; Walker, 1973).

Posteriormente, ya en los afos 90, se obtienen las evidencias mads directas del origen
hematopoyético de los osteoclastos mediante estudios in vitro que describen la
diferenciacién de osteoclastos, proceso conocido como osteoclastogénesis, en
presencia del factor estimulante de colonias de macréfagos (M-CSF) y el ligando de
receptor activador para el factor nuclear kB (RANKL), a partir de células mononucleares

de sangre periférica (Matsuzaki et al., 1998; Yasuda et al., 1998)

El proceso de diferenciacion a osteoclasto comienza cuando las células madre
hematopoyéticas dan lugar a progenitores mieloides comunes en respuesta a la
estimulacion de moléculas como el factor de células madre, la IL-3 y la IL-6. Més tarde,
se promueve la diferenciacion de estos progenitores mieloides comunes en progenitores
de granulocitos/macréfagos (GMP), gracias al factor estimulante de colonias de

granulocitos/macréfagos (GM-CSF).

La primera molécula clave en el proceso de diferenciacion de osteoclastos es M-CSF,
que es producido por una gran variedad de células, como células del musculo liso
(Schrader et al., 1991), fibroblastos (Fibbe et al., 1988), linfocitos T (Takahashi et al., 1988)
y células del linaje osteoblastico (Zhao et al., 2002). No obstante, se consideran como
principales productoras de M-CSF en el microambiente 6seo a las células
mesenquimales presentes en la médula ésea (Suda et al.,, 1999). Este factor es esencial
para la diferenciacion de los progenitores de granulocitos/macrégafos en células del
linaje de monocito/macréfago y su supervivencia. El M-CSF ejerce sus efectos uniéndose
y activando su receptor especifico, c-Fms (Figura 4) (Sherr, 1990), estimulando las vias
de sefalizacién de ERK y PI3K/Akt que dan como resultado la proliferacion y la

supervivencia de los precursores de osteoclastos (Feng & Teitelbaum, 2013).

La segunda molécula central en la osteoclastogénesis es RANKL, una proteina
homotrimérica de la superfamilia de los factores de TNF que puede ser expresada en la

membrana celular o bien secretada (Anderson et al., 1997). Los primeros estudios
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realizados in vitro demostraron que RANKL, ademas de regular la diferenciacion de
osteoclastos, también tiene efectos en la supervivencia y activacién de células del
sistema inmune, como las células dendriticas (Josien et al., 1999) vy los linfocitos T
(Bachmann et al., 1999). RANKL es producido por numerosos tipos celulares como
linfocitos B, linfocitos T (Anderson et al., 1997) y sinoviocitos fibroblasticos (Wu et al,,
2005). El efecto de RANKL tiene lugar debido a la unién al receptor activador para el
factor nuclear kB (RANK), una proteina transmembrana homotrimérica de tipo | que
actia como receptor. Al igual que su ligando, su expresiéon no solo se limita a los
precursores de osteoclastos, sino que se ha detectado en células tumorales de cancer
de mama y proéstata, dos de los tumores con mas potencial de metastasis en hueso
(Chen et al., 2006; Kim et al., 2006).

Aunque la formacién de osteoclastos inducida por RANKL es la principal via de
osteoclastogénesis, existen otras vias alternativas no canénicas, activadas por
diferentes citocinas y factores de crecimiento. Estas se dividen en: las activadas por
factores humorales de la superfamilia del TNF, como TNF-a, APRIL, BAFF y LIGHT, y
aquellas no relacionadas con esta superfamilia, como TGF-, interleucinas (IL-6, IL-11,
IL-8), el factor de crecimiento nervioso y los IGF-| e IGF-Il (Sabokbar et al., 2016). Estas
vias alternativas sugieren cierta redundancia en la sefializacién de los factores de
crecimiento para la formacién de osteoclastos. En general, los osteoclastos
diferenciados por estas vias no canénicas son mds pequefios, con menos nlcleos y
generan fosas de resorcién 6sea de menor profundidad en comparacién con los
osteoclastos inducidos por RANKL (Edwards et al., 2006).

Durante el proceso de osteoclastogénesis, los osteoclastos experimentan diversos
cambios, incluyendo modificaciones en su morfologia, en los patrones de expresion
génica y en sus procesos metabdlicos. El desarrollo de los osteoclastos puede dividirse
en tres fases principales: compromiso, maduracién y resorcién (Takegahara et al.,
2024).

La iniciacién del compromiso con la linea osteoclastica a partir de precursores del
linaje monocito/macréfago estd impulsada principalmente por la sefializacién iniciada
por la unién del ligando RANKL a su receptor, induciendo la trimerizacién y activacion
de RANK. Esto permite el reclutamiento de proteinas adaptadoras, incluyendo el factor
6 asociado al receptor de TNF (TRAF6) (Kobayashi et al., 2001), a través de los sitios de
uniéon intracelulares presentes en RANK, iniciando asi la cascada de sefializacion
intracelular. Finalmente, la via converge en la activacién de determinadas quinasas
que, con su actividad, promueven la activacion y translocacion nuclear de dos factores

de transcripcién criticos: el factor nuclear kappa B (NFkB) (Franzoso et al., 1997) y la
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proteina activadora 1 (AP-1) (Wagner, 2002). Ambos factores contribuyen a la
induccién inicial del factor nuclear de células T activadas 1 (NFATc1) (Yamashita et al.,
2007).

En este sentido, la sobreexpresion de una forma constitutivamente activa de NFATcI
induce la formacién de osteoclastos a partir de precursores tratados con M-CSF, sin
necesidad de RANKL, indicando que NFATc1 actla aguas abajo de NFkB y AP-1(c-Fos/c-
Jun) (Sherr et al., 1985). Por ello, NFATcI ha sido descrito como el regulador maestro
de la osteoclastogénesis. NFATc], activa la expresion de genes criticos para la activacion
de los osteoclastos, incluyendo los de fosfatasa dcida resistente a tartrato (TRAP),
catepsina K, la MMP-9, el receptor de calcitonina (CTR) y c-myc (Takayanagi et al.,
2002).

La via de sefializacién RANKL-RANK coordina la expresién de los genes hasta ahora
sefialados, lo que permite que los osteoclastos comprometidos progresen hacia una
fase de maduracion caracterizada por la adhesién celular, la fusién, la motilidad y la
formacién del anillo de actina. Durante esta fase, los osteoclastos sufren un proceso
denominado multinucleacidn, considerado clave en la diferenciacion. En este sentido, el
aumento transitorio de la proliferacion inducido por RANKL conduce a una citocinesis
incompleta regulada por la activacion de Akt, lo que contribuye a la formacién de
células multinucleadas (Takegahara et al., 2016). No obstante, es necesaria la
participaciéon de otras moléculas para que se complete la multinucleacién, como las
moléculas de adhesién celular, incluyendo las integrinas y las cadherinas (Fiorino &
Harrison, 2016; McHugh et al., 2000). Durante esta fase se producen reordenamientos
del citoesqueleto para permitir que, finalmente, los osteoclastos comprometidos sufran
una fusion célula-célula. Para ello, el factor NFATcI regula la expresion varias moléculas
implicadas en la fusién de osteoclastos, como son la proteina transmembrana
especifica de células dendriticas (DC-STAMP) (Yagi et al, 2005), la proteina
transmembrana estimuladora de osteoclastos (OC-STAMP) (Miyamoto et al., 2012) y la
subunidad d2 de la v-ATPasa (Lee et al., 2006).

En la fase de maduracién, los osteoclastos se adhieren a la superficie ésea y la
magquinaria resortiva se polariza hacia la interfase hueso-célula (Feng & Teiteloaum,
2013). La integrina avB3 del osteoclasto reconoce la secuencia de acido arginil-glicil-
aspartico (GRD) presente en varias proteinas de la matriz 6sea, como la osteopontinag,
la vitronectina y la sialoproteina ésea (Duong et al., 2000). La unién de la integrina avf33
a sus ligandos activa las GTPasas de la familia Rho y regula la organizacion del
citoesqueleto. En la etapa final o de resorcién, un osteoclasto maduro acaba creando

estructuras adhesivas ricas en F-actina. Estas forman una zona de sellado, denominada
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anillo de actina, en las membranas ventrales en contacto con la superficie 6sea. Este
sellado estd disefiado con el objetivo de liberar protones y proteasas a su interior para
la desmineralizacién y degradaciéon de la matriz ésea (Novack & Teitelbaum, 2008). Por
ello, la senalizacion mediada por la integrina avf3 se considera critica para la

formacién de la zona de sellado y la resorcién ésea (Zou et al., 2007).
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Figura 4. Sefalizacion implicada en el proceso de osteoclastogénesis.
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Osteoblastos

Las células del linaje osteobldastico incluyen a los progenitores mesenquimales,
osteoblastos, osteocitos y células de revestimiento oseo. El origen de los progenitores
mesenquimales puede variar en funcién de la etapa vital siendo las principales fuentes
las distintas poblaciones de células mesenquimales de medula 6sea. Por ello, la

denominacién “células osteoprogenitoras” resulta controvertida (Sipp et al., 2018).

El proceso de diferenciacién del osteoblasto estd regulado por numerosas cascadas
de sefalizacién (Figura 5). No obstante, al igual que ocurre en la osteoclastogénesis,
existe un regulador maestro de la diferenciaciéon a osteoblasto. Este es el factor de
transcripcién relacionado con Runt 2 (Runx2), ya que en Gltima instancia promueve la
expresion de genes especificos osteogénicos como la ALP o la osteocalcina (Bruderer
et al., 2014).

La via de sefializacion de Wnt es ampliamente reconocida como el mecanismo mas
relevante en la diferenciacion de osteoblastos. Esta familia de glicoproteinas solubles
contiene numerosos factores proteicos que son ligandos, principalmente, de la familia
de receptores frizzled (FZD). Las sefiales intracelulares que se activan en respuesta a
estos ligandos se clasifican en dos grandes grupos: la via candnica o clasica y la via no
candnica. En la sefalizaciéon candénica, Wnt forma complejos con FZD y los correceptores
LRP5 o LRP6 (proteina 5 o 6 asociada al receptor de lipoproteinas de baja densidad)
(He et al., 2004; Tamai et al., 2000). Cuando tiene lugar la interaccién ligando/receptor,
un conjunto de proteinas inhibe la funcién de la GSK3 (quinasa 3 sintetasa de
glucdgeno), lo que resulta en una reduccién de la fosforilaciéon de B-catenina (Hay et al.,
2005). Como consecuencia, la estabilidad de B-catenina mejora y se acumula en el
citoplasma, translocandose finalmente al ntcleo, lo que conlleva una regulacion al alza
de Runx2. Por otra parte, la via no candnica se activa a través de un mecanismo
dependiente de PKC (proteina quinasa C), donde Wnt5a o Wnt7b se unen con FZD para
activar proteinas G heterotriméricas y, posteriormente, aumentar el calcio intracelular

para promover la funcidén osteobldastica (Veeman et al., 2003).
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TGF-B y las BMPs, miembros de la superfamilia de TGF-f3, también desempefian
roles cruciales en la diferenciacion de los osteoblastos (Wu et al., 2024). La sefalizacién
de estos factores depende, en gran medida, de las proteinas Smad. Existen tres tipos de
proteinas Smad. El primero son las Smad reguladas por receptores (R-Smads), que
pueden ser activadas por BMPs (Smad1/5/8) o por TGF- (Smad2/3). Las segundas son
las co-Smad, como Smad4, que pueden ser co-activadas por BMPs y TGF-. Y, por
altimo, las Smad inhibidoras, como Smadé y Smad?7, que pueden regular negativamente
la sefializaciéon de BMPs y TGF-B. Las R-Smads y los co-Smads se combinan para formar
un complejo que se desplaza al nicleo y controla la expresién de genes especificos de
osteoblastos (Chen et al., 2012). Aparte de las vias dependientes de Smad, las BMPs
pueden regular la diferenciacion de los osteoblastos a través de otros mecanismos de
sefializacion. La BMP-2 estimula la expresién de ALP y osteocalcina activando la via de
sefializacion de MAPK. Ademas, BMP-2 también puede inducir la expresién de Osterix,
un factor de transcripcién que regula la expresién de genes osteobldsticos como
osteocalcina, osteonectina, osteopontina, sialoproteina ésea y la metilacion del
colageno tipo | (Lai & Cheng, 2002).
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Figura 5. Principales vias de sefializacion relacionadas con la diferenciacion osteoblastica.



La via de sefializacion Hedgehog (Hh), activada en vertebrados por tres ligandos Hh
homolégos, presenta un importante papel en la proliferaciéon y diferenciacién de los
osteoblastos. La activacion de esta via de sefializacion, mediada por la unién de Hh a
su receptor PTCH y la posterior activacion de SMO, regula la activacién del factor de
transcripcion Osterix, modulando asi la expresién de genes especificos de los
osteoblastos (Long et al., 2004).

Por ultimo, los factores de crecimiento fibroblastico (FGFs) también han sido
posicionados como péptidos con funciones en el control de la osificacién (Ornitz & Marie,
2002). Concretamente la unién a su receptor puede regular la diferenciacién de los
osteoblastos y la expresion génica especifica del factor de transcripcion Runx2 a través

de vias como PI3K/AKT y ERK (Jeon et al., 2012; Jeon et al., 2013).

Osteocitos

Durante la diferenciaciéon de osteoblastos a osteocitos existen numerosos cambios en
la transcripcién y traduccion de moléculas que regulan la homeostasis 6sea y el
metabolismo del fosfato (Plotkin & Bellido, 2016). Aunque no se ha postulado ningdn
factor de transcripcion como regulador central de la diferenciacién de osteocitos, se
han identificado diferentes genes responsables de los cambios en la morfologia celular
y la formacién de la compleja red lacuno-canalicular en la que éstos se localizan. En
este sentido, se ha descrito que la transicidon de osteoblasto a osteocito, conocida como
osteocitogénesis, va acompanada de un aumento en la expresion de la proteina de
matriz dentinaria 1 (DMP1) (Bellido et al., 2014), que es esencial para su maduracién
(Feng et al., 2006) ademas de un descenso en la expresion génica de BGLAP, codificante
de la osteocalcina (Figura 6). Las MMPs también aumentan durante la diferenciacién
de osteoblasto a osteocito, lo que permite la formacion y elongacion de las proyecciones
dendriticas (Zhao et al., 2000). La conexina 43, por su parte, permite la comunicacién
entre osteocitos adyacentes a través de uniones tipo gap, asi como entre osteocitos y
las células de la médula 6seaq, preserva su viabilidad y media la transduccion de sefiales
mecanicas (Bivi et al., 2011). Ademas, la expresién de Podoplanina/Ell es requerida por
los osteocitos para iniciar una correcta formacién de dendritas (Hughes et al., 1994;
Ohizumi et al., 2000; Skupien et al., 2014).

La diferenciacion del osteocito también se caracteriza por el aumento en la expresion
de proteinas que regulan el metabolismo del fosfato y la mineralizacién de la matriz
(Bellido et al., 2014). Uno de estos reguladores es factor de crecimiento fibroblastico 23
(FGF23), que se une a los receptores de FGF y al correceptor Klotho expresado en las
células tubulares del rifidn, actuando sobre el metabolismo del fosfato (Shimada et al.,

2001). Ademads, la expresion de FGF23 es a su vez modulada por otros factores
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producidos por los osteocitos, incluyendo la endopeptidasa neutra reguladora del
fosfato ligada al cromosoma X (PHEX), DMP1 y la fosfoproteina extracelular de la matriz
(MEPE). En humanos, las mutaciones inactivadoras en el gen de PHEX conducen a la
acumulacién de FGF23 en la circulacién, dando lugar a hipofosfatemia (Feng et al.,
2013). También, los ratones knockout para PHEX muestran osteomalacia y un sistema
lacuno-canalicular irregular (Yuan et al., 2008). De manera similar, las mutaciones y
eliminaciones en DMP1 causan raquitismo hipofosfatémico recesivo autosémico, que
estd asociado con una alta produccién de FGF23 (Farrow et al., 2009). Sin embargo, la
eliminacion genética de MEPE en modelos murinos aumenta la densidad mineral ésea
(Gowen et al., 2003). De modo que, en general, la disfuncién de cualquiera de los genes
mencionados anteriormente en los osteocitos provoca alteraciones en el metabolismo

del fosfato (Quarles, 2003).
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El mapeo reciente del transcriptoma de osteocitos murinos ha revelado numerosos
genes que controlan la compleja red que forman estas células. La firma osteocitica
comprende mds de 1.000 genes diferencialmente expresados en los osteocitos. No
obstante, la funcion en el metabolismo 6seo de aproximadamente el 80% de estos genes
es actualmente desconocida. Sin embargo, mdas de 26 genes dentro de esta firma
transcriptémica fueron identificados como reguladores criticos de la estructura y
funcién 6sea. Ademads, los genes homologos humanos de algunos de ellos se relacionan
con displasias esqueléticas monogénicas y estdn asociados con enfermedades
poligénicas como la osteoporosis y la artrosis (Youlten et al., 2021). Estos nuevos
hallazgos desvelan la identidad genética de la red de osteocitos y destacan el papel
critico de estas células en las patologias 6seas. Es muy interesante el hecho de que
muchos de estos genes han sido identificados como contribuyentes a la formacién de
redes neuronales, lo que sugiere que sean relevantes para la generacion y el

mantenimiento de la red de osteocitos (Youlten et al., 2021).

Sistemas de regulacion intercelular en el tejido 6seo

Sistema RANK/RANKL/OPG

Las células del linaje osteoblastico, ademas de sintetizar los componentes orgdnicos
de la matriz 6seq, regulan la osteoclastogénesis mediante la sintesis de diversos
factores con acciones paracrinas. Entre ellos destacan el RANKL y la osteoprotegerina
(OPG), dos proteinas de la familia TNF cuyo equilibrio determina la diferenciacién y

activacién de los osteoclastos.

La sefalizacién activada por RANKL, tanto soluble como de membrana, estimula la
diferenciacion y fusién de los osteoclastos, favorece su adhesion al hueso y activa los
osteoclastos ya existentes, al tiempo que inhibe su apoptosis (Kobayashi et al., 200T1;
Zhang et al.,, 2001). Para contrarrestar esta sefalizacién y actuar como sistema de
regulacion de la homeostasis dseq, las MSCs y células del linaje osteoblastico producen
OPG. Esta proteina actiia como un receptor sefiuelo soluble con capacidad de unirse a
RANKL e impedir su interacciéon con RANK (Lacey et al., 1998; Simonet et al., 1997). De
este modo, inhibe la diferenciacion y activacion osteoclastica, favoreciendo la apoptosis
de los osteoclastos. La expresién de OPG estd regulada por miltiples factores. En este
sentido se ha descrito un incremento en sus niveles en respuesta a la estimulacién por
diferentes citocinas (TNF-a, IL-1, IL-18, TGF-B), BMPs y hormonas esteroideas, mientras
que los glucocorticoides, la hormona paratiroidea (PTH) y la prostaglandina E2 inducen

una reduccién en su expresion (Carrillo-Lopez et al., 2021).
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Tradicionalmente, se ha considerado que RANK era el Gnico receptor del RANKL. Sin
embargo, recientemente se ha identificado un segundo receptor en la membrana de los
osteoclastos: el LGR4 (leucine-rich-repeat-containing G-protein-coupled receptor 4). Su
activacién produce una sefializacion que compite con RANK, ya que inhibe la expresion
de NFATc1 (De Leon-Oliva et al., 2023). Ademds, estudios recientes han demostrado que
el LGR4 participa en el desarrollo de multiples érganos y en la modulacién de

alteraciones inmunoldgicas, metabdlicas y cancerigenas (Yang et al., 2021).

Comunicacion Osteoclasto-Osteoblasto

El proceso de resorcion ésea mediado por los osteoclastos produce la liberacién de
factores que afectan al proceso de diferenciacién de las células del linaje osteoblastico.
Estos factores han sido denominados como “clastoquinas” y, en la actualidad, estan
siendo ampliamente investigados debido a su papel clave en la homeostasis ésea
(Daponte et al., 2024). En primer lugar, se ha descrito, entre dichas moléculas, el TFG-
B, un factor que se encuentra unido en su forma inactiva a los cristales de hidroxiapatita
(Riftkin, 2005). Durante el proceso de resorcién ésea, este mediador se libera al
microambiente &seo, favoreciendo el reclutamiento de MSCs y su diferenciacién a
osteoblasto en los sitios donde estd teniendo lugar el remodelado 6seo (Tang et al,,
2009). De igual forma, el factor IGF-1 se encuentra integrado en la matriz ésea y
también se libera al microambiente durante el proceso de resorcién (Crane & Cao,

2014), aumentando la actividad catabdlica del osteoblasto (Nagata et al., 2021).

Ademas, experimentos realizados tanto en modelos animales como en pacientes con
osteopetrosis, han aportado informacion fundamental sobre cémo se coordina la
remodelacién 6sea (Del Fattore et al, 2006). En esta patologia, el nimero de
osteoclastos es comparable al de individuos sanos; sin embargo, estas células
presentan mutaciones que comprometen directamente su actividad resortiva,
impidiendo la degradacién del tejido 6seo y provocando una acumulacién anémala de
matriz mineralizada. También se postulé que los osteoclastos también liberan factores
reguladores que contribuyen a mantener el equilibrio en la proliferacién y la actividad
de los osteoblastos. Uno de estos factores es la esfingosina 1-fosfato (SP1), que cuando
es liberada al microambiente produce el aumento de la producciéon de RANKL por parte
de los osteoblastos, favoreciendo la osteoclastogénesis (Ryu et al.,, 2006). No obstante,
la sefializaciéon producida por SP1también incrementa la diferenciacion de osteoblastos,
promoviendo la sefalizacién mediada por BMP-2 y favoreciendo la traslocacion al

nlcleo de B-catenina (Matsuzaki et al., 2013; Sato et al., 2012).

Las BMPs constituyen otro ejemplo de “clastoquinas”. Concretamente, los
osteoclastos son productores de BMP-2, BMP4, BMP6 y BMP7 (Garimella et al., 2008),
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proteinas posicionadas como potentes moduladoras de la diferenciacién y funciéon de
osteoblastos, utilizandose actualmente en el tratamiento de procesos patoldgicos como
fracturas (Simmonds et al., 2013). Ademads, las BMPs regulan la osteoclastogénesis
tanto de forma directa (Lademann et al., 2020) como indirecta, a través de la ratio
RANKL/OPG (Kanatani et al., 1995). Por tltimo, se ha descrito la liberacién de Wnt5a 'y
WntlOb por el osteoclasto, favoreciendo la diferenciacién de osteoblastos a través de la
via Wnt/B-catenina (Daponte et al., 2024).

No obstante, la comunicacién en el microambiente éseo no solo se reduce a la
actividad de factores solubles, sino que también existen factores anclados a la
membrana del osteoclasto que regulan la homeostasis 6sea. Uno de éstos es la
semaforina 4D, que se une a su receptor en los osteoblastos para inhibir la formacién
de hueso (Negishi-Koga et al., 2011). Por otra parte, Zhao et al. demostraron en 2006
que los osteoclastos expresan ephrina Bl y ephrina B2, mientras que los osteoblastos
ademads de expresar ambas isoformas de la ephrina B, también presentaban receptores
Eph B, en particular Eph B4 y Eph B3 (Rodriguez-Sosa et al., 2024; Zhao et al., 2006). De
este modo, se ha descrito que las interacciones de ephrina B2 de los osteoclastos con la
Eph B4 en los osteoblastos tienen efectos bidireccionales, inhibiendo la
osteoclastogénesis y estimulando la diferenciaciéon de los osteoblastos (Zhao et al,,
2006). En el linaje de los osteoblastos, estas interacciones regulan la apoptosis (Tonna
et al., 2014), mientras que en los osteocitos regulan la mineralizacién y la calidad 6sea
(Vrahnas et al., 2019). Ademads, estudios recientes en modelos murinos knockout para
el receptor Eph B3 han demostrado que este receptor actia como un regulador negativo
de la diferenciacién osteogénica (Rodriguez-Sosa et al., 2024), apuntando a la

diversidad de funciones aln no descritas de estas moléculas.

Recientemente, se ha evidenciado que las vesiculas extracelulares (EVs) liberadas
por los osteoclastos contienen RANK en su membrana. De modo que éstas pueden
interactuar con el RANKL de la superficie celular de los osteoblastos, dando lugar a una
nueva forma de comunicacién entre ambos tipos celulares (lkebuchi et al., 2018).
También se ha demostrado que las EVs derivadas de osteoclastos contienen miRNAs
con acciones duales. Concretamente, aquellas que contienen el miR-214-3p inhiben la
diferenciacion de los osteoblastos (Li et al., 2016), mientras que las portadoras del miR-
324 potencian la diferenciacidn osteogénica de células madre mesenquimales

primarias y la mineralizacién (Liang et al., 2021).

Actividad reguladora de los osteocitos

Para abordar funcionalmente el impacto del RANKL expresado por los osteocitos in

vivo, se generaron ratones en los que se delecioné el gen de RANKL de manera
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especifica en dichas células (O'Brien et al., 2013). Aunque los ratones se desarrollaron
con normalidad y sin cambios en su esqueleto al nacer, se observé un aumento de la
masa 6sea cuando se analizaron a los 3 o 6 meses de edad. De modo que estos
resultados evidenciaron que los osteocitos son una fuente esencial del RANKL que

induce la osteoclastogénesis.

Los osteocitos estdn estrechamente conectados entre si por uniones de tipo gap,
formando asi una red tridimensional implantada en la matriz 6sea denominada
sistema lacuno-canalicular. Actualmente existe un amplio campo de investigacion que
estudia el papel del osteocito en el proceso de transducciéon de los estimulos mecdnicos
recibidos por el hueso en sefales bioquimicas (Tate et al, 2008). Asi, tras la
mecanorrecepcién y su conversidon en una sefal quimica, los osteocitos orquestan la
formacion y la resorcion 6sea actuando sobre la diferenciacién y la funcién de

osteoblastos y osteoclastos.

El mecanismo por el cual los osteocitos regulan la biologia de los osteoblastos en
condiciones fisioldgicas es controvertido. Existen pruebas que indican que los osteocitos
regulan negativamente la diferenciacion de los osteoblastos y la formacién éseq, y que
la densidad de osteocitos correlaciona de manera negativa con la osteogénesis
(Lazenby, 1990). Ademds, otros estudios han demostrado que la apoptosis de
osteocitos (Bivi et al., 2012) o la alteracién de la red de osteocitos, obtenida mediante la
sobreexpresion especifica del oncogén BCL2, aumenta la formacién ésea (Moriishi et
al., 2012). Por el contrario, otras investigaciones demuestran que la ablacién in vivo de
osteocitos reduce gravemente la formacién 6sea (Tatsumi et al., 2007). Aunque es
necesario seguir avanzando en la investigacion para dilucidar completamente las
interacciones reguladoras entre osteocitos y osteoblastos, los estudios acerca de los
mecanismos activados en los osteocitos por el estrés mecanico que terminan regulando
a osteoblastos se focalizan en la esclerostina. Como se ha sefialado anteriormente, se
trata de una glicoproteina secretada por los osteocitos que inhibe la diferenciacién y la
funcién de los osteoblastos, antagonizando la via canénica Wnt (van Bezooijen et al.,
2004). En este sentido, aunque los mecanismos especificos que regulan la expresion
génica de RANKL en los osteocitos siguen sin detallarse, se ha descrito que la
esclerostina contribuye de forma significativa la regulacion del RANKL osteocitico.
Concretamente en pre-osteocitos humanos y en la linea celular murina de osteocitos
MLO-Y4, la esclerostina aumenta de manera dosis-dependiente la expresién de RANKL,
lo que provoca un incremento en la ratio RANKL/OPG (Wijenayaka et al., 2011). Por ello,
el RANKL vy la esclerostina derivados de los osteocitos contribuyen a la homeostasis
6seaq, regulando tanto la osteoclastogénesis como la diferenciacion y actividad de los
osteoblastos (Bellido, 2014; Delgado-Calle et al., 2017).
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Introduccion

Por otro lado, también se han descrito funciones reguladoras de los osteocitos
sobre los osteoclastos. Asi, se ha demostrado que la apoptosis de los osteocitos es un
acontecimiento regulador de la osteoclastogénesis. Se produce en condiciones
especificas, sobre todo después de la menopausia o en condiciones patolégicas como
las microfracturas, y va estrechamente unida a un aumento de la resorcién 6sea
(Komori, 2013). Dada la alta densidad de osteocitos, tanto en el hueso cortical como en
el esponjoso, es concebible que los microdafios dentro de la matriz ésea alteren los
canaliculos de los osteocitos, provocando su apoptosis (Ejiri & Ozawa, 1982). Ademds,
esta hipétesis ha sido validada formalmente por varios investigadores. Franssen y
colaboradores describieron como un procedimiento ortopédico que provoca fisuras
6seas daba lugar a la desaparicién de los osteocitos de sus lagunas éseas (Franssen et
al., 2008). Dichos autores evidenciaron, ademds, que el microdafio inducido
experimentalmente origind un estallido transitorio de apoptosis de los osteocitos, al que
siguid, varios dias después, la diferenciacién co-localizada de osteoclastos (Noble et al.,
2003). En este sentido, cabe sefialar que los osteocitos apoptéticos expresan niveles
mas altos de factores estimulantes de la osteoclastogénesis, como RANKL, TNF-a, IL-6e
IL-11 (Al-Dujaili et al., 2011; Kogianni et al., 2008; Shandala et al., 2012) en comparacién

con los osteocitos normales.

Clastoquinas

Figura 7. Principales sistemas para la regulacion intercelular en el tejido éseo 3]



Remodelado oseo

Mecanismos celulares y moleculares de la resorcion
.
oseca

Un osteoclasto activo es una célula altamente polarizada con una organizaciéon
citoesquelética distintiva que crea la zona de sellado o anillo de actina, un lugar de
aposicion de la membrana a la superficie ésea. La zona de sellado delimita un dominio
de membrana funcional Unico, el borde festoneado. La resorcidn 6sea tiene lugar en la
superficie en contacto con dicho borde, creando una laguna o fosa de resorcién. Los
osteoclastos se adhieren al hueso mediante integrinas avf33, que se organizan en
podosomas y, con el reclutamiento de vinculina y a-actinina forman la superestructura
del anillo de actina, especializada en la adhesion. Esto constituye la zona de sellado,
que aisla un espacio central en el que se liberan y permanecen concentrados los dcidos

y las proteasas necesarios para el proceso de resorcién (Feng & Teitelbaum, 2013).

Mas alla de la adhesién fisica a la superficie 0seaq, la union de las integrinas av3 con
los epitopos RGD del coldgeno activa vias de sefalizacion esenciales en el remodelado
del citoesqueleto. De hecho, muchos modelos murinos con deleciones de estos y otros
reguladores del citoesqueleto muestran un fenotipo osteopetrético (Teiteloaum, 2011),

indicando la importancia de la adhesion celular en la actividad resortiva del osteoclasto.

La membrana plegada dentro de la zona de sellado se genera por la fusién de
vesiculas intracelulares con la membrana plasmatica local, dando lugar a una
superficie muy extensa. Algunas de estas vesiculas portan proteinas transmembrana
como el canal de cloruro y la ATPasa vacuolar, ambas criticas para reducir el pH en la
laguna de resorcion (Minoshima et al., 2019). Para secretar HCl y acidificar la laguna de
resorcion, la célula debe generar iones a través de la accién de la anhidrasa carbénica
2 en el citoplasma y mantener la electroneutralidad con el intercambiador HCO37/CI",

situado en la membrana basolateral (Ribet et al., 2021).

Tras disolver los cristales de hidroxiapatita gracias al microambiente dacido, los
osteoclastos también degradan la parte orgdnica de la matriz ésea. La mas importante
de este conjunto de enzimas que realizan su funcién a pH bajo es la catepsina K,
responsable de la degradacion de las fibras de coldgeno. Es de resaltar que, mutaciones
homocigoéticas en el gen que la codifica, CTSK, causan picnodisostosis, un trastorno de
masa osea elevada con fracturas frecuentes, asi como baja estatura, ostedlisis de las
falanges terminales y suturas craneales abiertas (Clarke & Hollak, 2015). De hecho, la
secrecién de catepsina K es independiente de la formacidn del borde festoneado y de

la secrecién acida (Cremasco et al.,, 2012). Los osteoclastos también liberan TRAP,
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enzima que ha sido descrita como un marcador génico e histolégico de la actividad del

osteoclasto.

Ademads de la catepsina K, los osteoclastos liberan una variedad de MMPs que
degradan el colageno y una amplia serie de otras proteinas residentes en la matriz,
favoreciendo la liberacién de los factores de crecimiento anclados al hueso (Hardy &
Fernandez-Patron, 2020). De hecho, ratones knockout para MMP-9 y MMP-2 presentan
alteraciones significativas en la composicién, arquitectura y biomecdanica 6sea (Nyman

et al., 2011).

Aunque soélo los osteoclastos son capaces de eliminar tanto los componentes
mineralizados como los no mineralizados del hueso de forma coordinada, otras células
del microentorno, incluidas las células de revestimiento 6seo y los macréfagos
residentes (osteomacs), pueden producir MMPs que degraden el coldgeno las
superficies dseas, permitiendo asi la formacion de zonas de sellado y acelerando la

resorcion osteoclastica (Batoon et al., 2021).

Por Ultimo, la eliminacién de los productos resultado de la resorciéon ésea tiene lugar
mediante un proceso vesicular denominado transcitosis (Salo et al., 1997). Este incluye
varias etapas: en primer lugar, los productos degradados son endocitados, luego
transportados a lo largo de una via vesicular de transcitosis hacia la membrana

basolateral del osteoclasto vy, finalmente, liberados al exterior celular.

Proceso de mineralizacion de la matriz osea
El proceso de sintesis del osteoide y la posterior mineralizacién del mismo es llevado

a cabo principalmente por los osteoblastos y osteocitos. Este proceso se ha dividido en

dos grandes fases, denominadas mineralizaciéon primaria y secundaria.

En lo relativo a la mineralizacion primaria, el descubrimiento de vesiculas en la
matriz extracelular supuso un gran avance en el estudio del proceso de mineralizacién
6sea (Ali et al., 1970; Wuthier, 1975). Con anterioridad, una teoria basada en las
propiedades fisicoquimicas de la matriz sustentaba que la ALP proporcionaria fosfatos
a través de la hidrélisis de sustratos y, a continuacién, ayudaria a la formacién de los
cristales de fosfato cdlcico. No obstante, tras el descubrimiento de estas vesiculas, una
teoria basada en la regulacién de los transportadores, enzimas de membrana y las
proteinas extracelulares secretadas por los osteoblastos ha sido adoptada de forma

generalizada (Hasegawa et al., 2017).

En este sentido, la mineralizacién primaria se puede dividir, de nuevo, en dos fases:
una basada en vesiculas y otra en la mineralizacién de coldgeno. Asi, una vez elevados

los niveles de calcio y fosfato en el microambiente gracias a la osteocalcina y otras
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sialoproteinas presentes en el osteoide, los osteoblastos comienzan el proceso de
mineralizacién liberando pequefias vesiculas hacia la matriz ésea. La membrana de
estas vesiculas contiene diferentes transportadores de membrana y enzimas, mientras
que la luz proporciona el microambiente necesario para la formacién de cristales de
hidroxiapatita. Por otra parte, la ALP y la anexina A5 expresadas en la superficie de las
vesiculas se unen al coldgeno de tipo | presente en el osteoide, produciendo asila fijacién
de la vesicula en la matriz a mineralizar (Pawlina & Ross, 2024). El incremento de Ca®*
y PO4 en el interior de la vesicula provoca un aumento del punto isoeléctrico local,
favoreciendo la formaciéon de cristales de fosfato octacalcico. Este cristal comienza a
crecer gracias a la alta concentracion de iones de Ca®"y PO, en el interior de la vesicula
hasta formar cristales de hidroxiapatita. Los cristales, insolubles y con forma de aguja,
se acumulan en el interior de la vesicula y posteriormente se liberardn gracias a la
presencia de fosfolipasas, que generan poros en la membrana formando nédulos

mineralizados de hidroxiapatita (Pawlina & Ross, 2024).

Para la mineralizacién de la matriz 6sea es necesario la formaciéon de nddulos
mineralizados de hidroxiapatita en diferentes zonas. Estos cristales crecen rapidamente
entre las fibras de coldgeno y la sustancia fundamental del osteoide hasta que se unen
a cristales adyacentes de otros nédulos de mineralizacion. De esta forma se produce
una segunda fase denominada mineralizacion de coldgeno donde una onda de
cristalizacion recorre el osteoide hasta que queda completamente inmerso en una red

de cristales de hidroxiapatita (Carvalho et al., 2021).

Tras la mineralizacién primaria, se produce un incremento de la densidad mineral
6sea en un proceso denominado mineralizacion secundaria, el cual es independiente
de la formacién ésea por parte de osteoblastos (Hasegawa et al., 2011). Esto se logra
gracias a los procesos fisicoquimicos de transporte de minerales llevado a cabo por la
red de osteocitos (Nagai et al., 2021; Wang et al., 2022). En este sentido, los osteocitos
gracias a su organizacion en el sistema lacuno-canalicular son capaces de detectar los
cambios mecdnicos y moleculares asociados a un refuerzo de la matriz 6sea. De esta
forma, transportan Ca® y PO, ademds de sintetizar moléculas reguladoras del
metabolismo éseo como MEPE o DMP1 (Oya et al., 2017; Ubaidus et al., 2009), pudiendo

elevar la densidad mineral ésea de aquellas zonas donde es necesario.
Fisiologia del remodelado 6seo

La remodelacion d6sea es un proceso que tiene una duracién de varias semanas y la
llevan a cabo grupos de osteoclastos y osteoblastos. Ambos tipos celulares se

encuentran dispuestos dentro de estructuras anatéomicas temporales conocidas como

unidades multicelulares basicas (BMU). Las BMU estdn rodeadas por una cubierta
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celular que crea un compartimento de remodelacion ésea, y estan reguladas por la
actividad osteocitica (Hauge et al., 2001). El fenotipo de la célula que forma parte de la
cubierta sigue siendo objeto de debate. Las pruebas en humanos sugieren que se trata
de una célula de revestimiento dseo (Pettit et al., 2008). Desde el punto de vista
funcional, se ha propuesto que la estructura de la cubierta celular genera un
microambiente para facilitar la resorcién de los osteoclastos y la formacion de
osteoblastos, garantizando un cambio neto minimo en el volumen éseo durante la

remodelacién ésea fisiolégica (Andersen et al., 2009).

Una BMU activa estd formada por un frente principal de osteoclastos resortivos. Le
contintian unas células de fenotipo poco claro, que cubren la superficie ésea recién
expuesta y la preparan para la deposicidn de hueso de sustitucidon. Los osteoblastos
estdn dispuestos en la parte distal de la BMU, secretan la matriz 6sea no mineralizada
conocida como osteoide, dirigen su formaciéon y mineralizacién en hueso laminar
maduro. Esta disposicidn espacial y temporal de los diferentes tipos celulares dentro de
la BMU garantiza la coordinacién de las distintas fases secuenciales de la remodelacion
bsea: activacién, resorcidn, reversion, formacién vy finalizaciéon (Figura 8) (Raggatt &
Partridge, 2010).

Finalizacion

Activacion Formacion
“/—\"‘
A ' v
Resorcion Transicion

Figura 8. Fases del proceso de remodelado éseo
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Activacion

La primera fase de la remodelaciéon 6sea implica la deteccidn de una seial de
remodelacién inicial. Esta sefial puede ser, por ejemplo, una tension mecanica directa
sobre el hueso que provoque un dafio estructural o una accién hormonal (por ejemplo,

estrégenos o PTH) sobre las células éseas en respuesta a cambios en la homeostasis.

La actividad diaria somete al esqueleto a una tension mecdnica continua. Los
osteocitos perciben los cambios en estas fuerzas fisicas y los traducen en sefiales
biolégicas que inician la remodelacién ésea (Bonewald, 2007). Los dafios en la matriz
6sea (Verborgt et al, 2002) o la inmovilizacién de las extremidades provocan la
apoptosis de los osteocitos y el aumento de la osteoclastogénesis (Aguirre et al., 2006).
En condiciones basales, los osteocitos secretan grandes cantidades de TGF-,
inhibiendo la osteoclastogénesis. La apoptosis focal de los osteocitos reduce los niveles
locales de TGF- y aumenta la produccién de RANKL (Al-Dujaili et al., 2011), eliminando
las sefiales inhibidoras de la osteoclastogénesis y permitiendo el reclutamiento de

monocitos para la formacién de osteoclastos.

Resorcion

Los osteoblastos responden a las sefiales generadas por los osteocitos o a las sefiales
de activacién endocrina y reclutan precursores de osteoclastos en el lugar de
remodelacién. Ademads del reclutamiento de precursores de osteoclastos, los
osteoblastos expresan los factores centrales de la osteoclastogénesis, M-CSF y RANKL.
La expresion de OPG se reduce, y la producciéon de M-CSF y RANKL aumenta para

promover la formacién y actividad de osteoclastos (Ma et al., 2001).

Las MMPs también son secretadas por los osteoblastos en respuesta a sefales de
remodelacién mecdnicas y endocrinas (Partridge et al., 1987; Yang et al., 2004). Las
MMPs degradan el osteoide no mineralizado que recubre la superficie ésea y exponen
sitios en el hueso mineralizado que son necesarios para facilitar la adhesion de los
osteoclastos. Los osteoclastos se anclan a estos sitios a través de la integrina avf33
(McHugh et al., 2000) secretando protones a la zona sellada, que producen la
disolucion de la matriz mineralizada en este espacio acido, y generan finalmente las
lagunas de resorcién. A continuacién, la matriz 6sea orgdnica restante es degradada
por un conjunto de enzimas colagenoliticas con un pH 6ptimo bajo, destacando entre

ellas la catepsina K (Saftig et al., 1998).
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Transicion

Tras la resorcion mediada por osteoclastos, las lagunas permanecen cubiertas de
matriz coldgena desmineralizada no digerida (Everts et al, 2002). Células
mononucleares, de un linaje aln indeterminado, eliminan estos restos de coladgeno vy
preparan la superficie 6sea para la posterior formacién de hueso mediada por
osteoblastos. No obstante, la funcién final de las células de transicién podria ser recibir

y producir sefiales de acoplamiento que permitan la transicién de la resorcién ésea a la
formacién 6sea dentro de la BMU (Everts et al., 2002; Pettit et al., 2008).

Formacion

La naturaleza de la sefial de acoplamiento que coordina esta transicion y dirige la
formacién oésea, precisamente a los lugares de resorcidon éseqa, sigue siendo
controvertida. Inicialmente, se propuso que la molécula o moléculas de acoplamiento
se dlmacenaban en la matriz 6sea y se liberaban durante la resorcion ésea. Los factores
IGF y TGF- se liberan durante este proceso y parecen ser una sefal clave para el
reclutamiento de células madre mesenquimales en los lugares degradacién de la matriz
6sea (Tang et al., 2009). Sin embargo, en modelos murinos y pacientes con disfuncién
osteocldstica, la formacion ésea mediada por osteoblastos se conserva incluso en
ausencia de factores de crecimiento liberados desde la matriz. Como se ha mencionado
en apartados anteriores, estas observaciones han llevado a plantear la hipétesis de que
los osteoclastos producen factores de acoplamiento denominados “clastoquinas”
(Daponte et al., 2024). Se han propuesto varios posibles mecanismos de acoplamiento,
como la proteina SP-1y el complejo de sefalizacion bidireccional del receptor EphB4 en
osteoblastos y el ligando ephrina-B en osteoclastos (Pederson et al., 2008). Estos
complejos de comunicacion directa ofrecen una oportunidad Unica para activar la
formacién 6sea e inhibir la resorcion simultdneamente en este punto de transiciéon
critico. Sin embargo, las limitaciones anatéomicas y temporales de la BMU hacen que el
contacto celular directo entre osteoclastos y osteoblastos no siempre sea posible y, de
hecho, el reclutamiento de osteoblastos y la deposicion de matriz continGan mucho
después de que los osteoclastos hayan abandonado el lugar de resorcién. Por lo tanto,
para lograr el acoplamiento pueden ser necesarios varios mecanismos, entre los que se

incluyen tanto el contacto directo como las sefiales solubles.

En este sentido, la estimulaciéon mecdnica y la accién endocrina de la PTH pueden
inducir sefiales de formacién ésea a través de los osteocitos. En condiciones de reposo,
los osteocitos expresan esclerostina (van Bezooijen et al., 2004), que bloquea

directamente la sefializacion Wnt. La tensién mecdnica sobre el hueso y la sefializacién
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producida por la PTH, inhiben la expresién de esclerostina en los osteocitos (Marino &

Bellido, 2024), eliminando la inhibicién de la sefializacion Wnt.

Finalizacion

Cuando se ha reemplazado una cantidad igual de hueso reabsorbido, el ciclo de
remodelacién concluye. En este proceso, el papel de los osteocitos como reguladores de
la homeostasis 6sea es fundamental. Tras la mineralizacién, los osteoblastos maduros
sufren apoptosis, vuelven a su fenotipo de revestimiento 6seo o se incrustan en la matriz
mineralizada y se diferencian en osteocitos, aumentando la produccion de esclerostina.
Asi, la pérdida de expresion de esclerostina que se produjo para iniciar la formacién de
hueso, probablemente se incrementa hacia el final del ciclo de remodelacién. El entorno
de la superficie 0sea retorna a su estado de reposo y se mantiene hasta que se inicia la

siguiente oleada de remodelacién (Robling & Bonewald, 2020).
Regulacion de la homeostasis 6sea

Sistema endocrino

El sistema endocrino, mediante la secrecién de hormonas, juega un papel
fundamental en la regulacidén de multiples procesos fisiolégicos como el metabolismo
energético, la reproduccion, la cognicidn y el desarrollo. Concretamente, el sistema
endocrino modula el metabolismo 6seo a través de varias hormonas como la hormona

del crecimiento (GH), andrégenos, estrégenos, la PTH, insulina o calcitonina.

La GH induce en células diana, como osteoblastos, la produccién de IGF-1 (Ranke &
Wit, 2018). Este factor estimula la diferenciacion y proliferacion de osteoblastos in vitro
de forma directa, e indirectamente gracias a la accién estabilizadora de la sefializacion
de Wnt/B-catenina (Playford et al., 2000). Ademads, esta hormona también regula la
osteoclastogénesis, modulando la expresion de RANKL (Wang et al., 2006) y OPG (Mrak
et al., 2007), al tiempo que aumenta la produccién de citocinas, como IL-1B, IL-6 y TNF-
a, que potencian la funcién osteoclastica (Ueland, 2005). Por otro lado, las principales
hormonas sexuales, también ejercen efectos directos sobre los osteoclastos,
osteoblastos y osteocitos, ya que éstos expresan sus receptores especificos (Manolagas
et al., 2013; Richards et al., 2018). Dichas hormonas contribuyen al mantenimiento de la
masa Oseaq, principalmente disminuyendo la resorcién 6sea y la apoptosis de
osteoblastos y osteocitos, mientras que promueven la de osteoclastos (Manolagas et
al., 2013; Ru & Wang, 2020).

Otro ejemplo de gran interés en el metabolismo éseo es la PTH. Esta hormona
desempefia un papel esencial en la homeostasis del calcio y el fosfato (Brown, 2013).

Induce un aumento de los niveles de calcio en el organismo. No obstante, su actividad

38



sobre las células del microambiente 6seo alin no se encuentra detallada, ya que existen
investigaciones que demuestran su actividad estimuladora sobre la actividad
osteocldstica, mientras que otras indican que puede inducir la formacion de hueso
(Wein & Kronenberg, 2018). Todos estos efectos estan principalmente mediados por su
receptor PTHIR que se expresa en osteoblastos, osteocitos y en MSCs de médula 6sea
(BM-MSCs) (Langub et al., 2001; Marino & Bellido, 2024).

Sistema inmune (Osteoinmunologia)

Actualmente, existe un gran campo de investigacion que estudia las relaciones entre
el sistema inmune y el sistema esquelético. El término “ostecinmunologia” que
denomina a este drea de investigacion proviene de un articulo publicado en Nature en
el afio 2000, donde por primera vez se describia una regulacién de la actividad

resortiva de los osteoclastos por parte de los linfocitos T (Arron & Choi, 2000).

La exploracién de la interaccién entre el sistema inmune y 6seo comienza con la
comprension de que el hueso proporciona un microentorno critico para el desarrollo de
las células madre hematopoyéticas, de las que derivan las células del sistema inmune,
y que diversas citocinas inmunorreguladoras influyen en el destino de las células dseas.
Los mecanismos por los que el hueso proporciona este microambiente ideal para el
mantenimiento y la diferenciacién de los progenitores del sistema inmune se han
dilucidado a partir de estudios recientes que demuestran que los osteoblastos aportan
factores clave para el desarrollo de dicho nicho. Ademds, cada vez son mas las
evidencias que indican que el hueso desempefia un papel en la inmunidad adaptativa,
mas alld del desarrollo de los linfocitos. Actualmente se conoce que las células Ty B de
memoria regresan a nichos especializados de la médula ésea. Por qué estas células
permanecen en el hueso y de qué factores moleculares y ambientales dependen
mientras lo hacen, son preguntas que podrdn ser contestadas en el contexto de la

osteoinmunologia.

La primera observacion de que las células inmunitarias podian influir en la actividad
de los osteoclastos se produjo al descubrir que el sobrenadante de monocitos humanos
de sangre periférica, estimulados con fitohemaglutinina, contenia factores que
estimulaban la resorcién ésea (Horton et al., 1972). Esta actividad se denominé factor
activador de osteoclastos. Cuando finalmente se purificd y secuencid, se descubrié que
el principal estimulador de la resorcion 6sea era la citocina IL-1 (Dewhirst et al., 1985).
Posteriormente, se ha identificado una larga lista de citocinas con efectos sobre el
hueso. Entre los estimuladores de la resorcién 6sea se encuentran IL-1, TNF-a, IL-6, IL-
11, IL-15 e IL-17. Por otro lado, los inhibidores de la resorcién incluyen a IL-4, IL-10, IL-13,

IL-18, GM-CSF e IFN-y. Ademds, algunos factores como el TGF-f o las prostaglandinas

39



presentan efectos duales sobre la actividad y diferenciacion de osteoclastos,
dependiendo de las condiciones y el disefio experimental en el que han sido examinados

(Martin et al., 1998).

Por otro lado, numerosas citocinas regulan la diferenciacion y actividad de las células
del linaje osteobldastico. Concretamente, TNF-a inhibe la diferenciacion de los
osteoblastos (Gilbert et al., 2000). Sin embargo, IL-1 e IFN-y inhiben la sintesis de
coldgeno en los osteoblastos, afectando de forma negativa a su funcién mineralizadora
(Smith et al, 1987). Ademads, los ratones que sobreexpresan IL-4 presentan una
disminucion de la formacion de hueso y de osteoblastos diferenciados en la superficie
6sea (Lewis et al.,, 1993). También se ha estudiado el papel de algunas citocinas pro-
inflamatorias como el TNF-a en la apoptosis de los osteoblastos, observandose que

estimulan su muerte celular (Jilka et al., 1998).

Por altimo, B7-H3 es un miembro de la superfamilia de las inmunoglobulinas que se
expresa en la superficie de las células presentadoras de antigenos. Recientemente, se
ha descubierto que esta proteina se expresa en los osteoblastos en desarrollo, y que su
expresion aumenta durante la maduraciéon celular. Ademas, los ratones deficientes en
B7-H3 presentan una disminucién de la densidad mineral ésea cortical en comparacion

con los ratones de control (Suh et al., 2004).

Sistema nervioso

La idea de que el sistema nervioso podia mediar en el recambio 6seo se inici6 con el
descubrimiento del impacto que tiene la leptina (Zhang et al., 1994) sobre el hueso. La
leptina es una hormona producida por los adipocitos que inhibe el apetito y favorece el
gasto energético, principalmente a través de circuitos que involucran ntcleo al
arqueado del hipotdlamo (Friedman, 2014). Dado que los adipocitos y los osteoblastos
comparten un origen comdn a partir de células madre mesenquimales, distintos
investigadores plantearon la hipétesis de una interaccion paracrina entre ambos tipos
celulares. De este modo, tras el descubrimiento de la leptina y su receptor, los estudios
iniciales se centraron en determinar su accién periférica sobre las células éseas. En
conjunto, sugirieron que la leptina funcionaba como hormona osteogénica en la que el
sistema nervioso se encuentra altamente involucrado en su regulacién (Cornish et al.,

2002; Holloway et al., 2002).

Mdltiples andlisis han revelado que el esqueleto presenta una inervaciéon mucho mas
extensa de lo que se habia reconocido previamente, y que diversas fibras nerviosas
esqueléticas expresan neuropéptidos y otras moléculas de sefializaciéon neuronal. Estas
fioras se localizan en el periostio, el hueso cortical y la médula ésea y secretan

neuropéptidos como el péptido relacionado con el gen de la calcitonina (CGRP),
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sustancia P o el neuropéptido Y (NPY) (Bjurholm et al., 1988a; Hill & Elde, 1991; Hukkanen
et al,, 1992; Lerner & Persson, 2008). Ademds, la presencia de receptores funcionales
para una amplia gama de neuropéptidos tanto en osteoblastos como osteoclastos
aportan una evidencia adicional sobre la participacién del sistema nervioso en el

remodelado 6seo. (Lerner & Persson, 2008).

Entre los neuropéptidos con mds relevancia en el microambiente 6seo se encuentra
el NPY. Este es un péptido de 36 aminoécidos que ademas de regular la ingesta de
alimentos, la termogénesis y las concentraciones plasmaticas de insulina vy
corticosterona, también se encuentra implicado en la homeostasis ésea (Wong et al.,
2008). En la mediaciéon de las sefiales del NPY participan cinco receptores (YIR, Y2R,
Y4R, Y5R e Y6R), todos ellos receptores acoplados a proteinas G (GPCRs), entre los que
se ha observado que el YIR, el Y2R y el Y6R ejercen distintos efectos sobre la
remodelacién ésea (Khor et al., 2016). Concretamente, se ha descrito que YIR estd
directamente implicado en la inhibicién de la diferenciacion de las BM-MSCs vy la
actividad de los osteoblastos maduros, constituyendo un posible mecanismo para el
fenotipo de masa ésea elevada en el modelo murino knockout para YIR (Lee et al.,
2010). Mientras que Y6R, conocido por regular los ritmos circadianos, también se ha
relacionado con mantenimiento de la homeostasis ésea, apuntando a que la falta de
sefalizacion de Y6R altera la remodelacion 6sea y da lugar a una disminucién

significativa de la masa ésea.

Ademas, existen numerosas evidencias de que este neuropéptido no solo es
expresado por células neuronales, sino también por células del microambiente 6seo
como los osteoblastos, osteocitos o las BM-MSCs (Dong et al., 2018; Igwe et al., 2009;
Nunes et al., 2010). Estudios in vitro han demostrado que el NPY tiene efectos directos
sobre las células del linaje osteoblastico, concretamente la sobreexpresion de este
neuropéptido en osteoblastos da lugar a una disminucién del nimero, grosor y volumen
de trabéculas éseas (Matic et al., 2012). Por otro lado, estudios con pacientes con
lesiones craneoencefdlicas han demostrado una relacion entre los niveles de NPY

séricos y la gravedad de la lesién (Gu et al., 2016).
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Péptido Intestinal Vasoactivo (VIP)

El desarrollo evolutivo ha dado lugar a sistemas biolégicos de alta complejidad,
destacando entre ellos la interaccion entre los sistemas inmune, nervioso y endocrino.
Esta intrincada red de comunicacion, conocida como neuroinmunomodulacion,
permite la coordinaciéon bidireccional de estos sistemas para preservar la homeostasis
del organismo. Este didlogo se facilita mediante mediadores y receptores compartidos,
constituyendo un mecanismo fundamental en la respuesta adaptativa del cuerpo

(Krsek et al., 2024).

Un ejemplo paradigmatico de esta interaccion es la activacion del eje hipotalamo-
hipofisis-adrenal frente a estimulos estresantes crénicos. Esta activacion culmina en la
liberacion de glucocorticoides al torrente sanguineo, reconocidos por sus propiedades
inmunosupresoras sobre células como macréfagos, células dendriticas, linfocitos T y
granulocitos (Goehler et al., 2000; Liberman et al., 2018).

Actualmente, la neuroinmunomodulacién se concibe no solo como una interaccién
molecular, sino como un sistema integral. De hecho, estudios recientes sugieren que los
exosomas, un tipo de vesiculas extracelulares implicadas en la comunicacion
intercelular, desempefian un papel crucial en los procesos de inflamacién sistémica
(Krsek et al., 2024). Dichos exosomas actuarian como mensajeros entre las células
sanguineas periféricas y el sistema nervioso, transfiriendo miRNAs especificos que

modulan la respuesta inmune (Gomes de Andrade et al., 2018).

Entre los mediadores clave de esta red de intercomunicaciéon destaca el péptido
intestinal vasoactivo (VIP). Un neuropéptido ampliamente distribuido en los sistemas
nervioso, inmune y endocrino. VIP fue identificado por primera vez en 1969 por el Dr.
Sami Said, quien describié un agente peptidico con actividad vasodilatadora en
pulmones de mamiferos. Posteriormente, este investigador en colaboracién con el Dr.
Viktor Mutt purificé parcialmente este péptido del pulmén porcino (Said & Mutt, 1969).
Dada la limitacién y los problemas experimentados al intentar purificar el péptido
completo del pulmén, ambos investigadores decidieron examinar el intestino, ya que
los dos tejidos presentan el mismo origen embrionario. Asi, utilizando tejido duodenal
porcino, consiguieron aislar el péptido completo y presentarlo a la comunidad cientifica
bajo el nombre de Péptido Intestinal Vasoactivo (Said & Mutt, 1970).

Unos afios mds tarde, la presencia de este péptido fue identificada en diferentes
areas del sistema nervioso central y periférico, como los somas, axones y dendritas
neuronales (Giachetti et al., 1977; Johansson & Lundberg, 1981; Said & Rosenberg, 1976).

En este sentido también se describié su presencia en las terminaciones nerviosas

42



presindpticas, clasificando a VIP como un neuropéptido con propiedades
neurotransmisoras y neuromoduladoras. Ademds, estos efectos fueron corroborados al
describir la presencia de receptores de VIP en numerosas dreas del sistema nervioso

central (Staunolsen et al., 1982).

Posteriormente se identificé la existencia de VIP en diferentes dreas del sistema
inmune. Concretamente, el primer hallazgo data de 1985, cuando Felten vy
colaboradores describen inmunoreactividad frente a VIP en fibras nerviosas de timo
(Felten et al., 1985). A partir de ahi, numerosas investigaciones describen la presencia
de terminaciones nerviosas VIP-érgicas en organos inmunes como bazo, nédulos

linfaticos y mucosas asociadas al sistema inmune (Felten et al., 1985).

Asi, la presencia de VIP en distintos érganos se debe a su liberacién desde los
terminales sindpticos que los inervan. Ademads de en los érganos del sistema inmune
sefialados anteriormente, también se ha demostrado la existencia de VIP en multiples
6rganos como corazén, rifidn, tiroides o el tracto urogenital. No obstante, la produccion
de VIP no estd limitada a las terminaciones nerviosas. De hecho, VIP es sintetizado y
liberado por diferentes tipos celulares. La primera evidencia cientifica data de 1978,
donde Cutz y colaboradores describen la liberacién de VIP en células cebadas a través
de técnicas de radicinmunoensayo o inmunohistoquimica en el peritoneo, intestino y
pulmén de rata (Cutz et al., 1978). Posteriormente se describe la presencia de VIP en
células polimorfonucleares de sangre periférica, concretamente en neutréfilos y
eosindfilos (Aliakbari et al., 1987; Odorisio et al., 1980). VIP también es sintetizado por
células del lingje linfoide, concretamente en 1990 se describié la sintesis y secrecion de
VIP en linfocitos Ty B murinos (Gomariz et al., 1993; Gomariz et al., 1994a; Leceta et al.,
1996). Ademads, se ha comprobado que la sintesis y liberacién de VIP por parte de
linfocitos es inducida por moléculas relacionadas con procesos inmunolégicos como la

presentacién de antigenos o la inflamacién (Martinez et al., 1999).

Estructura bioquimica de VIP y su familia

VIP pertenece a una extensa familia de neuropéptidos y hormonas caracterizados
por  similitudes  estructurales 'y de  secuencia, denominada  familia
glucagon/secretina/VIP. Esta familia incluye otros miembros relevantes como el
péptido activador de la adenilato ciclasa hipofisaria (PACAP), con sus isoformas
PACAP27 y PACAP38, el péptido relacionado con PACAP (PRP), la helodermina, el
péptido histidina-metionina en humanos (PHM) (o su equivalente en otros mamiferos,
el péptido histidina-isoleucina (PHI), ademas de los péptidos relacionados con el
glucagdn (GLP1 y GLP2), el factor liberador de hormona del crecimiento (GHFR) vy el
péptido inhibidor gastrico (GIP) (Couvineau & Laburthe, 2012¢).
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Todos los ligandos que conforman esta familia comparten una serie de caracteristicas

comunes (Couvineau & Laburthe, 2012¢c; Neumann et al., 2008):

o Péptido precursor: constituido por un péptido sefial, de uno a tres péptidos
bioactivos y segmentos N- y C-terminales.

e Longitud: varia entre 27 y 44 residuos de aminodcidos.

e Origen: sintetizados y secretados por células del sistema endocrino, nervioso y/o
inmune.

e Estructura secundaria: predisposicion a formar estructuras a-hélice.

e Dominio N-Cap: consistente en un clUster hidrofobico entre residuos no polares
del N-terminal y un puente de hidréogeno entre dos residuos polares.

e Funcién: desempefian roles fundamentales en procesos fisiolégicos.

La homologia estructural entre los neuropéptidos de esta familia es notablemente
alta, destacando PACAP27 como el miembro con mayor similitud estructural al VIP. Sus
secuencias estan altamente conservadas entre especies a lo largo de la evolucion, lo
que sugiere que todos derivan de un gen ancestral que experimentd un proceso de

duplicacién génica previo a la diversificacion de los vertebrados (Sherwood et al.,

2000).
N-terminal /(
\/ C-terminal
VIP HSDAVFTDNYTRLRKOMAVYVYIEKEKTYLNSTI LN

X \>y M H S DGI FTDSYSRVYRIKO OMAVEKTEKTYTLAAVL

M\l H S DG I FTDSYSRYRKOQOQMAVYVIKIKTYLAAVL,GKRYEKOQRVIKNK

Figura 9. Estructura bioquimica del péptido intestinal vasoactivo (VIP). Parte superior:
representacion tridimensional. Parte inferior: Comparacién de las secuencias de aminodcidos de

VIP, PACAP27 y PACAP38.

VIP es un péptido de naturaleza bésica y cardcter anfipatico, con un peso molecular
de 3.326 Da. Su estructura primaria consta de una cadena de 28 aminodcidos cuya
secuencia estd altamente conservada evolutivamente (Nicole et al., 2000b). La
estructura secundaria incluye una regién de estructura no determinada en el extremo
N-terminal y una a-hélice en el extremo C-terminal (Wray et al., 1993). Todos los

aminodcidos son esenciales para su funcién biolégica; sin embargo, los residuos Hisl,
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Val5, Argl4, Lysl5, Lys2l, Leu23 e lle26 resultan cruciales para su interacciéon con sus

receptores (Nicole et al., 2000a).

La biosintesis del VIP comienza a partir de una molécula precursora de 170
aminodcidos conocida como prepro-VIP. Este precursor es procesado mediante
escisiones enzimaticas mediadas por proteasas en el reticulo endoplasmico, generando
el pro-VIP de 140 aminodcidos, que contiene las secuencias de VIP y PHM.
Posteriormente, el pro-péptido es escindido por prohormonas convertasas para
originar VIP-GRK y PHM-GRK. Las carboxipeptidasas-B y las monooxigenasas
amidantes de peptidil-glicina metabolizan estos precursores para producir finalmente
VIP y PHM (ltoh et al., 1983).

El gen que codifica el prepro-VIP esta localizado en el cromosoma 6925.2 y consta de
8837 pares de bases organizadas en 7 exones y 6 intrones. Los exones 4 (102 pb) y 5
(132 pb) codifican, tras los procesos de transcripcion, traduccién y procesamiento, los

péptidos PHM y VIP, respectivamente (Bodner et al., 1985).

Receptores de VIP

Tras el éxito del aislamiento de VIP por Said y Mutt, se iniciaron estudios para
caracterizar sus receptores. Pronto se demostré su amplia distribucién en diversos tipos
celulares y tejidos, incluyendo hepatocitos y adipocitos (Bataille et al., 1974), pancreas
exocrino y, de manera destacada, en el epitelio intestinal (Christophe et al., 1976; Prieto
et al., 1979).

El descubrimiento en 1989 de los péptidos PACAP27 y PACAP38 evidencié una
elevada homologia estructural entre estos compuestos, lo que permitié postular que los
receptores de VIP también podrian interaccionar con PACAP (Miyata et al., 1989). Este
hallazgo abrié nuevas lineas de investigacidon para comprender las actividades

biolégicas de ambos neuropéptidos.

Actualmente, se reconoce que tanto VIP como PACAP ejercen su funcion mediante la
unién a tres receptores denominados por la International Union of Basic and Clinical
Pharmacology (IUPHAR) como VPACI, VPAC2 y PACI (Harmar et al.,, 2012). Estos
pertenecen a la familia B, también conocida como clase |l, de los GPCRs que incluye
receptores para todos los péptidos estructuralmente relacionados con VIP y PACAP, asi
como receptores para PTH, el factor liberador de corticotropina, la calcitonina vy
péptidos relacionados (Couvineau & Laburthe, 2012b; Harmar, 2001). Esta familia de
receptores presenta las siguientes caracteristicas comunes (Couvineau & Laburthe,
2012a):
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e Se componen de 7 dominios transmembrana (TM1-7) conectados entre si por
tres bucles extracelulares (EC1-3) y tres intracelulares (IC1-3). Estos Gltimos son
los encargados de la interaccién con la proteina G.

e Un dominio N-terminal (N-ted) especialmente largo, implicado en la unién del
ligando. Se compone de seis residuos de cisteina que mediante puentes disulfuro
mantienen la conformacion del receptor, un péptido sefial apolar para la
insercién del receptor en la membrana plasmatica y varios sitios de glicosilacion

implicados en la modulacién del trafico del receptor.

Ademas, el N-ted desempefia un papel crucial en el reconocimiento del ligando, lo
que ha motivado numerosos estudios estructurales sobre este dominio (Couvineau &
Laburthe, 2012c¢; Laburthe & Couvineau, 2002; Laburthe et al., 2007). Como se describidé
inicialmente para el receptor CRF2 de ratén, que reconoce al neuropéptido conocido
como factor liberador de corticotropina (CRF) (Grace et al., 2004), esta area incluye un
dominio Sushi caracterizado por dos ldminas B antiparalelas estabilizadas por tres
enlaces disulfuro y un puente salino, intercalados entre los anillos aromaticos de dos

residuos de triptofano.

Si bien existian discrepancias en la forma de activacion de los receptores, los datos
estructurales mas modernos respaldan el modelo de dos sitios para la unién de
péptidos a los GPCRs de la familia B. En dicho modelo, las partes C-terminal y a-
helicoidal central del péptido interactian con el dominio Sushi en el N-ted, posicionando
finalmente el extremo N-terminal del péptido para que contacte con la region
transmembrana, lo que resulta en la activacién del receptor (Couvineau & Laburthe,
2012b; Laburthe & Couvineau, 2002; Laburthe et al., 2007). Esta regién de contacto
sigue siendo desconocida, ya que no se ha determinado ninguna estructura completa
de los GPCRs de la familia B. Sin embargo, la presencia de un motivo helicoidal en la
region de N-Cap en los ligandos peptidicos afines a todos los receptores de la familia B,
incluidos VIP y PACAP, respalda que la conformacion plegada del N-Cap se forma
durante la unién al receptor y constituye un elemento clave en la activacion de esta

familia de GPCRs (Neumann et al., 2008; Piper et al., 2022)
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El receptor VPAC1
En 1992, a partir de tejido pulmonar de rata, fue aislado el receptor para VIP y PACAP

de tipo | (VPACI) (Ishihara et al., 1992). Este receptor en humanos se encuentra
codificado en el cromosoma 3 p22.1. Se trata de un gen de alta complejidad, ya que
presenta 13 exones que codifican una proteina de 51 kDa. Esto provoca la presencia de
diferentes variantes de expresidon (Langer et al,
2022). Por ejemplo, se ha identificado una variante
con una eliminacién de los exones 10 y 11 por
procesos de splicing del RNA mensajero. Esto produce
un receptor con 88 aminodcidos restantes y 5
dominios transmembrana identificado en células
mononucleares de sangre periférica y en lineas
celulares tumorales humanas como HuT-78 y
Colo205. Aunque se expresa en la superficie celular,

esta variante presenta alteraciones para la

sefializacidon intracelular, ya que no interacciona
( ) correctamente con la subunidad Gas (Bokaei et al.,

En cuanto a la regulacién de su expresién, el gen
i - del receptor VPACI se encuentra regulado por sitios
Figura 10. Representacion
de unién de factores de transcripcion como Runx2,

Sox2, Ctcf o Ahr (Lachmann et al., 2010). Ademaés,

estructural del receptor VPACI.

presenta metilaciones en una isla CpG de su promotor, por lo que su regulacién se
encuentra también sometida a mecanismos epigenéticos (Mohammad Nezhady et al.,
2020).

VPACI une con una afinidad similar VIP y PACAP, ademdas de reconocer otros
péptidos estructuralmente relacionados como la secretina o PHM (Dickson et al., 2006).
En cuanto a su distribucién, se encuentra altamente expresado en zonas del sistema
nervioso central como el cortex o el hipocampo (Ishihara et al., 1992; Usdin et al., 1994)
asi como en otros érganos inervados por neuronas VIP-érgicas como el corazdn,
pulmon, intestino, higado o Utero (Bajo et al., 2000; Ishihara et al., 1992). También se
ha caracterizado su expresién en diferentes tipos celulares del sistema inmune como
linfocitos, granulocitos, monocitos o macréfagos (Carrién et al., 2016; Delgado & Ganea,
2000a, 2000b; Gomariz et al., 2006; Leceta et al.,, 1996; Villanueva-Romero et al,,
2019) y en células del microambiente articular como sinoviocitos fibroblasticos,
osteoblastos y osteoclastos (Juarranz et al., 2008; Lerner & Persson, 2008; Lundberg et
al., 2000; Shi et al., 2020).
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Aunque los GPCR han sido clasicamente definidos como receptores localizados en la
membrana plasmatica, actualmente se sabe que tienen capacidad para sefializar
desde otros compartimentos celulares como endosomas, reticulo endopldsmico o el
ntcleo (Mohammad Nezhady et al., 2020). En el afio 2010 se describidé por primera vez
la presencia del receptor VPACI en el nGcleo de células de tejido mamario humanas,
describiendo la presencia de una secuencia NLS (Nuclear localization sequence) en el
extremo C-terminal del receptor (Barbarin et al., 2014; Valdehita et al., 2010; Yu et al.,
2017). También se ha descrito la presencia de procesos de palmitoilacién de una de las
cisteinas del extremo N-terminal que podria derivar en la internalizacion del receptory

su traslocacién a otros compartimentos celulares (Barbarin et al., 2014; Yu et al., 2017).

El receptor VPAC2
El receptor para VIP y PACAP de tipo Il o VPAC2 fue identificado por primera vez en

1993 (Lutz et al., 1993). Este receptor se encuentra codificado en humanos en el
cromosoma 7936.3 y consta de 13 exones y 12 intrones que
codifican una proteina de 49 kDa. Debido a su complejidad, se
han identificado diferentes variantes del receptor. Un ejemplo
es la identificada en linfocitos humanos caracterizada por la
pérdida del exdn 11 (Langer et al., 2022), variante que puede
unir VIP de forma normal pero presenta una disminucién en la
sefalizacion intracelular (Bokaei et al., 2006; Miller et al.,
2006).

En cuanto a la regulacion de su expresién, a nivel epigénetico
se han descrito alteraciones en el patréon de metilacion de las
islas CpG en pacientes de cancer colorrectal y en menores con
trastornos de déficit de atencién (Vega-Benedetti et al., 2020;
Wilmot et al., 2016).

La afinidad de VIP por VPAC?2 es ligeramente inferior a la de \' N~ :
VPACI, uniéndose con la misma afinidad las dos isoformas de
PACAP. Ademas, también reconoce otros péptidos de la Figura 11. Representacion
familia estructuralmente relacionados como la helodermina,  estructural del receptor VPAC2
aunque a diferencia de VPACI, la secretina presenta una

escasa afinidad para este receptor (Dickson et al., 2006).

En lo relativo a su distribucién, de nuevo se encuentra altamente expresado en zonas
del sistema nervioso central cémo el tdlamo, medula espinal dorsal, ganglios raquideos
y el ntcleo supraquiasmatico (Lutz et al., 1993). Estd implicado en procesos de control

de ritmos circadianos y en el desarrollo cerebral, habiéndose descrito una asociacién
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entre microduplicaciones del gen de VPAC2 y el desarrollo de trastornos del espectro
autista o esquizofrenia (Ago et al., 2021; Firouzabadi et al., 2017; Vacic et al., 2011). En
cuanto a tejidos periféricos, se ha descrito su expresién en numerosos érganos como el
estdbmago, pancreas, Gtero o pulmén (Bajo et al., 2000; Busto et al., 2000; Usdin et al.,
1994). También se ha caracterizado su presencia en tipos celulares como sinoviocitos
fibroblasticos (Juarranz et al., 2008) o en células del sistema inmune como linfocitos o

macréfagos (Carrion et al., 2016; Gomariz et al., 1994a; Gomariz et al., 1994b).

Vias de seiializacion de los receptores de VIP

El principal mecanismo de sefializacién de los GPCRs tiene lugar mediante proteinas
G heterotriméticas, compuestas por tres subunidades denominadas a, By y. Estas
subunidades, en humanos, incluyen 16 tipos diferentes de Gas, 5 G y 13 Gy, que,
combindndose entre si, pueden dar lugar a una gran variedad de complejos de

proteinas G.

En estado basal, cuando no hay interacciéon ligando-receptor, el trimero se encuentra
unido a una molécula de GDP. Tras la unién del ligando al receptor, se modifica la
conformacion de sus hélices transmembrana y permite que el receptor se una a la
subunidad Ga de la proteina G que contiene GDP. La unién del GPCR a la proteina G
induce un cambio de conformacién que provoca el intercambio de GDP por una
molécula de GTP. Como resultado de este intercambio se produce la hidrélisis del
trimero, dando lugar a la unidad Ga unida a GTP y al heterodimero GBy. Ambos
sefializan de manera independiente. La subunidad Ga se agrupa en 4 grupos

principales:

e Subgrupo Gas, sefializan a través de AMPc

e Subgrupo Gai/o, disminuyen los niveles de AMPc

e Subgrupo Gag/11, modulan la actividad de la fosfolipasa C (PLC)
e Subgrupo Gal2/13, sefializan a través de Rho-GTPasas

La senalizacion de las proteinas G finaliza tras la hidrélisis del GTP asociado a la
subunidad Ga. Como consecuencia, se produce un cambio conformacional que
favorece la reorganizacién de la proteina heterotrimérica basal a partir de la unién de

la subunidad Ga-GDP a un heterodimero Gy basal (Lu et al., 2022; Smith et al., 2018)

VPACI y VPAC2 se acoplan principalmente al subgrupo de Gas, lo que conduce a la
activaciéon de la adenilato ciclasa, enzima que cataliza la formacion de AMPc a partir
de ATP (Figura 12). La acumulacién celular de este compuesto promueve la activacién
de la proteina quinasa A (PKA) (Vaudry et al., 2009). La PKA puede activar el factor de

transcripciéon CREB o diferentes subfamilias de MAPK que activan vias de sefializacion
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candnica. Concretamente la via AMPc/PKA/ERK estimula proliferacion de células
neuroendocrinas (Alleaume et al.,, 2003; Gutiérrez-Canas et al., 2005; Le Pechon-
Vallee et al., 2000) asi como una inhibicién de la caspasa 3 y un aumento del factor
Bcl-2, promoviendo la supervivencia celular (Blechman & Levkowitz, 2013; Seaborn et
al., 2011; Vaudry et al., 2009). La activacién de PKA producida por VIP es la principal
responsable de sus funciones antiinflamatorias, ya que modula factores de
transcripciéon como AP-10 IRF que estan implicados en aumentar los niveles de citocinas
proinflamatorias (Gonzalez-Rey et al., 2007). Por otro lado, la subunidad GBy puede
interaccionar con diferentes proteinas, como Ras que activa a ERK (Alleaume et al.,

2003; Crespo et al., 1994; Maier et al., 1999).

Los receptores de VIP también pueden sefializar a través del incremento del Ca®

intracelular a través de la activacién de las subunidades Gai/o 6 Gag. Aunque esta via
de sefalizacién es menos frecuente que la mediada por AMPc (Dickson et al., 2006;
Tasma et al., 2022), el incremento en el Ca® es destacable debido a su importancia
fisioldgica (Dickson et al., 2006). La PLC se activa a través de la apertura de canales de
Ca? en un proceso en el que estd implicado el heterodimero Gy, catalizando la
reaccién de hidrélisis del fosfatidilinositol difosfato (PIP2) en inositol trifosfato (IP3) y
diacilglicerol (DAG). El incremento en IP3 aumenta la concentracion de Ca? intracelular
a través de la activacion de los canales de calcio del reticulo endoplasmatico, mientras
que el DAG activa la proteina quinasa C (PKC), mediando la activaciéon de otras

quinasas (MacKenzie et al., 2001).

En este sentido, se ha descrito la modulacién de numerosas vias candnicas de
sefalizacidon por parte de los receptores de VIP como la via JAK-STAT (Delgado &
Ganea, 20000), la sefializacién por NF-kB (Delgado et al., 1999) o la vias implicadas en
el proceso de diferenciacion osteogénica o condrogénica Wnt/Catenina, Hedgehog o
las BMPs (Juhasz et al., 2015; Shi et al., 2020).

Los GPCR, estan sometidos a una regulacién mediada por proteinas quinasas de los
GPCRs (GRK). La fosforilacién del receptor por las GRK provoca que aumente su
afinidad por la B-arrestina, bloqueando la capacidad del receptor de interactuar con
proteinas G. Ademads, como resultado de esta unidn, los receptores experimentan un
proceso de endocitosis mediada por clatrina, mediante el cual pueden ser reciclados de
nuevo a la membrana plasmatica (Moore et al., 2007; Sexton et al., 2009). Por otro
lado, las proteinas modificadoras de la actividad del receptor (RAMPs) son una familia
de tres proteinas transmembrana (RAMP1, 2 y 3) que heterodimerizan con los GPCRs
modificando su trafico, sefalizacién y farmacologia. En este sentido, se ha descrito la

interaccién de los 3 subtipos de RAMP con los receptores VPACI (Sexton et al., 2006) y
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VPAC2 (Wootten et al., 2013), ademas de un ligero aumento de IP3 para el heterodimero
VPACI-RAMP2 y un desplazamiento leve de la EC50 en el acoplamiento de Ga;en el

caso de la interaccion de VAPC2 con la interaccion de los 3 subtipos de RAMP.
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Figura 12. Principales vias de sefalizacion de los receptores VPAC1 y VPAC2
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Acciones biologicas de VIP

La presencia de VIP en el microambiente celular, como ya hemos mencionado
previamente, tiene tres origenes: i. terminaciones nerviosas ii. células del sistema
inmune iii. células endocrinas. Por ello, los estudios realizados con modelos murinos
knockout de VIP para estudiar las consecuencias de la ausencia de este péptido son
numerosos. Estos modelos presentan fenotipos con alteraciones en los ritmos
circadianos (Colwell et al., 2003), la respuesta inflamatoria (Abad et al., 2012; Wu et
al., 2015) y el metabolismo (Martin et al., 2010). De este modo, actualmente se conoce
su actividad reguladora autocrina y paracrina de la produccién y secreciéon de
mediadores como citocinas, hormonas o neurotransmisores (Figura 13) (Delgado &
Ganea, 2013).
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Tras la identificacion de VIP como un neuropéptido, se realizaron los primeros
estudios sobre su implicacién en el sistema nervioso central. Asi, se ha descrito que VIP
parece actuar como un factor de crecimiento durante la etapa embrionaria,
promoviendo el desarrollo cerebral y del sistema nervioso central (Gressens et al., 1993;
Cressens et al, 1994), aumentando la supervivencia neuronal y regulando el
metabolismo del glucégeno en el cértex cerebral (Sherwood et al., 2000). En relacion
con el sistema digestivo, las acciones de VIP han sido ampliamente estudiadas,
demostrando que aumenta la proliferacion de las células epiteliales en los 6rganos que
lo componen (Yusta et al., 2012); incrementa la secrecién e inhibe la absorcion del
liquido luminal (Eklund et al., 1980); relaja el musculo liso, estando implicado en los
reflejos de distension intestinal (Sohn et al., 2014), y favorece la liberacién de enzimas
pancredticas (lto et al., 2000). También se han estudiado sus funciones en otros
sistemas, como el circulatorio, donde regula la contraccién cardiaca y produce una
vasoconstriccion sistémica (Henning & Sawmiller, 2001); el sistema endocrino,
estimulando la secrecién de insulina y glucagdn (Sanlioglu et al., 2012), o el sistema
respiratorio, donde presenta un efecto broncodilatador (Delgado et al., 2004) y aparece
implicado en la relajacion de las vias respiratorias y el musculo liso asociado al tejido
pulmonar. Todos estos efectos son un claro indicador de su pleiotropismo, al estar

implicado en un gran abanico de actividades fisiolégicas.

No obstante, los efectos observados de este neuropéptido estan condicionados por el
modelo animal, tipo celular o patologia de estudio, indicando que el papel esencial de
VIP es contribuir al mantenimiento de la homeostasis (Delgado & Ganea, 2013; Gomariz
et al., 2006; Gomariz et al., 2001). En lo relativo al sistema inmune, el éxito de su
actividad reside en conseguir un balance entre las citocinas y quimiocinas mediadoras
de la inmunidad innata y adaptativa. Es de resaltar que, entre otras funciones, el
mecanismo de accion de VIP es la regulacién de la producciéon de dichos mediadores
inmunolégicos. Resumir los efectos de VIP sobre cada citocina es complejo debido a
que, tal y como se ha indicado, su accidn final depende del modelo de estudio empleado.
De forma general, podemos concluir que el efecto de VIP es inhibir la produccion de
citocinas y quimiocinas proinflamatorias y estimular la produccién de IL-4 o IL-10 para
fomentar un escenario antiinflamatorio (Arranz et al., 2008b; Delgado & Ganea, 2013;
Gomariz et al., 2010).
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Sistema Endocrino

Regula ritmos circadianos Incrementa secreccion de insulina y

Relajacion del misculo liso glucacén
Aumenta la supervivencia neuronal Aumenta el flujo sanguineo en la
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Regula la contraccion cardiaca
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Broncodilatacién
Proliferacion del epitelio bronquial

Figura 13. Principales acciones biologicas de VIP.

Efectos sobre la inmunidad innata

En macréfagos y células dendriticas se ha descrito la capacidad de VIP para inhibir
la produccion de TNF-a, IL-6 o IL-12, mientras que en la microglia, suprime la respuesta
inflamatoria frente al péptido B-amiloide (Ganea et al., 2015; Martinez et al., 2020). En
cuanto a la modulacién de los receptores tipo toll (TLR) por parte de VIP, esta accidon
fue descrita por primera vez en el modelo murino de colitis aguda inducida con TNBS,
donde inhibe la expresién de TLR2 y TLR4 (Gomariz et al., 2005). Ademds, en la linea
celular macrofégica RAW264.7 y en macréfagos murinos o monocitos estimulados con
lipopolisacarido (LPS), VIP reduce la expresion de TLR4 (Arranz et al., 2006; Arranz et
al., 2008b; Foster et al., 2007; Jiang et al., 2012). En las células dendriticas, VIP induce
los perfiles tolerogénicos de este tipo celular, a través de un aumento de IL-10 y una
reduccion de moléculas estimuladoras como CD40 o CD8O, dificultando el proceso de
presentacion antigénica y, por lo tanto, favoreciendo que los linfocitos T CD4 adquieran

un perfil regulador (Delgado & Ganea, 2013).

En los Ultimos afios se ha descrito un nuevo tipo celular de la inmunidad innata de
enorme interés fisiolégico y terapéutico. Son células sin un receptor de antigeno de

superficie identificado que reflejan cierto paralelismo fisiolégico con los linfocitos T
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colaboradores ya que producen una gran variedad de citocinas caracteristicas de
dichos linfocitos. A estas células se las ha denominado células linfoides innatas o ILCs.
(Spits & Cupedo, 2012). Segun la produccién de citocinas, esos tipos celulares se pueden

clasificar en tres grandes grupos (Tabla 1) (Zhang et al., 2023) :

Paralelismo con

Citocinas Factor de transcripcion

) ) subpoblaciones de
producidas asociado ) .
linfocitos T colaboradores

IFN-y y TNF-a T-bet Thi

IL-5 e IL-13 GATA3 Th2

L-22 e IL-17 RORyt Thi7

Tabla 1. Caracteristicas de las subpoblaciones celulares de ILCs

En este sentido, en células ILC de tipo 2 aisladas de intestino de ratén tratadas con
VIP se ha descrito un aumento de la secrecion de IL-5, citocina relacionada con el
reclutamiento de eosinéfilos (Nussbaum et al., 2013). Ademads, VIP también potencia el
reclutamiento y activacién de las ILC2 e ILC3 en intestino, proporcionando proteccion

frente a patégenos entéricos (Pascal et al., 2022; Yu et al., 2021).

Efectos sobre la inmunidad adquirida

La inmunidad adaptativa es el segundo mecanismo activado en la respuesta inmune.
En ella participan mudltiples células y procesos sistémicos altamente especializados
dirigidos a eliminar el patégeno especifico. Entre estas células se encuentran los
linfocitos T CD4, células especializadas en la produccion de citocinas especificas para
modular la respuesta inmune. Durante el proceso inflamatorio, se activan diferentes
subpoblaciones de células T caracterizadas por la expresién de marcadores de
transcripcion especificos y la sintesis de citocinas, resultando fundamentales en el

correcto desarrollo de la respuesta inmune adaptativa (Tabla 2) (Zhu, 2018).

Citocinas Factor de transcripcion

producidas asociado
IFN-y y TNF-a
IL-5 e IL-4 GATA3
IL-22 e IL-17 RORyt

Tabla 2. Caracteristicas de los principales subtipos de los linfocitos T

La principal via de accién de VIP sobre la inmunidad adaptativa se produce mediante

la modulacién de la diferenciacion y la actividad de las diferentes subpoblaciones de
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linfocitos T CD4. Estudios realizados tanto in vitro como en modelos animales de
artritis, colitis ulcerosa, diabetes, miocarditis autoinmune, lupus o esclerosis multiple,
han demostrado que VIP reduce la expresion de las citocinas proinflamatorias propias
de los perfiles Thl y Th17, al mismo tiempo que aumenta aquellas relacionadas con los
perfiles Th2 y T regulador (Arranz et al., 2008a; Delgado, 2003; Gomariz et al., 2006;
Jimeno et al., 2012; Villanueva-Romero et al., 2018). El estudio del efecto de VIP sobre
estas citocinas, sus receptores o factores de transcripcion asociados a las diferentes
subpoblaciones de linfocitos T demuestra que la actividad del neuropéptido se centra
en mantener el equilibrio de subpoblaciones para conseguir la homeostasis inmune. Por
ejemplo, VIP disminuye la proporcion de células Th1/Th2, Th17/Treg o Th1/Treg, ejerciendo
un efecto regulador sobre el ambiente proinflamatorio, reduciendo la patogenicidad y
favoreciendo la tolerancia inmunitaria (Deng et al., 2010; Fu et al., 2019; Gomariz et al.,
2005).

No obstante, los efectos de VIP sobre la inmunidad adaptativa no solo se producen
en los linfocitos T. Estudios recientes demuestran que desempefia un papel crucial en el
mantenimiento de la homeostasis inmunitaria intestinal mediante la regulacién de los
linfocitos B reguladores y su produccién de IL-10 (Sun et al., 2019; X. Sun et al., 2020).
Estos resultados, apuntan a que VIP no solo tendria un gran potencial en un contexto
patolégico autoinmune sino también en procesos inflamatorios derivados de

condiciones como las alergias alimentarias (Zeng et al., 2019).

A

Inmunidad Innata Inmunidad Adquirida
T IL-10
{ Presentacion antigénica T 1L-10
1 Citocinas
1l TLRs proinflamatorias

- 1 Th1/Th2
T Reclutamiento T Th17/Treg
1 IL-5

Figura 14. Efectos de VIP en la inmunidad
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Efectos sobre la homeostasis dsea

Tras el primer estudio demostrando la presencia del neuropéptido SP en el tejido éseo
en 1984 (Gronblad et al., 1984), numerosas investigaciones han centrado su interés en
la deteccién de neuropéptidos, incluido VIP. En este sentido, se ha descrito la presencia
de terminaciones nerviosas que liberan VIP en el periostio y epifisis de los huesos
(Bjurholm et al., 1988b; Hohmann et al., 1986). Concretamente, VIP suele liberarse junto

con la acetilcolina en las terminaciones nerviosas colinérgicas que inervan el hueso.

El primer efecto de VIP descrito sobre la homeostasis 6ésea data de 1983, tres afios
antes del descubrimiento de fibras nerviosas VIP-érgicas en el hueso. Concretamente,
se demostré su efecto sobre calvarias de ratén, favoreciendo la liberacion de calcio
(Hohmann et al., 1983). A continuacién, numerosos estudios han demostrado la
presencia de los receptores de VIP tanto en lineas celulares de hueso humanas como
murinas (Greenfield et al., 1996; Hohmann & Tashjian, 1984; Lerner et al., 1994;
Michelangeli et al., 1989). No obstante, la expresiéon de ambos receptores sigue siendo
un objeto de estudio debido a las diferencias encontradas. Concretamente, en estudios
con osteoblastos murinos se ha descrito la expresién génica del receptor VPAC2,
mientras que VPACI podria estar inducido por la diferenciacién osteogénica (Lundberg
et al., 2001). Por otro lado, estudios realizados con RNA procedente de tejido dseo
detallan la expresidon de VPACI, mientras que VPAC2 no fue detectado (Togari et al.,
1997). En cuanto a los efectos funcionales de VIP sobre los osteoblastos, los estudios
publicados hasta el momento apuntan a su papel osteogénico, aumentando la
produccién de ALP en osteoblastos murinos cultivados in vitro (Lundberg et al., 2000).
Ademas, la deficiencia de estrégenos mediante ovariectomia en rata, un procedimiento
que resulta en la fragilidad 6seaq, influye en el sistema VIP/receptores, encontrando una
disminucién en la expresion de VIP y el VPAC2 al analizar el fémur completo de dichos
animales. Estos resultados sugieren que la extirpacion del ovario podria estar afectando
a la homeostasis 6sea a través de sefiales locales mediadas por VIP (Liu et al., 2018).
Estudios recientes también describen su efecto osteogénico en un modelo de rata,
induciendo la diferenciacidon angiogénica de las BM-MSC y al tiempo que estimulan la
reparacion ésea in vivo mediante la activacion de la via Wnt/B-catenina (Shi et al,,
2020).

Por otro lado, los estudios sobre la expresion de los receptores de VIP en osteoclastos
se limitan a modelos murinos, en los que tan solo se indica la presencia de VPACI
(Ransjé et al, 2000). En cuanto a su funcién sobre la osteoclastogénesis, se ha
demostrado una actividad inhibidora de la diferenciaciéon inducida por 1,25(0OH)2-
vitamina D3 o PTH en precursores murinos (Lundberg et al., 2000). Por Gltimo, en lo

relativo a su papel en la resorcion 6sea, aunque inicialmente se describié como un
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estimulador de la actividad osteoclastogénica en calvarias de ratén (Hohmann et al,,
1983), investigaciones posteriores han demostrado su papel osteoprotector en modelos
murinos, reduciendo la contraccién citoplasmatica, la motilidad y la actividad resortiva

de los osteoclastos diferenciados in vitro (Lundberg et al., 2000).

Ademads, se ha estudiado el efecto de VIP sobre moléculas relacionadas con la
homeostasis 6sea como RANKL y OPG. Los ensayos in vitro utilizando cultivos de células
de médula éseqa, tanto de ratén como de rata, indican que este neuropéptido
incrementa la expresion de OPG y disminuye la expresion de RANKL inducida por
1,25(OH)2-vitamina D3, resultando en un descenso de la ratio RANKL/OPG (Mukohyama
et al., 2000; Qu et al., 2021). Estos resultados han sido corroborados con cultivos de
osteoblastos murinos donde se observa un efecto similar (Persson & Lerner, 2011).
Ademads, VIP inhibe el reclutamiento de osteoclastos inducido por 1,25(OH)2-vitamina
D3, que se asocia a la regulacion elevada de OPG y a la baja modulacion de RANKL y
RANK (Sun et al., 2020). Finalmente, esta modulacién del microambiente 6seo no solo
se limitaria al sistema RANKL/OPG. Concretamente, VIP puede estimular
indirectamente a los osteoblastos para que sinteticen moléculas como LIF (factor
inhibidor de leucemia) o la prostaglandina E2, relacionadas con la inhibicién de la

resorcion 6sea a través del osteocito (Elefteriou, 2005; Greenfield et al., 1996).
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Patologias reumaticas

Las enfermedades reumaticas incluyen al conjunto de patologias médicas que
afectan al aparato locomotor, concretamente a articulaciones, tendones, musculos y al
metabolismo dseo, entre otras. Las causas de estas patologias son muy variadas, desde
un origen mecdnico degenerativo, a fenémenos inflamatorios en relaciéon con procesos
autoinmunes. Su prevalencia es considerablemente alta; en Espafia, 1 de cada 5
personas padece algln tipo de dolencia reumatica. No obstante, esta cifra aumenta

con la edad llegando hasta el 50% de la poblacién mayor de 65 afos.

Desde un abordaje sencillo, las patologias reumaticas se pueden clasificar
basdndose en la afeccion de los tejidos articulares dafiados. Una articulacion estd
formada, en esencia, por dos superficies 6seas cuyas epifisis se encuentran recubiertas
de cartilago hialino, el cual permite un deslizamiento suave entre ellas. Estas estructuras
se alojan dentro de una cavidad revestida por una fina membrana sinovial rodeada por
una cdapsula y ligamentos que proporcionan estabilidad y soporte. El sistemna musculo-
tendinoso asociado es el encargado de generar y controlar los movimientos. Las

patologias reumaticas se pueden dividir en cuatro grandes grupos (S.E.R, 2014):

e Artrosis: caracterizada por dafios en el cartilago articular debido a procesos de
degradacién, inflamacién y envejecimiento que afecta principalmente a las
articulaciones de carga como rodillas, cadera, columna y manos.

e Artritis: presenta una respuesta inflamatoria persistente localizada en el tejido
sinovial que reviste la cavidad articular y forma parte de la vaina de muchos
tendones. Este grupo representa el nicleo basico de la reumatologia, donde se
incluyen mas de 100 tipos de entidades patolégicas distintas.

e Reumatismos de partes blandas: caracterizados por una respuesta
inflamatoria frente a tendones y musculos. Se trata de un grupo heterogéneo de
patologias distinguidas por dolencias no propiamente articulares como
tendinitis, dorsalgia o bursitis.

e Enfermedades metabdlicas 6seas: cuyo érgano diana es el hueso. Dentro de
este grupo se incluyen, entre otras, la osteoporosis, la osteomalacia o la

enfermedad de Paget.

Artritis reumatoide

La artritis reumatoide (AR) es una enfermedad autoinmune caracterizada por una
inflamacion sistémica crénica que afecta principalmente a las articulaciones sinoviales.
Inicialmente se describié como una patologia asociada a la inflamacién, dafio articular

y a un aumento en la disfuncionalidad. No obstante, actualmente se entiende como un
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sindrome muy amplio en el que se incluye el aumento de otras morbilidades como

neuropatias o riesgo de cancer (Firestein, 2014; Firestein & Mclnnes, 2017).

Esta patologia debuta principalmente en manos, munecas y pies, donde la progresion
de la enfermedad provoca deformidades y afecta gravemente a la funcionalidad de la
articulaciéon. Su inicio, denominado como etapa pre-clinica, se caracteriza por la
propagaciéon de una autoinmunidad asintomatica que incrementa los mediadores
proinflamatorios a nivel sistémico. Por ello, los sintomas de esta primera etapa son leves
mientras que van aumentando los niveles de autoanticuerpos anti-inmunoglobulinas G
(conocidos como factor reumatoide) y frente a péptidos citrulinados. Finalmente,
debido a los procesos de autoinmunidad e inflamacién localizados en la membrana
sinovial, se produce dolor, hinchazén y rigidez articular, evolucionando a una AR
temprana que, en estadios muy avanzados, puede dar lugar a la AR crénica o

establecida (Smolen et al., 2018).

La predisposicion genética desempefia un papel clave en esta patologia, en la que
los familiares de primer grado de pacientes con AR tienen un riesgo de dos a cinco
veces mayor de desarrollarla (Hemminki et al., 2009; S.E.R, 2014). Se han asociado
multiples alelos con un mayor riesgo de AR. La evidencia mds soélida respalda el papel
del gen que codifica HLA-DRBI, perteneciente al complejo principal de
histocompatibilidad y, en particular, una secuencia clave de cinco aminodcidos
conocida como epitopo compartido (Gregersen et al., 1987; van der Helm-van Mil et al.,
2006). Estudios de asociacion del genoma completo a gran escala (GWAS) han
identificado numerosos mecanismos genéticos y loci asociados con la AR como es el
caso del gen del receptor RANK, TNFRSFITA (Ishigaki et al., 2022). Estudios recientes han
identificado polimorfismos de un solo nucleétido (SNPs) localizados en los genes del
sistema de regulacion RANK/RANKL/OPG con una asociacion significativa a la densidad
mineral 6sea y marcadores de severidad de la patologia (Pei et al., 2025; Triguero-

Martinez et al., 2024).

El proceso inflamatorio que tiene lugar en la AR es complejo debido a su cardcter
dindmico. Durante su desarrollo numerosos mediadores, tanto moleculares como
celulares, participan en los diferentes estadios patolégicos, siendo las citocinas unas de
sus protagonistas. De hecho, terapias basadas en la inhibicion de citocinas clave como

IL-6 o TNF-a cuentan con un gran éxito clinico (Smolen et al., 2023).

Las células del sistema inmune, tanto innato como adaptativo, cumplen un
importante papel en la progresion de la AR. Entre ellas se encuentran los linfocitos By
Thl, Th2 y Th17 (Salnikova et al., 2024). Los monocitos y macréfagos residentes en la

articulacién sinovial también participan en el desarrollo de esta patologia (Morell et al.,

59



2017). Ademads, las células dendriticas, los neutréfilos, los mastocitos y algunas células
inmunorreguladoras, como los linfocitos T reguladores (Treg), forman parte de la
compleja red que mantiene la inflamacién crénica (Mishra et al., 2021). A esto se suman
los sinoviocitos fibroblasticos (FLS), que constituyen el principal componente celular
residente de la membrana sinovial y que, al adquirir un fenotipo alterado, contribuyen
al mantenimiento y cronicidad de la AR. De modo que en su conjunto, todas estas
células estimulan la sintesis de moduladores locales de la inflamacién, como citocinas,

quimiocinas y sus respectivos receptores (Choi et al., 2016).

Los monocitos representan un tipo celular de especial importancia por su implicacion
en la iniciacién, mantenimiento y amplificacién de la inflamacién en la articulacién
sinovial. La migracién de monocitos desde la circulaciéon hacia la membrana sinovial se
encuentra facilitada por los receptores de quimiocinas presentes en los monocitos CD14"
y CDI16". Dichos receptores interactan con sus ligandos correspondientes, liberados por
los FLS (Li et al., 2008). Ciertas metaloproteasas y otros productos liberados por los FLS,
tales como el GM-CSF, el TNF-a y la IL-1B también promueven la migracién de
monocitos (Choi et al., 2016). Posteriormente, estos monocitos presentan una mayor
expresion de receptores de quimiocinas y antigenos en su superficie celular, como CD14,
CD16, TLRs, HLA-DR, y las integrinas B1 y B2. Por altimo, fomentan y propagan el
microambiente inflamatorio al secretar citocinas como TNF-q, IL-18 e IL-6 (Wolf et al.,
2019).

En funcién del nivel de expresion de los marcadores de superficie CD14 y CD16, se
pueden diferenciar tres subpoblaciones de monocitos: clasicos (CD14™ CDI167),
intermedios (CD14™ CDI16") y no clasicos (CD14" CD16™). El nimero de monocitos
intermedios es muy elevado en la sangre periférica y en la sinovia de pacientes con AR,
ademds de aumentar con el desarrollo de la patologia (Chara et al., 2015). Este tipo
celular secreta TNF-a, IL-18 e IL-6 en grandes cantidades favoreciendo el ambiente
inflamatorio de la articulaciéon (Sorensen et al., 2022). Ademads, la diferenciacion de los
monocitos intermedios da lugar a subconjuntos de monocitos inflamatorios y
macréfagos con fenotipo M1 proinflamatorio. Ademas de su papel en la inflamacién, los
monocitos intermedios conducen a la activaciéon directa y expansion de los linfocitos
Th17 en las articulaciones sinoviales inflamadas. Los monocitos cldsicos ademads de
producir TNF-a, IL-1B, IL-6 e IL-10 en altas concentraciones (Sorensen et al., 2022; Wolf
et al., 2019), pueden sufrir una diferenciacién hacia monocitos intermedios, macréfagos
inflamatorios y osteoclastos en las regiones de inflamacion (Salnikova et al., 2024). Los
monocitos clasicos, por su lado, también contribuyen a la erosién ésea, fomentando la
inflamacion sinovial y ademas funcionan como células fagociticas. De hecho, el

subconjunto de monocitos CD167, representan a los progenitores osteoclasticos
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circulantes que sufrirdn el proceso de osteoclastogéneis (Komano et al., 2006). Por ello,
los monocitos clasicos son considerados cémo los predecesores circulantes de los
osteoclastos en la AR erosiva. Todos estos hallazgos han inducido a considerar que los
niveles de monocitos cldsicos e intermedios puedan ser utilizados como wun
biomarcador asociado a severidad y respuesta a tratamientos en pacientes con AR
(Chara et al., 2015).

La osteopenia periarticular y la erosion 6sea adyacente a la proliferacién de tejido
sinovial inflamatorio en las articulaciones sinoviales, son dos de los eventos mas
destructivos observados en pacientes con AR de alta actividad (Salnikova et al., 2024).
Los monocitos precursores de osteoclastos migran de forma continua hacia la sinovia
inflamada vy, junto con los macréfagos residentes se diferencian en osteoclastos,
especialmente en fases activas de la enfermedad y en presencia de erosién 6sea
(Komano et al., 2006). Ademas, estos monocitos aumentan la expresion del receptor
RANK en su superficie e interactian con su ligando RANKL, que es expresado
principalmente por los FLS, osteoblastos y linfocitos T activados. Por dltimo, los
monocitos de pacientes con AR muestran una mayor expresion del receptor
coestimulador asociado a osteoclastos (OSCAR), el cual, al interactuar con los ligandos
colageno tipo Il y tipo | presentes en el cartilago articular inflamado, favorece aln mas

la osteoclastogénesis y la resorcion ésea (Salnikova et al., 2024).

Los linfocitos Th17 también desempefian un papel clave en el desarrollo de la
osteoclastogénesis, ya que estimulan la expresiéon de RANKL por parte de los FLS y
células mesenquimales (Kim et al., 2015; Kotake et al., 2017; Lee et al., 2013). Ademads,
la produccion de IL-17, junto con TNF-a, IL-1B e IL-6, puede amplificar aln mads este

proceso (Salnikova et al., 2024).

Eje VIP receptores en las patologias reumaticas

Los primeros trabajos que describieron el papel protector y potencialmente
terapéutico de VIP en las patologias reumaticas fueron publicados en 2001. En un
modelo murino de artritis inducida por colageno (CIA), la administracién de VIP, tanto
de forma diaria como en dias alternos, conferia proteccién frente a un cuadro clinico
grave. Ademads, los ratones que recibieron una Unica dosis de VIP mostraron una
reduccidn significativa en la severidad de la enfermedad. Estos efectos beneficiosos de
VIP fueron relacionados con la regulacién del balance de las poblaciones de linfocitos
Thl y Th2, la reducciéon de mediadores proinflamatorios como TNF-a, IL-1-B e IL-6, vy la
disminucién de la expresion de MMP-2, implicada en la destruccion de la matriz
extracelular (Delgado et al., 2001). Posteriormente, también en el modelo murino de

CIA, se corrobord la capacidad de este neuropéptido para reducir los niveles de
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citocinas proinflamatorias, asi como la expresién de mediadores asociados a la
destruccion éseaq, entre los que destaca RANKL (Juarranz et al., 2005). Asimismo, el
tratamiento con VIP promovia el aumento de factores antinflamatorios y asociados a
la proteccion articular a través del bloqueo de las rutas de sefializacion de NF-kB y AP-
1 (Juarranz et al., 2005) .

Los efectos de VIP han sido también corroborados en el modelo de CIA en ratas,
demostrando un efecto antinflamatorio a través de la regulacién de las poblaciones de
linfocitos Thl, Th2, Th17 y Treg, asi como la modulacién de mediadores de la erosién 6sea
(Deng et al., 2010). Ademas, en este modelo también se ha descrito un efecto inhibidor
de VIP sobre la actividad erosiva de osteoclastos y se ha estudiado su implicacién en la
restauracién de la funciéon inmunosupresora de los monocitos reguladores a través de
la induccién de IL-10 (Guan et al., 2019; Muschter et al., 2015).

Los resultados obtenidos en modelos animales han permitido el avance en el estudio
de la accidn moduladora VIP sobre los diferentes tipos celulares involucrados en
patologias reumaticas como la AR y la artrosis. Los primeros trabajos in vitro con
células humanas revelaron que VIP disminuia la expresion de los factores
proinflamatorios IL-6, CXCL8 y CCL6 en FLS tanto de pacientes con AR como con
artrosis (Juarranz et al., 2004; Juarranz et al., 2008). Estos efectos se encuentran
mediados por la regulacién de la actividad inmunomoduladora de los receptores TLR2
y TLR4, que experimentan una reduccién en su expresion y funciéon (Arranz et al., 2008a;
Gutiérrez-Carias et al., 2006) También en estas células se ha descrito la capacidad del
neuropéptido para regular sensores de RNA como TLR3 y TLR7, asi como las helicasas
RIG-1 y MDAS5, a través de la inhibicion de la translocacion al nicleo de los factores de
transcripcién NF-kB y AP-1, lo que conlleva una reduccion de la expresion de IFN-B y de
mediadores proinflamatorios (Carrién et al., 2011). Asimismo, en presencia de estimulos
inflamatorios, VIP induce en estas células sinoviales una disminucién de la expresion de
IL-22, IL-23, IL-12 y del receptor de IL-17 (Carrién et al., 2014; Carrién et al., 2013).
Ademas, el tratamiento con VIP de FLS de artrosis sometidos a estimulos inflamatorios,
reduce la expresion de enzimas de destruccién de matriz como las ADAMTS
(Desintegrina y metaloproteinasa con motivos trombospondina), la serin protesasa uPA
o las metaloproteinasas MMP-9 y MMP-13 (Pérez-Garcia et al., 2016). Por tltimo, el
andlisis protedmico de co-culivos de FLS y condrocitos de artrosis ha revelado la
capacidad de VIP para reducir proteinas relacionadas con el proceso inflamatorio, con
la activacién del sistema de complemento y con la destrucciéon de la matriz articular
(Pérez-Garcia et al., 2021).
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Respecto a los receptores de VIP, se ha descrito su expresion diferencial asociada a
patologias musculoesqueléticas. El receptor VPAC2 es el mayoritariamente expresado
en FLS de AR mientras que VPACI es predominante en los FLS de artrosis. No obstante,
la expresion de VPAC2 en estos Gltimos puede ser inducida tras el tratamiento con TNF-
a, sugiriendo una modulacion de la expresion de los receptores de VIP a través del

microambiente inflamatorio (Juarranz et al., 2008).

En lo relativo a la actividad de VIP sobre los macréfagos humanos, se corroboran los
resultados generados en otros tipos celulares. Asi, son numerosas las investigaciones
que identifican el papel del neuropéptido como inhibidor de la sintesis de factores
proinflamatorios (Ganea & Delgado, 2001; Gonzalez-Rey & Delgado, 2008). Ademas, en
linea con lo observado en FLS, VIP disminuye la expresiéon de TLR2 y TRL4 reduciendo la
respuesta inflamatoria inducida por LPS (Arranz et al., 2008b; Foster et al., 2007). Por
otra parte, en estudios in vitro sobre macréfagos humanos con un perfil M1 (similar al
identificado en AR), se ha demostrado que VIP reduce significativamente la expresion
de IL-6, IL-12 y TNF-a. Asimismo, la presencia de VIP durante el proceso de polarizacion
de dichas células reduce la expresion de marcadores asociados al perfil M1 y aumenta
los asociados al M2, fenotipo relacionado con un perfil antinflamatorio (Carrién et al.,
2016). En lo relativo a la expresidén de los receptores VPAC1 y VPAC2 en monocitos, se
ha descrito la expresiéon de ambos receptores. No obstante, se ha observado una mayor
expresion de VPACI en aquellos monocitos polarizados in vitro hacia un perfil
proinflamatorio, asi como una disminucién de VPACI y VPAC2 durante el proceso de

diferenciaciéon a macréfagos (Carrién et al., 2016).

En cuanto a la actividad del neuropéptido sobre los linfocitos en la AR, se ha
demostrado que VIP reduce significativamente la produccion de moléculas
proinflamatorias como TNF-q, IL-6, CCL2 y CXCL8, promoviendo ademds la sintesis de
citocinas antinflamatorias relacionadas con la respuesta Th2 (Gutierrez-Caras et al.,
2008). En los linfocitos Th17, VIP reduce el perfil patogénico durante su activacion,
favoreciendo la proliferaciéon hacia el perfil Th17 no patogénico (Jimeno et al., 2015q;
Jimeno et al., 2015b). Ademads, en linfocitos Th naive VIP reduce la expresion de IFN-y e
IL-23, demostrando su papel en la modulacién de la plasticidad Th17/1 (Villanueva-
Romero et al., 2022). Por otro lado, durante la progresién de la AR, se sabe que el
porcentaje de células Th senescentes aumenta, estando correlacionado con el
incremento de mediadores de degradacién ésea. En este sentido, VIP atenta el perfil
senescente en células Th procedentes de donantes (Villanueva-Romero et al., 2020).
Ademas, se ha descrito una regulacion dindmica de los receptores de VIP en linfocitos
Th, tanto en donantes sanos como en pacientes con AR. La expresion génica de VPACI

no se altera durante la activacion de este tipo celular, aunque su localizacion cambia
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de la membrana plasmatica a la envoltura nuclear. Sin embargo, la expresion del
receptor VPAC2 se ve incrementada durante la activacién, sin que se hayan observado
cambios en su localizacién celular (Villanueva-Romero et al., 2019). Estos resultados
demuestran que la expresién de estos receptores es dindmica, tanto en procesos
fisiologicos como patoldgicos, y podria estar relacionada con el papel

inmunomodulador de VIP.

Finalmente, todos estos estudios han proporcionado las bases para la exploracion
clinica del eje VIP/receptores en distintas patologias reumaticas, incluyendo la AR, la
artrosis y la espondiloartritis. Asi se ha descrito su papel como un potencial
biomarcador de prondstico en estas patologias. En primer lugar, se ha observado que
niveles bajos de VIP en suero, tanto de pacientes de artritis de reciente comienzo como
de espondiloartritis, se correlacionan con un peor pronéstico de la enfermedad (Seoane
et al., 2015) asi como con un mayor requerimiento de la intensidad en el tratamiento
(Martinez et al., 2014). De hecho, se ha descrito una combinacién de genotipos
asociados a las concentraciones séricas de VIP bajas que correlaciona con una mayor
intensidad en el tratamiento de pacientes con AR (Seoane et al., 2018). Por otro lado,
estudios longitudinales relativos a la expresion génica de los receptores de VIP en
PBMCs de pacientes de AR han demostrado la existencia de una regulacién dindmica
de este sistema. Concretamente, tras una estratificacion de los pacientes, se ha
observado una correlacion negativa entre los indices de actividad de esta patologia y
los niveles de IL-6 con la expresion génica de VPACI (Seoane et al., 2016). Dada la
implicacion del sistema VIP/receptores en patologias donde existe un escenario de
autoinmunidad, recientemente ha sido publicado un estudio en el que se identifica una
firma de miRNAs asociados a la expresion tanto de VIP como de VPAC2 en pacientes
con diferentes patologias inflamatorias inmunomediadas, lo que sugiere su potencial en

clinica (Lamana et al., 2022).
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Hipotesis y Objetivos

VIP destaca entre los diferentes neuropéptidos implicados en las interacciones que
aseguran la coordinacion funcional entre las células del tejido 6seo. Tanto en estudios
in vivo con modelos animales, como in vitro con células murinas, VIP ha demostrado
efectos osteoprotectores al inhibir la osteoclastogénesis y favorecer la diferenciacién
osteobldastica. Asimismo, este neuropéptido juega un papel relevante en enfermedades
inflamatorias y autoinmunes, gracias a sus propiedades antiinflamatorias y a su

capacidad inmunomoduladora.
Por todo lo expuesto anteriormente, formulamos la siguiente hipétesis:

El eje VIP/receptores actia como un modulador osteoprotector del metabolismo
6seo humano, limitando la resorcion ésea al tiempo que favorece la osteogénesis.
Su accion contribuye a restaurar el equilibrio alterado entre osteoclastos y
osteoblastos en condiciones patolégicas, regulando la funciéon coordinadora de los

osteocitos.

Para la validacion de la hipétesis nos planteamos desarrollar los siguientes objetivos:

1. Caracterizar la expresion de VIP y sus receptores VPAC1 y VPAC2 durante la
diferenciacion in vitro de osteoclastos, osteoblastos y osteocitos humanos.

2. Analizar el efecto inhibidor de VIP en la osteoclastogénesis humana,
evaluando su influencia en la actividad resortiva.

3. Valorar el efecto de VIP sobre la diferenciacion y funcionalidad de
osteoblastos, asi como su implicacién en la produccion de mediadores que
regulan biologia de los osteoclastos.

4. Estudiar el efecto de VIP sobre el proceso de diferenciacion in vitro de
osteocitos humanos y la repercusion en su fisiologia.

5. Dilucidar el papel de VIP en las interacciones entre las células del tejido éseo
mediante la utilizacion de triple co-cultivo de osteoblastos junto con
osteocitos y osteoclastos en diferenciacion.

6. Determinarla posible relacion entre los niveles séricos de VIP y los mediadores

implicados en el remodelado 6seo en el contexto de la artritis reumatoide.
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Abstract: We aimed to evaluate the direct action of VIP on crucial molecules involved in human
osteoclast differentiation and function. We also investigated the relationship between VIP serum
levels and bone remodeling mediators in early arthritis patients. The expression of VIP receptors and
osteoclast gene markers in monocytes and in vitro differentiated osteoclasts was studied by real-time
PCR. NFATc1 activity was measured using a TransAM® kit. Osteoclastogenesis was confirmed
by quantification of tartrate-resistant acid phosphatase positive multinucleated cells. OsteoAssay®
Surface Multiple Well Plate was used to evaluate bone-resorbing activity. The ring-shaped actin
cytoskeleton and the VPAC1 and VPAC2 expression were analyzed by immunofluorescence. We de-
scribed the presence of VIP receptors in monocytes and mature osteoclasts. Osteoclasts that formed
in the presence of VIP showed a decreased expression of osteoclast differentiation gene markers
and proteolytic enzymes involved in bone resorption. VIP reduced the resorption activity and
decreased both 33 integrin expression and actin ring formation. Elevated serum VIP levels in early
arthritis patients were associated with lower BMD loss and higher serum OPG concentration. These
results demonstrate that VIP exerts an anti-osteoclastogenic action impairing both differentiation and
resorption activity mainly through the negative regulation of NFATc1, evidencing its bone-protective
effects in humans.

Keywords: VIP; arthritis; osteoclastogenesis; bone erosion; osteoclast; ov33 integrin; actin
cytoskeleton; NFATc1

1. Introduction

Bone remodeling maintains skeletal integrity thanks to the coordinated activity of
osteoclasts and osteoblasts. Therefore, when the activity of these cells is uncoupled, the
physiological balance between bone resorption and formation is altered, with patholog-
ical repercussions on bone tissue [1,2]. Such is the case of rheumatoid arthritis (RA), an
inflammatory autoimmune disease characterized by a chronic inflammation of the di-
arthrodial joints and articular bone erosions, mainly attributed to the hyperactivation of
osteoclasts [3,4].

Osteoclasts are large multinucleated cells resulting from the fusion and differentiation
of mononuclear precursors, found in bone marrow as well as in the monocyte fraction
of peripheral blood, through a process known as osteoclastogenesis [5]. The resorptive
activity of mature osteoclasts is initiated with their adhesion to bone matrix. This process is
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mediated by av (33 transmembrane integrins and strongly determined by the reorganization
of the actin cytoskeleton into a peripheral ring that interacts with integrins to form a sealing
zone around the resorption compartment [6,7].

The driving force of osteoclastogenesis is the interaction of the receptor activator of
NF-kB ligand (RANKL) with its specific receptor RANK on osteoclast precursors in the
presence of macrophage colony-stimulating factor (M-CSF) which expands the osteoclast
cellular precursor pool [8,9]. The RANKL signaling pathway finally induces the expression
and activation of NFATc1, recognized as the master transcription factor in the regulation
of osteoclast differentiation [10]. NFATc1 translocates into the nucleus where it targets
numerous osteoclast-specific genes encoding for proteins and enzymes involved in cell
differentiation and fusion, such as the dendritic cell-specific transmembrane protein (DC-
STAMP), as well as in resorptive function, including tartrate-resistant acid phosphatase
(TRAP), integrin (33, cathepsin K (CTSK) and matrix metalloproteinase 9 (MMP9) [11-13].
In addition to the RANK/RANKL pair, there is a third molecule considered a key player
in the orchestration of osteoclastogenesis. Osteoprotegerin (OPG) is a soluble decoy
receptor for RANKL that prevents its interaction with RANK, thereby blocking osteoclast
differentiation. Accordingly, the balance between RANKL and OPG is critical in regulating
the extent to which osteoclastogenesis occurs [14]. In joints affected by RA, the presence
of proinflammatory cytokines and autoantibodies along with an increased RANKL/OPG
ratio provides a pro-osteoclastogenic microenvironment that enhances the differentiation
of bone-resorbing osteoclasts [15-17]. In fact, systemic inflammation in RA patients has
been linked to loss of bone mineral density (BMD) and increased risk of fractures [18,19].
In this regard, disease remission has been shown to be associated with maintenance of
BMD, whereas active disease is accompanied by higher radiological damage and lower
BMD [20-22].

A growing body of knowledge demonstrates that bone remodeling is not only modu-
lated by inflammatory mediators and systemic hormones, but also by nervous system in a
complex network of neuro-immuno-osteogenic interactions [23-25]. In this sense, several
neuropeptides detected in the joint microenvironment, including the vasoactive intestinal
peptide (VIP), have been proven to elicit modulatory actions on the osteoclastogenic pro-
cess [26-30]. VIP is a 28 amino acid peptide found in the peripheral and central nervous
system that is also expressed by immune and endocrine cells, exerting its biological actions
through two specific receptors, VPAC1 and VPAC2 [31,32]. Many studies have demon-
strated its potent anti-inflammatory and immunomodulatory properties both in RA animal
models and in human ex vivo studies [33]. Moreover, serum VIP levels have been recently
identified as a potential prognostic biomarker in early arthritis, as patients with low base-
line levels have a poorer clinical course and thus require more intensive treatment [34,35].
VIP treatment has been evidenced to reduce bone erosion in the collagen-induced mouse
model of arthritis (CIA) by modulating the synthesis of several osteoclastogenic factors
as well as by lowering the RANKL/OPG ratio [36,37]. Furthermore, in vitro studies on
rat and mouse osteoclasts have evidenced a direct inhibitory effect of VIP on their differ-
entiation, activation and resorptive function [28-30,38]. However, there is still a lack of
studies assessing the impact of VIP on the osteoclastogenic potential of human osteoclast
progenitors and on their resorptive activity.

In the present study we aimed to examine if the anti-osteoclastogenic effects of VIP
described in animal models are also replicated in human cells by analyzing its direct action
on crucial molecules and cellular structures involved in human osteoclast differentiation
and function. Additionally, we investigated whether there is a relationship between serum
levels of VIP and mediators involved in bone remodeling in early arthritis patients. The
results of this study will contribute to elucidate the molecular mechanisms likely to be
impaired by VIP in human osteoclast biology and to perform a preliminary clinical transla-
tional approach to evaluate its potential involvement in modulating bone homeostasis in
RA patients.
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2. Materials and Methods
2.1. Study Population

Peripheral blood samples from 12 healthy donors were obtained from the Transfusion
Center of the Community of Madrid (CAM, Spain). The study was performed according
to the recommendations of the Declaration of Helsinki and was approved by the Ethics
Committees of the Transfusion Center of CAM. Following the Spanish Personal Data
Protection law, the patients” demographic information was confidential. All donors signed
an informed consent form before sampling.

To address the study of the impact of VIP on bone metabolism in patients with early
arthritis, we used the following variables recorded in the Princesa Early Arthritis Register
Longitudinal (PEARL) study database: total RANKL serum concentrations, OPG and
VIP serum levels and the variation in bone mineral density during the first two years of
follow-up. PEARL study includes patients referred to the Early Arthritis Clinic at the
Hospital Universitario La Princesa, Madrid, Spain. To be referred to the clinic, patients
must have had one or more swollen joints for at least 4 weeks and symptoms for less than a
year. Patients with other specific causes of arthritis were excluded. The register’s protocol
included five visits during a follow-up period of two years. Baseline blood samples were
collected before treatment prescription. At each visit, sociodemographic, clinical and
laboratory test data were collected and entered into an electronic database. A more detailed
description of the PEARL protocol has been published previously [39].

The Instituto de Investigacion Sanitaria La Princesa Research Ethics Committee re-
viewed and approved the protocol of PEARL study (PI-518), and all experiments were
performed in accordance with the guidelines and regulations of this committee. All patients
signed an informed consent form before data were included in the register, and biological
samples were stored at the local Biobank.

2.2. Isolation of PBMCs and Cell Culture

Peripheral blood samples from healthy donors were collected and PBMCs were
isolated by Ficoll-Hypaque density gradient (Rafer, Madrid, Spain). For monocyte isolation
by adherence, PBMCs were plated at 5 x 10° cells/cm? in 6-, 24- or 48-well plates and
allowed to adhere overnight at 37 °C and 5% CO, in x-MEM Glutamax (Gibco, Thermo
Fisher Scientific, Madrid, Spain) supplemented with 10% FBS (Gibco, Thermo Fisher
Scientific, Madrid, Spain), 1% Penicillin/streptomycin (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA)
and 30 ng/mL M-CSF with or without 10~8 M VIP (Bachem A.G., Bubendrof, Switzerland).
Non-adherent cells were removed and monocytes were cultured for 14 days in x-MEM
Glutamax supplemented with 10% FBS and 1% Penicillin/streptomycin, at 37 °C in a
humidified atmosphere containing 10 ng/mL M-CSF, 1 ng/mL RANKL and 5 ng/mL
TGEFB-1 (Peprotech, East Windsor, NJ, USA) in the presence or absence of 10~8 M VIP.

2.3. Quantification of Tartrate-Resistant Acid Phosphatse Positive (TRAP+) Stained Osteoclast

After 14 days of culture, to confirm osteoclastogenesis, cells were fixed and stained
using the Leukocyte acid Phosphatase Kit (Sigma-Aldrich) following the manufacturer’s
protocol. Assays were made in triplicate; TRAP positive and multinucleated cells (>3
nuclei) were counted as osteoclasts under a bright field microscope using FIJI-Image ]
Software 1.52p version.

2.4. Resorption Assay

To evaluate bone-resorbing activity in osteoclast-like cells, cells were seeded on
OsteoAssay® Surface Multiple Well Plate (Corning, Sigma-Aldrich) under the experimental
conditions described above. After 14 days of culture, wells were stained by Von Kossa
staining, thus the intact bone matrix was stained in black color whereas the resorption area
of osteoclast was visualized in white. Assays were made in triplicate; resorption areas were
quantified using FIJI-Image ] software 1.52p version.
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2.5. Real-Time PCR Analysis

Total RNA from cells under osteoclast differentiation conditions for 14 days was
extracted using TriReagent method (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA). RNA quantity
and purity were measured on a NanoDrop® and 2 pug was used for cDNA synthesis using
a High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA).
Real-time PCR analyses for all target genes (NFATC1, DCSTAMP, TNFRSF11A, CALCR,
ACP5, CTSK, MMP9, ITGAV and ITGB3) and one house keeping gene (GADPH) were
performed using TagMan Gene Expression Master Mix (Applied Biosystem, Thermo Fisher
Scientific), with manufacturer-predesigned primers. VIP receptors (VIPR1 and VIPR2) were
tested by semiquantitative RT-PCR using Real-time Ready Assay probes from the Universal
Probe Library (Roche Life Science, Barcelona, Spain). Amplification was performed in a
LightCycler® 480 Instrument II (Roche Life Science). Assays were made in triplicate, and
results were normalized according to the expression levels of GADPH.

2.6. Transcription Factor Activity Assay (TransAM)

The activity of NFATc1 was assessed on 3 pg nuclear extracts using the TransAM™
NFATc1 Transcription Factor Assay Kit (Active Motif, Carlsbad, USA), according to manu-
facturer’s instructions. A Nuclear Extract Kit (Active Motif) was used for nuclear extract
preparation, and the protein content was measured with a QuantiProTM BCA Assay Kit
(Sigma-Aldrich). The results (OD 450/655 nm) were reported as a percentage increase over
control cells.

Time-course experiment to evaluate the best time of NFATc1 activation following
1ng/mL RANKL stimulation was performed, including 6, 12 and 24 h. According to the
results obtained, a stimulation time of 12 h was selected.

2.7. Inmunofluorescence Microscopy

Visualization of actin ring, VPAC1 and VPAC2 expression was analyzed by immunoflu-
orescence. Cells were seeded on 12 mm coverslips coated with poly-L-Lysine under dif-
ferent experimental conditions and after 14 days were fixed and permeabilized. After
rehydration and blocking, actin was stained with 5 U/mL Atto 645N-Phalloidin. For
VPAC1 and VPAC2 detection coverslips were incubated with rabbit polyclonal antihuman
VPACT antibody (1:100, Thermo Fisher Scientific, Madrid, Spain) and mouse monoclonal
antihuman VPAC2 (1:50, Abnova, Fisher Scientific, Madrid, Spain) for 1 h at RT. After
washing, Alexa Fluor 488 donkey antirabbit IgG and Alexa Fluor 594 goat antimouse IgG
(1:500, Invitrogen, Thermo Fisher Scientific) were used as secondary antibodies (1 h at RT).
Nuclei staining was performed with 1 mg/mL Hoechst (Sigma-Aldrich). Fluorescence was
examined using Leica SP-8 LIGHTNING confocal microscope (Leica DM IRE2; objective,
63x; Leica Microsystems, L'Hospitalet de Llobregat, Spain). Negative controls were per-
formed in the absence of anti-VPAC1 and anti-VPAC2 antibodies. Images were analyzed
by FIJI-Image] software.

2.8. Statistical Analysis and New Variables

Additional variables were defined to elucidate the role of VIP in bone metabolism. We
define a coded variable based on the serum concentration of VIP. VIP levels were considered
to be low when the concentration was below the 25th percentile of its concentration in
the PEARL population (383 pg/mL) and high when the concentration was over the 75th
percentile (513 pg/mL).

The data were analyzed using STATA15 (StataCorp LP, College Station, TX, USA) and
GraphPad Prism 8.0 software (GraphPad Software, San Diego, CA, USA). Non-parametric
variables were analyzed using the Mann-Whitney U test or Kruskal-Wallis and Dunn’s as
a post-hoc test. p-values less than 0.05 were considered significant (* p < 0.05; ** p < 0.01;
***p <0.001).
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3. Results
3.1. VPAC1 and VPAC2 Receptors Are Expressed by Both Human Monocytes and In Vitro
Differentiated Osteoclasts

Since the primary hypothesis underlying our study was the existence of a direct effect
of VIP on human osteoclastogenesis and osteoclast function, we decided first to map the
expression of VIP receptors in human osteoclast precursors isolated from both healthy
donors and early arthritis patients, and in the respective mature osteoclast differentiated
in vitro. To determine the expression pattern of VIP receptors in the different cell types,
mRNA levels of VIP receptors, VPAC1 and VPAC2, were analyzed by real-time PCR.

VPACI and VPAC2 gene expression was detected in both monocytes and in vitro
differentiated osteoclasts. The results showed a generalized reduction in the expression
of VIP receptors genes in mature osteoclast. VPACI expression was significantly higher
(p = 0.041) in monocytes from healthy donors compared with mature osteoclasts (Figure 1A)
whereas in early arthritis patients a significant down-regulation of both receptors (VPACI
and VAPC2) was observed after osteoclastogenesis (p = 0.001 and p = 0.002, respectively)
(Figure 1B).
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Figure 1. VPAC1 and VPAC2 expression in monocytes and in vitro differentiated osteoclasts. VPACI and VPAC2 mRNA
expression levels in monocytes and in differentiated osteoclasts (OC) from 5 healthy donors (A) and 5 early arthritis

patients (B) was determined by real-time PCR. Results are expressed as relative mRNA expression (relative to GAPDH

levels). The means + SEM of triplicate determinations are shown. Mann-Whitney U test was performed (** p < 0.01). (C)

Immunofluorescence analysis on in vitro differentiated osteoclasts from healthy donors using specific antibodies for VPAC1
(Alexa Fluor 488, green) and VPAC2 (Alexa Fluor 594, red). Nuclei were counterstained with Hoechst (blue). Florescence
was examined on a Leica SP8 LIGHTNING confocal microscopy.

To confirm the protein expression of VIP receptors in human osteoclasts, immunoflu-
orescence and confocal microscopy detection techniques were performed. The images
confirmed the data obtained in the mRNA analysis, showing the presence of both receptors,
VPACI (green) and VPAC2 (red), in in vitro differentiated osteoclasts (Figure 1C).

All together these results indicate that VPAC1 and VPAC2 are present in both hu-
man monocytes and in vitro differentiated osteoclasts showing no differential expression
between RA patients and healthy donors.
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3.2. VIP Limits the In Vitro Osteoclast Differentiation

Once confirmed that VPAC1 and VPAC2 receptors exhibit a similar expression pattern
in osteoclasts derived from healthy donors and early arthritis patients, we next elucidated
whether VIP was able to affect the differentiation process. To this end, differentiating
osteoclasts were exposed to VIP and after 14 days of in vitro culture, mature osteoclasts
were quantified considering TRAP-positive multinucleated cells with three or more nuclei.
Results revealed a significant decrease in the number of osteoclasts per cm? (p = 0.030)
when differentiated in the presence of VIP (Figure 2).
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Figure 2. Effect of VIP on osteoclast differentiation. After 14 days of in vitro differentiation osteoclasts were TRAP stained
and Hematoxylin was used to visualize the nuclei. TRAP+ cells with 3 or more nuclei were counted. (A) Effect of VIP on

mature osteoclast number. (B) Photomicrographs of the effect of VIP on osteoclast formation. Osteoclasts are indicated with

black arrows. The means + SEM of triplicate determinations of 12 independent experiments are shown. Mann-Whitney U

test was performed (* p < 0.05).

3.3. Osteoclast Specific Gene Markers Are Negatively Regulated by VIP

Considering the inhibitory action of VIP on osteoclastogenesis reported above, and
given that MCSF and RANKL are necessary and enough to induce osteoclast differentiation,
we first analyzed whether the presence of VIP during in vitro differentiation modulates
the expression of their receptors, cFms and RANK, respectively.

Real-time PCR analyses revealed that the coding gene for cFms (CSF1R) was signifi-
cantly down-regulated after differentiation (p < 0.001) whereas the expression of TNFRS11A,
the gene encoding for RANKL, was significantly up-regulated (p = 0.031). No significant
effects of VIP in either gene were found (Figure 3A).
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Figure 3. VIP down-regulates the expression of osteoclast-specific markers. CSFIR, TNFRS11A (A) and NFTACI (B) mRNA
expression levels in monocytes and differentiated osteoclasts in absence (OC) or presence of VIP 10~8 M (OC+VIP) was

determined by real-time PCR. (C) Activation and nuclear translocation of NFATc1 after 12 h of stimulation with 1 ng/mL
RANKL (control) or RANKL and VIP 10~8 M (VIP). NFATc1 activation was measured in nuclear extracts by TransAM.
Results were reported as a percentage increase over control stimulation. (D) DCSTAMP mRNA expression in monocytes
and differentiated osteoclasts in absence (OC) or presence of VIP 10~8 M (OC+VIP). Real-time PCR results are expressed as
relative mRNA expression (relative to GAPDH levels). The means & SEM of triplicate determinations of 6 independent

experiments are shown. Mann-Whitney U test and Kruskal-Wallis using Dunn’s post hoc test was performed (* p < 0.05;

**p <0.01).

To further explore the molecular mechanisms potentially involved in the anti-osteoclast
ogenic activity of VIP, we then characterized the mRNA expression profiles of NFATC1
and DCSTAMP, two osteoclast specific gene markers, in osteoclasts differentiated in the
presence or absence of VIP. Concerning NFATCI, results showed a significant decrease in
its relative expression in the osteoclasts differentiated in the presence of VIP (p = 0.038)
(Figure 3B). Given that NFATc1 is considered a master transcription regulator of RANKL-
induced differentiation, we next evaluated if the reduction in its expression was also
accompanied by a functional change. We studied the activation and nuclear translocation
of NFATc1 after 12 h of stimulation with RANKL in presence or absence of VIP. There was
a significant decrease of NFTAc1 activation (p = 0.002) when the stimulation occurred in
presence of the neuropeptide (Figure 3C). Finally, when we studied the expression of DC-
STAMP, the results revealed that VIP significantly down-regulates DCSTAMP expression
(p = 0.020) in mature osteoclasts (Figure 3D).

3.4. Osteoclast Resorptive Activity In Vitro Is Impaired in the Presence of VIP

In relation to the possible effect of VIP on the resorbing activity, differentiating osteo-
clasts grown on OsteoAssay® surface were exposed or not to VIP during the 14 days of
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Figure 4. Osteoclast resorptive activity in vitro is decreased by VIP. After 14 days of in vitro differentiation on OsteoAssay
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culture and the relative resorption area was evaluated. A significant decrease of resorp-
tion area was detected when osteoclasts were differentiated in presence of VIP (p = 0.014)
(Figure 4A,B)
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Surface Multiple Well Plate in presence or absence of VIP 10~8 M, wells were stained by Von Kossa staining and resorption
area was quantified. (A) Effect of VIP on resorption area generated by mature osteoclast. Results are presented as percentages
relative to the control (mature osteoclasts). (B) Photomicrographs of resorption areas formed by osteoclasts differentiated
in the absence (control) or presence of VIP (VIP). (C) CTSK, MMP9 and ACP5 mRNA expression levels in differentiated
osteoclasts in absence (OC) or presence of VIP 10~8 M (OC+VIP) was determined by real-time PCR. Results are expressed

as relative mRNA expression (relative to GAPDH levels). The means £ SEM of triplicate determinations of 12 independent

experiments are shown. Mann-Whitney U test was performed (* p < 0.05).

To evaluate the molecular mechanisms mediating the inhibitory effect of VIP on os-
teoclast resorptive activity, we further analyzed whether the gene expression of molecules
involved in bone resorption, including CTSK, MMP9 and TRAP, were modulated in os-
teoclasts differentiated in the presence of VIP. The results showed that VIP significantly
down-regulates the mRNA levels of these three genes: CTSK, MMP9 and ACP5 (p = 0.042,
p =0.035 and p = 0.022, respectively) (Figure 4C).

3.5. The Formation of the Bone Resorption Lacuna Is Interfered by VIP

The formation of the resorption lacuna is dependent on ov33 integrin interactions
as well as on changes in actin cytoskeleton of osteoclast, thus we next characterized their
ex-pression in human osteoclasts differentiated in presence or absence of VIP.

Although no differences in the gene expression of «v subunit (ITGAV) were found, 33
subunit (ITGB3) transcripts levels tend to decrease when the osteoclastogenesis occurs in
presence of VIP (p = 0.158) (Figure 5A).
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Figure 5. VIP interferes with the formation of the bone resorption lacuna. (A) Gene expression of «v33 integrin subunits
ITGAV and ITGB3 in differentiated osteoclasts in absence (OC) or presence of VIP 10~8 M (OC+VIP) was determined by
real-time PCR. Results are expressed as relative mRNA expression (relative to GAPDH levels). The means £ SEM of triplicate
determinations of 6 independent experiments are shown. Mann-Whitney U test was performed. (B) Photomicrographs of

the effect of VIP on the ring-shaped actin cytoskeleton in differentiating osteoclast. Detection of F-actin was performed

using Atto 645N-Phalloidin staining (red), nuclei were counterstained with Hoechst. Florescence was examined on a Leica
SP8 LIGHTNING confocal microscopy.

In addition, to elucidate the effect of VIP on the actin ring formation, immunodetection
and confocal microscopy techniques were performed. Our results evidenced that VIP
treatment during osteoclast differentiation also affects the reorganization of the ring-shaped
actin cytoskeleton, where disorganized actin structures were observed (Figure 5B).

3.6. VIP Serum Levels Influences Bone Metabolism in Early Arthritis Patients

Next, in light of our in vitro results, we aimed to assess whether there is a relationship
between endogenous VIP levels and osteoclast resorption in RA patients. To this end, we
evaluated the serum levels of molecules implicated in resorptive activity in early arthritis
patients with high and low serum VIP levels.

In addition, we studied whether the serum levels of certain key molecules in bone
metabolism could be related to baseline serum VIP levels in patients with early arthritis.
Results revealed a trend towards a decrease in serum RANKL levels (p = 0.27) as well as a
significant increase in OPG concentration in those patients with higher serum VIP levels
(p = 0.04) (Figure 6A,B).
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Figure 6. High serum VIP levels reduce bone metabolism markers in patients with early arthritis. Serum concentration
of total RANKL (A) and OPG (B) in early arthritis patients with low (<p25) and high serum (>p75) VIP levels. Data are
represented as the interquartile range (p75 upper edge of the box, p25 lower edge, p50 midline), as well as the p90 (line

above the box), p10 (line below the box) and dots represents outliers. Mann-Whitney U test was performed. (C) Association

between serum VIP levels and bone mineral density (BMD) variation from lumbar spine for two years follow-up in early

arthritis patients. Data are shown as the mean value of BMD variation for early arthritis patients with low and high serum

VIP levels adjusted for the other variables included in the multivariate analysis and the 95% confidence interval. Dotted line
indicates no change in lumbar spine BMD (* p < 0.05; ** p < 0.005).

Finally, to further explore the potential connection between VIP and bone integrity
in patients with RA, we studied the effect of serum VIP levels on bone mineral density
(BMD) variation after two years follow-up in RA patients. In view of theconfounding
factors that could influence BMD variation, we performed a multivariate regression model
with the next criteria: BMD variation as dependent variable, Body Mass Index (BMI) and
the intersection between age of disease onset and sex as independent confounding factors,
and VIP serum levels as independent variable. After adjustment for these confounders,
our statistical analysis showed that having high serum VIP concentration was significantly
associated (p = 0.004) with a lower BMD lost (Figure 6C).

4. Discussion

The imbalance between bone resorption and formation results in an excessive de-
struction of bone in rheumatic joints. In fact, an increased osteoclast differentiation and
resorptive activity is recognized as a characteristic feature of RA [1,40,41]. Osteoclastogen-
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esis is a multistep process controlled by complex neuro-immune-osteogenic interactions
mediated by systemic hormones, local cytokines and neuropeptides. Among them, VIP
has been proven to act as a negative regulator of differentiation and resorptive activity
of rat and mouse osteoclasts [28-30,38], demonstrating a protective action on bone de-
struction in experimentally-induced arthritis [36,37]. However, the role of VIP in human
osteoclastogenesis remains unexplored. To our knowledge, here we investigated for the
first time the effect of VIP in human osteoclast formation and activity, corroborating its
inhibitory action and unraveling the underlying molecular mechanisms and signaling
pathways involved. Furthermore, we found a connection between serum levels of VIP
and key regulators of osteoclastogenesis in early arthritis patients that corresponds with
its bone-protective effects described in the CIA model [36,37], suggesting that VIP may
contribute to improving bone homeostasis in these patients.

Our findings evidence the presence of VPAC1 and VPAC2 receptors in human os-
teoclast precursors and mature osteoclast differentiated in vitro, in accordance with those
previously described in mouse and rat bone marrow-derived osteoclasts [28,38,42,43]. We
also found that VIP receptor transcripts levels were reduced at the end of the differentiation
process, showing an expression pattern consistent with that recently described in the differ-
entiation of mouse pre-osteoclasts from bone marrow-derived macrophages [38]. These
results are also in accordance with the lesser expression of VIP receptors in the human
monocyte to macrophage differentiation in vitro [44], suggesting that the myeloid cell
differentiation process would entail a reduction in the expression of VPAC1 and VPAC2.
However, further studies are needed to determine the functional implications of these
changes in the expression pattern of VIP receptors.

When we examined the modulatory action of VIP on the in vitro differentiation of
human osteoclasts, a significant decrease in the number of mature osteoclasts formed was
observed, in agreement with that previously reported in studies on murine models [29,38].
The molecular mechanism potentially involved in this inhibitory action showed that VIP
does not affect the gene expression of receptors for M-CSF and RANKL, two critical
cytokines for inducing the differentiation process [8,45]. Given that the expression of
RANKL receptor is dependent on signals induced by M-CSF [46], not finding a VIP effect
on the cell-surface receptor c-Fms could explain the lack of change in transcripts for RANK.
Conversely, in osteoclasts formed in the presence of VIP, we detected a decrease in the
expression levels of NFTAC1 and DCSTAMP genes, identified as markers of osteoclast
differentiation [8]. In this regard, the VIP-induced reduction of NFATc1 transcription
factor is particularly noteworthy given that it is recognized as the master regulator of
osteoclast formation and function [47]. As NFkB and c-Fos are upstream of NFATc1 [48],
and VIP has been shown to prevent the NFkB and AP-1 nuclear translocation [49], this
might be involved in the decreased expression of NFATc1 reported. Indeed, Qu et al.
have recently reported that VIP treatment suppresses the NF«B signaling pathway in
RANKTL-induced rat osteoclast formation [30]. Moreover, our findings proved that VIP also
inhibits the RANKL-induced activation and nuclear translocation of NFATc1, consistent
with the reduced transcriptional activity of NFAT isoform c3 (NFATc3) described in primary
pulmonary artery smooth muscle cells after VIP treatment [50]. Indeed, we further reported
the down-regulation of the NFATcl-regulated DCSTAMP gene in the presence of VIP. DC-
STAMP is a protein critical for mononuclear osteoclast fusion [51], therefore a reduction in its
expression could validate the decrease of mature osteoclast number observed when precursors
were exposed to VIP. Taken together, our results suggest that VID, rather than affecting the early
steps of MCSF/RANKL-mediated osteoclastogenesis, exerts its modulatory action downstream
of this signaling pathway by negatively regulating NFATc1 expression and activation.

This promising anti-osteoclastogenic potential of VIP was reinforced by functional
studies of in vitro resorption assay. Osteoclasts generated in the presence of VIP displayed
a reduced matrix resorption activity, in accordance with previous findings in rat osteo-
clasts [28,30,52]. In addition, we found a decrease in the mRNA levels of proteolytic
enzymes involved in osteoclast resorption, including CTSK, MMP9, and TRAP, three medi-
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ators regulated by NFATc1 [53-56]. A protease-signaling network has been suggested to
explain their regulation. MMP9 is produced as a latent pro-enzyme, thus requiring removal
of a prodomain which can be elicited by CTSK in the resorption lacuna. In turn, CTSK
is endocytosed along with bone breakdown products into the osteoclast to finally fuse
with TRAP-containing vesicles. This allows TRAP to be cleaved and activated by CTSK in
the transcytotic vesicles where it will complete the degradation of organic components of
bone [57,58]. Thus, the lesser expression of these three enzymes observed in the presence
of VIP is likely to have an impact on the resorptive activity of osteoclasts which could be
also explained by the negative modulation of NFATcl. Additionally, and in agreement with
our results, it had already been described that VIP-signaling induces a reduction in MMP9
expression in rodent models of colitis and lung damage [59,60] as well as in fibroblastic
synoviocytes from patients with osteoarthritis [61].

Adhesion of osteoclasts to the bone matrix and cell migration, both processes medi-
ated by the membrane integrin «v[33, are essential initial steps for bone resorption [7,62].
Subsequently, reorganization of the actin cytoskeleton into a peripheral ring that also
involves integrins takes place in podosomes, forming a sealing zone which isolates the
resorption lacuna from the environment [6,63]. Interestingly, our results showed that osteo-
clast differentiation in the presence of VIP influences integrin expression as well as actin
ring formation. We detected a clear trend in the reduction of integrin 33 subunit mRNA
level, which is concordant with our findings since the ITGB3 gene is a direct target of the
VIP-negatively regulated NFATc1 transcription factor [64]. Although there are no previous
data regarding the impact of VIP on actin ring formation, Lundberg et al. reported that
VIP reduces the number of pits in rat osteoclast cultures by inducing a rapid cytoplasmic
contraction and reduced motility, both effects attributable to an altered actin cytoskeleton
reorganization [28]. Therefore, results related to osteoclast activity suggest that VIP impairs
bone resorption by down-regulating proteolytic enzymes and by disrupting two vital
molecular mechanisms underlying the creation of a functional resorption lacuna, i.e., v 33
integrin-dependent interactions and changes in actin filament organization.

Given that osteoclasts derived from early arthritis patients express VPAC receptors
and VIP opposes the osteoclastogenic effects of M-CSF and RANKL and reduces bone
resorption in vitro, we hypothesized that the VIP/VPAC receptors axis, through the action
of endogenous VIP, may be involved in bone function. As a first approach to test our
translational hypothesis, and considering that VIP-induced decrease of the RANKL/OPG
has been involved in its protective effect on bone destruction in the CIA model [36], we
analyzed their serum levels in early arthritis patients clustered according to VIP serum
levels. Patients with high VIP levels showed a lower concentration of RANKL which,
although not statistically significant, is noteworthy as significantly increased levels of OPG
were also found, thus resulting in a decrease in the RANKL/OPG ratio. Interestingly, an
analogous reduction of the RANKL/OPG balance associated with a decrease in osteoclast
activity has been shown to be induced by VIP in vitamin D-stimulated osteoclastogenesis
in mouse marrow cultures [29] as well as in rat osteoclasts [30]. Moreover, we further
found that early arthritis patients with elevated serum VIP levels exhibit lower BMD
loss, a clinical marker for bone strength that has been associated with joint damage in
RA [19,21,22]. Consequently, our data would imply that VIP might dampen the osteoclastic
component in RA pathogenesis by modulating the RANKL/OPG ratio in favor of OPG.
These findings would agree with recent studies showing that serum VIP levels can be
used as a prognostic biomarker in early arthritis given that, although no differences in
serum neuropeptide levels between patients and healthy donors have been reported, those
patients with low baseline levels have a poorer clinical course [34,35].

In summary, our results from the differentiation of human osteoclasts in vitro in the
presence of VIP indicate that its direct anti-osteoclastogenic effect is present in human
cells, impairing both differentiation and resorption activity, mainly through the negative
regulation of NFATc1. In addition, our findings on the relationship between serum levels of
VIP and bone metabolism markers in early arthritis patients are in line with our hypothesis
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about bone-protective effects of VIP in humans, and also point out that in addition to
exerting a direct inhibitory effect on osteoclasts, this neuropeptide seems to regulate
the RANK/RANKL/OPG system. Therefore, although other molecular mechanisms
underlying the VIP anti-osteoclastogenic effects need to be explored, our present results
could contribute to establishing the basis to validate the potential of VIP in the improvement
of bone homeostasis in RA patients.
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Abstract

Several neuropeptides present in bone tissues, produced by nerve fibers and
bone cells, have been reported to play a role in regulating the fine-tuning of
osteoblast and osteoclast functions to maintain bone homeostasis. This study
aims to characterize the influence of the neuropeptide vasoactive intestinal
peptide (VIP) on the differentiation process of human mesenchymal stem cells
(MSCs) into osteoblasts and on their anabolic function. We describe the
mRNA and protein expression profile of VIP and its receptors in MSCs as they
differentiate into osteoblasts, suggesting the presence of an autocrine signaling
pathway in these cells. Our findings reveal that VIP enhances the expression
of early osteoblast markers in MSCs under osteogenic differentiation and
favors both bone matrix formation and proper cytoskeletal reorganization.
Finally, our data suggest that VIP could be exerting a direct modulatory role
on the osteoblast to osteoclast signaling by downregulating the receptor activa-
tor of nuclear factor-kB ligand/osteoprotegerin ratio. These results highlight
the potential of VIP as an osteoinductive differentiation factor, emerging as a

key molecule in the maintenance of human bone homeostasis.
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between osteoclastic resorption and osteoblastic osteo-
genesis. The fine-tuning of this system is essential for the

Physiological bone remodeling and bone homeostasis
depend to a large extent on the dynamic coupling
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proper maintenance of the skeleton and for fracture heal-
ing." Therefore, when such a fine equilibrium is patho-
logically disrupted in favor of bone erosion, homeostasis
is compromised. In some pathological conditions, such as
osteoporosis, resorption exceeds formation, compromis-
ing bone integrity. In others, resorption occurs
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autonomously without direct association with subsequent
bone formation, leading to focal bone loss, as observed in
rheumatoid arthritis (RA).>*

Osteoblasts are cuboidal shaped cells responsible for
bone matrix synthesis and mineralization mostly located
on active bone-forming surfaces. These cells arise from
the sequential commitment of undifferentiated mesen-
chymal stem cells (MSCs) to the osteoblastic linage.*
Upon osteoblastic commitment, preosteoblasts undergo
proliferation, exit the cell cycle and initiate an early dif-
ferentiation to immature osteoblasts, characterized by the
secretion of bone matrix proteins.” The maturation of
extracellular matrix is followed by calcium deposition
that depends on the expression of alkaline phosphatase
(ALP) by phenotypically mature osteoblasts, thus mediat-
ing the extracellular matrix mineralization.® Therefore,
the osteoblastogenic process actually involves a tightly
organized sequence of biochemical events controlled by
numerous signals. Among them, the transcription factor
Runx2 is recognized as a key molecular switch in osteo-
blast differentiation, being essential for both the attenua-
tion of osteoblast growth and the activation of genes
encoding major osteoid proteins, such as type I collagen.
In turn, this osteoblast master regulator is modulated by
different upstream signaling pathways, including the
Wnt/B-catenin system.” Moreover, cell adhesion dynam-
ics and structural changes in F-actin networks are impor-
tant events during osteoblastogenesis.® Differentiating
osteoblasts adhere to the extracellular matrix through
focal adhesion complexes involving vinculin, which plays
a key role in the dynamic of these molecular complexes.’
When MSCs undergo osteogenic differentiation, the actin
cytoskeleton becomes more diffuse, and the distribution
of focal adhesions changes.® This cytoskeletal rearrange-
ment is accompanied by changes in cell morphology and
cytoskeletal tension, which are suggested to ultimately
regulate the spatiotemporal genetic program that governs
osteoblast commitment and maturation.'®"!

Multilayered control of MSCs osteodifferentiation is
in accordance with the crucial role of osteoblasts in the
maintenance of bone homeostasis. In fact, normal bone
metabolism relies on the balance between its osteogenic
activity and osteoclast-mediated osteolysis, being further
orchestrated by a variety of autocrine and paracrine fac-
tors ranging from systemic hormones to local osteotropic
cytokines and growth factors.'*'* One of the main cross-
talking pathways between osteoblast and osteoclast is the
receptor activator of nuclear factor-kB ligand/
osteoprotegerin (RANKL/OPG) system. RANKL, mainly
produced by osteoblasts, binds to its receptor RANK on
osteoclast precursors and stimulates their differentiation,
activity, and survival. This osteoclastogenic signaling can
in turn be blocked by OPG, a decoy receptor for RANKL
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also secreted by osteoblasts.'*'* Besides, several lines of
evidence indicate that neuropeptides released from skele-
tal nerve fibers, and in some cases, by bone cells, are like-
wise involved in the complex network of signals
regulating bone homeostasis.' ™'

The vasoactive intestinal peptide (VIP) is a ubiquitous
neuropeptide expressed in both the peripheral and cen-
tral nervous system as well as in immune and endocrine
cells. The presence of VIP-immunoreactive nerve fibers
has been demonstrated in bone and periosteum tissue in
several mammalian species, including humans.***' More
recently, immunohistochemistry has shown that VIP is
expressed in the subchondral bone, bone marrow cavi-
ties, and bone cells of patients with osteoarthritis.®
According to its wide distribution, VIP exhibits pleiotro-
pic effects in physiological and pathological conditions,
which are mainly exerted through two specific G protein-
coupled receptors, VPAC1 and VPAC2. In fact, VIP has
shown potent anti-inflammatory and immunomodula-
tory properties in different inflammatory/autoimmune
contexts.”” In particular, findings from murine models of
RA and human studies have evidenced a protective
action of VIP on bone destruction, which is likely associ-
ated with a decreased RANKL/OPG ratio.”*”** Further-
more, VIP has also demonstrated anti-osteoclastogenic
effects in animal models and in human cells, impairing
both differentiation and resorption activity.>>>° How-
ever, data on human osteoblasts are very scarce and lim-
ited to describing the presence of functional VIP
receptors in human periosteum-derived osteoblastic cells
(SaM-1) and human osteosarcoma-derived cells (SaOS-2,
HOS, and MG-63).307%3

This study aims to address the research gap regarding
the influence of VIP on the differentiation process of
human MSCs to osteoblasts and on their anabolic func-
tion. We further analyze whether such potential osteo-
genic effects are accompanied by a modulation of the
osteoblast regulatory activity on osteoclastogenesis. Over-
all, our results could represent a key first step in deci-
phering the involvement of VIP in the maintenance and
restoration of human bone homeostasis, as it might play
a pivotal role in coordinating osteoblast and osteoclast
biology.

2 | MATERIALS AND METHODS

21 |
culture

Osteogenic differentiation cell

Bone marrow-human mesenchymal stem cells
(BM-hMSC) from four healthy donors (two men and two
women) belonging to different ethnicities and age ranges
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(30-50 years) were used. These cells were obtained com-
mercially from StemCell Technologies (Catalog #70071)
and are characterized for MSC specific markers and
tested for their ability to differentiate in vitro into the dif-
ferent linages. Culture wells were previously treated with
a commercial attachment solution to facilitate cell adher-
ence. Then, BM-hMSC were plated at 8 x 10° cells/cm?®
in 24-well plates and 8-well chambers in MesenCult™:-
ACF Plus medium (StemCell) supplemented with 1%
penicillin/streptomycin (Cultek), 1% glutamax
(Sigma-Aldrich), and 0.2% of its specific commercial sup-
plement. Once the cells reached 90% confluency, osteo-
genic induction was performed. MesenCult medium was
exchanged for Osteogenic Differentiation medium
(StemCell) supplemented with 1% penicillin/streptomy-
cin, 1% glutamax and 20% of its specific commercial sup-
plement, medium was changed every 3 days. At this
point, 10~® M VIP (Bachem A.G.) was added to some of
the wells. As previously described,*® differentiation cul-
tures in the presence and absence of the neuropeptide
were maintained over 14 days at 37°C in a humidified
atmosphere containing 5% COs,.

The optimal dose of VIP for our study was selected
based on a preliminary experiment using osteoblast dif-
ferentiation cultures of an human telomerase reverse
transcriptase (hTERT) immortalized adipose-derived
mesenchymal stem cell line. The effect of different con-
centrations of VIP (10%, 1077, and 10~® M) on the gene
expression of the osteogenic master regulator Runx2 was
studied on Days 1, 4, and 7. Results indicated that
10~®* M was the most effective concentration of VIP for
upregulating the mRNA levels of Runx2 (data not shown)
and therefore the optimal concentration for studying the
osteoinductive effects of VIP.

2.2 | Real-time polymerase chain
reaction (PCR) analysis

Total RNA from both BM-hMSC and cells under osteo-
blast differentiation conditions on Days 1, 4, 7, 10 and
14 was extracted using TriReagent (Sigma-Aldrich). RNA

quantity and purity were measured on NanoDrop®, and
2 pg were used for complementary deoxyribonucleic acid
(cDNA) synthesis using a High-Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit (Life Technologies).

Specific TagMan probes for target genes (CTNNBI,
RUNX2, COL1A1, TNFSF11, TNFRS11B, VIPRI, and
VIPR2) and one house-keeping gene (glyceraldehyde
3-phosphate dehydrogenase (GAPDH)) with manufacturer-
predesigned primers were used along with TagMan Gene
Expression Master Mix (Applied Biosystem) to perform
real-time PCR analyses. For the VIP gene, transcript levels
were analyzed by semi-quantitative PCR with SYBR®
Green PCR Master Mix (Promega) using GAPDH as the
house-keeping gene. The sequence of primers used and
accession numbers of the genes analyzed with SYBR®
technology are summarized in Table 1. Assays were made
in triplicate, and results were normalized according to the
expression levels of GAPDH.

2.3 | Western blot analysis of VPAC
receptors, §-catenin and Runx2

Protein extracts were obtained in ice-cold radioimmuno-
precipitation assay buffer (Thermofisher). Protein extracts
(25 pg for p-catenin and Runx2 and 30 pg for VIP recep-
tors) were subjected to 10% sodium dodecyl sulfate-
polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) and
transferred to polyvinylidene difluoride membranes. After
blocking, membranes were incubated overnight at 4°C
with mouse monoclonal anti-human p-catenin (1:1000,
Invitrogen), rabbit monoclonal anti-human Runx2 (1:500,
Invitrogen), rabbit polyclonal anti-human VPACI1
(1:10000, Thermofisher), and mouse monoclonal anti-
human VPAC2 (1:1000, Abnova). Rabbit anti-GAPDH
(1:5000, Sigma-Aldrich) was used as a loading control.
Then, anti-rabbit and anti-mouse horseradish peroxidase
(HRP)-conjugated secondary antibodies (1:5000, ECL)
were used, and proteins were detected using SuperSignal
WestPico Chemiluminiscent System (Cytiva Amersham).
Results were analyzed using the Bio-Rad Quantity One
program and normalized against GAPDH.

TABLE 1 Sequence of primers and accession numbers of the genes analyzed.

Gene GenBank accession no. Sequence position Primers Sequence

VIP NM_003381.4 98-209 hVIP Forward:
5'-TCAGCACCTAAGACAGCTCCA-3
Reverse:
5'-AGCACACTGAGAAGAGTCAGG-3

GAPDH NM_002046.7 57-130 hGAPDH Forward:
5'-AGCCACATCGCTCAGACAC-3'
Reverse:

5'-GAGTTAAAAGCAGCCCTGGTG-3'
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2.4 | Determination of intracellular
cyclic adenosine monophosphate (CAMP)
concentrations

Levels of cAMP were determined by the HitHunter
cAMP Assay for Small Molecules Kit (DiscoverX). On the
seventh day of the osteogenic process, 40 x 10° cells were
stimulated with 1078 M VIP, 107®M VPAC1 agonist
[Lys'°Arg'°Leu”’VIP(1-7)-GRF(8-27)] (Bachem, Buben-
dorf, Switzerland) or 10°°M VPAC2 agonist
(RO 25-1553; Bachem). After 30 min at 37°C, the reaction
was terminated, and cells were lysed. Concentration of
cAMP in the lysates was measured according to the man-
ufacturer's instructions.

2.5 | Measurement of vasoactive
intestinal peptide levels in culture
supernatants

Levels of VIP were assessed using a commercially avail-
able competitive enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA) kit (Phoenix Pharmaceuticals) according to the
manufacturer's instructions. Supernatant samples were
concentrated at 2:1 using the Eppendorf Concentrator
Plus. Thanks to the establishment of a standard curve
with known concentrations and its extrapolation, super-
natant VIP levels were determined, applying the corre-
sponding dilution factor. Each sample was assayed twice.

2.6 | Evaluation of alkaline phosphatase
concentration in culture supernatants

After 10 days of BM-hMSC culture in osteogenic differen-
tiation medium, evaluation of ALP levels in culture
supernatants was assessed by means of a commercial kit
(MAK447-Sigma Aldrich) according to the manufac-
turer's instructions. The enzyme present in the sample
hydrolyzes the p-nitrophenyl phosphate of the kit's work-
ing reagent, resulting in a yellow-colored reaction. The
absorbance at 405 nm was measured at time 0 and after
4 min of said reaction. All generated data were included
in the instruction's formula so that ALP units per liter of
sample could be calculated.

2.7 | Quantification of calcium deposits
through alizarin red stain

On Day 10 of osteogenic differentiation cultures, the min-
eralizing activity of cells was assessed following a method
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similar to an already published protocol.**~® Cells were
fixed and then stained with alizarin red (pH 4.2, Sigma)
for 20 min in the dark at room temperature. After wash-
ing, only the calcium deposits produced by the cells were
stained bright red. These results were photographed with
a microscope coupled to a Nikon DS-Ri2 camera. To
quantify the amount of alizarin red bound to the mineral-
ized matrix, the staining was solubilized in a 10% cetyl-
pyridinium chloride (CPC) solution (pH 7, Sigma) for
30 min. The optical density (OD) values were measured
at 562 nm and the results were interpolated in a standard
line prepared in the range 0.03-2 mM with alizarin red
solubilized in CPC.

2.8 | Detection of F-actin and vinculin by
confocal fluorescence microscopy

Immunocytochemistry studies were performed with
the Actin Cytoskeleton/Focal Adhesion Staining Kit
(FAK100, Sigma-Aldrich). BM-hMSC were seeded into
8-well chambers (Ibidi) and cultured for 4 days under
osteogenic differentiation conditions. On Day 4, cells
were fixed with 4% paraformaldehyde for 15 min and
permeabilized with 0.1% Triton/phosphate-buffered
saline (PBS) for 5 min. Once cells were blocked with
5% bovine serum albumin (BSA)/PBS for 30 min at
room temperature (RT), the samples were incubated
for 1 h at RT with mouse anti-human vinculin (1:250)
and TRITC-conjugated phalloidin (for F-actin labeling)
(1:500). After washing, cells were incubated in dark-
ness with Alexa Fluor 488 goat anti-mouse
(Thermofisher) (1:500) for 1 h at RT. Lastly, nuclei
cells were counterstained with 4/,6-diamidino-
2-phenylindole (DAPI) 1:1000. Fluorescence was exam-
ined using a Leica SP-8 LIGHTNING confocal micro-
scope (Leica DM IRE2; objective 40x; Leica
Microsystems). Acquired images were processed by
FIJI-Image J software.

2.9 | Statistical analysis

Data were analyzed using GraphPad Prism 8.0 software.
Parametric variables were analyzed via t-test and analysis
of variance (ANOVA) together with Dunnett's post hoc
test, while non-parametric variables were analyzed using
the Mann-Whitney U test. Two-sided p-values less than
0.05 were considered significant (*p < 0.05; **p < 0.01;
***p < 0.001). G¥Power software was used to estimate the
number of independent experiments required for statisti-
cal analysis.
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3 | RESULTS

3.1 | Characterizing the VIP/receptor
axis in human osteoblast differentiation
in vitro

To determine the expression pattern of VIP and its recep-
tors, VPAC1 and VPAC2, mRNA levels were analyzed by
real-time PCR in donor BM-hMSCs and on Days 1, 4,
7, 10, and 14 of osteogenic differentiation cultures.

VIP gene expression was detected both in mesenchy-
mal cells prior to osteogenic induction and in osteoblasts
during the last stages of their differentiation, showing a
reduction of VIP transcript levels on Day 7, which was
reversed on Days 10 and 14 reaching values above those
of the BM-hMSCs (Figure 1A). VIP was also quantified
by ELISA in the culture supernatants after 10 days of
osteogenic induction, obtaining a concentration of 517.8
+ 9.4 pg/mL (Figure SS1).

VPAC1 and VPAC2 gene expression was observed at
different time points during the 14 days of human osteo-
blast differentiation period in vitro. The results revealed a
greater expression of VPAC1 compared to VPAC2
(p < 0.001 for Days 1, 4, 7, and 14 and p = 0.003 for Day
10) (Figure 1B). Moreover, this pattern was stable during
the osteogenic process, showing no differences in the
ratio VPAC1/VPAC2 (data not shown). To confirm
the protein expression of VIP receptors in human osteo-
blasts, VPAC1 and VPAC2 were detected by Western blot
and quantified (Figure 1C), confirming the results
obtained at the RNA level.

Having characterized the expression of both receptors
and knowing that adenylate cyclase activation is the
main pathway mediating the effects of VIP, the function-
ality of VPAC1 and VPAC2 was studied through cAMP
quantification. Stimulation with 107®*M VIP, VPAC1
agonist, or VPAC2 agonist significantly increased intra-
cellular levels of cAMP (p < 0.001, p=0.001, and
p = 0.001, respectively) in osteoblast differentiated for
7 days (Figure 1D).

3.2 | VIP upregulates the expression of
p-catenin and Runx2

We next elucidated whether the presence of VIP during
in vitro differentiation modulates the expression of two
master regulators of this process: p-catenin (CTNNBI)
and Runx2 (RUNX2).

Relative gene expression was analyzed by real-time
PCR in BM-hMSCs and after 1, 4, and 7 days of osteo-
genic induction in the presence or absence of VIP
10~® M. Both genes showed higher expression when the

differentiation was performed in the presence of VIP,
with significant differences at Day 4 for CTNNBI
(p =0.0093) (Figure 2A) and at Day 7 for RUNX2
(p < 0.001) (Figure 2B).

Protein levels of B-catenin and Runx2 were also quan-
tified by Western blot after 7 days of culture of Human
bone marrow mesenchymal stem cell (hBM-MSCs) with
osteogenic medium in the presence or absence of VIP
10~® M. The results confirmed the mRNA data, showing
a significant increase of p-catenin (p = 0.030) and Runx2
(p = 0.032) in those cells differentiated in the presence of
VIP (Figure 2C,D).

3.3 | VIP enhances type I collagen
expression and cytoskeletal changes
associated with osteoblast differentiation

To explore the influence of VIP on the osteogenic pro-
cess, we next characterized the genetic expression profile
of type I collagen (COL1A1), an early gene marker of
osteoblast differentiation, by real-time PCR at Days 1, 4,
7, and 14 of BM-hMSCs cultured under osteogenic induc-
tion in the presence or absence of VIP 10~ ® M. A similar
pattern of COLIA1 gene expression was observed
throughout osteogenesis in both conditions. However,
cells maintained in differentiation conditions in the pres-
ence of VIP reached the maximum expression earlier,
which also exceeded that of cells cultured under basal
conditions (p = 0.009) (Figure 3A).

To elucidate the effect of VIP on cytoskeletal reorga-
nization associated with MSCs osteogenic differentiation,
immunofluorescence staining of both F-actin and vincu-
lin of focal adhesions was performed on Day 4 of the dif-
ferentiation cultures in presence or absence of VIP.
Qualitative observation of the confocal images obtained
(Figure 3B) suggested differences in the thickness of actin
filaments and in the pattern of focal adhesions. Under
basal osteoinduction conditions, spindle-shaped cells
exhibited parallel thick actin bundles traversing their
entire length whereas in the presence of VIP, cells
showed a network of thinner actin filaments and a more
cuboidal morphology accompanied by a change in the
distribution of focal adhesions (Figure 3B,C).

3.4 | The presence of VIP increases
osteoblast bone-forming activity

After studying the stimulatory effect of VIP on the
expression of different osteogenic markers both at
the genetic and protein level, its action on the bone-
forming activity of osteoblasts was analyzed. ALP in cell
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FIGURE 1 Characterization of the vasoactive intestinal peptide (VIP)/receptor axis during in vitro human osteoblast differentiation. VIP
(A), VIPR1 (VPAC1), and VIPR2 (VPAC2) (B) mRNA expression levels in donor bone marrow-human mesenchymal stem cells (BM-hMSCs),
before differentiation is initiated (dotted line) and after 1, 4, 7, 10, or 14 days of osteogenic induction was determined by real-time PCR.
Results are expressed as relative mRNA expression (relative to GAPDH levels) and, in the case of VIP, referenced to undifferentiated cells
(BM-hMSCs). The means + standard error of the mean (SEM) of triplicate determinations of five independent experiments are shown.

t Tests were performed (**p < 0.01; ***p < 0.001) (C) Protein detection of VIP receptors after 7 days of differentiation was determined by
Western blot and GAPDH was used as a control. The intensity of the bands of VPAC1 and VPAC2 was quantified by densitometric analysis
and normalized against the intensity of GAPDH. Results represent the means + SEM of three independent experiments. t-Test was
performed (*p < 0.05). (D) Intracellular levels of cAMP in osteoblast differentiated for 7 days were quantified after stimulation with 108 M
of VIP or agonist for either VPAC1 or VPAC2. cAMP concentration data are expressed relative to control cells. Means + SEM of triplicate
determinations of three independent experiments are shown, ANOVA was performed and Dunnett's test was applied as post hoc (**p < 0.01;
***p < 0.001).

culture supernatants and calcium deposits were quanti- 3.5 | VIP is involved in the crosstalk
fied after 10 days of osteoblast differentiation cultures in ~ osteoblast-osteoclast
the presence or absence of the neuropeptide at a concen-

tration of 10~® M. Results revealed a significant increase
in both ALP secretion (p = 0.0281) (Figure 4A) and cal-
cium deposition (p = 0.009) when osteogenic induction
occurred in the presence of VIP (Figure 4B,C).

Finally, to explore the potential osteoprotective mecha-
nism that VIP might mediate, we next analyzed by real-
time PCR the gene expression of RANKL (TNFSF11) and
OPG (TNFRSF11B) from in vitro differentiated human
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FIGURE 2 Vasoactive intestinal peptide (VIP) upregulates the expression of f-catenin and Runx2. CTNNBI (p-catenin) (A) and RUNX2
(Runx2) (B) mRNA expression levels after 1, 4, or 7 days of bone marrow-human mesenchymal stem cells (BM-hMSCs) osteogenic induction
in absence or presence of VIP 10~ M was determined by real-time PCR. Results are expressed as relative mRNA expression (relative to

GAPDH levels) and referenced to undifferentiated cells (BM-hMSCs). The means + SEM of triplicate determinations of four independent
experiments are shown. B-catenin and Runx2 protein quantification at Day 7 of differentiation was determined by Western blot (C). Picture
is a representative example of six experiments with similar results. (D) Relative expression levels of protein bands were calculated with the

densitometry values of the band corresponding to the protein of interest relative to GAPDH and referenced to basal levels. Mann-Whitney

U was performed (*p < 0.05; **p < 0.01; **p < 0.001).

osteoblasts after 14 days of osteogenic induction of BM-
hMSCs with or without the addition of VIP 10 M.
Results showed that although OPG gene expression was
not modulated by VIP (Figure 5B), there was a significant
decrease in the levels of RANKL transcripts (p < 0.001)
(Figure 5A). Therefore, a significant decrease in the
RANKL/OPG ratio was obtained (p = 0.018) when
the osteogenic process occurred in the presence of VIP
(Figure 5C).

4 | DISCUSSION

An array of systemic factors and mediators produced
within the bone microenvironment regulate the fine-
tuning between osteoblast and osteoclast functions,
which is necessary for preserving homeostatic bone
remodeling.'*"**"** Among them, the neuropeptide VIP

has been demonstrated to exhibit anti-osteoclastogenic
activity in both murine and human studies.*>** How-
ever, comprehensive knowledge about VIP regulating
role in human osteoblast differentiation and anabolic
activity remains unknown. In the present study, we have
reported, for the first time, the stimulatory influence of
VIP on BM-hMSCs osteogenic differentiation and
osteoblast synthetic function. Results revealed that the
presence of VIP during in vitro osteoinduction of human
BM-MSCs enhances the expression of osteoblast
differentiation-stage-specific markers and favors the char-
acteristic reorganization of both actin cytoskeleton and
focal adhesion complexes. We further found that such
pro-osteoblastogenic effects are accompanied by an
increase in matrix mineralization and an attenuation of
osteoblast-mediated osteoclastogenesis. The findings
of this study would confirm in humans the osteoprotec-
tive effects of VIP previously demonstrated in animal
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FIGURE 3 Vasoactive intestinal peptide (VIP) promotes type I collagen gene expression and cytoskeletal reorganization. (A) Type I

collagen gene (COL1AI) expression after 1, 4, 7, 10, or 14 days of osteogenic induction in absence or presence of VIP 10~ M was determined

by real-time PCR. Results are expressed as relative mRNA expression (relative to GAPDH levels) and referenced to undifferentiated cells

(bone marrow-human mesenchymal stem cells [BM-hMSCs]). The means + SEM of triplicate determinations of five independent

experiments are shown, Mann-Whitney U was performed (**p < 0.01). (B) Photomicrographs of the effect of VIP on the actin cytoskeleton

and focal adhesions in differentiating osteoblasts (Leica SP8 Lightning confocal microscope, Scale bar: 20 pm). (C) Magnified image of a

representative cell of the cytoskeleton morphology in mesenchymal stem cell under basal osteogenic conditions and with the presence of

VIP. Detection of F-actin was performed using Phalloidin staining (TRITC, Red), specific primary and secondary antibodies were used for

the detection of vinculin (Alexa Fluor 488, green), nuclei were counterstained with DAPI.

models, suggesting a promising pivotal role for this neu-
ropeptide in the maintenance of homeostatic human
bone metabolism.

According to the neuro-osteological hypothesis, neu-
ropeptides released by sympathetic fibers innervating
bone tissues can exert paracrine effects on cells expres-
sing their receptors in the vicinity of nerve endings.*®
Since Hohman et al. demonstrated in 1986 the existence
of VIP-immunoreactive nerve fibers in rat bone tissue,*
further findings have confirmed their presence in the rat
periosteum, epiphysis, and bone marrow cavity.***° More
recent studies in human subchondral bone have shown,
by immunochemistry, that VIP is expressed not only
along the surface of trabecular bone and in bone marrow

cavities but also in osteocyte-like cells.'”*' In line with

this, our present data revealed that in vitro differentiated
human osteoblasts express the neuropeptide VIP, both at
the genetic and protein level. These results appear to be
in disagreement with those previously published by
Togari et al. showing no expression of VIP transcripts in
human periosteum-derived osteoblastic cells (SaM-1) and
in human osteosarcoma-derived cells (SaOS-2, HOS, and
MG-63).>*> However, this discrepancy could be derived
from differences in experimental conditions since the cell
model studied and the mRNA detection methods that
were used are different. Given that we further detected
protein levels of VIP in osteoblast supernatants, it is
worth speculating that osteoblast lineage cells, including
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FIGURE 4 Osteoblast anabolic activity is promoted by vasoactive intestinal peptide (VIP). (A) Alkaline phosphatase (ALP) present in
the supernatant was determined after 10 days of bone marrow-human mesenchymal stem cells culture under osteogenic induction in
presence or absence of VIP 10~® M. The results shown represent the mean + SEM of the relative concentration of ALP referred to the basal
condition obtained in five independent experiments. (B) Photomicrographs of calcium deposits after stained with alizarin red, in the wells of
cells subjected to both experimental conditions (scale bar: 2 mm). (C) Quantification of alizarin red staining using spectrophotometry. Data
are presented as the means + SEM of duplicate determinations of six independent experiments referred to control condition. t-Test was
performed (*p < 0.05; **p < 0.01).
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FIGURE 5 Vasoactive intestinal peptide (VIP) modulates gene expression of mediator molecules in osteoclast-osteoblast
communication. Relative mRNA expression of (A) TNFSF11 (RANKL) and (B) TNFRSF11B (OPG) after 14 days of osteoblast differentiation
in absence or presence of VIP 10~® M was determined by real-time PCR. (C) Receptor activator of nuclear factor-«B ligand/osteoprotegerin
(RANKL/OPG) ratio of gene expression values. Results are expressed as relative mRNA expression (relative to GAPDH levels) and referenced
to the control group. The means + SEM of triplicate determinations of four independent experiments are shown, ¢ test was performed

(*p < 0.05; ***p < 0.001).

osteoblasts and osteocytes, might represent an additional
source of VIP in the bone environment that would allow
higher local levels of this neuropeptide.

Regarding VIP receptors, although several studies
have shown that mouse calvarial osteoblasts and murine
osteosarcoma cell lines are provided with functional
VPACI and VPAC2 receptors,’**** data on human cells

are limited to a single report by Togari et al. analyzing
their mRNA expression in different human osteosarcoma
cell lines and in the human osteoblast SaM-1 cell line.*
Therefore, our results show for the first time the expres-
sion profile of VIP receptors during the time course of
human MSCs osteogenic differentiation. These findings
evidence the presence of VPAC1 and VPAC2 receptors in
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BM-hMSCs and in mature osteoblasts differentiated
in vitro, showing a progressive induction of both tran-
scripts throughout the differentiation process with a con-
stant ratio between their mRNA levels in favor of VPAC1
receptor. While these results are not consistent with the
exclusive expression of VPAC1 previously described by
Togari et al. in human osteoblast cell lines,* it is worthy
to note that VPACI transcripts have also been shown to
be induced during osteogenic differentiation of mouse
calvarial osteoblasts, while VPAC2 is constitutively
expressed.”® Nevertheless, discrepancies in the pattern of
receptor subtypes observed between these reports are not
mutually incompatible, since different cell types, stage of
differentiation and species were studied using distinct
methods of analysis. Moreover, concerning the signaling
pathways elicited by VIP, our data revealed that VPAC
receptors are linked to cAMP as an intracellular mediator
in human osteoblasts differentiated in vitro, in line with
the VIP-induced adenylate cyclase activation previously
described in mouse calvarial osteoblasts, osteosarcoma
cell lines, and in human osteoblast-like cells derived from
explants of trabecular bone.>"**™**

Differentiation of MSCs toward the osteoblastic phe-
notype entails several stages, including the synthesis of
the osteoid matrix, changes in cell morphology and cyto-
skeleton, as well as osteoid mineralization.*> On a molec-
ular level, Runx2 is identified as the master transcription
factor driving the primary commitment of mesenchymal
progenitors to osteoblast lineage, being upstream regu-
lated by the Wnt pathway via the stabilization of cyto-
plasmic p-catenin.”****” Our study of p-catenin and
Runx2 levels in BM-hMSCs cultured under osteoinduc-
tion conditions demonstrates an increase in gene and
protein expression of both osteogenic factors in the pres-
ence of VIP. This is consistent with the recently demon-
strated promoting effect of this neuropeptide on both the
Wnt/p-catenin signaling pathway and the expression of
the downstream RUNX2 gene, in turn mediating
VIP-enhancing action on the differentiation of rat
bone marrow MSCs to osteoblasts.*®

Besides, when we examined the effect of VIP presence
on the expression of type I collagen, the main osteoid
component and an early marker of osteogenesis, a maxi-
mum in its transcript levels was reached at an earlier
time point during BM-hMSCs osteogenic differentiation
in vitro, exceeding those measured under basal condi-
tions. This expression profile reflects an increased initial
bone matrix formation in the presence of the neuropep-
tide, in agreement with previous findings in rat osteo-
blasts differentiated in vitro*® and as expected based on
our results, given that the COL1AI gene is a direct target
of the VIP upregulated Runx2 transcription factor.*’
Although further immunocytochemical quantitative

Biofactors_\\/| LE Y%’

studies are needed to characterize more precisely the
modulatory action of VIP on the cytoskeleton organiza-
tion during MSCs osteogenic differentiation, we
described differences in both F-actin and vinculin distri-
bution based on qualitative visual analysis of confocal
immunofluorescence microscopy images. Cells cultured
in the presence of VIP exhibited a thinner actin network
distributed throughout the cytoplasm, resembling the
thin and dense microfilament meshwork filling the inte-
rior of terminally differentiated osteoblasts. Changes in
their morphology and in the distribution of vinculin pre-
sent in focal adhesions were also evident. These cells dis-
played a larger spreading area and a shape resembling
polyhedral cells, characteristic of later stages in osteoblast
maturation. Given that several studies have reported that
changes in cell morphology and actin cytoskeleton are
important early events during osteogenesis of
MSCs®'3°732 and that reorganization of focal adhesions
is necessary for osteoblast attachment and subsequently
for extracellular matrix synthesis,'”'" our results suggest
that VIP promotes BM-hMSCs osteogenesis and anabolic
activity of osteoblasts by favoring the rearrangement of
the cytoskeleton. Interestingly, modulation of intracellu-
lar cAMP concentrations by G protein-coupled receptor
(GPCR) -coupled mechanisms has been demonstrated to
play a regulatory role in actin cytoskeleton reorganiza-
tion>® and bone formation,’*>> which would be in accor-
dance with the reported upregulation of cAMP levels
upon stimulation of VPAC receptors in differentiating
osteoblasts. Therefore, VIP emerges as a component of
the network of mediators regulating human osteoblastic
differentiation through the modulation of cytoskeletal
structures, possibly using cAMP as an intracellular
messenger.

In the present study, we also found a stimulatory
effect of the presence of VIP on ALP production and cal-
cium deposits in osteoblastic differentiation cultures of
BM-hMSCs, evidencing an increase in active bone forma-
tion and in the mineralizing capacity that supports the
ability of the neuropeptide to promote osteogenic func-
tions. This is consistent with a previous study in osteo-
genically induced rat MSCs, where an increased ALP
activity and mineralized nodules formation were
observed under VIP treatment.*® Moreover, in agreement
with our data showing that VPAC receptors on human
osteoblasts are linked to cAMP formation, other authors
have demonstrated that this second messenger acts as a
signal transducing mechanism mediating VIP-induced
enhancement of ALP expression in human osteoblast cell
lines as well as in primary cultures of mouse calvarial
osteoblasts.**>°

Finally, given the important role played by osteoblasts
in the regulation of osteoclast biology through the
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production of RANKL and OPG, and considering that a
decrease in the RANKL/OPG ratio has been linked to the
VIP osteoprotective effects observed in RA animal models
and patients,> > we hypothesized that this neuropeptide
may exert a regulatory effect on osteoblast-mediated
osteoclastogenesis by modulating the expression of such
cytokines. Our data revealed a significant decrease in
RANKL gene expression when osteoblasts were differen-
tiated in the presence of VIP, leading to a consequent
reduction of the RANKL/OPG ratio. Furthermore, this is
in line with previous data showing the ability of VIP to
decrease the 1,25(0OH)2-vitamin D3-stimulated expres-
sion of RANKL in mouse bone marrow cultures.?” There-
fore, the present results suggest that, in addition to our
previous demonstration of the direct inhibitory action of
VIP on human osteoclasts,? this neuropeptide also exerts
an indirect anti-osteoclastogenic effect by regulating oste-
oblast factors controlling osteoclast biology.

To summarize, although further studies are needed to
complete the whole mapping of the VIP/VPAC system in
human osteoblast lineage cells, our present in vitro
results suggest the existence of an autocrine signaling
pathway for VIP in these cells, contributing to the neuro-
osteogenic network involved in the regulation of human
bone metabolism. The present findings also support the
potential of VIP as an osteoinductive differentiation fac-
tor that promotes human MSCs osteogenesis by enhanc-
ing the expression of early osteoblast markers and
promoting bone matrix formation as well as proper cyto-
skeletal reorganization. Finally, our data indicate that
VIP could be playing a direct modulatory role on the
osteoblast to osteoclast signaling by regulating RANKL/
OPG ratio, thus emerging as a pivotal molecule in the
maintenance of human bone homeostasis. Therefore,
while additional studies are needed to evaluate and opti-
mize the suggested osteoinductive effects of VIP, our
results represent an initial and relevant step in the explo-
ration of new therapeutic targets for a plethora of muscu-
loskeletal diseases characterized by the disruption of
bone remodeling balance.
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Abstract

Bone remodelling is a dynamic process of osteoblastic bone formation and osteoclastic bone resorption, regulated by local,
paracrine and endocrine factors, in which osteocytes act as orchestrators of bone homeostasis. Among these regulatory
factors, the neuropeptide VIP (vasoactive intestinal peptide) has demonstrated osteoprotective effects by inhibiting
osteoclastogenesis and promoting osteoblast differentiation. However, its potential role in osteocyte biology remains
unexplored. In this study, we investigated the effect of VIP on the differentiation of primary human osteocytes. We describe
for the first time the expression of VIP and its receptors during in vitro osteocyte differentiation. Our results show that VIP
promotes osteocytogenesis, accompanied by a reduction in the RANKL/OPG ratio, thereby supporting its role as an anti-
osteoclastogenic factor. To better mimic the complexity of bone tissue, we performed triple co-cultures of osteoblasts and
simultaneously differentiating osteocytes and osteoclasts, in the presence or absence of VIP. Our results confirmed that VIP
supports the osteoblast-to-osteocyte transition and promotes an osteoprotective phenotype, characterized by a reduced
RANKL/OPG ratio and decreased SOST expression. The downregulation of sclerostin may attenuate osteocyte-mediated
inhibitory signalling toward osteoblasts and, in turn, contribute to the reduction of the osteoblastic RANKL/OPG ratio.
Collectively, our findings reinforce the anti-osteoclastogenic actions of VIP, supporting its role as a potential osteoprotective
factor.

Keywords VIP; osteocyte differentiation; bone remodelling; in vitro bone model, sclerostin; RANKL/OPG ratio
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damage. It depends on the tightly coordinated activity of
osteoclasts, which degrade old or damaged bone, and
osteoblasts, responsible for the production of new bone
restoring tissue integrity and strength [1, 2]. The dynamic
interplay between these cells is regulated at multiple levels,
including local cytokines and growth factors, systemic
hormones, and neural signalling molecules. Osteocytes play
a central role in this process, acting as mechanosensors and
endocrine regulators [3-5].

Osteocytes, the most abundant cells in adult bone, represent
terminally differentiated cells of the osteoblast lineage that
become surrounded by the newly mineralizing bone matrix.
During transition from osteoblasts to osteocytes, termed
osteocytogenesis, cells downregulate osteoblastic markers
related to mineralizing activity such as alkaline phosphatase
and osteocalcin, encoded by ALPL
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and BGLAP respectively, while upregulating osteocyte-
specific genes including SOST and MEPE, which encode
sclerostin and matrix extracellular phosphoglycoprotein [6,
7]. Simultaneously, their morphology evolves from a
polygonal to a stellate shape, with extensive cytoskeletal
remodelling. The formation of dendritic processes leads to
their integration into the lacuno-canalicular network
connecting neighbouring osteocytes as well as other
effector cells in the bone. This structural adaptation is
crucial for sensing mechanical and hormonal stimuli,
allowing osteocytes to orchestrate bone homeostasis via
paracrine signalling to osteoclasts and osteoblasts [5, §].

Mature osteocytes are characterized by the expression of
SOST, which inhibits osteoblast function and suppresses
bone formation [8]. As regulators of bone resorption,
osteocytes are also the main source of the receptor activator
of nuclear factor kappa-B ligand (RANKL) responsible for
driving the process of osteoclast differentiation and
activation, known as osteoclastogenesis [9, 10]. RANKL is
a cytokine of the tumour necrosis factor superfamily, which
is additionally synthesized by bone marrow-derived
stromal cells, osteoblasts and activated T lymphocytes [11].
The interaction between RANKL and its receptor RANK
on the surface of osteoclast precursors represents a critical
step for activating the nuclear factor of activated T-cells
cytoplasmic 1 (NFATcl). This transcriptional factor is
recognized as a master regulator for osteoclastogenesis,
promoting the expression of genes such as dendritic cell-
specific transmembrane protein (DC-STAMP), essential
for osteoclast multinucleation, as well as tartrate-resistant
acid phosphatase (TRAP) and cathepsin K, both critical
enzymes for bone resorption activity [12, 13]. On the other
hand, RANKL induced osteoclastogenesis can be
neutralized by the presence of osteoprotegerin (OPG), a
decoy receptor frequently released by RANKL-expressing
cells, including both osteoblasts and osteocytes. Under
physiological conditions, the RANKL/OPG ratio
represents a key index of bone resorption and
osteoclastogenesis, acting as a crucial determinant of bone
mass [14].

Concomitantly, growing evidence indicates that bone
homeostasis is tightly regulated by neural signalling
networks. Notably, a wide range of bioactive neuropeptides
contribute to the coordinated activity of bone cells through
their specific receptors expressed within the bone
microenvironment [3, 4]. Among these, vasoactive
intestinal peptide (VIP) has been identified as a bone
homeostatic mediator, exerting its effects mainly through
VPACI1 and VPAC2 receptors [15]. Compelling findings
from animal models and in vitro studies using human and
murine cells indicate that VIP inhibits osteoclastogenesis
by directly impairing osteoclast differentiation and
resorptive activity, and indirectly through a negative
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modulation of the RANKL/OPG ratio [16-22]. Evidence
from in vivo studies consistently demonstrates that VIP
reduces bone erosion in experimental models of
rheumatoid arthritis [23, 24] and is associated with a slower
rate of bone density decline in early arthritis patients [16],
while also inhibiting alveolar bone loss in rat models of
periodontitis [25]. Furthermore, VIP has been shown to
stimulate osteogenic differentiation of rat and human bone
marrow-derived mesenchymal stem cells (BM-MSCs) [26,
27]. In addition, VIP enhanced bone repair in vivo,
promoting healing in rat skull defect models and
accelerating  fracture  recovery in  chemically
sympathectomized mice [26, 28].

In line with its proposed role in neuro-osteogenic
interactions, VIP has been detected in the bone marrow, the
epiphyseal growth plate, and periosteal nerve fibres [21,
29]. Notably, its expression is not restricted to
physiological conditions, as VIP has also been identified in
subchondral bone, bone marrow cavities, and osteocyte-
like cells of patients with osteoarthritis [30, 31].
Furthermore, beyond its neuronal origin, VIP is also
produced by immune and endocrine cells [32], and more
recently, its expression has been demonstrated in human
osteoblasts differentiated in vitro [27], suggesting a
potential autocrine role within the bone microenvironment.

Despite accumulating evidence positioning VIP as a
neuropeptide critically involved in regulating the cellular
mechanisms underlying bone homeostasis, and the well-
established role of osteocytes as pivotal mediators of bone
turnover, the effect of VIP on osteocytogenesis and on
osteocyte biology remain largely unexplored to date.
Furthermore, the influence of this neuropeptide on the
reciprocal interactions among bone cells responsible for
bone remodelling has yet to be elucidated. In this context,
a 3D in vitro model of osteocyte differentiation [33] and a
recently established triple co-culture system comprising
primary human osteoblasts and precursors of both
osteocytes and osteoclasts [34] was used to investigate the
effects of VIP exposure on the involved cell types
completing its characterization as a neuroimmunological-
osteogenic mediator with osteoprotective effects.

Material and Methods
1. Cell culture
1.1. Sources of osteoblasts/osteocytes and osteoclasts

Osteoblast precursors were isolated from human femoral
heads of patients who had undergone total hip replacement
surgery at the University Hospital Carl Gustav Carus
Dresden (Germany) as described in [33]. Samples were
obtained from 7 donors with ages ranging from 55 to 75
years (Table 1). The precursors were cultured in the
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expansion medium (o-MEM, 10 % FCS and 1 % P/S), until
passage 4 was reached. Then, the cells were cultured for 7
days in osteogenic medium [a-MEM, 10% FCS, 1% P/S,
10mM B-GP, 50 uM AAP and 10-7M dexamethasone] to
obtain mature osteoblasts.

Osteoclasts were differentiated from PBMC, which were
isolated from four samples of leuco-platelet concentrate
obtained from the German Red Cross, Dresden.
Information on sex and age of the blood donors was not
provided by the German Red Cross. PBMCs were isolated
by density gradient centrifugation, followed by lysing of
erythrocytes. For monocyte isolation by adherence,
PBMCs were seeded in 24-well plates at 1-10° cells/well in
a-MEM supplemented with 10% hi-FCS, 1% P/S and 25
ng/mL M-CSF (macrophage colony stimulating factor) and
maintained at 37°C in an incubator for 3 days (Figure 1)

1.2. Osteoblasts and differentiation of osteocytes

For osteocyte differentiation, human pre-osteoblasts from
7 donors were harvested with Trypsin/EDTA 1X following
expansion in o-MEM with 10 % FCS and 1 %
penicillin/streptomycin (P/S).  After
differentiation for 7 days (expansion medium
supplemented with 107 M dexamethasone (Dex), 10 mM

osteogenic
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B-glycerophosphate (B-GP) and 12.5 pg/mL ascorbic acid-
2-phosphate (AAP), all osteogenic supplements from
Sigma-Aldrich), pre-differentiated osteoblasts were
embedded in collagen gels based on the protocol described
by Bernhardt et al. [35]. Briefly, collagen gels were
prepared by mixing 8 parts of collagen solution [3 mg/mL
rat tail type I collagen (Meidrix)] with 1 part of HBSS 10X
(PAN-Biotech GmbH) with phenol red as pH indicator and
1 M NaOH to adjust the pH of the mixture to physiological
conditions. Osteoblasts were resuspended in this mixture at
a final concentration of 1-10° cells/mL, and 500 pL of this
suspension was added to 24-well plates. Subsequently, gels
were allowed to solidify at 37°C for 30 minutes. After
collagen gelation, 500 pL of monoculture medium
consisting of a-MEM, 2% fetal calf serum (FCS), 1 % P/S,
10 mM B-GP, 50 uM AAP and 100 ng/mL bone
morphogenetic protein-2 (BMP-2) were added to each
well. Besides this control group, VIP 10 M was added to
test its impact on osteocyte differentiation. Osteocyte
monocultures in the presence and absence of the
neuropeptide were maintained for 14 days at 37 °C in a
humidified atmosphere containing 5 % CO2, with a
complete medium change on day 7 and VIP added every 3-
4 days to maintain a stable concentration.

Monoculture

Experiment no.

Osteoblasts/osteocytes

female 75 years

female 56 years

female 58 years

male 65 years

male 57 years

male 55 years

N NN AW N~

male 62 years

Triple culture

Experiment no. Osteoblasts/osteocytes Osteoclasts

1 female 56 years PBMC donor 1
2 male 62 years PBMC donor 2
3 male 65 years PBMC donor 2
4 female 55 years PBMC donor 3
5 male 57 years PBMC donor 3
6 female 55 years PBMC donor 4
7 male 57 years PBMC donor 4

Table 1. Donor information for primary human cells, which were used for the differentiation of osteoblasts, osteocytes and

osteoclasts in seven independent experiments for monoculture and seven independent experiments for triple culture.
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1.3. Triple co-cultures with osteoblasts
simultaneously  differentiating  osteocytes
osteoclasts from their respective precursors

In vitro bone triple co-cultures of collagen hydrogel-
embedded osteoblasts (differentiating to osteocytes),
osteoblasts and PBMCs (differentiating to osteoclasts)
were performed in transwell inserts (0.4 um pore size, TC
Inserts Sarstedt) in 24-well plates as previously published
[34] (Figure 1). A total of seven independent triple co-
cultures were established under these conditions (Table 1).

These transwell constructs consisted of primary human
osteoblasts predifferentiated in osteogenic medium and
embedded in 250 pL collagen gel matrix at a final
concentration of 1105 cells/mL on the basal side of the
transwell inserts. Once the gels were solidified, osteoblasts
were seeded with a density of 5-10* cells to the apical side
of the membrane of the transwell inserts. Cells were
allowed to attach to the membrane for 3h in the incubator
at 37°C. Afterwards, the constructs were placed in 24-well
plates pre-seeded with PBMCs (10° cells per well, see 1.1).

After the triple co-cultures were built up, medium that
supports both osteocyte-differentiation and osteoclast-
formation (o -MEM + 1% heat inactivated FCS (hi-FCS) +
1% human serum + 1% P/S + 100 ng/mL BMP2) was added
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to the constructs in substitution of monocyte culture
medium. Besides, triple co-cultures were conducted in the
presence or absence of VIP 10-*M. and maintained for 14
days (Figure 1). Culture medium was replaced on day 7 and
VIP was added every 3-4 days to keep a stable
concentration.

2. Fluorescence microscopy

Immunofluorescence studies were performed to visualize
F-actin in osteocytes, osteoblasts and osteoclasts.
Osteocyte-containing collagen gels were removed from
wells (monocultures) or inserts (triple co-cultures). The
samples were washed with PBS, fixed with 4 %
paraformaldehyde for 1 h, permeabilized with 0.1 %
TritonX-100 in PBS for 15 min and then blocked with 5 %
bovine serum albumin (BSA) in PBS for 1 hour. Once
blocked, the samples were incubated overnight at 4 °C with
Phalloidin-iFluor 488 (1:1000; Abcam) to visualize the
cytoskeleton and DAPI (1:1000) to stain nuclei. Images
were captured using an Olympus FluoView-1200 and,
additional images included as supplementary data obtained
with a Keyence BZ-X810. All images were processed with
Imagel.

Transwell insert

Pre-osteoblasts Osteoblasts Collagengel
0 O 7 days b 14 days co-culture Osteocytes
—
10% FCS y 1% hi-FCS
0 10mM B-GP @ 1% human serum Osteoblasts
50uM AAP 898948 @® 150 ng/mL BMP-2 SRR SR SRR osteoclasts
107M Dex +VIP10S M s S IS D (6
in vitro
bone triple culture
3days
10% hi-FCS
25 ng/mL MCSF
(I eEEETLEO
PBMCs

Figure. |. Diagram of the experimental design used to establish in vitro triple cultures of osteoblasts and simultaneously

differentiating osteocytes and osteoclasts derived from freshly isolated PBMCs. B-glycerophosphate (B-GP), ascorbic acid-2-

phosphate (AAP), dexamethasone (Dex), heat inactivated FCS (hi-FCS), bone morphogenetic protein 2 (BMP-2), macrophage

colony stimulating factor (MCSF), vasoactive intestinal peptide (VIP).
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3. RNA isolation, cDNA synthesis and PCR

For gene expression analysis, RNA was isolated from
osteocytes, osteoblasts or osteoclasts. Osteocyte-
containing collagen gels from monocultures and triple co-
cultures were removed from the wells or the inserts,
respectively, and digested for RNA isolation.Gels were
incubated in a collagenase II solution (3 mg/mL in o-MEM,
supplemented with 1 % P/S, 10 % FCS and 3 mM CacCl,)
for 1 h at 37 °C with orbital shaking. The samples were then
centrifuged at 1500 rpm for 5 min, washed with PBS and
centrifuged again to obtain an osteocyte pellet.

For the triple co-cultures, membranes with osteoblasts were
separated from the transwell inserts using surgical
tweezers. For each experimental group and cell type, three
RNA samples from two triple cultures/monocultures were
generated using the commercially available peqGOLD
MicroSpin Total RNA Kit (Peqlab). RNA was quantified
using Nanodrop, and cDNA synthesis was performed using
the High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Life
Technologies).

Specific TagMan gene expression assays for target genes
(ALPL, BGLAP, SOST, MEPE, DCSTAMP, NFATCI,
CTSK, ACP5, TNFSF11, TNFRS1IB, VIPRI and VIPR2)
and ACTB as housekeeping gene were used along with
TagMan Fast Advanced Master Mix (Applied Biosystems)
to perform real-time qPCR analysis. PCR was run with an
Applied Biosystems 7500 fast Real-Time PCR system.
Assays were made in triplicate and gene expression results
were normalized to the expression levels of ACTB.
Relative gene expression was calculated using the 2-AACt
method.

The VIP gene was amplified by means of conventional
PCR (Biotools). The sequence of primers used for human
VIP (NM_003381.4) was forward, 5’-
ACGTCACTCAGATGCAGTCTTCAC-3’; and reverse,
5’-TCGTCCTCTTTCCATTCAGAATT-3’. The PCR
products were analysed in agarose gels, purified with the
Qiagen PCR purification Kit and the correct size and
sequence of the amplified products were checked through
Sanger sequencing.

4. Western blot for VIP receptors VPAC1 and VPAC2

As described in the RNA isolation section, osteocytes were
isolated from collagen gels using a digestion step with
collagenase II. Then, the protein extracts were obtained
using ice-cold radioimmunoprecipitation assay buffer
(Thermofisher). Total protein was quantified using the
commercial Pierce BCA Protein Assay Kit (Thermofisher).
50 pg of total protein from each sample was used for VIP
receptor immunodetection experiments. Protein separation
was performed by 10% sodium dodecyl sulfate—
polyacrylamide gel electrophoresis (SDS—-PAGE) under
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denaturing  conditions and then transferred to
polyvinylidene difluoride (PVDF) membranes. After
blocking, membranes were incubated o/n at 4°C with the
following primary antibodies: mouse monoclonal anti-
human VPAC2 (1:1000; Abnova), rabbit polyclonal anti-
human VPACI1 (1:10000; Thermofisher) and rabbit anti-
human GAPDH (1:10000; Sigma) as a loading control.
Then, horseradish peroxidase (HRP)-conjugated secondary
antibodies (Amersham ECL) were used: anti-mouse
(1:5000) and anti-rabbit (1:10000 for VPACI1 and 1:15000
for GAPDH). Proteins were detected using SuperSignal
WestPico PLUS  (Thermofisher). Results  were
photographed with Bio-Rad Gel Doc XR+ System.

5. Immunohistochemistry of VIP in human compact
bone sections

Trabecular bone fragments (50 mm) were isolated from the
femoral heads, fixed overnight with 4 % PFA in PBS,
decalcified using Osteosoft solution (Merck) for 12 weeks,
embedded in paraffin, and sectioned at 3 pm thickness.
Sections were incubated in citrate buffer (10 mM sodium
citrate, 0.05 % Tween-20 pH 6) at 60 °C for 1 h. After
antigen retrieval, the endogenous peroxidase was blocked
by incubation with 3 % H>0, in methanol for 10 min. The
samples were blocked with 5 % BSA in PBS for 1 h and
then incubated with the primary rabbit anti-human VIP
antibody (1:100 in PBS-BSA 2 %; Sigma), overnight at
4°C. Sections incubated with 2 % PBS-BSA were used as
a secondary antibody control. Slides were then incubated
for 35 min with HRP-conjugated anti-rabbit secondary
antibody (1:100 in PBS-BSA 2 %; ECL). Staining was
visualized with diaminobenzidine (DAB), and samples
were counterstained with 1 % alcian blue and 2 % light
green in distilled H,O - acetic acid 3 % and 2 %,
respectively.

6. Statistical analysis

Data were analysed using GraphPad Prism 8.0 software.
Parametric variables were analysed via t-test, while non-
parametric variables were analysed using Mann-Whitney U
test. Welch’s correction was also applied when variances of
the analysed groups were different. Two-sided p-values less
than 0.05 were considered significant (¥*p < 0.05; **p <
0.01; ***p <0.001).

Results

Characterizing the VIP/receptor axis in human
osteocytes

Based on our previous findings demonstrating the
expression of VIP and its specific receptors in human
osteoblasts, we first assessed whether this signalling
system is maintained in human osteocytes after their
differentiation from osteoblasts.
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VIP gene expression was detected by conventional PCR in
all samples of human osteocytes differentiated in 3D
collagen gels. The identity of the PCR products was
confirmed by electrophoretic analysis followed by
sequencing (Figure 2A, negative control and sequencing
data not shown). In addition, immunohistochemistry in
human compact bone sections was performed to
corroborate the expression of VIP at protein level in
osteocytes (Figure 2B, arrows). Results revealed VIP
presence in osteocytic cells at both mRNA and protein
levels.

To determine the expression pattern of the VIP receptors,
VPACI and VPAC2, their transcript levels were analysed
in human osteocytes after 14 days of in vitro differentiation
by real-time qPCR. Both VPAC!I and VPAC2 transcripts
were detected (Figure 2C), and the presence of the
corresponding proteins was further confirmed by Western
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blot analysis (Figure 2D), supporting the expression of both
receptors in differentiated human osteocytes.

Regulation of osteocyte marker gene expression and cell
morphology by VIP during in vitro differentiation

We next elucidated whether the presence of VIP modulates
in vitro osteocyte differentiation. After 14 days of osteocyte
differentiation in monocultures, in presence or absence of
10-M VIP osteocyte specific gene expression was analysed
by real-time qPCR. Exposure to VIP resulted in a
significant decrease in gene expression of the mature
osteoblast marker BGLAP (p-value = 0.0006) (Figure 3A).
At the same time, a significant increase was observed on
MEPE (p-value=0.0460) and SOST (p-value=0.0307), both
gene markers associated with late stages of osteocyte
differentiation (Figure 3B, 3C).

Donnor 2

Donnor 1

VPAC1 S o O2kpa

'

GAPDH 36kDa

VPAC2 " s (49 KDa

Figure 2. Characterizing the VIP/receptor axis in human osteocytes. A. VIP mRNA expression in human osteocytes
of seven different donors differentiated in 3D type | collagen gels. Electrophoretic analysis of reverse transcription polymerase

chain reaction (RT-PCR) products. B. Immuno-peroxidase staining of VIP (arrows) in 3 pm human compact bone sections
(alcian blue and light green counterstained). Images were captured with Olympus BX5| microscope (100x). C. VPAC/ and
VPAC2 gene expression in in vitro-differentiated human osteocytes determined by real time-PCR. Results of seven independent

experiments are expressed as relative mMRNA expression (relative to ACTB levels). D. Protein detection of VIP receptors after

14 days of human osteocytes differentiation was determined by western blot and GAPDH was used as a loading control.

Representative result is shown.
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Figure 3. Effect of VIP on osteocyte-associated gene markers expression and morphology during in vitro
differentiation. BGLAP (A), MEPE (B), SOST (C) mRNA expression levels in differentiated human osteocytes after 14 days
of monoculture in 3D type | collagen gels, in absence or presence of VIP 10 M, determined by real-time PCR. Results are
expressed as relative mRNA expression (relative to ACTB levels) and referenced to the control group. The means * SEM of
triplicate determinations of seven independent experiments are shown. T-Test and Mann Whitney U test were performed
(*p <0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001). D. Photomicrographs of the effect of VIP on the actin cytoskeleton in in vitro-differentiated
osteocytes (Olympus FluoView-1200 confocal microscope, 40x). Detection of F-actin was performed using Phalloidin-iFluor
488 (Abcam, green) and nuclei were counterstained with DAPI (blue). Scale bars represent 200pm (white) and 50 pm (yellow).

Representative result is shown.

To investigate whether VIP influences the cytoskeletal
reorganization required for the morphological transition to
the characteristic dendritic morphology of osteocytes,
immunofluorescence staining of F-actin was performed
after 14 days of in vitro induction. Qualitative assessment
of the images (Figure 3D)
demonstrated successful osteocyte differentiation in both
control and VIP-treated groups, with development of the
typical dendritic outgrowths. Despite limitations of
qualitative imaging, osteocytes exposed to VIP appeared to
develop somewhat longer and more clearly defined

immunofluorescence

dendritic processes (see supplementary figure 1).

VIP modulates RANKL/OPG ratio in differentiating
osteocytes

In order to explore the potential modulatory effects of VIP
on bone remodelling by regulating osteocyte-mediated

coordination of osteoblasts and osteoclasts, we investigated
whether this neuropeptide could modulate the
RANKL/OPG system in osteocytes. Gene expression of
RANKL (TNFSF11) and OPG (TNFRSF11B) was analysed
after 14 days of in vitro osteocytogenesis in the presence or
absence of VIP by real-time qPCR. Although RANKL
transcript levels remain unchanged (Figure 4A), the
presence of VIP significantly increased OPG gene
expression (p-value<0.001) in differentiated osteocytes
(Figure 4B), resulting in a significant decrease in the
RANKL/OPG ratio (p-value=0.0040) (Figure 4C).

Regulation of bone cell differentiation markers by VIP
in triple co-cultures

Next, we explored the role of VIP in a system that
mimicked the physiological conditions of bone
remodelling. For this propose, triple cultures containing
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Figure 4. VIP modulates RANKL/OPG ratio in osteocytes. Relative mRNA expression of TNFSFI | (RANKL) (A) and
TNFRSFI 1B (OPG) (B) in human osteocytes after 14 days of in vitro differentiation in the absence or presence of VIP 102 M,
determined by real-time PCR. C. RANKL/OPG (TNFSFI I/ TNFRSFI | B) ratio on gene expression level. Results are expressed
as relative mRNA expression (relative to ACTB levels) and referenced to the control group. The means + SEM of triplicate
determinations of seven independent experiments are shown. T-Test and Mann Whitney U test were performed (**p < 0.01;
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Figure 5. Effect of VIP on osteoblast and osteocyte gene markers in bone triple co-cultures. Relative mRNA
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mature osteoblasts, as well as osteocytes and osteoclasts
undergoing simultaneous differentiation, were performed
in the presence or absence of the neuropeptide. After 14
days in triple culture, gene expression of the involved cell
types was examined.

Osteocytes differentiated in the presence of VIP in triple
culture exhibited a significant reduction of BGLAP mRNA
expression (p-value=0.0082) (Figure 5A), a marker of
mature osteoblasts. Furthermore, neuropeptide exposure
significantly upregulated MEPE gene expression (p-
value=0.0043) (Figure 5B), accompanied by a significant
reduction in SOST (p-value=0.0015) (Figure 5C).
Regarding osteoblast gene expression, VIP treatment in
triple culture induced a significant downregulation of both

A
. NFATC1
"o *%
&
[T}
8
& 1.0
w
- 1
['4
£
E 0.5
S
2
k-
(72 ] v i
s 0.0
[/p] Control VIP
b
o
o C
- . ACP5
w ) .
o g 0.0722
o~
§
2 1.0
o
<
4
['4
£
Fid 0.5
[§]
<
2
g
[7]
x  0.0-

Control VIP

Castro-Vazquez et al 2025

BGLAP (p-value=0.0159) and ALPL (p-value=0.0079)
gene expression (Figure 5D, 5E).

Finally, when osteoclast-associated genes were
characterised, results showed a significant decrease in the
expression of master regulator of osteoclastogenesis
NFATCI (p-value=0.0043), as well as a tendency for
decreased DCSTAMP expression (p-value=0.2544) when
triple cultures were exposed to VIP (Figure 6A, 6B).
Similarly, a decrease in the expression of ACP3, encoding
TRAP (p-value=0.0722), and CTSK, enoding cathepsin k,
(p-value=0.0008), two markers associated with resorptive
activity, was observed under VIP stimulation (Figure 6C,
6D).
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Figure 6. VIP down-regulates the expression of osteoclast-specific markers in triple co-cultures. (A) NFTAC/,
(B) DCSTAMP, (C) ACP5 and (D) CTSK mRNA expression levels in differentiated osteoclasts after 14 days of triple co-culture,
in absence or presence of VIP 10® M, determined by real-time PCR. Results are expressed as relative mRNA expression

(relative to ACTB levels) and referenced to the control group. The means + SEM of triplicate determinations of seven
independent experiments are shown. T-Test and Mann Whitney U test were performed (**p < 0.01; ***p < 0.001).
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Figure 7. Effect of VIP on osteoblast and osteocyte RANKL and OPG gene expression in triple co-cultures.
Relative mRNA expression of TNFSFI | (RANKL) (A, D) and TNFRSFI IB (OPG) (B, E) after 14 days of triple co-culture in
absence or presence of VIP 10® M was determined by real-time PCR in osteoblasts and osteocytes. RANKL/OPG

(TNFSFI I/TNFRSF 1 1B) (C, F) ratio of gene expression values. Results are expressed as relative mRNA expression (relative to

ACTB levels) and referenced to the control group. The means * SEM of triplicate determinations of seven independent
experiments are shown. T-Test and Mann Whitney U test were performed (*p < 0.05; **p < 0.01)

VIP modulates RANKL and OPG gene expression in
osteoblasts and osteocytes within triple co-cultures

Given that osteogenic lineage cells, including osteoblasts
and osteocytes, are considered the main sources of OPG
and RANKL, respectively, playing a fundamental role in
regulating bone homeostasis, we examined whether their
gene expression (TNFRSF11B and TNFSF11) was altered
in bone triple co-cultures exposed to VIP. In osteoblasts,
the presence of VIP led to a significant decrease in RANKL
gene expression (p-value=0.0476) accompanied by an
increase in OPG mRNA levels (p-value =0.0149) (Figure
7A, 7B), resulting in a significant reduction of the
RANKL/OPG ratio for this cell type (p-value=0.0476)
(Figure 7C).

In contrast, although osteocytes showed significantly
decreased RANKL mRNA levels, they exhibited a
of OPG (p-value=0.456

downregulation and p-

value = 0.0350, respectively) (Figure 7D, 7E). However,
the RANKL/OPG ratio in osteocytes, showed a significant
reduction in the presence of VIP within the triple co-culture
similar to osteoblasts (p-value =0.0183) (Figure 7F).

Impact of VIP on cell morphology of osteoblast,
osteocytes and osteoclasts in triple co-cultures

Cytoskeletal and the
morphological transitions are critical for the differentiation

and functional activity of all three bone cell types present

reorganization consequent

in the triple co-cultures. To evaluate the impact of VIP on
mature osteoblasts as well as on differentiating osteocytes
and osteoclasts, immunofluorescence staining of F-actin
was performed in all three cell types after 14 days of
culture. Similar to osteocyte differentiation experiments in
3D collagen gels, qualitative assessment of the
immunofluorescence  images confirmed  osteocyte
differentiation in both control and VIP-treated groups, with



Control

VIP

Cellular and Molecular Life Sciences
Under Review

development of extended dendritic processes (Figure 8B).
Besides, we recognized a reduction in osteoclast density
accompanied by disorganized actin structures that impaired
the formation of the sealing actin ring required for
resorption lacunae development (Figure 8A). Finally, no
changes were reported on osteoblast cell morphology
between control and VIP treatment (Figure 8C).

Discussion

Extensive research described the molecular and cellular
pathways that mediate the regulatory actions of VIP in bone
remodelling. However, its impact on osteocyte biology has
not been elucidated yet, probably due to the technical
difficulty involved in the in vitro differentiation of primary
osteocytes. In the present study, by establishing 3D
collagen gel cultures for osteocyte differentiation, we
report for the first time that human osteocytes not only
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express VIP but also its specific receptors, suggesting a
potential autocrine signalling mechanism. Moreover, our
data demonstrate that exogenous VIP enhances the in vitro
differentiation of human osteocytes, raising the possibility
of a direct modulatory role of this neuropeptide in osteocyte
biology. Consistently, our findings in a more complex
cellular context using a triple co-culture model indicate
that, in the presence of VIP, the osteoblast-to-osteocyte
transition is enhanced toward an osteoprotective
phenotype. This phenotype is characterized by reduced
sclerostin levels and a lower RANKL/OPG ratio,
promoting osteogenesis while limiting osteoclastogenesis.
These results reveal novel insights into VIP-mediated
cellular crosstalk in bone, highlighting its modulatory
influence on the orchestrating activity of osteocytes, which
underlies its reported bone homeostatic effects [16, 23, 24,
26, 27].

C OSTEOBLASTS

Figure 8. Cell morphology of osteoclasts, osteocytes and osteoblasts in triple co-culture in the absence or

presence of VIP. Photomicrographs of the effect of VIP presence on the actin cytoskeleton in osteoclasts (A), osteocytes

(B) and osteoblasts (C) after 14 days of triple co-cultures (Olympus FluoView-1200 confocal microscope, 40x). Detection of

F-actin was performed using Phalloidin-iFluor 488 (Abcam, green) and nuclei were counterstained with DAPI (blue).
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Our initial objective was to characterize the VIP/receptor
axis in human osteocytes and to determine whether these
cells, as terminally differentiated osteoblasts, retain the
expression of VIP and its specific receptors, previously
reported in in vitro-differentiated human osteoblasts[27].
As anticipated, VIP transcripts were detected in
3D-differentiated human osteocytes and confirmed in bone
matrix-embedded cells through immunohistochemical
analysis of compact bone sections, in agreement with a
previous report describing VIP expression in osteocyte-like
cells within the subchondral bone of osteoarthritic
patients[31]. These findings suggest that osteocytes may
act as an additional source of VIP within the bone
microenvironment contributing to further increase its local
levels, similar to reports on the neuropeptide NPY[36].
Moreover, our results provide the first evidence for VPAC1
and VPAC2 expression in human osteocytes, consistent
with the preservation of receptor expression previously
demonstrated in in vitro-differentiated human osteoblasts
[27] and also reported in human periosteum-derived
osteoblastic cells (SaM-1) and osteosarcoma-derived cell
lines (Sa0OS-2, HOS, and MG-63) [37-40]. The presence of
both receptors suggests that VIP can directly modulate
osteocyte activity and, together with its local production by
osteogenic lineage cells, supports the concept of VIP acting
as an osteocytic autocrine and paracrine factor within the
bone microenvironment.

Accumulating evidence has established VIP as an
endogenous osteoinductive factor, directly promoting the
osteogenic differentiation of human and rat BM-MSCs by
upregulating specific osteoblastic markers and inducing the
actin cytoskeletal rearrangements characteristic of cuboidal
osteoblasts[26, 27]. As osteocytes express the receptors
mediating VIP activity, the present study explored its
potential role in regulating the transition from mature
osteoblasts to osteocytes. Our results demonstrate that in in
vitro  3D-differentiated osteocytes, VIP  exposure
upregulated the anti-mineralization gene MEPE and the
bone formation inhibitor SOST, well-established markers
of mature osteocytes[41]. These data align with findings in
a murine model of alveolar bone healing, where VIP
increased osteogenic related markers, along with
upregulation of osteocytic genes such as SOST [42].
Besides, we also observed a significant reduction in the
mature osteoblast marker BGLAP in osteocytes
differentiated under VIP stimulation, consistent with an
enhancement of the osteocytogenic process, during which
osteoblasts progressively downregulate bone matrix
production [43]. Additionally, as osteocytogenesis requires
cytoskeletal plasticity for the formation of dendritic
extensions within the canalicular network [1], and given
that VIP has been shown to induce F-actin reorganization
in osteogenic cells [27], we examined the cytoskeletal
architecture of osteocytes exposed to VIP. Qualitative
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morphological analysis indicated that VIP-stimulated
osteocytes retained their characteristic stellate morphology
and exhibited extended dendritic projections, potentially
reflecting progression in the differentiation process [43].
Therefore, the present findings support the hypothesis that
VIP may facilitate the transition from osteoblast to
osteocyte by promoting a progressive reduction in bone
matrix production, inducing osteocyte-specific gene
expression, and enabling cytoskeletal rearrangements
required for extensive dendritic branching.

As central regulators of bone homeostasis, osteocytes exert
paracrine effects on osteoblasts and osteoclasts through
direct cell-cell interactions and the release of regulatory
molecules [44]. Specifically, osteocytes play a fundamental
role in modulating osteoclast biology, primarily through the
production of RANKL and OPG [43]. As both cytokines
have been identified as targets of VIP in its osteoblast-
mediated anti-osteoclastogenic effects [27, 45], and given
that the osteoprotective activity of this neuropeptide in both
animal models and early arthritis patients has been linked
to a reduced RANKL/OPG ratio [16, 24], we aimed to
determine whether a similar regulatory effect occurs in
osteocytes. Our data reveal a significant increase in the
OPG mRNA levels in osteocytes differentiated in the
presence of VIP, consistent with its reported ability to
counteract the inhibitory effect of 1,25(OH)-vitamin Ds on
OPG expression in mouse bone marrow cultures [45] and
to upregulate OPG in MC3T3-E1 pre-osteoblastic cells
[46]. Consequently, we also detected a decrease in the
osteocytic RANKL/OPG ratio, similar to that observed in
in vitro-differentiated human osteoblasts [27], supporting
the notion that VIP may also exert anti-osteoclastogenic
effects through the regulation of these osteocyte-derived
factors.

However, to fully assess the modulatory effects of VIP on
osteocyte-mediated bone homeostasis, it is essential to
consider the reciprocal interactions among osteoblasts,
osteoclasts and osteocytes. Therefore, to better mimic the
bone remodelling process, we analysed the impact of the
neuropeptide in the triple co-culture system, in which
osteocytes and osteoclasts were simultaneously
differentiated from their progenitors in the presence of
mature osteoblasts [34]. In line with our findings in
osteocyte monocultures, exposure to VIP downregulated
the mature osteoblast marker BGLAP in differentiating
osteocytes, while concurrently increasing the osteocytic
marker MEPE, and inducing a more pronounced dendritic
morphology, characteristic of fully differentiated
osteocytes. In contrast, our results demonstrated that VIP
significantly downregulated SOST expression in triple
culture, a finding that should be interpreted within the
specific context of the triple co-culture, as sclerostin not
only acts as a direct inhibitor of osteoblast differentiation
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[6, 47-49] but also indirectly promotes osteoclastogenesis
through osteoblast-mediated signalling [50, 51]. Thus, by
downregulating osteocytic sclerostin, VIP may promote the
differentiation of osteogenic lineage cells and further
facilitate  osteocytogenesis, consistent with  the
well-established inhibitory role of this protein in the mature
osteoblast-to-osteocyte transition [52]. This hypothesis
aligns with the significant decrease in BGLAP and ALPL
expression detected in mature osteoblasts cultivated in
triple cultures exposed to VIP, reflecting a reduction in the
mineralizing activity required for their transition into
osteocytes [53]. Interestingly, this regulatory mechanism
may not be strictly unidirectional, as there are osteoblast-
derived factors that influence SOST expression in
osteocytes [54]. Among these, VIP is known to stimulate
the production of LIF (leukaemia inhibitory factor) [55]
and PGE2 (prostaglandin E2) [56] in osteoblasts, which
could negatively affect sclerostin gene expression in
osteocytes present in the triple co-culture model.

In this context, the downregulation of SOST observed in
VIP-treated bone triple co-cultures may be related to the
reduced osteoblastic RANKL/OPG ratio, consistent with
the role of sclerostin in enhancing RANKL while
suppressing OPG in mature osteoblasts [50]. In this sense,
our findings from the triple co-culture model demonstrate
a marked reduction in osteoclast differentiation markers
(NFATCI and DCSTAMP) and resorptive activity markers
(ACP5 and CTSK) in the presence of VIP, accompanied by
disruption of the actin cytoskeletal reorganization essential
for osteoclast resorptive function. This decrease in
osteoclastogenic gene and morphological markers likely
reflects both the well-established direct inhibitory effect of
VIP on osteoclasts biology [16, 20, 45] and the downstream
consequences of the reduced RANKL/OPG ratio observed
in osteoblasts.

Although multiple cell types contribute to RANKL
production during bone remodelling, osteocytes are widely
recognized as the predominant source of functional
RANKL driving osteoclastogénesis [43]. Interestingly,
within the bone triple co-culture model, VIP stimulation led
to a marked decrease in osteocyte RANKL expression, an
effect that was not observed under monoculture conditions.
This microenvironment-dependent response could partly
result from the VIP-induced decrease in sclerostin, which
promotes a pro-osteoclastogenic phenotype in human
primary pre-osteocytes and in the murine osteocyte-like
cell line MLO-Y4 by stimulating RANKL expression [50,
51, 57]. Thus, the reduction of osteocytic SOST observed
in the presence of VIP could not only attenuate the
osteocyte-mediated inhibition of osteogenesis but also
represent an additional mechanism underlying the
anti-osteoclastogenic effects of VIP, potentially interfering
with the RANKL-dependent pathway by which osteocytes

Castro-Vazquez et al 2025

support osteoclast differentiation. Conversely, our data also
reveal that the OPG gene expression is downregulated in
osteocytes exposed to VIP within the triple co-culture. This
could potentially compromise its anti-osteoclastogenic
action, as OPG functions as a soluble decoy receptor for
RANKL, thereby preventing osteoclast formation and bone
resorption. Nevertheless, this effect is not expected to
substantially impact bone cellular crosstalk, since it does
not alter the OPG dominance in the osteocytic
RANKL/OPG ratio. Furthermore, osteoblasts are widely
recognized as the predominant source of OPG within the
bone microenvironment [58, 59]. Despite this, osteocytic
OPG may play an important role in the mechanisms that
regulate subcellular RANKL trafficking, as it has been
described that the formation of the OPG-RANKL complex
within the Golgi apparatus is necessary for RANKL
trafficking to the plasma membrane [60, 61].Given that
membrane-bound RANKL but not soluble RANKL
constitutes the physiologically active form required for
osteoclast formation [9, 10], the VIP-induced decrease in
osteocytic OPG expression could impair RANKL
trafficking to the cell surface, thereby further reinforcing an
anti-osteoclastogenic profile.

In summary, our findings indicate that VIP may function as
an autocrine and paracrine modulator of osteoblast and
osteocyte activity, introducing a new regulatory component
within the neuro-osteogenic pathway. In addition, our
results show that VIP promotes osteocytogenesis, leading
to the acquisition of an osteoprotective phenotype
characterized by reduced sclerostin expression. This
decrease not only attenuates osteocyte-mediated inhibitory
signalling toward osteoblasts but also contributes to an
anti-osteoclastogenic profile by lowering the osteoblastic
RANKL/OPG ratio. This suppressive effect of VIP on
osteoclast biology may be further reinforced by
downregulation of RANKL in osteocytes, resulting in a
reduced osteocytic RANKL/OPG ratio, along with a
concomitant decrease in OPG expression that could impair
RANKL localization to the osteocyte membrane.

Although additional studies are needed to better understand
the mechanisms involved, our findings represent an
important advancement in understanding the role of VIP in
osteocyte-mediated regulation of bone metabolism. This
research represents a significant step toward exploring new
therapeutic targets for a wide range of musculoskeletal
disorders characterized by impaired bone homeostasis.
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Control
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Supplementary Figure 1. Effect of VIP on osteocyte morphology during in vitro differentiation Photomicrographs

of the effect of VIP on the actin cytoskeleton in in vitro-differentiated osteocytes (Keyence BZ-X810 microscope, 20x).

Detection of F-actin was performed using Phalloidin-iFluor 488 (Abcam, green) and nuclei were counterstained with DAPI

(blue). Scale bars represent 100 pym. Representative result is shown.
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Discusion

La integridad y resistencia del tejido 6seo dependen de la actividad coordinada de
osteoclastos, osteoblastos y osteocitos. Los osteoclastos degradan la matriz 6sea
antigua o dafnada, mientras que los osteoblastos sintetizan nuevo hueso, restaurando
asi la arquitectura y la funcion del tejido. Los osteocitos, por su parte, quedan atrapados
en la matriz mineralizada y actGan como coordinadores centrales de la homeostasis
6seaq, regulando de forma paracrina y autocrina tanto la resorcién como la formacion
del hueso. El equilibrio entre estos procesos catabdlicos y anabdlicos, esencial en el
remodelado 6seo, estd controlado por una red de sefiales entre las que se incluyen
hormonas, factores de crecimiento locales, citocinas y neuropéptidos. Entre estos
altimos, VIP ha emergido como un modulador clave del microambiente éseo. Diversos
estudios han demostrado sus efectos osteoprotectores tanto in vivo en modelos
animales como in vitro en cultivos celulares murinos, al inhibir la osteoclastogénesis y
estimular la diferenciacion osteoblastica, ademdas de mostrar propiedades

inmunomoduladoras y antiinflamatorias.

Con el fin de profundizar en el papel modulador de VIP sobre la homeostasis ésea en
humanos, resulta necesario caracterizar con mayor detalle los patrones de expresion
de los receptores de VIP, VPAC1 y VPAC2, en las células del tejido 6seo. De este modo,
en relacién con el estudio de la expresion de los receptores de VIP durante la
osteoclastogénesis, los resultados del articulo 1 demuestran la presencia de ambos
receptores de VIP tanto en osteoclastos diferenciados in vitro como en sus
precursores monociticos. Estos resultados corroboran los previamente descritos en
osteoclastos procedentes de medula ésea de raton y rata (Eger et al., 2021; Lundberg
et al., 2000; Muschter et al., 2015). Ademas, revelan una disminucién de la expresion
génica de ambos receptores en los osteoclastos diferenciados con respecto a la de los
monocitos. Este patron de expresion concuerda con la regulacién dindmica de los
receptores de VIP descrita previamente en el proceso de diferenciacién de macréfagos
humanos (Carrién et al., 2016; Hohenhaus et al., 2013). Concretamente, la expresién de
VPAC1 y VPAC2 experimenta una reduccién a lo largo de los 7 dias requeridos para la
diferenciaciéon de los macréfagos a partir de sus precursores monociticos (Carrién et
al., 2016). Por tanto, nuestros resultados corroboran datos previos que describen la
reduccion de la expresion de los receptores VPACT y VPAC2 en células de linaje mieloide
cuando estdn sometidas a procesos de diferenciacion celular. No obstante, serian
necesarios estudios complementarios para determinar la implicacién funcional de esta

regulacién dindmica.
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En lo relativo a la presencia de los receptores de VIP en las células del linaje
osteogénico, estudios previos realizados con osteoblastos de calvaria de ratén y lineas
celulares de osteosarcoma murino sefalan la expresiéon de VPAC1 y VPAC2 (Gomariz
et al., 2019; Gozes, 2008; Martinez et al., 2020). Sin embargo, la descripcion de su
presencia en células humanas se limita a un trabajo en el que se emplean lineas
celulares de osteosarcoma y la linea celular SaM-1 de osteoblastos inmortalizados
(Togari et al., 1997). En el articulo 2 de esta tesis doctoral describimos, por primera
vez, el patron de expresion de los receptores VPAC1y VPAC2 durante el proceso de
diferenciacion de osteoblastos y, en el articulo 3, su presencia en osteocitos
maduros. En todos los puntos analizados a lo largo de los 14 dias de diferenciacion
osteobldstica, nuestros resultados revelan que el receptor VPACI presenta niveles de
expresion mdas elevados que el receptor VPAC2, manteniéndose ademds una
proporcidn constante entre ambos. Sin embargo, en trabajos previos en lineas celulares
de osteoblastos humanos solo se sefiala la expresion de VPACI, mientras que en
osteoblastos murinos diferenciados a partir BM-MSC se ha descrito que la expresién de
VPACI se induce durante la osteogénesis y que VPAC2 se expresa de forma constitutiva
(Lundberg et al., 2001; Togari et al., 1997). Estas discrepancias no son incompatibles con
nuestros presentes resultados ya que para dichos estudios se utilizaron tipos celulares,
fases de diferenciacion y especies diferentes, ademads de técnicas experimentales de
menor sensibilidad para la deteccion de ARNm. Por Gltimo, y en linea con lo publicado
previamente en osteoblastos primarios de ratéon, en osteoblastos humanos aislados de
hueso trabecular, asi como en lineas celulares de osteosarcoma (Gozes, 2008;
Muschter et al., 2015; Ransjé et al., 2000), nuestros resultados del articulo 2 también
revelan que ambos son receptores funcionales y que su activacion estd acoplada a

AMPc como mediador intracelular.

En el contexto del eje neuro-osteogénico, es ampliamente reconocido que numerosos
neuropéptidos liberados por las fibras simpaticas que inervan el tejido 6seo ejercen
acciones paracrinas sobre las células del microambiente 6seo. En este sentido, desde
que Hohman y colaboradores demostraron la existencia de terminaciones nerviosas
inmunorreactivas para VIP en tejido éseo de rata (Hohmann et al., 1986; Hohmann et
al., 1983), investigaciones posteriores han confirmado la presencia de este neuropéptido
en el periostio, epifisis y médula ésea de rata (Bjurholm et al., 1992; Gronblad et al.,
1984; Hohmann et al., 1986). Estudios recientes realizados en muestras humanas han
descrito que VIP no solo se expresa en la superficie del hueso trabecular y médula é6sea
sino también en células tipo osteocito (Kanemitsu et al., 2020; Xiao et al., 2016). En linea
con estos datos, los resultados del articulo 2 y 3 revelan que tanto osteoblastos como

osteocitos humanos diferenciados in vitro expresan VIP. Asi, mediante andlisis
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inmunohistoquimico en secciones de hueso compacto, pudimos corroborar la expresiéon
de VIP en osteocitos, ya descrita por Kanemitsu y colaboradores en 2020 a través de
esta misma técnica en secciones de hueso subcondral de pacientes con artrosis
(Kanemitsu et al., 2020). Estos resultados apuntan a que osteoblastos y osteocitos
podrian actuar como una fuente adicional de VIP en el microambiente o6seo,
contribuyendo al aumento de sus niveles locales, tal y como se ha descrito para el
neuropéptido NPY (Wu et al., 2020). Por tanto, nuestros hallazgos sugieren que VIP,
ademads de actuar como un neuropéptido regulador a nivel sistémico, podria

participar como mediador autocrino en las células del linaje osteoblastico.

Dada la informacién previa generada en modelos murinos que respalda el potencial
anti-osteoclastogénico de VIP, nuestro siguiente objetivo fue el estudio del efecto de este
neuropéptido sobre la diferenciacion y funcionalidad de osteoclastos humanos. En el
articulo 1, al analizar la accidn moduladora de VIP sobre el proceso de
osteoclastogénesis humana in vitro, se observé un descenso significativo del nimero de
osteoclastos, de acuerdo con lo publicado anteriormente en modelos murinos (Eger et
al., 2021; Mukohyama et al., 2000). En la blsqueda de los mecanismos implicados en
dichos efectos, no detectamos cambios en la expresion génica de los receptores de M-
CSF y de RANKL, dos citocinas clave en el proceso de osteoclastogénesis (Jacome-
Galarza et al, 2019; Paniagua et al, 2010). Dado que la expresiéon de RANK es
dependiente de la sefializaciéon activada por el receptor c-Fms, la ausencia de un efecto
de VIP sobre este Gltimo podria explicar la falta de modulacién del receptor de RANKL.
No obstante, nuestros resultados demuestran que VIP induce una reduccién
significativa de la expresion génica y traslocacion al ndcleo del factor central de la
osteoclastogénesis NFATcl asi como de los niveles de transcritos del marcador de
diferenciacion de osteoclastos DCSTAMP.

La expresion de NFATCI se encuentra regulada por las vias de sefializacion NF-xB y
AP-1 (Kim & Kim, 2016; Liu et al., 2016). Cabe sefalar que, entre los mecanismos
moleculares antiinflamatorios de VIP, destaca su capacidad para inhibir la activacion y
translocaciéon al nicleo de estos factores de transcripcion (Martinez et al., 2019).
Ademads, se ha demostrado un efecto inhibidor de VIP sobre la via de NF-xB en
osteoclastos murinos inducidos por RANKL (Kim & Kim, 2016; Liu et al., 2016). Por tltimo,
en linea con nuestros resultados, se ha descrito que VIP actta como inhibidor de la
expresion de la isoforma c3 del factor NFAT en pacientes con enfermedad pulmonar

obstructiva crénica (Szema et al., 2017).

Por otro lado, DC-STAMP es una de las proteinas clave en el proceso de fusion celular

regulada por el factor central NFATc1 (Chiu et al., 2017). Por ello, una reduccién en su
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expresion podria explicar los cambios observados en el nimero de osteoclastos
diferenciados. De modo que este mecanismo inhibidor de VIP sobre la sefalizacién que
regula la expresion de NFATc], justificaria la reducciéon de expresion génica de DCSTAMP
(Kim & Kim, 2016). En este sentido, nuestros resultados indicarian que VIP no interfiere
en los mecanismos iniciales de la osteoclastogénesis mediada por RANKL y MCSF,
sino que ejerceria su accion moduladora mediante la regulaciéon negativa de la

expresion y activacion de NFATcI.

Ademads, gracias a los ensayos in vitro de resorcion 6seaq, el potencial de VIP como
agente anti-osteoclastogénico se ha visto reforzado. Los osteoclastos humanos
diferenciados en presencia de VIP presentan una menor drea de resorcién, dato que
corrobora investigaciones previas realizadas con osteoclastos de rata (Lundberg et al.,
2000; Qu et al., 2021) . En cuanto al efecto de VIP sobre la expresidon de marcadores de
la actividad resortiva, nuestros resultados indican que induce una reduccién
significativa de la expresion de los genes que codifican TRAP, catepsina K 'y MMP-9
(ACP5, CTSK y MMP9). Curiosamente, la expresion de estas moléculas se encuentra
regulada principalmente por el factor de transcripciéon NFATcl (Kim & Kim, 2016), por lo
que el efecto inhibidor de VIP descrito anteriormente sobre este factor podria estar
influyendo en la expresion de dichos genes. Esta Gltima hipdtesis resulta, de hecho,
compatible con los resultados de un estudio realizado en la linea celular de osteoclastos
murinos RAW 264.7, en los que el bloqueo de la via de sefializacién NF-kB conlleva una
reduccién significativa de la expresién de ACP5 y CTSK (Liu et al., 2016). Por otra parte,
de acuerdo con trabajos previos en modelos murinos de colitis y de dafio pulmonar
(Ganea et al., 2015; Liu et al., 2005), asi como en sinoviocitos fibroblasticos de pacientes
con artrosis (Martinez et al, 2020), en el presente trabajo describimos que la

sefializacion activada por VIP reduce la expresiéon de MMP-9.

Finalmente, completamos nuestro estudio del osteoclasto analizando el impacto de
VIP sobre sus mecanismos de interaccién con la matriz mineralizada. La reorganizacion
del citoesqueleto de actina junto con la acciéon de la integrina avB3 resulta esencial en
este proceso, dando lugar a un anillo periférico que define la cdmara sellada donde se
llevard a cabo la resorcidon (Blangy et al., 2020; Crotti et al., 2006; Nakamura et al.,
1999; Novack & Faccio, 2011). En el presente trabajo demostramos una modulacién de
la expresion génica de la integrina avf3 asi como una disrupcién del anillo de actina
cuando la diferenciacion de los osteoclastos se lleva a cabo en presencia de VIP.
Concretamente, la tendencia en la reduccion de la subunidad 3 de la integrina podria
ser consecuencia de la modulacién negativa del factor NFATc], ya que el gen ITGB3 que
la codifica estd regulado directamente por éste (Crotti et al., 2006). En cuanto a los

efectos de VIP sobre el citoesqueleto de actina, no existen datos previos que describan

132



su accidn sobre la formacién del anillo de actina. No obstante, Lundberg y
colaboradores demostraron en un estudio in vitro que este neuropéptido disminuia el
ndmero de dreas de resorcion de osteoclastos de rata como consecuencia de un
aumento en la contracciéon citoplasmatica y de la reduccion de su motilidad celular
(Lundberg et al, 2000). En resumen, nuestros resultados sugieren que este
neuropéptido presenta un efecto anti-osteoclastogénico directo, afectando tanto a
la diferenciacion como a la funcionalidad de los osteoclastos humanos a través de

la regulacion negativa del factor NFATcI.

El siguiente objetivo propuesto fue dilucidar la posible contribucion de VIP en la
diferenciacion y funcionalidad de osteoblastos. El factor de transcripcién Runx2 ha sido
descrito como el regulador central de la diferenciacion de osteoblastos, encontrandose
regulado por la via de sefializacion Wnt mediante la estabilizacién y traslocaciéon
nuclear de la B-catenina. Los resultados del articulo 2 muestran un aumento de la
expresion génica y proteica tanto de Runx2 como de [-catenina cuando la
diferenciacion osteobldstica se lleva a cabo en presencia de VIP. De modo que nuestros
resultados confirmarian, en humanos, el efecto estimulador de VIP sobre la via de
sefalizacion osteogénica Wnt/ B-catenina descrito previamente en BM-MSC de rata,
promoviendo un incremento de los niveles de B-catenina que, a su vez, conllevaria un
aumento del factor Runx2 regulado por esta via (Shi et al., 2020). Ademds, en presencia
del neuropéptido, las células adquieren antes el maximo de la expresion del gen que
codifica coldgeno de tipo | (COLIAI), principal componente del osteoide vy, por ello,
considerado como un marcador temprano de la osteogénesis. Ya que el promotor del
gen COLIAI es una de las dianas de Runx2 (Komori, 2019), este efecto inductor del VIP

se corresponde con lo esperado.

En cuanto al efecto de VIP sobre la reorganizaciéon del citoesqueleto, se observan un
mayor nimero de adhesiones focales y unas hebras de actina mucho mas estilizadas
en los osteoblastos diferenciados en su presencia. Dichas células presentan, ademas,
una morfologia mas cuboidal, lo que las diferencia de las células en condiciones basales,
que mantienen una morfologia fusiforme caracteristica de etapas mas tempranas del
proceso de la diferenciacién (Khan et al., 2020; Sonowal et al., 2013; Suzuki et al., 2019).
En este sentido, es interesante sefialar que el remodelado del citoesqueleto e incluso la
diferenciacién osteogénica han sido relacionados con cambios en las concentraciones
intracelulares AMPc a través de mecanismos acoplados a GPCRs (Chen et al., 2010;
Luo et al., 2009; Romanello et al., 2001).

Al abordar cudl podia ser el impacto de VIP sobre la funcionalidad de los osteoblastos,

detectamos un aumento de la concentracién de la fosfatasa alcalina en los
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sobrenadantes de aquellos que habian sido diferenciados en su presencia que, ademas,
se acompafiaba de un incremento en los depdsitos de calcio de la matriz extracelular.
Por lo tanto, la presencia de VIP durante la diferenciacién de las BM-MSC humanas
hacia osteoblastos estimularia su capacidad de mineralizacion del osteoide a través del
aumento en la secrecidn de la ALP, de acuerdo con estudios previos en células murinas

y en lineas celulares humanas osteobldasticas (Ma et al., 2013; Shi et al., 2020).

A partir de las evidencias que apuntan al potencial de VIP como un factor
osteoinductor, presentadas en el articulo 2, nuestro siguiente objetivo fue explorar su
papel en la transicidon de osteoblastos maduros a osteocitos. Los resultados del articulo
3 indican que los osteocitos diferenciados in vitro en presencia de VIP presentan un
aumento de expresion de MEPE y de SOST. Dichos genes codifican, respectivamente,
proteinas relacionadas con una actividad anti-mineralizadora e inhibidora de la
formaciéon 6sea, siendo reconocidas como marcadores consolidados de osteocitos
maduros (Kitase & Prideaux, 2023). Nuestros datos se alinean con los hallazgos en el
modelo murino de regeneracién de hueso alveolar, en el cual VIP incrementa la
expresion de marcadores del osteocito, entre los que se encuentra SOST (Azevedo et
al., 2021). Asimismo, cuando VIP estuvo presente en los cultivos de diferenciacién,
observamos una reduccién significativa de los transcritos del marcador de osteoblasto
maduro BGLAP, lo cual seria compatible con un efecto intensificador de VIP sobre la
transicion desde osteoblasto a osteocito, proceso en el que experimentan una reduccién

progresiva en la produccion de matriz é6sea (Marahleh et al., 2023).

Dilucidar el efecto de VIP sobre el citoesqueleto de actina de los osteocitos es de gran
interés ya que, durante su diferenciacion, sufren grandes cambios estructurales
asociados a la generacién de dendritas que resultan determinantes en establecimiento
del sistema lacuno-canalicular (Tresguerres et al., 2020). El andlisis cualitativo de las
imagenes obtenidas por microscopia de fluorescencia del citoesqueleto de actina de los
osteocitos estimulados con VIP demostré que las células conservan su morfologia
estrellada caracteristica y exhiben prolongaciones dendriticas mds extensas, lo que
podria reflejar un avance en el proceso de diferenciacion (Marahleh et al., 2023). En
consecuencia, los hallazgos presentados respaldan la hipétesis de que VIP podria
facilitar la transicion de osteoblasto a osteocito al promover una reduccion
progresiva en la produccion de matriz 6sea, inducir la expresion de genes
especificos del osteocito y posibilitar los reordenamientos citoesqueléticos

necesarios para el desarrollo de una extensa ramificaciéon dendritica.

Dada la relevancia del papel regulador tanto de osteoblastos como de osteocitos

sobre la biologia de los osteoclastos, a través de la produccién de RANKL y OPG, se
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analizé la accién de VIP en ambos tipos celulares. En los osteoblastos diferenciados in
vitro del articulo 2, los resultados mostraron que la presencia de VIP durante la
osteogénesis se asocia con una disminucién significativa en la expresiéon de RANKL, con
la consecuente reduccion de la relacion RANKL/OPG. Este hallazgo consolida el efecto
protector de VIP frente a la erosién 6sea y confirma datos previos generados en el
modelo murino de CIA, donde se describe que el tratamiento con el neuropéptido
reduce dicha relacién mediante la disminucion de los niveles de RANKL (Juarranz et al.,
2005). De hecho, este resultado en modelos animales corroboraba lo descrito en
estudios in vitro previos realizados en células de médula ésea murina, donde VIP
disminuye la expresién de RANKL inducida por 1,25(OH)2-vitamina D3 (Mukohyama et
al., 2000).

Conociendo que los osteocitos son osteoblastos completamente diferenciados y que
son considerados como los reguladores centrales de la remodelacion ésea (Delgado-
Calle & Bellido, 2022), decidimos evaluar si VIP ejercia un efecto andlogo sobre estas
células (articulo 3). Nuestros datos revelan un incremento significativo en los niveles de
ARNm de OPG en osteocitos diferenciados en presencia de VIP, en concordancia con
estudios previos que evidencian su capacidad para contrarrestar el efecto inhibidor de
1,25(OH)2-vitamina D3 sobre OPG en cultivos de médula 6sea murina (Mukohyama et
al., 2000) y para inducir la expresién de OPG en células preosteobldsticas MC3T3-E1
(Yoo et al., 2014). También se observd una reduccién en la relacion RANKL/OPG
osteocitica tras estimulacion con VIP, de manera similar a lo descrito en el articulo 2
sobre osteoblastos humanos. En conjunto, estos hallazgos sugieren que VIP ejerce
efectos anti-osteoclastogénicos, tanto a nivel de osteoblastos como de osteocitos,
mediante la modulacién coordinada de la relacion RANKL/OPG, reforzando asi su

papel como mediador osteoprotector en la remodelacion 6sea.

Para evaluar de manera integral los efectos moduladores de VIP sobre el remodelado
6seo, resulta esencial considerar las interacciones reciprocas entre osteoblastos,
osteoclastos y osteocitos. Por ello, en el articulo 3, con el fin de reproducir de forma mas
precisa el proceso de remodelado 6seo, se analizd el impacto del neuropéptido en un
sistema de triple co-cultivo, en el cual osteocitos y osteoclastos se diferenciaron
simultdneamente a partir de sus precursores en presencia de osteoblastos maduros.
De acuerdo con los resultados que obtuvimos en los monocultivos de diferenciacién de
osteocitos, la presencia de VIP redujo la expresiéon del marcador de osteoblastos
maduros BGLAP en los osteocitos del triple cultivo, al tiempo que aumenté el marcador
osteocitico MEPE. Sin embargo, en contraposicién con lo descrito anteriormente en
osteocitos en monocultivo, se observé una disminucién significativa de la expresion de

SOST en presencia de VIP. Este hallazgo debe interpretarse en el contexto especifico del
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triple co-cultivo, ya que la esclerostina no solo actiia como inhibidor directo de la
diferenciacion osteoblastica (Robling & Bonewald, 2020; Seménov et al, 2005;
Tresguerres et al., 2020; van Bezooijen et al., 2004), sino que también promueve
indirectamente la osteoclastogénesis a través de sefiales mediadas por osteoblastos
(Shu et al.,, 2017; Wijenayaka et al., 2011). Ademas, al reducir la expresién de esclerostina
osteocitica, VIP podria favorecer la osteocitogénesis, habiendo sido anteriormente
demostrada la accién inhibidora de esta proteina sobre la transicion de osteoblasto a
osteocito (Atkins et al., 2011). Asi, la disminucién significativa en la expresién de BGLAP
y ALPL observada en osteoblastos maduros presentes en el triple cultivo en presencia
de VIP, refleja una reduccion de la actividad mineralizadora necesaria para su
transiciéon hacia osteocitos (Twine et al., 2014). Sin embargo, este mecanismo regulador
podria no ser estrictamente unidireccional, ya que existen factores derivados de
osteoblastos que influyen en la expresién de SOST en osteocitos (Sims & Chia, 2012).
Entre ellos, se sabe que VIP estimula la produccién de LIF (Greenfield et al., 1996) y
prostaglandina E2 en osteoblastos (Elefteriou, 2005), lo que podria repercutir
negativamente en la expresion del gen de la esclerostina en osteocitos presentes en el

modelo de triple co-cultivo.

Nuestros resultados del triple cultivo en presencia de VIP muestran una disminucién
de la ratio RANKL/OPG en los osteoblastos, corroborando los resultados del articulo 2.
En este sentido, la reduccion de SOST en los osteocitos promovida por VIP seria
compatible con el papel de esta molécula, previamente descrito, en la regulacién de la
expresion de RANKL y OPG en osteoblastos maduros, en los que aumenta la del primero
y suprime la del segundo (Wijenayaka et al., 2011). Asimismo, la reduccién de la ratio
RANKL/OPG observada en osteoblastos del triple co-cultivo, encontraria su
correspondiente efecto en los osteoclastos en diferenciacion de dichos cultivos. Los
resultados generados en este estudio muestran que, en presencia de VIP, los
osteoclastos del triple co-cultivo presentan una disminucién en los marcadores de
diferenciacion (NFATCI y DCSTAMP) y de actividad resortiva (ACP5 y CTSK). A ello se
suma la desorganizacion del anillo de actina, estructura esencial para su funcién. En
conjunto, estas observaciones no solo confirmarian el efecto inhibidor directo de VIP
sobre la biologia osteoclastica descrito previamente en modelos animales (Lundberg et
al., 2000; Mukohyama et al., 2000) y en humanos (articulo 1), sino que también ponen

de relieve la complejidad de las interacciones celulares en este sistema.

Los osteocitos son considerados la principal fuente del RANKL funcional que impulsa
la osteoclastogénesis (Marahleh et al., 2023), a pesar de que otros muchos tipos
celulares contribuyen a la produccién de dicho factor. En nuestro modelo de triple co-

cultivo, la presencia de VIP condujo a una reduccion significativa de la expresién de
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Discusion

RANKL en osteocitos, efecto que no se observé en condiciones de monocultivo. Este
hallazgo podria explicarse, al menos en parte, por la disminucién de la expresién de
esclerostina inducida por VIP. Esta proteina se ha asociado con un fenotipo pro-
osteoclastogénico en pre-osteocitos humanos primarios y en la linea celular osteocitica
murina MLO-Y4, promoviendo la expresién de RANKL (Ohori et al., 2019; Shu et al., 2017;
Wijenayaka et al., 2011). Asi, la disminucion de SOST por parte del osteocito observada
en presencia de VIP podria tener un doble efecto: por un lado, mitigar el efecto
inhibidor del osteocito sobre la formacién de hueso, y por otro, contribuir a los
efectos anti-osteoclastogénicos de VIP al interferir con la via dependiente de RANKL

utilizada por los osteocitos para sostener la diferenciacién osteoclastica.

- .

l Osteoblasto
{

Efecto inhibidor
_’ ‘\
Efecto estimulador >

Figura 13. Esquema resumen de los efectos de VIP en el modelo de triple co-cultivo e hipdtesis explicativa de los

resultados observados.

Nuestros datos revelan que la expresion génica de OPG disminuye en osteocitos
expuestos a VIP dentro del triple co-cultivo. En principio, este resultado podria sugerir
un posible compromiso de la accién anti-osteoclastogénica. Sin embargo, este efecto
no parece afectar de forma significativa la comunicacién entre las células 6seas, ya que
no modifica la ratio RANKL/OPG del osteocito. Es pertinente mencionar que los
osteoblastos son reconocidos como la principal fuente de OPG en el microambiente
6seo (Cawley et al., 2020), pero, aun asi, no debe descartarse la relevancia de la
produccién de OPG por parte del osteocito (Cawley et al., 2020). En este sentido, se ha
descrito que podria desempeiiar un papel relevante en los mecanismos que regulan el
trafico intracelular de RANKL, dado que la formacién del complejo OPG-RANKL en el

aparato de Golgi resulta necesaria para el transporte de RANKL hacia la membrana
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plasmatica (Aoki et al., 2010; Ostrowski, 2010; Tsukasaki et al., 2020). Considerando
que la forma fisiolégicamente activa de RANKL por parte del osteocito es la unida a
membrana y no la soluble (Nakashima et al., 2011; Xiong et al., 2011), la reduccién de la
expresion de OPG osteocitico inducida por VIP podria dificultar el trafico de RANKL a la

superficie celular, contribuyendo asi a consolidar un perfil anti-osteoclastogénico.

En conjunto, los hallazgos presentados evidencian que el neuropéptido VIP
desempefia un papel osteoprotector, al regular de forma coordinada la actividad de
los tres principales linajes celulares implicados en el remodelado 6seo. La inhibicién
de la diferenciacion y funcién osteocldstica, junto con la estimulacion de la
diferenciacion osteobldstica y la transicidon hacia osteocitos, asi como la regulacién de
la ratio RANKL/OPG, sefialan a VIP como un mediador clave en la homeostasis ésea. La
integracién de estos resultados, obtenidos tanto en cultivos in vitro como en sistemas
mds complejos, no solo refuerza la solidez de la evidencia previa sobre la acciéon
moduladora de VIP en el microambiente éseo, sino que ademads sustenta su relevancia
fisiopatologica en enfermedades caracterizadas por un marcado desequilibrio entre

formacidn y resorcion dsea, como es la artritis reumatoide.

En este sentido, considerando los resultados en el modelo murino de CIA en el que
VIP presentaba un papel protector sobre la erosion ésea al reducir la ratio RANKL/OPG
(Juarranz et al.,, 2005), nuestra primera aproximacién traslacional fue el andlisis de
ambas citocinas en sueros de pacientes con AR. Los resultados incluidos en el articulo
1 indican que aquellos pacientes con niveles de VIP altos presentan una tendencia a la
reduccion de RANKL asi como un incremento de OPG sérica. Todo ello genera una
disminucion significativa en la ratio RANKL/OPG, tal y como se describe en el modelo
murino de esta patologia (Juarranz et al., 2005) en cultivos estimulados con 1,25(0OH)2-
vitamina D3 de médula 6sea de ratén (Mukohyama et al., 2000) y en osteoclastos de
rata (Qu et al., 2021). Ademas, los polimorfismos de un solo nucleétido localizados en
los genes de RANKL y OPG de pacientes con AR de reciente comienzo se han asociado
con variables clinicas de severidad, asi como con pérdidas en la densidad mineral 6sea
tras dos anos de seguimiento (Triguero-Martinez et al., 2024), posicionando a estas
citocinas como claves en el desarrollo y gravedad de la patologia. Adicionalmente,
nuestros resultados indican una reducciéon en la pérdida de densidad mineral 6sea en
aquellos pacientes con los niveles séricos de VIP mas elevados. Por ello, nuestros datos
sugieren que VIP podria atenuar el componente osteoclastico en la patogénesis de
la AR mediante la modulacion de la relacion RANKL/OPG a favor de OPG. Estos
hallazgos concuerdan con estudios recientes que demuestran que los niveles séricos de
VIP pueden emplearse como biomarcador pronéstico en la artritis temprana, dado que,

aungue no se han descrito diferencias en los niveles séricos de este neuropéptido entre
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pacientes y donantes sanos, aquellos pacientes con niveles basales bajos presentan una

evolucién clinica menos favorable (Martinez et al., 2014; Seoane et al., 2018).

A pesar de la solidez de nuestros hallazgos, es necesario considerar ciertas
limitaciones intrinsecas que podrian condicionar la interpretacion y extrapolacién a
contextos fisioldgicos. En primer lugar, gran parte de los experimentos se realizaron
empleando modelos in vitro, lo que, aun incluyendo células primarias humanas, no
reproduce en su totalidad la complejidad celular, tisular y fisiolégica del microambiente
6seo in vivo. Ademas, si bien se realizaron correlaciones con datos clinicos de pacientes
con AR, estas observaciones son principalmente asociativas y no permiten establecer
causalidad. No obstante, esta tesis doctoral ofrece, por primera vez, una visién holistica
sobre el efecto del neuropéptido VIP en células 6seas humanas. Por lo que, estos
resultados, junto con las limitaciones, abren la puerta a futuros estudios que logren
integrar con éxito la complejidad del tejido 6seo vy las patologias musculoesqueléticas,

con el fin de validar y ampliar los hallazgos descritos.
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A







Conclusiones

Los receptores de VIP, VPAC1 y VPAC2, se expresan en osteoclastos, osteoblastos y
osteocitos humanos diferenciados in vitro poniendo de manifiesto que la sefializacion

mediada por el neuropéptido estd presente en el microambiente 6seo.

Osteoblastos y osteocitos humanos expresan VIP, lo que sugiere que, ademads de
actuar como un neuropéptido regulador a nivel sistémico, podria participar como

mediador autocrino en las células del linaje osteoblastico.

VIP ejerce un efecto anti-osteoclastogénico directo, limitando tanto la diferenciacion
como la funcionalidad de los osteoclastos humanos a través de la regulacion negativa

de la expresion y activacion del factor de transcripcion NFATcI.

VIP promueve la diferenciacién osteobldastica de células mesenquimales humanas y
su capacidad mineralizadora, induciendo una mayor expresidn de B-catenina y
Runx2, factores centrales de la via Wnt/B-catenina y de las primeras etapas de la

osteogénesis.

VIP favorece la osteocitogénesis, atenuando la expresion de genes asociados al
osteoblasto maduro, mientras activa genes especificos del osteocito y facilita los
reordenamientos citoesqueléticos necesarios para la formacién de una red dendritica

extensa.

A través de su accién sobre osteoblastos y osteocitos, VIP ejerce efectos anti-
osteoclastogénicos indirectos al disminuir la relacién RANKL/OPG, lo que evidencia su

papel como mediador osteoprotector en la remodelacion ésea.

En el modelo de triple co-cultivo de osteoblastos primarios y precursores de osteocitos
y osteoclastos, VIP induce un fenotipo osteoprotector que podria estar asociado a la
reduccidon de esclerostina osteocitica, lo que limitaria la sefializacién inhibitoria hacia

los osteoblastos y disminuiria en ellos la ratio RANKL/OPG.

Los pacientes con artritis reumatoide de reciente comienzo que presentan niveles
séricos altos de VIP muestran una disminucién significativa en la ratio RANKL/OPG y
una menor pérdida de densidad mineral ésea, respaldando al eje VIP/receptores

como potencial biomarcador pronéstico en esta enfermedad.
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Conclusions

VIP receptors, VPACI and VPAC2, are expressed in human osteoclasts, osteoblasts,
and osteocytes differentiated in vitro, demonstrating that VIP-mediated signalling is

present within the bone microenvironment.

Human osteoblasts and osteocytes express VIP, suggesting that, in addition to its role
as a systemic regulatory neuropeptide, it may act as an autocrine mediator within the

osteoblastic lineage.

VIP exerts a direct anti-osteoclastogenic effect by limiting both the differentiation and
functionality of human osteoclasts through the negative regulation of NFATcI

expression and activation.

VIP promotes the osteoblastic differentiation of human mesenchymal cells and
enhances their mineralization activity, inducing greater expression of B-catenin and

Runx?2, key regulators of the Wnt/f-catenin pathway and early stages of osteogenesis.

VIP supports osteocytogenesis by downregulating the expression of mature
osteoblast-associated genes, while activating osteocyte-specific genes and facilitating
the cytoskeletal rearrangements required for the formation of an extensive dendritic

network.

Through its actions on osteoblasts and osteocytes, VIP exerts indirect anti-
osteoclastogenic effects by reducing the RANKL/OPG ratio, reinforcing its role as an

osteoprotective mediator in bone remodelling.

In a triple co-culture model of primary osteoblasts and precursors of osteocytes and
osteoclasts, VIP induces an osteoprotective phenotype, which may be associated with
reduced osteocytic sclerostin expression, thereby limiting inhibitory signalling toward
osteoblasts and decreasing their RANKL/OPG ratio.

Patients with early-stage rheumatoid arthritis who present high serum levels of VIP
display a significantly lower RANKL/OPG ratio and reduced bone mineral density loss,

supporting the VIP/receptor axis as a potencial prognostic biomarker in this disease.
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