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Resumen
Fundamento: Los mecanismos que desencadenan la osteogénesis todavía no están aclarados. El objetivo
de este estudio fue valorar el papel de estroncio y calcio, aportados en distinto soporte molecular, como
inductores de distintos mecanismos de estímulo osteoblástico, incluyendo proliferación, diferenciación y
mineralización de células preosteoblásticas. Se investigó también la respuesta global genómica con la téc-
nica de microarray. 
Métodos: Se diseñó un estudio experimental con células pre-osteoblásticas murinas MC3T3-E1, que fue-
ron estimuladas durante 3 horas y 7 días. Se realizaron estudios bioquímicos y de expresión génica del
genoma de ratón (Affymetrix).
Resultados: El estroncio unido a ranelato (SrRn) fue el más potente inductor de la capacidad de minera-
lización, en comparación con los otros compuestos utilizados (2,55 veces respecto al control). Los estu-
dios de expresión génica global mostraron que a las 3 horas cambian 2.030 genes de los cuales 1.644
genes son específicos de esta fase. Por el contrario, a 7 días de tratamiento sólo cambian 329 genes sien-
do específicos 147 genes. Los procesos biológicos más enriquecidos a las 3 horas fueron los involucra-
dos en la regulación transcripcional (147 genes), procesos metabólicos (140 genes) y la fosforilación de
proteínas (44 genes) entre otros, mientras que a 7 días hubo cambios relacionados con el ciclo celular
(18 genes) y con el metabolismo de carbohidratos en general (12 genes). 
Conclusión: El estroncio unido al anión ranelato se comportó como el más potente inductor de la osteo-
génesis comparado con otros aniones como cloruro o hidróxidos. El estímulo a 3 horas presentó mayores
cambios de expresión de genes en comparación a 7 días. Los procesos biológicos afectados pueden ser
útiles para especular sobre cascadas de señalización involucradas en la activación osteoblástica y sobre
nuevas dianas moleculares con fines terapéuticos.
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Introducción
El esqueleto proporciona apoyo y equilibrio mine-
ral al organismo. El tejido esquelético se forma
durante el crecimiento y se mantiene durante la
vida adulta por una continua renovación de la
matriz ósea, a través de un proceso denominado
remodelación ósea. En ella juegan un papel impor-
tante dos tipos celulares, osteoclastos y osteoblas-
tos. Durante el crecimiento, la formación ósea
excede la resorción, resultando en aportación neta.
Por el contrario, durante el envejecimiento, se pro-
duce un desequilibrio que resulta en un balance
óseo negativo1. Mecanismos extrínsecos, como
cambios en niveles de hormonas y factores de cre-
cimiento, y mecanismos intrínsecos asociados a la
senescencia celular, pueden condicionar las disfun-
ciones de los osteoblastos2,3. Esto conduce a un
aumento del número de unidades de remodelación
ósea, lo que favorece la perforación trabecular y la
reducción en el hueso endocortical que conducen
a una resistencia ósea reducida4,5. 

A fin de limitar el exceso de resorción que
sigue a la menopausia, se han desarrollado una
serie de fármacos anti-resortivos, tales como bis-
fosfonatos, anticuerpos monoclonales contra cito-
quinas implicadas en la diferenciación osteoclásti-
ca, inhibidores de catepsina K, etc6,7. Sus efectos a
largo plazo, sin embargo, son desconocidos7. Un
reto importante en el tratamiento de la osteoporo-
sis es la identificación de estrategias capaces de

invertir el deterioro de la formación ósea ligado a
la edad. Hasta la fecha, el número de agentes ana-
bólicos que promuevan la osteoblastogénesis es
limitado. La disponibilidad de hormona paratiroi-
dea (PTH) fue un importante avance en el trata-
miento de la osteoporosis8. El suministro intermi-
tente de PTH aumenta la formación ósea en
pacientes con osteoporosis, lo que resulta en un
aumento de la masa ósea trabecular y el espesor
cortical8-10. Sin embargo, este tratamiento anabóli-
co tiene algunas limitaciones vinculados a la vida
media baja y alto coste de esta molécula. 

El estroncio (Sr), un catión cercano al calcio en
la tabla periódica, ha demostrado acciones farma-
cológicas sobre el metabolismo óseo11,12. En ciertos
modelos experimentales parece desarrollar una
acción anabólica, lo que ha despertado atención
sobre vías asociadas capaces de promover forma-
ción ósea. En ratas ovarectomizadas (OVX), un
modelo animal de osteoporosis postmenopáusica,
se observó que, a corto y largo plazo, el tratamien-
to con Sr impidió la pérdida de hueso trabecular
inducida por la deficiencia de estrógenos13,14.
Ensayos clínicos controlados en mujeres osteopo-
róticas postmenopáusicas mostraron que el trata-
miento con Sr redujo el riesgo relativo de fractura
vertebral en comparación con el grupo placebo15,
así como el riesgo de todas las fracturas no verte-
brales y fracturas de cadera, como se analiza en
un subgrupo de pacientes con edad avanzada16,17.

Response of osteoblasts to compounds of strontium or calcium:
proliferation, differentiation, mineralisation and whole genome
response

Summary
Background: The mechanisms which trigger osteogenesis are not yet clear. The objective of this study
was to evaluate the role of strontium and calcium, provided in different molecular forms, as inductors of
different mechanisms of osteoblast stimulus, including proliferation, differentiation and mineralisation of
preosteoblast cells. The whole genomic response was also investigated using the microarray technique.
Methods: An experimental study was designed with murine preosteoblast cells MC3T3-E1, which were sti-
mulated for 3 hours and 7 days. Biochemical and genome gene expression studies of mouse (Affymetrix)
were carried out.
Results: Strontium bonded with ranelate (SrRn) was the most powerful inductor of the capacity of mine-
ralisation in comparison with the other compounds used (2.55 times that of the control). The studies of
whole gene expression showed that after 3 hours 2030 genes change, of which 1644 are specific to this
phase. On the other hand, after 7 days of treatment only 329 genes change, of which 147 are specific.
The biological processes most enriched after 3 hours are those involved in the regulation of transcription
(147 genes), metabolic processes (140 genes) and protein phosphorylation (44 genes) among others,
while at 7 days these are changes relating to the cell cycle (18 genes) and carbohydrate metabolism in
general (12 genes).
Conclusion: Strontium bonded with the ranelate anion performed as the most powerful inductor of oste-
ogenesis compared with other anions such as chloride or the hydroxides. The stimulation for 3 hours
showed greater changes in gene expression in comparison with 7 days. The biological processes affec-
ted may be useful in speculating on the signalling cascades involved in the activation of the osteoblast,
and on new molecular targets for therapeutic purposes.
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Varios mecanismos pueden explicar la disminu-
ción del riesgo de fractura inducida por el Sr en la
osteoporosis. Uno de los posibles mecanismos es el
aumento de la densidad mineral ósea (DMO)18; otro
implicaría el efecto del Sr en la resorción y la forma-
ción ósea19. En apoyo de este hallazgo, se encontró
que 12 meses de tratamiento con Sr conduce a un
aumento en el número de osteoblastos, formación de
la matriz y una disminución en el número de osteo-
clastos en pacientes con osteoporosis20,21. Además de
sus efectos sobre las células óseas y la microarquitec-
tura ósea, el Sr puede aumentar la resistencia del
hueso a través de cambios en las propiedades de la
matriz ósea. Una fracción limitada (menos de 10%)
de estroncio se incorpora en el hueso22. Por lo tanto,
el efecto beneficioso del Sr en la resistencia del hueso
no sólo puede resultar de sus efectos farmacológicos
sobre las células de hueso, remodelación ósea y la
microarquitectura, sino que también puede surgir de
sus efectos sobre las propiedades de la matriz ósea;
por tanto, se requieren análisis más básicos y clínicos
para aclarar estos efectos a nivel molecular.

En este trabajo, hemos estudiado el efecto de dife-
rentes compuestos de Sr y una sal de calcio (Ca) sobre
distintos parámetros relacionados con la osteogénesis
usando como modelo cultivos de preosteoblastos.
Además, hemos realizado un estudio genómico glo-
bal mediante el uso de microarray a fin de obtener
información sobre genes y rutas de señalización
implicados en la osteoformación. Para ello, hemos
utilizado un microarray de ratón GeneChip Mouse
Gene 1.0 ST, que contiene más de 750.000 sondas
que representan 28.000 genes. Los genes fueron
analizados a diferentes tiempos, cortos (3 horas, fase
aguda) o largos (7 días, fase crónica). Los cambios
en la expresión génica fueron agrupados según los
procesos metabólicos más destacados y relaciona-
dos con la proliferación, diferenciación y actividad
de osteoblastos. 

Materiales y métodos
Cultivos celulares
Se empleó la línea celular preosteoblástica murina
MC3T3-E1 (Sigma-Aldrich, St. Louis, EE.UU.). Las
células se mantuvieron en medio de cultivo com-
puesto por α-MEM (Invitrogen, California, EE.UU.)
suplementado con 10% suero bovino fetal (SBF,
Invitrogen, California, EE.UU.), 2 mM L-glutamina,
100 u/ml penicilina y 100 μg/ml estreptomicina
(Invitrogen, California, EE.UU.) en una estufa de
incubación a 37ºC en atmósfera húmeda con 5%
de CO2. Para la realización de los ensayos se deja-
ron crecer hasta una confluencia del 60-70%. 

Antes de cualquier estímulo, las células se man-
tuvieron durante 24 horas en medio con 2,5% de
SBF. Tras este período, las células se trataron con
ranelato de estroncio (SrRn, AK Scientific Inc,
EE.UU.), cloruro de estroncio (SrCl2), cloruro cálcico
(CaCl2) e hidróxido de estroncio [Sr(OH)2] (Sigma-
Aldrich) a concentración 2 mM durante los tiempos
especificados en cada experimento. Los tratamientos
se realizaron en medio α-MEM suplementado con
2,5% SBF, 2 mM L-glutamina, 100 u/ml penicilina y
100 μg/ml estreptomicina. Para  tratamientos prolon-

gados, el medio de cultivo se renovó en un 50% y se
añadió el tratamiento correspondiente cada 3 días.  

Ensayo de proliferación celular (XTT)
Las células se sembraron en una placa de 96 poci-
llos (densidad 4x103 células/pocillo). Se incubaron
durante 48 horas con los estímulos ya descritos. La
proliferación celular se midió con el ensayo Cell
Proliferation ELISA II (XTT-assay, Roche Applied
Science, Mannheim, Alemania) siguiendo las ins-
trucciones del fabricante. Tras el periodo de incu-
bación, se realizó la medida de la absorbancia a
450 y 650 nm (absorbancia de referencia) a 37ºC
en un lector de placas Victor™X3 2030 Multilabel
Reader (Perkin Elmer, Massachusetts, EE.UU.).  

Medida de la actividad fosfatasa alcalina (ALP)
Las células MC3T3-E1 se sembraron en placas de 96
pocillos a una confluencia del 60% y se sometieron
a los estímulos mencionados durante 24 horas, 3 y
7 días. Tras los  tratamientos, las células se lavaron
con PBS, se recogieron con Tritón X-100 0,1% PBS
y se sonicaron a 4°C. Tras centrifugar a 4°C a 20.000
g durante 5 min, se recogieron los sobrenadantes
en los que se determinó la actividad fosfatasa alca-
lina mediante el ensayo ALP Reagent (Thermo
scientific, Massachusetts, EE.UU.). Se determinó la
absorbancia a 405 nm y 660 nm (absorbancia de
referencia) a 37ºC cada min durante 10 min en un
lector de placas Victor™X3 2030 Multilabel Reader
(Perkin Elmer, EE.UU.). 

Se determinó la concentración de proteína
mediante el método colorimétrico de Bradford
(BioRad, Hemel Hempstead, Reino Unido). La
actividad ALP se expresa en μg de producto for-
mado por minuto de reacción sobre la cantidad de
proteína presente en el sobrenadante (U/mg).

Ensayos de mineralización
Para cuantificar la mineralización de los cultivos
celulares se utilizó rojo alizarina (ARS, Sigma-
Aldrich, St. Louis, Missouri, EE.UU.), un colorante
orgánico capaz de unirse a los depósitos de calcio
de las células. Se emplea por tanto como marcador
de la capacidad de formación de matriz calcificada.
Para la realización de experimentos, las células
MC3T3-E1 se sembraron en placas de 6 pocillos y
se incubaron con los diferentes tratamientos SrRn,
SrCl2, CaCl2 y Sr(OH)2 durante 24 horas, 3 y 7 días.
Luego, las células se lavaron con PBS y se fijaron
con formaldehido 10% 15 min. Tras la fijación, se
trataron con solución de ARS (40 mM, pH 4,2) 20
min a temperatura ambiente. Para detectar la capa-
cidad de mineralización, las células marcadas con
ARS se incubaron con ácido acético 10% durante 30
min a temperatura ambiente; posteriormente, se
recogió la suspensión celular y se incubaron a 85ºC
durante 10 min seguido de 5 min en hielo, para
recoger los sobrenadantes tras centrifugar a 20.000
g 15 min. Se añadió hidróxido potásico (KOH) 10%
a cada sobrenadante y finalmente se determinó la
intensidad de la fijación del ARS midiendo la absor-
bancia a 405 nm en un lector de placas Victor™X3
2030 Multilabel Reader (Perkin Elmer, EE.UU.). 
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Extracción de ARN total
Las células se cultivaron por triplicado a una con-
centración de 106 células por muestra. Tras ello, se
dividió un número igual de muestras con o sin tra-
tamiento con 2 mM de SrRn durante 3 horas y
durante 7 días. Tras estos periodos de incubación,
se eliminó el medio de cultivo y se realizó la extrac-
ción de ARN total por el método de trizol siguiendo
las especificaciones del fabricante (Invitrogen,
California, EE.UU.). Se comprobó la cantidad y
pureza obtenida determinando la absorbancia a 260
y 280 nm en Nanodrop ND-1000 (Thermo Fisher
Scientific, Wilmington, Delawere, EE.UU.).

Microarrays de expresión génica
El análisis de la expresión global del genoma se
realizó con el microarray GeneChip Mouse Gene
1.0 ST Array (Affymetrix, Santa Clara, California,
EE.UU.) que contiene más de 750.000 sondas, con
una longitud de 25 oligonucleótidos, que represen-
tan a 28.000 genes de ratón. Se obtuvo triplicados
biológicos para cada condición: controles, 3 horas
y 7 días de tratamiento. Se  partió de 300 ng de
ARN total, previamente analizando su integridad
(Bioanalizador, 2100 Agilent), para sintetizar la
cadena simple de ADNc. Su posterior fragmenta-
ción y marcaje se hizo siguiendo las indicaciones
del fabricante (Affymetrix, Santa Clara, California,
EE.UU.). La hibridación tuvo lugar durante 17 horas
a 45ºC en rotación a 60 rpm dentro del horno reco-
mendado por Affymetrix “GeneChip Hybridization
Oven 640” (Affymetrix, Santa Clara, California,
EE.UU.). Tras este período, los microarrays pasa-
ron por un tren de lavados y, finalmente, se realizó
el marcaje con estreptoavidina-ficoeritrina usando
“GeneChip Fluidics Station 450” (Affymetrix, Santa
Clara, California, EE.UU.). Posteriormente, los
microarrays fueron escaneados con “GeneChip
Scanner 3000 7G” (Affymetrix, Santa Clara,
California, EE.UU.) y se obtuvieron las imágenes de
cada una de las muestras. Los controles de calidad
de estas imágenes se realizaron con el programa
“Affymetrix Genechip Command Console”.

Análisis estadísticos de los resultados
Los archivos .CEL normalizados de las imágenes
de las muestras de todos los experimentos realiza-
dos se analizaron con el software Partek
Genomics Suite versión 6.6 (Partek Inc., St. Louis,
Missouri, EE.UU.). Los microarrays se normaliza-
ron mediante el algoritmo RMA. La expresión dife-
rencial de genes fue identificada usando ANOVA
mediante un análisis muy restrictivo usando False
Discovery Rate <0,05 (FDR<0,05). 

La expresión de los genes basales que cambian
a lo largo del tiempo entre el control a 3 horas
comparado con el control a los 7 días, fueron des-
cartados del análisis para poder observar de una
manera más específica los genes que cambian tras
el estímulo con SrRn.

Los procesos celulares que integran a los genes
significativos, tanto para la fase aguda como para la
fase crónica, fueron analizados usando el software
Pathway Studio versión 9.0, base de datos

ResNet9.0;2012Q3 (Mammal) (Ariadne Genomics,
Rockville, Maryland, EE.UU.).

Los datos bioquímicos y de proliferación celular
obtenidos fueron analizados con el programa
GraphPad Prism versión 4 (GraphPad Software, Inc.,
California EE.UU.). El estudio estadístico comparati-
vo se llevó a cabo mediante análisis de la varianza
de un solo factor (ANOVA) y test de Bonferroni para
las comparativas múltiples. Los datos numéricos se
expresaron como media ± desviación estándar, valor
máximo y valor mínimo. El nivel de significación
estadística se estableció en valores de p<0,05, para
todas las variables analizadas.

Resultados
Efecto de diferentes sales de Sr en cultivos de preos-
teoblastos MC3T3-E1
Proliferación celular
La Figura 1A presenta el efecto de las diferentes
sales estudiadas sobre la proliferación celular
determinada por el método de XTT. Todos los
estímulos indujeron proliferación celular respecto
al control negativo tras 48 horas de tratamiento. El
CaCl2 indujo el mayor grado de proliferación, con
un incremento de 2,13 veces, que resultó muy sig-
nificativo (p<0,001). Todas las sales de estroncio
produjeron un discreto incremento de la prolifera-
ción celular (p<0,05) en el tiempo estudiado res-
pecto al control. No hubo diferencias significativas
entre las sales estudiadas. 

Diferenciación celular (fosfatasa alcalina y mine-
ralización)
La ALP es un marcador de diferenciación osteoblás-
tica temprana, un incremento de su actividad se
considera indicador del aumento de actividad de los
osteoblastos maduros. La Figura 1B muestra las acti-
vidades de ALP con las distintas sales durante 7 días.
Se hicieron también mediciones a tiempos más cor-
tos (24 horas y 3 días) pero no se observó incre-
mento de la actividad ALP con ningún estímulo
(datos no mostrados); por lo tanto, durante este
tiempo todavía permanecen indiferenciadas. Sin
embargo, la evaluación a los 7 días produjo un
aumento de la actividad ALP, de forma que el
estroncio como sal de cloruro o hidróxido consiguió
un aumento de 4,45 que resultó ser estadísticamen-
te muy significativo (p<0,001). Las sales de CaCl2 o
SrRn mostraron un aumento menor de actividad
ALP, de aproximadamente 2 veces respecto al con-
trol, con significación estadística (p<0,01).

Puesto que es conocido que el Sr se incorpora
a la matriz ósea, se evaluó el impacto de las sales
de Sr y de CaCl2 en la capacidad de mineralización
de pre-osteoblastos MC3T3-E1. Similar a lo obser-
vado en los ensayos de ALP no se observó mine-
ralización a 24 horas ni 3 días (datos no mostra-
dos), pero el ensayo fue positivo a 7 días de estí-
mulo (Figura 1C). El SrRn consiguió un incremen-
to de 2,55 veces en la mineralización medida por
ARS respecto al control y de 2,2 veces si compa-
ramos con los otros compuestos de estroncio
(p<0,05), que a su vez parecen inducir levemente
la mineralización si las comparamos con el con-



ORIGINALES / Rev Osteoporos Metab Miner 2013 5;4:133-140
137

trol. Las células estimuladas con el SrRn pre-
sentaron mayor capacidad de mineralización
(1,7 veces más de incremento) incluso que la
sal de CaCl2 estudiada, con una fuerte ten-
dencia estadística (p=0,06). 

En conclusión, el Sr unido a ranelato
indujo una leve proliferación celular, y un
aumento de la actividad ALP suficiente para
conseguir la máxima capacidad mineralizan-
te de todas las sales investigadas. Con este
soporte, se procedió a investigar la expresión
génica mediada por esta sal.

Análisis de la expresión de genes mediante
microarray
El efecto del SrRn sobre el perfil génico de
células MC3T3-E1 se investigó también duran-
te 3 horas y 7 días de estímulo. Estos tiempos
de estudio se seleccionaron por estudios pre-
vios de nuestro grupo, donde detectamos los
cambios más intensos de la expresión de
genes relacionados con la cascada de señaliza-
ción Wnt y NFAT, ambas rutas destacadas en el
proceso de osteogénesis23. Los resultados obte-
nidos por microarray fueron realizados por tri-
plicado y se representaron en un mapa de aná-
lisis de componentes principales (PCA) (Figura
2). Se observa que las muestras de una misma
condición se parecen entre sí, por eso las elip-
ses son pequeñas. El hecho de que no se sola-
pen las elipses nos confirma que hay diferen-
cias génicas con las demás condiciones. Las
muestras integradas dentro del estímulo de 3
horas fueron muy diferentes espacialmente en
comparación con las no tratadas (control). Tras
7 días, las diferencias se redujeron, lo que
sugiere que el impacto sobre la expresión
génica se reduce en relación a la fase aguda. 

Se realizó un análisis estadístico comparati-
vo llevado a cabo mediante análisis de la
varianza de un solo factor (ANOVA) y usando
un FDR ≤0,05. Observamos que en fase aguda
hay 2.030 genes que modificaron su expresión,
de los cuales específicos de esta etapa son 1.644
genes que cambiaron significativamente cuando
se trató a las muestras con SrRn. Por otra parte,
a los 7 días de estímulo, 329 genes cambiaron
de forma estadísticamente significativa, siendo
específicos de la fase crónica sólo 147 genes.
Los restantes genes fueron comunes a las dos
fases. En este estudio se descartaron los genes
que cambiaron su expresión entre los controles
de 3 horas y 7 días y nos centramos en los
genes que cambiaron específicamente en cada
período de tiempo. En las Figuras 3A y 3B, se
representan los procesos biológicos en que
cabe integrar los genes con expresión diferen-
cial. La representación se hace en función del
número de genes que cambian, de mayor a
menor, aunque debe subrayarse que todos los
cambios presentados son estadísticamente sig-
nificativos. Los procesos celulares difirieron sig-
nificativamente según el tiempo de tratamiento,
3 horas o 7 días, con SrRn. En fase aguda, los

Figura 1. Efecto de diferentes compuestos de Sr en culti-
vos de preosteoblastos MC3T3-E1. Cultivos celulares sin
estimular y tratados con CaCl2 fueron utilizados como
controles. (A) proliferación celular durante 48 h de estí-
mulo; (B y C) actividad fosfatasa alcalina; ALP y capaci-
dad de mineralización determinado por el método de rojo
alizarina tras 7 días de tratamiento, respectivamente. Los
resultados se representan como la media ± la desviación
estándar de triplicados. *p<0,05, **p<0,01 ***p<0,001, com-
paraciones realizadas respecto al control (0)
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procesos celulares asociados a los genes cuya expre-
sión cambió correspondieron a la regulación de la
transcripción (147 genes), a procesos metabólicos en
general (140 genes), al transporte (89 genes, de los
cuales 52 están relacionados al transporte de proteí-
nas) y 44 genes relacionados a la fosforilación de pro-
teínas. Por el contrario, procesos como muerte celu-
lar, reparación de DNA o respuesta al daño en DNA
fueron menos enriquecidos. En cambio, a los 7 días
de estímulo, fase crónica (Figura 3B), los cambios
fueron diferentes y los procesos biológicos más enri-
quecidos fueron los metabólicos que están implica-
dos sobre todo en el metabolismo de la glucosa (6
genes) y de los carbohidratos en general (6 genes),
división y ciclo celular (10 genes), proliferación celu-
lar (6 genes) y en menor medida los relacionados
con hipoxia y metabolismo de lipopolisacáridos. 

Discusión
En este trabajo, hemos estudiado el efecto de tres
compuestos de estroncio sobre pre-osteoblastos
murinos MC3T3-E1. Hemos observado que el Sr pro-
mueve proliferación y diferenciación celular, así
como mineralización, pero su potencial cambia
según el anión al que esté unido. Si en el medio de
cultivo está presente una fuente de fosfato orgánico,
observamos zonas discretas de depósitos minerales
que contienen hidroxiapatita. Entre los compuestos
de estroncio estudiados, el Sr unido al ranelato (SrRn)
resultó ser el más potente inductor de la mineraliza-

ción en comparación al cloruro e hidróxido de
estroncio (Figura 1C). Este proceso estuvo
acompañado por un discreto incremento de la
actividad ALP asociado con el fenotipo de
osteoblastos. Por el contrario, la mayor activi-
dad de la fosfatasa alcalina la hemos observa-
do con el Sr unido tanto al cloruro o hidróxi-
do, demostrando la versatilidad de la acción
del catión según el soporte molecular que le
acompañe. Las células usadas en este estudio
han sido muy bien caracterizadas y resultan un
excelente modelo para estudios de mineraliza-
ción, sin embargo, presentan una baja expre-
sión de ALP. Se han caracterizado otros subclo-
nes de la misma línea celular que, por el contra-
rio, presentan una elevada actividad ALP y no
tienen capacidad mineralizante24. Se sabe que se
necesita poca actividad ALP (0,05 U/mg) para
obtener fósforo inorgánico in vitro25. En células
mesenquimales de médula ósea también se han
observado bajas actividades ALP y fueron capa-
ces de mineralizar26. Por lo tanto, la actividad
ALP observada en las muestras estimuladas con
SrRn es necesaria y suficiente para producir una
matriz de mineralización.

La secuencia de la inducción de la forma-
ción de focos mineralizados progresó en un
orden regulado, en los tiempos estudiados de
0-1-3-7 días. Experimentos realizados con ácido
ascórbico han demostrado que este período se
prolonga de 2 a 3 semanas27, demostrando la efi-
cacia de la acción del SrRn. Presumiblemente, se
producen oleadas sucesivas de cambios en la
expresión génica durante el período de 0-7

días requerido para la diferenciación de preosteo-
blastos a un fenotipo de mineralización. Nosotros
hemos realizado estudios de hasta 21 días de tra-
tamiento con los estímulos, observando que los
cambios más intensos a nivel celular, como expre-
sión de genes y activación de cascadas de señali-
zación celular relacionadas a procesos de osteo-
formación, ocurren en tiempos muy cortos poste-
rior al estímulo28. 

Dado el alto grado de mineralización observa-
do, y que este proceso sólo lo pueden ejecutar
osteoblastos maduros, el estroncio unido al rane-
lato (SrRn) nos resultó un excelente estímulo para
estudiar los procesos celulares que se ponen en
marcha durante la osteogénesis o formación ósea
llevados a cabo por estas células.

Hemos utilizado una matriz de expresión de
ratón que contiene 28.000 genes. Estudios anteriores
sólo utilizaron 588 ó 8.700 sondas29,30. Nuestra matriz
permite investigar genes de numerosos factores de
crecimiento, citoquinas, interleucinas y sus recepto-
res, así como genes clave implicados en diferentes
etapas del desarrollo embrionario. Las células
MC3T3-E1 son una línea celular osteogénica clónica
bien establecida, que proporciona un modelo exce-
lente para el estudio de patrones de expresión géni-
ca en la diferenciación de osteoblastos. En nuestro
estudio, el SrRn indujo en estas células un proceso
de maduración que puede ser dividido en fases, lo
que resulta en la formación de una matriz minerali-

Figura 2. Representación de Mapa de Análisis de compo-
nentes principales (PCA). Todas las muestras se represen-
tan en 3D mediante un análisis no supervisado de com-
ponentes principales. Las elipses se dibujan para incluir
61,3% de los genes en cada grupo
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zada (Figura 1C). Cada una de estas
fases requiere la expresión estrecha-
mente regulada de genes y de facto-
res de transcripción. 

La primera fase de este proceso
de maduración (3 horas del estímu-
lo, fase aguda), se desencadenaría
al tomar contacto con el estímulo,
SrRn. Durante esta etapa las células
MC3T3-E1 no se han diferenciado
aún, y no son capaces de producir
una matriz de mineralización. Sin
embargo, en ellas se activa la expre-
sión de muchos genes, hasta un
total de 1.644 genes, dónde los 10
procesos celulares más enriqueci-
dos en nuestro estudio global de
expresión génica se muestran en la
Figura 3A. En esta etapa cambian
muchos genes relacionados con la
regulación de la transcripción, pro-
cesos metabólicos en general, trans-
porte de moléculas, etc. 

Destacable es que dentro de los
procesos celulares enriquecidos en
este corto período de tiempo está la
fosforilación-desfosforilación de pro-
teínas, un proceso que participa en
un alto número de rutas celulares de
gran interés. Algunas de ellas se han
demostrado involucradas en la madu-
ración de los osteoblastos, como las
rutas de señalización Wnt y NFAT31,32.
Sin embargo, actualmente tenemos
información insuficiente sobre las
vías celulares que se ponen en mar-
cha durante la diferenciación, prolife-
ración y maduración de osteoblastos,
dónde sin duda los procesos de fos-
forilación-desfosforilación de proteí-
nas son cruciales. 

De acuerdo con este patrón, en
un trabajo previo hemos confirmado
que las vías Wnt/β-catenina y NFAT,
ambas potentes osteoprogenitoras,
se activan a sólo 15 min de estímulo
con SrRn, lo que induce cambios de expresión de
genes en tiempos cortos. Por el contrario, cultivos
de 21 días no muestran activación de estas vías
(Datos no mostrados). 

Una vez conseguida la confluencia, y coexis-
tiendo con aumento de actividad ALP y depósito
de matriz mineralizada (Figuras 1B y 1C), las célu-
las entran en una fase conocida como de diferen-
ciación (7 días). Ésta se caracteriza por un aumen-
to en la formación de la matriz ósea, y se asocia
con el cambio de expresión de 147 genes. Los
procesos celulares que están aumentados en esta
fase son los relacionados con el estado energético
de la célula: metabolismo de carbohidratos en
general, proceso metabólico de la glucosa y otros
carbohidratos, respuesta a lipopolisacáridos o glu-
coneogénesis. Esto convierte a esta línea celular
en un modelo excelente para el estudio de los

eventos moleculares implicados en el proceso de
osteogénesis. Los microarrays permiten la moni-
torización simultánea de un gran número de genes
asociados con el metabolismo del hueso, lo que
permite detectar dianas potenciales con fines tera-
péuticos o diagnósticos. 

El uso de microarrays es cada vez más accesi-
ble y los datos generados a partir de este tipo de
enfoque son en gran parte descriptivos. Sin
embargo, la información general que se obtiene es
una línea de base muy útil para estudios más ana-
líticos de las rutas funcionales que participan
durante la diferenciación celular, evento que está
mediado por receptores, factores de transcripción,
proteínas, enzimas, etc, que son a su vez regula-
dos por cambios en la expresión génica. 

El análisis aquí presentado ofrece una imagen
dinámica de estos eventos durante la diferenciación

Figura 3. Representación de los procesos biológicos de cada fase
más significativos en los cuales se integran los genes modulados
por el tratamiento. La representación se hace de mayor a menor
cantidad de genes que cambian. Todos son estadísticamente signi-
ficativos (p<0,001)
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de osteoblastos. Los resultados de la matriz de
expresión que aquí se presentan complementan
estudios previos29,30. Sin embargo, muchos genes
estudiados previamente en osteoblastos se analiza-
ron bajo diferentes condiciones, diferentes líneas
celulares, o bajo inducción con otros agentes. La
capacidad de comparar los datos recogidos en cien-
tos de genes bajo un conjunto de condiciones con
los datos de otros sistemas fortalece nuestra com-
prensión general de la base molecular de la osteo-
génesis. Estos datos son valiosos no sólo para una
mejor comprensión de la osteogénesis, sino también
para las comparaciones con otros tipos de tejidos.
Esta información debería ayudar en el desarrollo de
tratamientos más eficaces para trastornos óseos y
predecir los efectos secundarios sobre el metabolis-
mo óseo de drogas que se dirigen a los mismos fac-
tores de intervención en otras enfermedades.
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