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INTRODUCCIÓN

El interés por la proteína relacionada con la parathormona (PTHrP) surgió de la hipercalcemia asociada al cáncer, el 
síndrome paraneoplásico más común que afecta hasta un 20% de pacientes con cáncer avanzado (1). En la década 
de los 80 del siglo pasado se observó que la mayoría de los pacientes con hipercalcemia tumoral presentan caracte-
rísticas de pseudohiperparatiroidismo, lo que hizo pensar en la PTH o un factor similar segregado por el tumor como 
responsable de este síndrome. Fue al final de esta década cuando tres grupos independientes aislaron y caracteriza-
ron el verdadero factor causal, que resultó presentar una homología estructural con la PTH en su extremo N-termi-
nal; de ahí su nombre con el que se conoce, PTHrP (2-4). Niveles plasmáticos elevados de PTHrP se han detectado en 
una mayoría de pacientes con hipercalcemia tumoral (5,6), en los que la PTHrP induce incrementos de resorción ósea 
y de reabsorción tubular de calcio como causa de la hipercalcemia. 

Sin embargo, su caracterización condujo a un resultado inesperado: la PTHrP ha resultado ser una citoquina presente 
en una variedad de tejidos normales, donde ejerce acciones auto/paracrinas y/o intracrinas; de hecho, la hipercalcemia 
tumoral es una de las escasas situaciones en que la PTHrP ejerce acciones endocrinas por la hipersecreción tumoral (7). 
Así pues, el descubrimiento de la PTHrP es un magnífico ejemplo de investigación traslacional en biomedicina: la inves-
tigación clínica de un síndrome paraneoplásico se saldó con el descubrimiento de una nueva citoquina celular. Es más, 
como veremos a continuación, la PTHrP “ha vuelto a la clínica” de alguna manera, al contemplarse actualmente como 
un nuevo agente en el armamentarium farmacológico de los agentes osteoformadores en la osteoporosis. 

LA PTHrP: UNA CITOQUINA MULTIFUNCIONAL EN EL METABOLISMO ÓSEO

El gen de la PTHrP contiene múltiples exones y se localiza en el brazo corto del cromosoma 12, en posición análoga 
a la del gen de la PTH en el cromosoma 11, y ambos tienen un origen ancestral común. Mediante procesamiento 
alternativo de su ARNm, el gen de la PTHrP en humanos da lugar a tres isoformas proteicas de 139, 141 y 173 ami-
noácidos. Su rotura proteolítica genera diversos fragmentos con distinta bioactividad (7,8) (Fig. 1). Su fragmento 
N-terminal contiene homología estructural con la PTH, en las regiones 1-13 y 14-34, que permite su interacción con 
el mismo receptor de PTH tipo 1 (PTHR1) (9). La región media contiene un dominio de localización nuclear/nucleolar 
(NLS) con propiedades funcionales singulares en varios tipos celulares incluyendo los osteoblastos (10). El fragmento 
C-terminal contiene la secuencia (107-111) (conocida como osteostatina), un potente inhibidor de la actividad osteo-
clástica (11,12), cuyas propiedades osteogénicas se tratarán más adelante en este editorial. 

La PTHrP es abundante en el tejido óseo, donde está presente en las células hematopoyéticas de la médula ósea, 
en condrocitos y en células de estirpe osteoblástica (8). La importancia del papel óseo de la PTHrP se ha puesto de 
manifiesto en ratones con manipulación genética de su gen. La comparación de ratones con supresión homozi-
gótica para el gen de la PTHrP (-/-) o de la PTH (-/-) conduce a resultados interesantes: mientras estos últimos rato-
nes presentan dismorfismo óseo pero son viables, los primeros presentan una severa condrodisplasia con disminu-
ción de desarrollo endocondral y excesiva mineralización causante de la muerte por asfixia de estos neonatos (13).  
Los ratones mutantes para PTH (-/-) en la etapa post natal muestran un incremento de hueso trabecular asociado a un 
aumento de PTHrP; de hecho, dicho incremento desaparece al cruzarlos con los heterozigotos de PTHrP (+/-) (14). Estos 
ratones con haploinsuficiencia de PTHrP son viables pero presentan una osteoporosis prematura a los 3 meses de edad, 
caracterizada en el esqueleto apendicular por un descenso de volumen óseo y alteración de la estructura trabecular, así 
como un aumento de apoptosis osteoblástica y un déficit de osteoprogenitores en la médula ósea (15). Además, el efecto 
anabólico de la PTH (1-34) administrada de modo intermitente se encontró incrementado en estos ratones PTHrP (+/-) 
(15); planteando la hipótesis de que los distintos niveles óseos de PTHrP podrían explicar la variabilidad observada en la 
respuesta anabólica a la teriparatida [la PTH (1-34) comercializada] en pacientes osteoporóticos. Estos hallazgos indican 
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que la PTHrP es un factor esencial para el mantenimiento del hueso trabecular durante el crecimiento. La deficiencia de 
PTHrP ósea podría contribuir a la baja formación ósea en la osteoporosis involutiva, ya que su expresión está disminui-
da en los huesos largos de ratones viejos y en los osteoblastos humanos primarios con la edad del donante (16,17). Por 
otra parte, ratones mutantes que expresan una PTHrP truncada (1-84) presentan un crecimiento retardado, así como 
apoptosis ósea, senescencia y osteopenia prematuras (18). Más recientemente, transfectando células osteoblásticas con 
plásmidos que expresan formas mutadas de la PTHrP, demostramos un efecto de su dominio NLS sobre la viabilidad y la 
diferenciación osteoblástica (10). Además, la región C-terminal de la PTHrP ha demostrado inhibir la senescencia inducida 
por la IL-1beta en cultivos primarios de osteoblastos humanos de pacientes con artrosis (19). Estudios in vitro también 
han mostrado la capacidad del fragmento C-terminal de la PTHrP -similar a la del fragmento N-terminal homólogo a la 
PTH- para aumentar la viabilidad osteoblástica en osteoblastos primarios humanos (20). De interés, este efecto del frag-
mento C-terminal demostró ser estrictamente dependiente de la transactivación del receptor 2 del factor del endotelio 
vascular (VEGFR2) (20,21). El efecto antiapoptótico de la PTHrP en los osteoblastos es particularmente importante porque 
constituye un elemento clave en la acción anabólica de la PTH (22). 

Utilizando el ratón ovariectomizado como modelo establecido de osteoporosis primaria, nuestro grupo demostró una 
eficacia similar de ambos péptidos N- y C-terminal de la PTHrP, administrados cada dos días durante 4-8 semanas, para 
mejorar el deterioro de la estructura trabecular en el fémur por microtomografía computarizada (µCT); un efecto asocia-
do al aumento de osteocalcina, un marcador de formación ósea y a una inhibición de marcadores resortivos, que incluyen 
la expresión del gen Sost en el tejido óseo y los residuos de piridinolina, producto de degradación del colágeno tipo 1 
en plasma (23). El grupo de Andy F Stewart y cols. fue pionero en utilizar la PTHrP (1-36) para estudiar su eficacia en la 
osteoporosis primaria en humanos. La inyección diaria de este péptido a dosis mayores que la de PTH (40 µg) durante 3 
meses en mujeres postmenopáusicas produjo un aumento de densidad mineral ósea en la columna lumbar similar con 
ambos péptidos, pero fue superior en la cadera (un hueso predominantemente cortical) y en el cuello femoral con la 
PTHrP. Además, la PTH aumentó el propéptido N-terminal y los telopéptidos C-terminales del colágeno tipo 1, marca-
dores de formación y de resorción ósea, respectivamente; mientras la PTHrP (1-36) solo afectó al primer marcador (24). 
Más recientemente, se ha sintetizado un péptido derivado de la PTHrP (1-36) con 10 sustituciones aminoacídicas en su 
extremo C-terminal, la abaloparatida, que ha demostrado eficacia para incrementar la masa ósea con menor riesgo de 
hipercalcemia que el tratamiento con teriparatida (25). Así, en un ensayo en fase 2 en mujeres postmenopáusicas con 
osteoporosis severa se observó la mayor eficacia de la abaloparatida frente a la teriparatida para aumentar la densidad 
mineral ósea en localizaciones esqueléticas extravertebrales. Además, el ensayo en fase 3 multicéntrico doble ciego y con-
trolado con placebo Abaloparatide Comparator Trial in Vertebral Endpoints (ACTIVE) ha demostrado una mayor eficacia 
de la abaloparatida a los 18 meses de tratamiento para reducir el riesgo de fracturas vertebrales y no vertebrales en esta 
situación. La abaloparatida ha sido aprobada por la FDA para el tratamiento de la osteoporosis postmenopáusica con 
elevado riesgo de fracturas. Las diferencias de acción sobre el componente resortivo entre la PTH y la PTHrP se atribuyen 
a su interacción con diferentes conformaciones del PTHR1: la PTH predominantemente con una conformación indepen-
diente (R0) de proteínas G, que da lugar a una respuesta de AMPc prolongada que favorece el componente resortivo a 

Figura 1. Procesamiento de las isoformas proteicas de la PTHrP. 
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través del RANKL; la PTHrP con una conformación dependiente de proteínas G, que induce una respuesta de más corta 
duración, favoreciendo su acción anabólica (25).

La regeneración ósea post fractura puede estar comprometida en la osteoporosis y los datos actuales indican que la PTH 
sistémica resulta eficaz en esta situación (26). Por ello, se ha evaluado la eficacia de la PTHrP en un modelo experimental 
de regeneración ósea, la ablación medular en la tibia (27). Utilizando ratones osteoporóticos por tratamiento con metil-
prednisolona, demostramos que la administración secuencial (cada 2 días) de PTHrP (1-36) o PTHrP (107-139) incrementó 
la regeneración ósea tras la ablación medular (28). Teniendo en cuenta este hallazgo, estudiamos el posible efecto os-
teorregenerador de la osteostatina, la secuencia responsable de la acción antirresortiva del fragmento C-terminal de la 
PTHrP (11), cuya simplicidad estructural lo hace especialmente atractivo desde una perspectiva traslacional. La impregna-
ción con osteostatina de una cerámica de sílice mesoporosa (SBA-15, sintetizada y caracterizada por el grupo de la Prof. 
Vallet-Regí) confiere propiedades osteogénicas al biomaterial en cultivos de osteoblastos murinos de la línea MC3T3-E1 
(29). El implante de este mismo material con osteostatina en un defecto cavitario (que no regenera por sí solo) en la 
epífisis femoral de conejos sanos u osteoporóticos, indujo la neoformación ósea a las 4-8 semanas en los animales sanos 
(30), y a las 2 semanas en los osteoporóticos (31). Posteriormente, se utilizó un material biodegradable (un polímero de 
gelatina-glutaraldehído-hidroxiapatita) impregnado con osteostatina o PTHrP (1-37) e implantado en un defecto no cavi-
tario en la tibia de ratas viejas osteopénicas, con o sin diabetes mellitus. La presencia de ambos péptidos de la PTHrP en el 
implante indujo de manera similar la reparación total del defecto óseo a las 4 semanas (32). Un aspecto particularmente 
interesante en relación a la osteostatina es que se ha demostrado su acción anabólica in vivo en un modelo de ratón 
diabético (con baja formación ósea). La histomorfometría ósea dinámica demostró que el tratamiento con dosis equiva-
lentes de osteostatina o PTHrP (1-37) durante 3 días consecutivos normalizó a las dos semanas la disminución de superficie 
mineralizada y la velocidad de aposición mineral, así como la formación ósea, en las vértebras de estos ratones (33). 

En definitiva, la PTHrP ha resultado ser un factor esencial para el desarrollo y el mantenimiento del tejido óseo. Además, 
sus acciones osteogénicas no se circunscriben solo a su región N-terminal con homología estructural con la PTH. Los aspec-
tos tratados en esta Editorial tienen un significado especial al considerar el aumento de la osteoporosis involutiva asocia-
do a nuestra longevidad que determina la demanda creciente de moléculas osteoformadoras y osteorregeneradoras para 
reparar las fracturas por fragilidad ósea. En este sentido, la investigación básica y traslacional han demostrado ser claves 
para identificar nuevas estrategias terapéuticas basadas en la PTHrP: en uso clínico como la abaloparatida, o en desarrollo 
potencial como la osteostatina –un péptido derivado de la secuencia C-terminal de la PTHrP–, cuyas propiedades lo hacen 
particularmente atractivo para promover la formación y la regeneración ósea (Fig. 2).

Figura 2. Propiedades 
osteogénicas de la osteostatina. 
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Abstract
Introduction and objectives: osteoclasts are terminally differentiated giant multinucleated cells derived from the fusion 
of mononuclear progenitors of the monocyte/macrophage hematopoietic lineage. The objective of our group was to achie-
ve the best method for osteoclast differentiation, from both RAW 264.7 cells and peripheral blood monocytes. 

Material and methods: RAW 264.7 cells and human PBMCs were differentiated into osteoclasts. Success in differentiation 
was assessed by TRAP staining. Osteoclast activity was detected by the resorption pits in Corning® Osteo Assay Surface 
Plates. 

Results: the optimal cell density for RAW 264.7 cell differentiation was 25,000 cells/cm2 with 30 ng/mL of RANKL for  
6 days. Osteoclasts differentiated from PBMCs were observed after 4 weeks with 25 ng/mL M-CSF and 30 ng/mL RANKL. 
Individual pits or multiple pit clusters were observed on the surface plates.

Conclusions: we report optimal conditions for the differentiation of osteoclasts from
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INTRODUCTION

The bone is a dynamic tissue which is under constant 
remodeling. Indeed, bone remodeling is a complex 
cellular process that involves bone resorption induced 
by osteoclasts and bone formation produced by osteo-
blasts (1). An imbalance in this equilibrium results in 
metabolic bone diseases such as osteoporosis or osteo-
petrosis. This disequilibrium may be produced by an 
increase in bone resorption due to a rise in the number 
of osteoclasts or in their activity, or by a decrease in 
bone formation due to a lower osteoblast activity, or 
by both combined effects. 

The direct cellular interactions between osteoblasts 
and osteoclasts, mediated in part by the receptor acti-
vator of NF-κB, its ligand and osteoprotegerin (RANK/
RANKL/OPG) pathway, are essential for the regulation 
of bone remodeling (2). The interaction between 
RANKL, either at the osteoblast surface or in its soluble 
form and its receptor RANK, on the membrane of os-
teoclast precursors initiates a cascade of signaling 
events, resulting in their differentiation to form ma-
ture osteoclasts. OPG, an osteoblast-secreted glyco-
protein of the tumor necrosis factor receptor super-
family, acts as a decoy receptor and blocks the 
interaction between RANKL and RANK. Moreover, 
many other cytokines and hormones have been found 
to regulate either OPG or RANKL, or both, in similar or 
opposite directions (3).

Osteoclasts represent 1-2 % of the total bone resident 
cells. They are terminally differentiated giant multinu-
cleated cells, derived from the fusion of mononuclear 
progenitors of the monocyte/macrophage hematopoi-
etic lineage (1). The importance of osteoclasts in bone 
homeostasis is evidenced by the diseases in which os-
teoclast formation or function is unbalanced. Howev-
er, the role of osteoclasts in health or disease and its 
biology have remained elusive for years. Initially, it 
was thought that osteoclasts were cells that undergo 
apoptosis after a short lifespan of around two weeks, 
but in the last few years, it has been shown that osteo-
clasts have a lifespan of around 6 months. A recent 
study has revealed that mature osteoclasts are capable 
of fissioning into smaller daughter cells, a new cell 
type called osteomorphs (4). These osteomorphs are 
freely motile cells, able to migrate and fuse with other 
osteomorphs or osteoclasts, creating recycled cells (4). 

Osteoclasts can be studied in vitro by isolating primary 
bone marrow or peripheral blood monocytes cells (PB-
MCs), or by using the murine myeloid cell line RAW 
264.7, which can be differentiated into mature osteo-
clasts (5-7). The use of established cell lines like RAW 
264.7 instead of human primary cell cultures is exten-
sive because it is not feasible to cultivate and expand 
osteoclasts for long periods of time. In addition, avail-
able cell numbers from single differentiation experi-
ments are limited and experimental outcome may be 

variable depending on the cell donor. Therefore, the 
use of the RAW 264.7 cell line, which is quite extend-
ed, avoids these problems. 

In the literature, the differentiation process of osteo-
clasts from RAW 264.7 cells is well established. Howev-
er, the differentiation process of osteoclasts from hu-
man PBMCs is not clearly described. Thus, in scientific 
reports there is no defined cell density or time required 
to achieve the desired osteoclasts. We needed much 
bibliographic research in the first place, and then we 
performed different technical approaches to obtain 
osteoclasts until suitable differentiation results were 
achieved. All of these tasks required up to a month for 
the process to be completed.

Therefore, the aim of this study was to optimize osteo-
clast differentiation techniques, from both RAW 264.7 
cells and peripheral blood monocytes. The goal was to 
obtain differentiated osteoclasts in order to perform 
experiments with substances that act on the viability 
and apoptosis of osteoclasts. 

MATERIAL AND METHODS

MATERIALS 

Alpha-minimum essential medium (aMEM), Dulbecco’s 
modified Eagle medium (DMEM), fetal bovine serum 
(FBS), Phosphate Buffered Saline (PBS), l-glutamine 
and trypsin were purchased from Invitrogen (Thermo 
Fisher Scientific) (Waltham, MA, USA); accutase and 
toluidine blue were purchased from Sigma Chemical 
Co. (St. Louis, MO, USA); penicillin-streptomycin from 
LabClinics (Barcelona, Spain); recombinant mouse 
RANKL, recombinant human RANKL and recombinant 
human M-CSF from R&D systems (Bio-Techne, UK); Ro-
setteSepTM Human Monocyte Enrichment Cocktail and 
LymphoprepTM were purchased from Stemcell Technol-
ogies (Köln, Germany).

OSTEOCLASTS FROM RAW 264.7 CELL 
CULTURE 

RAW 264.7 cells, a transformed murine monocytic 
macrophage cell line from the European Collection of 
Authenticated Cell Cultures (ECACC, England), were 
cultured at 37 °C in 5 % CO2 atmosphere in DMEM, 
supplemented with 10 % heat-inactivated FBS and  
100 U/mL penicillin-streptomycin. Cells were plated di-
rectly on 96-well plates at a density of 1.5 x 104,  
2.5 x 104 and 3.5 x 104 cells/cm2. The medium used for 
osteoclastic differentiation was aMEM supplemented 
with 10% heat-inactivated FBS, 100 U/mL penicil-
lin-streptomycin and 25, 30 and 50 ng/mL of recombi-
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nant mouse RANKL. The medium was removed and 
replaced with fresh medium every 48 h-72 h. After  
6 days, RAW 264.7 cells were differentiated into osteo-
clasts. 

OSTEOCLASTS FROM PERIPHERAL BLOOD 
MONOCYTE CULTURE 

RosetteSepTM Human Monocyte Enrichment CocktailTM 
was used to purify human monocytes taken from total 
PBMCs of buffy coats, supplied by the local reference 
blood bank (Banc de Sang i Teixits, Barcelona). Cells 
were separated using LymphoprepTM, following the 
manufacturer’s protocol. 

Cells were seeded in two different ways. For the first 
attempt, they were seeded in a 75 cm2 flask at a densi-
ty of 150,000 cells/cm2, and then cultured at 37 °C in 
5 % CO2 atmosphere in aMEM, supplemented with 
10 % heat-inactivated FBS, 100 U/mL penicillin-strep-
tomycin and 25 ng/mL of recombinant human macro-
phage colony-stimulating factor (M-CSF) for 2 weeks. 
The medium was replaced every 48 to 72 hours. Then, 
cells were treated with accutase and plated on 96-well 
plates at a density of 80,000 cells/cm2 for one addition-
al week, adding 30 ng/mL of recombinant human 
RANKL to the medium. Human monocytes were differ-
entiated into osteoclasts. On the other hand, cells 
were seeded directly on 96-well plates at a density of 
150,000, 250,000 and 400,000 cells/cm2 and were treat-
ed from the beginning with both 25 ng/mL of recom-
binant human M-CSF and 30 ng/mL of recombinant 
human RANKL in aMEM supplemented with 10 % 
heat-inactivated FBS, 100 U/mL penicillin-streptomycin 
for three-four weeks. 

CHARACTERIZATION OF OSTEOCLASTS 
AND RESORPTION PIT FORMATION ASSAY

To identify the generation of multinucleated osteo-
clasts, cells were stained for the enzyme tartrate-resis-
tant acid phosphatase (TRAP) using the TRAP-staining 
kit (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), according to 
the manufacturer’s instructions. TRAP-positive multi-
nucleated (3 or more nuclei) cells were visualized by 
light microscopy. Each osteoclast characterization as-
say was performed at least 3 times.

Resorption pits were assessed by seeding RAW 264.7 
cells to differentiate into osteoclasts at a density of 
25,000 cells/cm2 on 24-well Corning® Osteo Assay Sur-
face Plates (Corning Cat. No. 3987, Cultek, Life Scienc-
es, NY, USA). Cells were then removed and well surfac-
es were stained with 1 % toluidine blue for 1 min. 
Individual resorption pits or multiple pit clusters were 
visualized on the surfaces by light microscopy.

Images were obtained using a DM IL LED-inverted mi-
croscope with a MC190 HD camera and the Applica-
tion Suit v3.4.0 acquisition software (Leica microsiste-
mas SLU, Spain). The area of pits was analyzed using 
Image J software (NIH, Bethesda, MD, USA). 

RESULTS

DIFFERENTIATION AND IDENTIFICATION  
OF OSTEOCLASTS

The optimal cell density for RAW 264.7 differentiation 
cells was 25,000 cells/cm2. A concentration of 30 ng/mL 
of RANKL was enough to achieve an optimal differen-
tiation. Under this condition, multinucleated osteo-
clasts were observed by TRAP staining after 5-7 days 
(Fig. 1). Osteoclastic ruffled border and connections 
between multinucleated osteoclasts were observed as 
well (Fig. 1). However, we obtained no differentiated 
osteoclasts when monocytes were plated directly on 
96-well plates, being the method by which we differ-
entiated RAW into osteoclasts. By contrast, in the case 
of monocytes from PBMCs, the cells remained mono-
cyte-like after 3-4 weeks on 96-well plates and differ-
ences in the doses of RANKL and M-CSF did not change 
this result. We did not differentiate the cells by put-
ting glass coverslips on the wells, as recommended by 
some research groups, since from our perspective, this 
technical approach did not bring advantages and 
made the methodology more complex. For this reason, 
we opted to maintain the cells in 75 cm² flasks for the 
time being by administering only M-CSF to keep  
the cells in a resting and stable state. After 3 weeks, 
we finally transferred the cells to 96-well plates and 
started administering RANKL as well. In this manner, 
we were able to observe differentiated osteoclasts 
within another week. In the differentiation process 
into osteoclasts from PBMCs, multinucleated osteo-
clasts were observed by TRAP staining after 3-4 weeks, 
as shown in figure 2.

RESORPTION PITS 

Individual pits or multiple pit clusters were observed 
using a microscope at 10x magnifications in the Corn-
ing® Osteo Assay surface plates (Fig. 3). When activa-
tors of osteoclast activity such as bilirubin were added, 
more resorbed areas were observed compared to the 
non-treated plates (data not shown). Indeed, we 
found that bilirubin was an activator of osteoclast sur-
vival in our viability studies, resulting in an increase in 
osteoclast number and activity, identified by observ-
ing the resorption pits on the Corning® Osteo Assay 
surface plates.
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Figure 1. Differentiated osteoclasts from RAW 264.7 cells are shown after TRAP staining. Big multinucleated osteoclasts are shown. 
Ruffled border (1A, thin arrow) and connections between multinucleated osteoclasts (1D, thick arrow) are observed. Experiments were 
performed more than 10 times.

A B

C D

Figure 2. Differentiated osteoclasts from human PBMCs after TRAP staining are represented. Many multinucleated osteoclasts were 
observed. Experiments were performed more than 10 times. 

OSTEOCLAST GENERATION FROM RAW 264.7 AND PBMC CELLS. THE SET uP IN OuR LAB
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DISCUSSION

Osteoclasts are fascinating cells for their abilities and 
functions. Their tight balance with osteoblasts is regu-
lated by multiple factors that make a very accurate 
process. With the recent discovery of osteomorphs by 
McDonald et al. (4), this process has turned out to be 
even more precise. Osteomorphs will remain waiting 
until the moment in which mature osteoclasts are re-
quired to resorb bone.

In our experience, the differentiation process of the 
cells is not free of technical difficulties. Several factors 
could act on this process, and osteoclasts may not be-
come active, or simply not correctly differentiated. The 
differentiation of osteoclasts from RAW 264.7 cells 
was easier than with primary human cells, because it 
was a simpler process with more cell availability, and 
in addition, the time to achieve differentiated cells 
was shorter than with primary cells. We found several 
bibliographic references as a guide to begin with and 
we found our optimal concentrations of both RANKL 
and RAW 264.7 cells in a short time. However, the dif-
ferentiation of osteoclasts from monocytes of human 
PBMCs was complex. First, the heterogeneity that we 
found in the literature was high, and it was difficult to 
decide how to start our experiments. Secondly, mono-
cytes take a long time to become osteoclasts. More-
over, the diffentiation process was more expensive 
than using RAW cells because in this case, two differ-
entiating activators were needed: the human M-CSF 
and RANKL. Despite all these setbacks, after several 
months, we were able to obtain active differentiated 
osteoclasts and we performed the experiments shown 
in our recent publication (8). We don’t know the rea-
son why finally we needed to maintain for 2 weeks the 
monocytes from PBMCs in flasks with M-CSF. Our hy-

pothesis is that cells maybe need a rest time to stabi-
lize in the flask, where there is more place for them. 
After that period, they are able to differentiate into 
osteoclasts with the addition of RANKL.

The possibility of observing the activity of osteoclasts 
on special bone surfaces was described in a few re-
ports (9). The observation of resorbed areas in the 
Corning® Osteo Assay Surface Plates allows us to 
check the ability of the mature osteoclasts to resorb 
mineralized tissue. Although we have not shown 
these results, we performed a study in which we ad-
ministrated substances that enhance or inhibit osteo-
clast activity, and the resorbed areas varied to a large 
extent. We intended to repeat these experiments sev-
eral more times, but these plates were no longer 
manufactured. 

In summary, we have established optimized conditions 
for osteoclast differentiation from both cell types: the 
RAW 264.7 murine cell line and from human mono-
cytes. This experience will enable us and other re-
searchers to carry out future studies with osteoclasts.
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Resumen
Introducción: los osteocitos son capaces de detectar diferentes señales, transducirlas en respuestas biológicas y trasmitirlas 
a los osteoblastos y osteoclastos, permitiendo el mantenimiento de la homeostasis ósea. La mecanotransducción ósea es 
posible gracias a que los osteocitos presentan diferentes estructuras mecanosensoras como las conexinas (Cx), las integrinas, 
el cilio primario e incluso receptores acoplados a proteínas G como el receptor de la parathormona tipo 1 (PTH1R). 

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

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

Resultados y conclusión: los resultados obtenidos muestran que la Cx43 y la integrina α2 se encuentran involucradas en 
el aumento de la longitud del cilio primario, afectando potencialmente a su funcionalidad como mecanosensor (SCR vs. 
ARNi α2, p < 0,0001 SCR vs. Cx43-/- y p < 0,0001 ARNi α2 vs. Cx43-/-). La integrina α2 también influyó en la localización 
celular de Cx43 promoviendo que esta se encuentre en la membrana plasmática. También se observó que la activación de 
PTH1R por agonistas como parathormona (PTH) y proteína relacionada con la parathormona (PTHrP) inducen la fosforilación 
de la quinasa ERK 1/2, y estos efectos podrían verse afectados por la deficiencia en Cx43, pero no parecen ser mediados 
por el silenciamiento de integrina α2. Finalmente, se observó que la presencia de la Cx43 y de integrina α2 en los osteoci-
tos aumenta su capacidad de adhesión (Cx43+/+ SCR y ARNi α2 vs. CX43-/- p < 0,001 y p = 0,0039) y que la deficiencia 
en Cx43 provoca un incremento de la mortalidad de estas células (Cx43-/- vs. Cx43+/+ p = 0,0074).
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Resumen
Introducción: los osteocitos son capaces de detectar diferentes señales, transducirlas en respuestas biológicas y trasmitirlas 
a los osteoblastos y osteoclastos, permitiendo el mantenimiento de la homeostasis ósea. La mecanotransducción ósea es 
posible gracias a que los osteocitos presentan diferentes estructuras mecanosensoras como las conexinas (Cx), las integrinas, 
el cilio primario e incluso receptores acoplados a proteínas G como el receptor de la parathormona tipo 1 (PTH1R). 

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

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

Resultados y conclusión: los resultados obtenidos muestran que la Cx43 y la integrina α2 se encuentran involucradas en 
el aumento de la longitud del cilio primario, afectando potencialmente a su funcionalidad como mecanosensor (SCR vs. 
ARNi α2, p < 0,0001 SCR vs. Cx43-/- y p < 0,0001 ARNi α2 vs. Cx43-/-). La integrina α2 también influyó en la localización 
celular de Cx43 promoviendo que esta se encuentre en la membrana plasmática. También se observó que la activación de 
PTH1R por agonistas como parathormona (PTH) y proteína relacionada con la parathormona (PTHrP) inducen la fosforilación 
de la quinasa ERK 1/2, y estos efectos podrían verse afectados por la deficiencia en Cx43, pero no parecen ser mediados 
por el silenciamiento de integrina α2. Finalmente, se observó que la presencia de la Cx43 y de integrina α2 en los osteoci-
tos aumenta su capacidad de adhesión (Cx43+/+ SCR y ARNi α2 vs. CX43-/- p < 0,001 y p = 0,0039) y que la deficiencia 
en Cx43 provoca un incremento de la mortalidad de estas células (Cx43-/- vs. Cx43+/+ p = 0,0074).

INTRODUCCIÓN

El hueso es un tejido dinámico que se remodela 
constantemente en respuesta a una gran variedad 
de estímulos, entre los que destacan hormonas, fac-
tores de crecimiento y carga mecánica (1). El con-
trol preciso y coordinado de la remodelación ósea 
requiere de la interacción y comunicación entre os-
teoblastos (células formadoras de hueso), osteocitos 
(principales células mecanosensoras del hueso) y os-
teoclastos (células encargadas de la resorción ósea); 
y tiene lugar, entre otros mecanismos, gracias a la 
formación de las uniones comunicantes (UC) entre 
dichas células óseas (2).

Los osteocitos son capaces de detectar los estímulos 
mecánicos debido a que presentan diferentes estruc-
turas mecanosensoras: integrinas, UC, hemicanales de 
conexina 43 (Cx43), cilio primario y/o receptores aco-
plados a proteínas G (GPCR), como PTH1R (3). Poste-
riormente, estas células transducen los estímulos me-
cánicos en respuestas biológicas, que desencadenan la 
activación de diferentes vías de señalización, inducien-
do cambios en la expresión génica y en el metabolismo 
celular. Esto provoca la secreción de factores capaces 
de regular la proliferación y la viabilidad de las células 
efectoras óseas (osteoblastos y osteoclastos). Debido 
a la complejidad del entorno extracelular del hueso 
es muy probable que los diferentes mecanosensores 
interactúen entre sí, integrando las múltiples señales 
extracelulares en una señal cohesiva (4). 

La comunicación celular juega un papel importante en 
el tejido óseo, al encontrarse embebidos en el interior 
de una matriz mineralizada (5). Las conexinas (Cx) son 
unas proteínas que constituyen algunos de los canales 
esenciales para que pueda tener lugar la comunicación 
entre las células óseas. 

Los osteocitos también son capaces de promover la 
formación ósea, gracias a las acciones endocrinas de 
la PTH y su análogo local en el hueso, la PTHrP, a tra-
vés de la activación de su receptor común, PTH1R (6). 
PTH1R es un GPCR que puede desencadenar varias vías 
de señalización intracelular en los huesos (7). 

El cilio primario es una estructura mecanosensora ca-
paz de crear un microdominio distinto del citoplasma 
celular, que permite la localización y concentración 
específica de receptores como GPCR, canales iónicos 
y proteínas efectoras, mejorando así la cinética de las 
vías de señalización (8). 

Diversos estudios han demostrado que defectos en la 
función o estructura sensorial del cilio primario están 
asociados con diferentes enfermedades, denominadas 
generalmente como ciliopatías (9). Asimismo, cuando 
se interrumpe la formación de los cilios primarios o su 
longitud disminuye, las células presentan una mecano-
sensibilidad alterada y una respuesta disminuida a la 
estimulación mecánica (10). 

Las integrinas son complejos de proteínas que permi-
ten que la célula interaccione con el medio extrace-
lular (11). Investigaciones anteriores han constatado 
que en las células MLO-Y4 las integrinas β1 y α2 están 
implicadas en la activación de quinasas reguladas por 
señales extracelulares (ERK 1/2), inducida por estímu-
los mecánicos, lo que desemboca en la activación de 
vías de señalización que modulan la adhesión de los 
osteocitos a la matriz mineralizada e inhiben la res-
puesta apoptótica de estas células (12). 

En el presente estudio hipotetizamos la posible rela-
ción entre conexinas, cilio primario, PTH1R e integri-
nas como reguladores de procesos biológicos que se-
rían clave para la función de los osteocitos.

MATERIALES Y MÉTODOS

CULTIVO CELULAR

Se utilizaron tres tipos de células MLO-Y4 Cx43+/+ 
(presentan un vector vacío como control negativo 
para poder evaluar los efectos del no silenciamiento) 
y Cx43-/- (células deficientes en conexina 43, trans-
fectadas con un ARNi), que fueron amablemente 
cedidas por la Dra. L. I. Plotkin, y células Cx43+/+ a 
la que se silenció la integrina α2 mediante un ARNi. 
Dichas células se sembraron a una concentración de  
24.000 células/cm2 y se cultivaron con el medio ɑ-Mo-
dified Eagle´s Medium (ɑ-MEM) (Gibco, ThermoFisher 
Scientific, ES) suplementado con 2,5 % de suero de 
ternero (Calf Serum; CS), 2,5 % de suero fetal bovino 
(Fetal Bovine Serum; FBS), 1 % de L-glutamina, 1 % de 
penicilina/estreptomicina y puromicina de Streptomy-
ces alboniger (Sigma Aldrich, ES) a una concentración  
10 μg/ml.

Todas las superficies sobre las que se sembraron estas 
células debían estar previamente colagenizadas con 
colágeno tipo I al 0,01 % de ácido acético (13). Las cé-
lulas se mantuvieron a 37 °C y 5 % de CO2.

SILENCIAMIENTO DE LA INTEGRINA αα2 

Las células MLO-Y4 Cx43+/+ se transfectaron con tres 
silenciadores (ARNi) de α2 diferentes (5 nM) (Thermo-
Fisher Scientific, ES), que presentaban una diana para 
la secuencia de la integrina α2, usando lipofectamine 
ARNiMax (Life Technologies, Carlsbad, CA, EE. UU.). Los 
ARNi se añadieron en medio sin suero durante 24 h.  
La secuencia scrambled (SCR) (control ARNi, Santa Cruz 
Tecnhology, TX, EE. UU.) se empleó como control ne-
gativo para evaluar los efectos no dirigidos de silencia-
miento (ARNi off-targeted”).
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PCR

La extracción de ARN se realizó con TRIZOL® (Ambion, 
FosterCity, CA, EE. UU.). Para la retrotranscripción de 
ARN (RT-PCR, reacción en cadena de la polimerasa con 
transcriptasa inversa) se utilizó el kit (Applied Byo-
sistems, Grand Island, NY, EE. UU.) y el termociclador 
(Eppendorf, Hamburgo, Alemania).

Para analizar la expresión de la integrina α2 (Fw 5´CCAT-
GATGGGTCGAAGCTGA3´; Rv 5´CTTCGTCGGCCACATT-
GAAA3´) se empleó SYBR Green (Sybr promix ex Taq, 
Takara, Otsu, Japón). El nivel de expresión integrina 
α2 se analizó utilizando como gen control b-actina (Fw 
5´GAACCCTAAGGCCAACCGTG3´; Rv 5´ACCAGAGGCA-
TACAGGGACAG3´). Se realizaron triplicados de todas 
las condiciones (Cx43+/+ y Cx43-/-). El cambio de expre-
sión de los genes se calculó basándose en el valor de 
2-∆∆Ct.

INMUNOFLUORESCENCIA 

Se sembraron 30.000 células/pocillo de las placas multi-
pocillo (Falcon, ES). Las células fueron cultivadas hasta 
que alcanzaron una confluencia del 80 % y posterior-
mente se añadió medio sin suero durante 24 h para 
inducir la formación del cilio primario. Después, las 
células se fijaron con paraformaldehído (PFA) al 4 % y 
se permeabilizaron con Tritón X-100b al 0,5 %. A con-
tinuación, se añadió la solución de bloqueo compuesta 
por albúmina de suero bovino (BSA) al 10 %, suple-
mentado con suero goat al 5 %, durante 1 h. Poste-
riormente, se mantuvieron toda la noche a 4 °C en agi-
tación los siguientes anticuerpos primarios: anti-Cx43 
policlonal producido en conejo (Sigma, ST. Louis, MO, 
EE. UU.) (dilución 1:1000 en BSA al 10 % y suero goat 
al 5%); y anti-α tubulina acetilada monoclonal produ-
cido en ratón (Sigma) (dilución 1:1000 en BSA al 10 % 
y suero goat al 5 %), para observar así el cilio primario. 
Posteriormente, se añadieron los anticuerpos secunda-
rios: para cilio primario Alexa fluor® 488 de cabra an-
ti-ratón (Invitrogen Molecular probes, Thermo Fisher 
ScientificTM, ES) (dilución 1:1000 en BSA al 10 % y suero 
goat al 5 %), para Cx43 Alexa fluor® 568 anti-conejo 
IgG (Live technologies, Thermo ScientificTM, ES) (dilu-
ción 1:1000 en BSA al 10 % y suero goat al 5 %). Tras 
1 h de incubación se añadió 4´-6-diamidino2-fenilindol 
(DAPI) (dilución 1:10,000). Los núcleos, el cilio primario 
y la Cx43 se visualizaron con el microscopio de epifluo-
rescencia (Leica CTR 6000). Se realizaron imágenes de 
los triplicados y se analizaron un total de 100 células 
de cada condición (Cx43+/+ SCR y α2 y Cx43-/-). La fu-
sión (merged) de las imágenes individuales del cilio 
primario, la Cx43 y núcleos celulares en una sola se 
realizó con el programa ImageJ, que permite procesar 
las imágenes digitales, es capaz de calcular el área y 
las estadísticas del valor del pixel seleccionado por el 
usuario y de medir distancias.

ESTIMULACIÓN POR AGONISTAS DE PTH1R 
(PTH Y PTHrP) 

Para realizar la estimulación mediante PTHrP y PTH 
las células se sembraron en placas a una densidad de 
25.000 células/cm2 y ambos ligandos se añadieron a 
una concentración de 10-7 molar (M), durante 10 min.

ENSAYO DE MUERTE Y ADHESIÓN CELULAR 

La viabilidad celular se determinó mediante la exclu-
sión de azul de tripano, método que tiñe las células 
muertas de azul, permitiendo calcular el porcentaje 
de células vivas y muertas respecto al total empleando 
una cámara de Neubauer y un microscopio óptico de 
campo claro (Leica DM5500B) para hacer los contajes.

Tras tripsinizar las células y transcurridos 30 minutos tras 
la resiembra, se realizó el contaje de las células no ad-
herentes con la cámara de Neubauer. A continuación, se 
tomaron imágenes de diferentes campos de las células 
adheridas a la placa de Petri, mediante un microscopio 
invertido de campo claro (Leica DM5500B), para calcular 
los porcentajes de células adheridas respecto al total. Se 
analizaron un total de 9 campos de cada condición por 
triplicado (Cx43+/+ SCR y α2 y Cx43-/-).

ANÁLISIS MEDIANTE WESTERN BLOT

Se realizó una extracción de proteínas de cada condi-
ción por duplicado (Cx43+/+ SCR y α2 y Cx43-/-), em-
pleando RIPA Buffer (150 mM NaCl, 1,0 % IGEPAL® CA-
630, 0,1 % SDS (dodecilsulfato sódico), 50 mM Tris, pH 8,  
Sigma-Aldrich, St Louis, MO, EE. UU.), inhibidor de 
proteasa (IP) (dilución 1:100, Calbiochem®, ES) e inhibi-
dor de fosfatasa (IF) (dilución 1:100, Calbiochem®, ES). 
Se cuantificaron las proteínas mediante el ensayo de 
ácido bicinconínico (BCA) (PierceTM BCA Protein Assay 
Kit, Thermo Fisher Scientific, ES). Para realizar la lectu-
ra se utilizó el lector de placas Varioskan Flash (Thermo 
Fisher Scientific, ES) y se hicieron tres lecturas a 562 nm 
mediante el programa SkanIt Software 2.4.3 RE.

Los extractos de proteína se separaron mediante un 
gel de poliacrilamida. Posteriormente se transfirie-
ron las proteínas a una membrana de nitrocelulosa 
(Bio-Rad, Hercules, CA, EE. UU.). El bloqueo se realizó 
con leche en polvo al 5 % en tampón Tris salino con 
Tween20 (TTBS) al 0,05 %, durante 1 h en agitación 
a temperatura ambiente. A continuación, se incuba-
ron durante 24 horas a 4 °C y en agitación los siguien-
tes anticuerpos primarios: anti-fosfo-p44/42 MAPK 
(Erk 1/2) (Cell Signaling, Beverly, MA, EE. UU.), an-
ti-p44/42 MAPK (Erk 1/2), y anti-α-tubulina (Sigma Al-
drich, ES). Posteriormente, se añadieron los anticuerpos 
secundarios. El revelado mediante quimioluminiscencia 
se realizó con el sustrato ClarityTM Western ECL (Bio-Rad). 
La intensidad de las bandas se cuantificó por densitome-
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tría, usando Dnr Bio Imaging System MF ChemiBIS3.2 y 
los programas Gelcapture y QuantityOneTM (Bio-Rad).

ANÁLISIS ESTADÍSTICO

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

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

RESULTADOS

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

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

En la figura 1 se observa cómo la integrina α2 disminuye 
significativamente su nivel de expresión en células de la 
línea Cx43 -/- frente a las células Cx43 +/+ (t = 13,93, gl = 
4, p = 0,0002). Por el contrario, las integrinas α6, β1 y β3 
aumentan su expresión significativamente, en la línea 
celular Cx43 -/- en comparación con Cx43 +/+ (t = 3,646, 
gl = 4, p = 0,0219; t = 5,501, gl = 4, p = 0,0053; t = 26,18, 
gl = 4, p < 0,0001; respectivamente). En el caso de la β6 
no se observaron diferencias significativas entre las dos 
líneas celulares (t = 0,99, gl = 4, p = 0,378). 

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

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

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

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

Se compararon las células MLO-Y4 Cx43+/+, MLO-Y4 
Cx43+/+ a las que se silenció la integrina α2 (ARNi α2) y 
MLO-Y4 Cx43-/-. En los resultados mostrados en la figura 
3 se observó que todas las líneas celulares son capaces 
de desarrollar cilio primario y que este orgánulo se ori-
gina en la superficie celular. Además, se observó que la 
Cx43 presenta una distribución diferente en las células 
Cx43+/+ y ARNi α2, ya que en las células en las que no se 
silenció la integrina α2 predomina la presencia de Cx43 
en la membrana celular, localización esperada, pues es 
donde forma hemicanales y UC. Mientras que en las con-
diciones en las que las células no presentan integrina α2 
la Cx43 se encuentra distribuida en el citoplasma celular 
y no tan focalizada en la membrana plasmática. Las imá-
genes de la inmunofluorescencia también permitieron 
observar que la Cx43 y el cilio primario no colocalizan.

Para poder comparar cuantitativamente el desarrollo del 
cilio primario y su longitud se analizaron imágenes de 
cada tipo celular (Cx43+/+ SCR, Cx43+/+ ARNi α2 y Cx43-/-).  
Estas imágenes fueron tomadas a partir de diferentes 
campos mediante microscopía de fluorescencia (40X). 

Los análisis estadísticos se realizaron comparando las 
medias ± DE de la longitud en µm de todos los cilios 
analizados en las células Cx43+/+ SCR (2,37), Cx43+/+ 
ARNi α2 (2,08) y Cx43-/- (1,52). Los resultados obteni-
dos indican que la longitud del cilio primario en las 
células en las que se silenció la integrina α2 y en las cé-
lulas deficientes en Cx43 era significativamente menor 
que en las células scrambled. El valor p fue: p = 0,0017 
para la comparación de SCR vs. ARNi α2, p < 0,0001 
SCR vs. Cx43-/- y p < 0,0001 ARNi α2 vs. Cx43-/- (Fig. 3).

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

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

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

A B



❘ Rev Osteoporos Metab Miner 2023;15(1):12-20 ❘

17IMPLICACIóN DE LAS CONExINAS, INTEGRINAS y CILIO PRIMARIO EN LA ACTIvIDA
DE LAS CéLuLAS óSEAS

REGULACIÓN DE LA FOSFORILACIÓN  
DE QUINASA ERK 1/2 POR CONEXINA 43  
EN CÉLULAS OSTEOCÍTICAS

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

Los resultados obtenidos muestran que en las células 
Cx43+/+ la estimulación con PTH y PTHrP aumenta la 
fosforilación de ERK 1/2 (media ± DE de los duplicados 
realizados) con respecto a las células que no fueron 
estimuladas con ningún ligando (CE). En el caso de las 
células Cx43-/-, la estimulación con PTH disminuye la 
fosforilación de ERK con respecto a las células Cx43+/+ 
que fueron estimuladas con PTH y el péptido agonista 
PTHrP no produjo estímulo en las células Cx43-/-. No se 
obtuvieron variaciones significativas en los niveles de 
P-ERK entre las diferentes condiciones experimentales 
(Fig. 4).

Nuestras observaciones sugieren que conexina 43 re-
gula la fosforilación de ERK 1/2 dependiente de PTH1R 
activado por ligando. 

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

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

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

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

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

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

DISCUSIÓN

Las integrinas y las conexinas presentan un papel esen-
cial en las funciones celulares (14). Sin embargo, no se 
ha esclarecido si es necesaria la interacción de ambas 
familias de proteínas para el correcto funcionamiento 
de los osteocitos. La disminución de la expresión de la 
integrina α2 en las células Cx43-/-, nos llevó a plantear-
nos si esta integrina pudiese ejercer como mediador en 
los procesos dependientes de Cx43 en los osteocitos.

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

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

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

Figura 5. Análisis de la muerte (A) y adhesión (B) celular en células Cx43+/+ (SCR y ARNi α2) y Cx43-/-. Los resultados muestran el valor 
medio ± DE de los contajes del número de células vivas y muertas de un único experimento con seis réplicas para cada condición y los 
contajes del número de células adheridas y no adheridas en la placa *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001; ****p < 0,0001.
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Los osteocitos, embebidos en la matriz mineralizada, 
son capaces de detectar diferentes señales, traducir-
las en respuestas biológicas y trasmitirlas al resto de 
células óseas, fundamentalmente, osteoblastos y os-
teoclastos, para permitir el mantenimiento de la ho-
meostasis ósea (17). Una de estas señales es el estímulo 
mediante agonistas del PTH1R (PTHrP y PTH) (18).

En los resultados obtenidos en el presente traba-
jo se observa que en las células Cx43+/+ aumenta 
la fosforilación de ERK 1/2 cuando son estimuladas 
con PTH y PTHrP. En el caso de las células Cx43-/-, la 
estimulación con PTH y PTHrP parece inhibirse pues 
los niveles de fosfo-ERK 1/2 disminuyen con respecto 
a las células Cx43+/+. Esto puede ser debido a que 
los osteocitos Cx43-/- sean menos sensibles a los estí-
mulos, dado que son deficientes en la proteína Cx43 
que actúa como mecanosensor y además presentan 
un cilio primario de menor longitud. Todo ello pro-
vocaría que el PTH1R tenga menos espacio para lo-
calizarse en la membrana ciliar y generase respuestas 
intracelulares como la fosforilación de ERK 1/2. Otro 
de los resultados observados en este experimento es 
que parece que el aumento de la fosforilación de ERK 
1/2 es mayor cuando estimulamos con PTH que con 
PTHrP, al tiempo estudiado (10 min), lo que indicaría 
que ambos agonistas activan a PTH1R de forma di-
ferente y que es probable que en dicho mecanismo 
de activación medie la Cx43. No obstante, serían ne-
cesarios más experimentos para confirmar que dicha 
estimulación es capaz de generar una modificación 
en la fosforilación de ERK y por tanto una respuesta 
biológica en la célula.

Otras de las características analizadas en estas células 
fueron su morfología, capacidad de adhesión y muer-
te celular. Se observó que las células Cx43+/+ SCR pre-
sentaban una forma más alargada y un mayor número 
de prolongaciones dendríticas lo que aumentaba su 
capacidad de adhesión. Por el contrario, las células 
Cx43+/+ ARNiα2 y Cx43-/- presentan una morfología 
más redondeada y una menor capacidad de adhesión 
en comparación con las células Cx43+/+ SCR. También 
se observó que las células Cx43-/- presentan una mayor 
mortalidad respecto a los otros dos tipos celulares. En 
función de estos resultados se sugiere que la ausencia 
de Cx43 e integrina α2 impiden la correcta adhesión de 
las células a la placa colagenizada lo que comprome-
tería a su vez el desarrollo de prolongaciones dendrí-
ticas (19). La reducción en el número de prolongacio-
nes dendríticas provocaría que la comunicación entre 
células se vea alterada, y como dicha comunicación es 
imprescindible para la supervivencia celular podría ser 
una de las razones por las que se observa una mayor 
mortalidad en las células Cx43-/-. Los resultados obte-
nidos concuerdan con investigaciones anteriores en 
las que se demuestra que las conexinas y las integrinas 
son proteínas que intervienen en la adhesión celular 
(20). Además, también se ha determinado que la Cx43 
regula diferentes vías de señalización que desembo-
can en la expresión de genes pro-supervivencia (21) lo 

que es congruente con los resultados observados. En el 
caso de las células Cx43+/+ ARNi α2 las alteraciones en 
la adhesividad celular podrían ocasionar efectos celu-
lares menos acusados, ya que no se observaron altera-
ciones en la supervivencia celular en estas condiciones. 
No obstante, la disminución en la adhesividad podría 
explicar la tendencia de estas células a proliferar me-
nos que las Cx43+/+ SCR. 

CONCLUSIÓN

Nuestro estudio indica que la deficiencia en Cx43 mo-
difica el patrón de expresión de integrinas en los os-
teocitos MLO-Y4, inhibiendo la expresión de la integri-
na α2 y aumentando la de integrinas α6, β1 y β3, lo que 
parece modificar su capacidad de adhesión. Además, 
la ausencia de la integrina α2 y de la Cx43 altera la 
longitud del cilio primario. 
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Resumen
El esqueleto es un órgano metabólicamente activo que se remodela continuamente a la largo de nuestra vida. Esta 
remodelación implica un equilibrio entre la formación de hueso llevada a cabo por los osteoblastos y la resorción por 
los osteoclastos. Los osteocitos son los encargados de regular estos dos procesos y su estimulación mecánica, es esen-
cial para mantener el buen funcionamiento óseo y prevenir enfermedades como la osteoporosis. La estimulación de los 
osteocitos provoca una alteración en la producción y secreción de moléculas de señalización que regulan la actividad 
de los osteoblastos y los osteoclastos. Las células madre mesenquimales han sido propuestas como posible terapia 
celular para la regeneración de distintos tejidos, incluido el tejido óseo. Hipotetizamos en el presente estudio que el 
secretoma de células osteocíticas de ratón estimuladas mecánicamente afecta a la capacidad proliferativa, adhesiva y 
a la expresión génica de células mesenquimales indiferenciadas y células mesenquimales preosteoblásticas. Para ello, 
se analizaron los procesos biológicos mencionados en líneas continuas celulares preosteoblásticas y células mesenqui-
males de ratón en presencia del medio condicionado por células osteocíticas MLO-Y4, después de ser sometidas a 
estímulo mecánico por flujo de fluido. Se observó que la proliferación aumentó en ambas líneas celulares en presencia 
del secretoma de osteocitos estimulados mecánicamente frente al control, mientras que osteocitos no mecanoestimu-
lados provocaban su disminución. También se observó un aumento en la capacidad adhesiva de células C3H/10T1/2 tras 
la estimulación con el secretoma de osteocitos mecanoestimulados. En cuanto a la expresión de genes, solo el factor 
adipogénico PPARᵞ sufrió alteraciones en células MC3T3-E1 por el secretoma de osteocitos. Estos estudios indican que 
los osteocitos pueden modificar el comportamiento biológico de células mesenquimales mediante la secreción de fac-
tores solubles.
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INTRODUCCIÓN

El esqueleto es un órgano metabólicamente activo 
que se remodela continuamente a lo largo de nues-
tra vida. El proceso de remodelado óseo, en el que se 
acoplan resorción y formación de matriz de hueso, sir-
ve para ajustar la arquitectura ósea a las necesidades 
mecánicas del hueso. Además, ayuda a reparar daños 
en la matriz ósea y evitar la acumulación de hueso 
envejecido que puede haber perdido sus propiedades 
mecánicas (1).

Muchos son los factores que modulan la formación y 
el mantenimiento de nuestro esqueleto. Entre estos, 
la carga mecánica representa el principal factor extrín-
seco con efectos directos sobre el tejido óseo (2). La 
carga sobre nuestros huesos se traduce en tensiones 
mecánicas que son recibidas por las células óseas y 
transformadas en señales biológicas, lo que se conoce 
como mecanotransducción (2). 

Osteoblastos y osteoclastos son las células que llevan a 
cabo la formación y la resorción ósea, respectivamente 
(3). Los osteocitos, las células más abundantes del te-
jido óseo, son los principales receptores de la estimu-
lación mecánica y son capaces de comunicarse con os-
teoblastos y osteoclastos modulando su actividad (4). 

Las células óseas se encuentran en íntimo contacto  
con las células presentes en la médula ósea. En ella 
encontramos una población celular muy heterogénea 
donde conviven células hematopoyéticas que darán 
lugar a las diferentes poblaciones sanguíneas, con 
células no hematopoyéticas del microambiente de la 
médula, como células perivasculares y mesenquimales 
(MSC) entre otras (5).

Las MSC presentes en la médula constituyen la fuente 
de células osteoprogenitoras que hacen posible la repa-
ración de fracturas y la formación de nuevo hueso (5). 

La diferenciación de las células madre mesenquimales 
es un proceso que conforma 2 etapas; compromiso a 
un linaje celular (de las MSC a un progenitor de linaje 
específico) y maduración (de los progenitores a un tipo 
celular específico). Un gran número de vías de señali-
zación se encuentran implicadas en la regulación del 
compromiso de linaje de las MSC, entre las que se in-
cluyen la familia TGF-beta, BMP (proteínas morfogéni-
cas de hueso), Wnt, hedgehogs (Hh), Notch y factores 
de crecimiento de fibroblastos (FGF) (6,7).

En el presente trabajo estudiamos la comunicación en-
tre los osteocitos y las células mesenquimales, y cómo 
la estimulación mecánica modifica la proliferación, ad-
hesión y la expresión génica de las células mesenqui-
males a través de los osteocitos. 

Hipotetizamos que el secretoma de osteocitos estimu-
lados mecánicamente induce procesos biológicos re-
lacionados con la potenciación de las capacidades de 

regeneración ósea de células mesenquimales, para lo 
que se ha estudiado el efecto del medio condicionado 
por osteocitos MLO-Y4 estimulados mecánicamente 
(por flujo de fluido) o no (control estático) sobre dis-
tintos procesos biológicos de células mesenquimales 
C3H/10T1/2 y preosteoblásticas MC3T3-E1.

MATERIAL Y MÉTODOS

CULTIVOS CELULARES

Para los ensayos del presente trabajo se utilizaron 
las siguientes líneas celulares: células mesenquima-
les de ratón no comprometidas a linaje osteoblástico 
(C3H/10T1/2 subclón 8, ATTC, CCL-226). Estas células 
se cultivaron con medio BME (“basal eagle medium”, 
Thermofisher, 21010046) + 10 % sueron fetal bovino 
(FBS) (Thermofisher, 10500064) + 1  % L-glutamina 
(Thermofisher, 25030024) + 1  % penicilina/estrepto-
micina (Thermofisher, 15140122) a 37 °C con 5 % de 
CO2. Células mesenquimales preosteoblásticas de ra-
tón (MC3T3-E1 subclón 4, ATTC, CRL-2593). Estas cé-
lulas fueron cultivadas con medio MEM alfa (“mini-
mum essential medium”, Thermofisher, A1049001) + 
10 % FBS + 1 % L-glutamina y 1 % de estreptomicina/
penicilina a 37 °C con 5 % de CO2. Células osteocíti-
cas murinas MLO-Y4 (Kerafast, EKC002). Estas células 
se cultivaron con medio MEM alfa sin ácido ascórbi-
co (Thermofisher, 22571038) + 2,5 % FBS + 2,5 % de 
suero de ternero (“calf serum” [CS], Thermofisher, 
16010159) y 1 % de estreptomicina/ penicilina a 37 °C 
con 5 % de CO2.

ESTIMULACIÓN MECÁNICA POR FLUJO 
DE FLUIDO (“FLUID FLOW”)

Se sembraron 250 000 células MLO‐Y4 en portaobje-
tos de cristal delimitados con teflón, en un área de  
15 cm2 previamente recubierto con matriz de coláge-
no (Sigma Aldrich, 000010C8919). Después de 48 ho-
ras, las células fueron sometidas a un estímulo mecá-
nico (FF) mediante el dispositivo FlexcellStreamer de 
tensión de corte medio que produce una tensión de 
10 dinas/cm2 durante 10 minutos (Flexcell Internacio-
nal Corporation, Hillsborough, Carolina del Norte, EE. 
UU.). Como control (control estático o SC), se usaron 
células MLO‐Y4 sembradas en portaobjetos de cristal 
delimitados con teflón sin ser sometidas a ningún es-
tímulo mecánico. A continuación, las células se incu-
baron, durante 18 horas, con medio MEM alfa sin rojo 
fenol (Gibco) suplementado con 0,5 % de CS, 0,5 % de 
FBS y 1 % de penicilina‐estreptomicina para obtener 
medios condicionados (CM) de los diferentes grupos 
experimentales: células mecanoestimuladas (FF) y cé-
lulas control. 
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ENSAYO DE PROLIFERACIÓN 

Para realizar los ensayos de proliferación, ambas líneas 
celulares MC3T3-E1 y C3H/10T1/2 fueron sembradas a 
una densidad de 20.000 células/pocillo en placas de cul-
tivo de 24 pocillos (VWR,734-2325). Al día siguiente se 
cambió el medio por un medio con 250  µl de medio 
condicionado (control estático o fluid flow) y 750 µl de 
su medio de cultivo correspondiente. Como control se 
usaron células MC3T3-E1 y C3H/10T1/2 incubadas con 
250 µL de MEM alfa sin rojo fenol (Gibco) suplemen-
tado con 0,5  % de CS, 0,5  % de FBS y 1  % de peni-
cilina‐estreptomicina y 750 µl de su medio de cultivo 
correspondiente. Pasadas las 24  h de incubación las 
células se despegaron con Tripsina-EDTA (Thermofisher, 
25300062) y se hizo un recuento celular con azul de Tri-
pán (Thermofisher, 15250061) en cámara de Neubauer. 
Se repitió el mismo proceso a las 48, 72 y 96 horas obte-
niéndose así una valoración de la proliferación.

ADHESIÓN CELULAR

La adhesión de las células preosteoblásticas MC3T3-E1 y 
células mesenquimales C3H/10T1/2 se evaluó mediante 
la cuantificación de células marcadas con el tinte vital 
fluorescente cytopainter (Abcam, ab176735). Para ello, 
se sembraron células MC3T3-E1 o C3H/10T1/2 en placas 
P6 durante 24 horas. Al día siguiente se cambió el medio 
por un medio con 250 µl de medio condicionado (control 
estático o fluid flow) y 750 µl de su medio de cultivo co-
rrespondiente. Como control del experimento se usaron 
células MC3T3-E1 y C3H/10T1/2 incubadas con 250 µL de 
MEM alfa sin rojo fenol (Gibco) suplementado con 0,5 % 
de CS, 0,5 % de FBS y 1 % de penicilina‐estreptomicina y 
750 µl de su medio de cultivo correspondiente. Finaliza-
das las 24 horas, se incubaron con cytopainter durante 
30 minutos y, tras la incubación, se levantaron las célu-
las, se contaron y sembraron 20 000 células/cm2 sobre un 
nuevo pocillo de P6 durante 30 minutos. Finalmente, se 
recogió el sobrenadante y se contaron las células no ad-
heridas en una cámara de Neubauer mediante el méto-
do por exclusión con azul tripán. Por otro lado, se obtu-
vieron imágenes de las células adheridas a la superficie 
de los pocillos mediante microscopio PAULA (“Personal 
automated lab assistant, Leica microsystems”). El núme-
ro de células marcadas con fluorescencia se contó en  
3 campos diferentes y aleatorios. 

REACCIÓN EN CADENA DE LA POLIMERASA  
A TIEMPO REAL (RT-PCR)

Se sembraron en placas de cultivo de 6 pocillos 300 000 cé- 
lulas por pocillo en el caso de las células preosteoblásticas 
MC3T3-E1 y 450 000 en el de las células mesenquimales 
C3H/10T1/2. Pasadas 24 horas de incubación, se lavaron 
las células con PBS y se sustituyó el PBS por 250 µl de 

MEM alfa en los controles y 250 µl del medio condiciona-
do correspondiente en los otros pocillos. Además, a cada 
pocillo se añadieron 750 µl de su medio correspondiente. 
Tras 24 horas de incubación se retiró el medio de cultivo, 
se recogieron cada uno de los pocillos en tubos de 1,5 ml 
mediante trizol y se almacenaron a -80 °C.

Al día siguiente se descongelaron las muestras, se 
mantuvieron en hielo para mantener una baja tempe-
ratura y se procedió a seguir el protocolo de extracción 
de ARN. La transcripción reversa para la obtención de 
cDNA se realizó mediante el uso de el kit de transcrip-
ción reversa de cDNA (“High capacity RNA to cDNA 
Kit”, Thermofisher, 4387406) siguiendo las instruccio-
nes. Tras la obtención del cDNA se realizó una PCR en 
una placa P384 mediante el uso de “Sybergreen” (TB 
Green, Condalab RR420A) para estudiar los siguien-
tes genes: RUNX2, fosfatasa alcalina (ALP), PPARγ 
y osteocalcina. Además se usó la beta actina (actina 
citoesquelética) como gen de expresión constitutiva. 
Para ello, se utilizó un termociclador ABI PRISM 7500 
(Applied Biosystems).

ANÁLISIS ESTADÍSTICO

Los datos se encuentran expresados como medias ± 
error estándar. Se analizó la distribución de los datos 
y dado que no se ajustaban a una distribución normal, 
las diferencias entre los grupos experimentales se eva-
luaron mediante análisis de la varianza no paramétri-
co (Kruskal-Wallis). La determinación de las posibles 
diferencias entre los grupos experimentales se realizó 
mediante los test de Dunn o de Mann-Whitney. Para 
realizar los análisis estadísticos se utilizó el programa 
GraphPad Prism. Se consideró p < 0,05 como valor es-
tadísticamente significativo.

RESULTADOS

EFECTOS DE LOS MEDIOS CONDICIONADOS 
DE LOS OSTEOCITOS ESTIMULADOS 
O NO MECÁNICAMENTE SOBRE 
LA PROLIFERACIÓN DE CÉLULAS 
MESENQUIMALES Y PREOSTEOBLASTOS

Se realizó un estudio de proliferación de células preos-
teoblásticas de ratón MC3T3‐E1 y de células mesenqui-
males (C3H/10T1/2) con 25 % de medios condicionados 
de células osteocíticas de ratón MLO‐Y4 mecánicamen-
te estimuladas (FF) o no (SC) (Fig. 1).

Observamos que en ambas líneas celulares el secre-
toma de los osteocitos muestra efectos significativos 
en la proliferación. Mientras que el secretoma de los 
osteocitos estimulado mecánicamente (FF) promueve 



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

24 A.   TABLADO MOLINERA  ET AL.

una mayor proliferación, el secretoma de osteocitos 
no estimulados (SC) induce una menor proliferación 
frente al control (Figs. 1 A y C). No se observaron dife-
rencias en la viabilidad celular en ninguna de las tres 
condiciones experimentales durante los 4 días analiza-
dos (Figs. 1 B y D).

EFECTOS DE LOS MEDIOS CONDICIONADOS 
DE LOS OSTEOCITOS ESTIMULADOS O NO 
MECÁNICAMENTE SOBRE LA ADHESIÓN 
DE CÉLULAS MESENQUIMALES  
Y PREOSTEOBLASTOS 

A continuación, se realizó un estudio de adhesión de 
células preosteoblásticas de ratón MC3T3‐E1 y de cé-

lulas mesenquimales (C3H/10T1/2) en presencia de se-
cretoma de células osteocíticas de ratón MLO‐Y4 tras 
estimulación (FF) o ausencia (SC) de estímulo mecánico 
por paso de fluido.

No se apreciaron diferencias significativas en la adhe-
sión de células MC3T3-E1 en las distintas condiciones 
experimentales (Fig. 2). En cuanto a la cantidad de cé-
lulas no adheridas, observamos que estimulación con 
medio condicionado (FF y SC) apenas disminuyó la ad-
hesión con respecto al control (Fig. 2).

Sin embargo, sí se observó una diferencia clara entre 
las diferentes condiciones experimentales en la adhe-
sión de células C3H/10T1/2. El medio condicionado por 
los osteocitos estimulados mecánicamente aumentó la 
adhesión de esta línea celular (Fig. 3). 

Figura 1. Proliferación y muerte celular de células preosteoblásticas MC3T3-E1 (A y B, respectivamente) y células mesenquimales 
embrionarias C3H/10T1/2 (C y D, respectivamente) en presencia o ausencia de medios condicionados de osteocitos MLO-Y4 tras estímulo 
mecánico (flujo de fluido: MC FF) o no (control estático: MC SC). Los controles representan células sin estímulo de medios condicionados 
de osteocitos. Los valores son la media ± error estándar de 3 experimentos realizados por triplicado. *p < 0,05 vs. control; **p < 0,01 vs. 
control; ap < 0,05 vs. MC SC; bp < 0,01 vs. MC SC. 

A B

C D
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Figura 2. Adhesión de 
células preosteoblásticas 
MC3T3-E1 en presencia o 
ausencia de medios condicio-
nados de osteocitos MLO-Y4 
tras estímulo mecánico (flujo 
de fluido: MC FF) o no (control 
estático: MC SC). Los controles 
representan células sin estímu-
lo de medios condicionados 
de osteocitos. Los valores son 
la media ± error estándar de 
3 experimentos realizados 
por triplicado. Se muestran 
imágenes representativas en 
obtenidas por microscopía de 
campo claro (panel superior) o 
por microscopía de epifluo-
rescencia (panel inferior). Los 
resultados se expresan como 
número de células adheridas/
campo (inferior izquierda) y 
como células no adheridas/mL 
(inferior derecha). Los valores 
son la media ± error estándar 
de 3 experimentos realizados 
por triplicado. 

Figura 3. Adhesión de células 
mesenquimales embrionarias 
C3H/10T1/2 en presencia o 
ausencia de medios condicio-
nados de osteocitos MLO-Y4 
tras estímulo mecánico (flujo 
de fluido: MC FF) o no (control 
estático: MC SC). Los controles 
representan células sin estímu-
lo de medios condicionados 
de osteocitos. Los valores son 
la media ± error estándar de 
3 experimentos realizados 
por triplicado. Se muestran 
imágenes representativas en 
obtenidas por microscopía de 
campo claro (panel superior) o 
por microscopía de epifluo-
rescencia (panel inferior). Los 
resultados se expresan como 
número de células adheridas/
campo (inferior izquierda) y 
como células no adheridas/mL 
(inferior derecha). Los valores 
son la media ± error estándar 
de 3 experimentos realizados 
por triplicado. *p < 0,05 vs. 
control.
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ANÁLISIS DE LA EXPRESIÓN DE GENES  
EN CÉLULAS MESENQUIMALES  
Y PREOSTEOBLÁSTICAS TRATADAS CON 
MEDIOS CONDICIONADOS DE OSTEOCITOS 
ESTIMULADOS O NO MECÁNICAMENTE 

Se realizó un estudio de marcadores de diferenciación 
y formación ósea (Runx2, osteocalcina y fosfatasa al-
calina) y de diferenciación adipogénica (PPARᵞ) en cé-
lulas preosteoblásticas de ratón MC3T3-E1 y de células 
mesenquimales (C3H/10T1/2) estimulados con 25 % de 
medios condicionados de células osteocíticas de ratón 

MLO-Y4 en presencia (FF) y ausencia (SC) de estímulo 
mecánico por paso de fluido. Como podemos observar 
en las figuras 4 y 5, no se observaron cambios significa-
tivos sobre la expresión de Runx2, osteocalcina, ni fos-
fatasa alcalina en ninguna de las dos líneas estudiadas.

Sin embargo, la expresión de PPARγ aumentó tras la 
estimulación con medios condicionados de osteoci-
tos SC y FF en las células preosteoblásticas MC3T3-E1 
(Fig. 4), mientras que en las células C3H/10T1/2, los 
niveles de expresión de PPARγ, permanecieron prác-
ticamente inalterados en todas las condiciones expe-
rimentales (Fig. 5).

Figura 4. Análisis de expresión génica de 
marcadores de diferenciación y formación ósea 
(Runx2, osteocalcina y fosfatasa alcalina) y de 
diferenciación adipogénica (PPARᵞ) en células 
preosteoblásticas MC3T3-E1 en presencia o 
ausencia de medios condicionados de osteoc-
itos MLO-Y4 tras estímulo mecánico (flujo de 
fluido: MC FF) o no (control estático: MC SC). 
Los controles representan células sin estímulo 
de medios condicionados de osteocitos. Los 
valores son la media ± error estándar de 3 ex-
perimentos realizados por triplicado. *p < 0,05 
vs. control; **p < 0,01 vs. control. 

Figura 5. Análisis de expresión génica de 
marcadores de diferenciación y formación ósea 
(Runx2, osteocalcina y fosfatasa alcalina) y de 
diferenciación adipogénica (PPARᵞ) en células 
preosteoblásticas C3H/10T1/2 en presencia o 
ausencia de medios condicionados de osteoc-
itos MLO-Y4 tras estímulo mecánico (flujo de 
fluido: MC FF) o no (control estático: MC SC). 
Los controles representan células sin estímulo 
de medios condicionados de osteocitos. Los 
valores son la media ± error estándar de 
3 experimentos realizados por triplicado. 
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DISCUSIÓN

El envejecimiento y ciertas enfermedades óseas como 
la osteoporosis provocan la alteración del remodelado 
óseo y con ello la pérdida de masa ósea. Esto se debe a la 
acumulación de osteocitos apoptóticos y al reclutamien-
to de precursores osteoclásticos que fomentan el proceso 
de resorción ósea. Esta situación puede ser evitada me-
diante el estímulo mecánico, que ya se aplica de manera 
natural a los osteocitos cuando hacemos ejercicio (8). 

Estudios anteriores ya evidenciaron que el medio 
condicionado de los osteocitos estimulados mecáni-
camente es capaz de reclutar osteoprogenitores (cé-
lulas mesenquimales y osteoblastos) y promover el 
compromiso del linaje osteogénico de estas células 
para reponer los osteoblastos agotados, mejorar la 
formación ósea y fortalecer el tejido (9). Además, la 
estimulación mecánica tiene un papel fundamental 
a la hora de modular ciertos procesos celulares. En 
nuestros resultados, encontramos que la exposición 
de las células preosteoblásticas MC3T3-E1 y de las me-
senquimales C3H/10T1/2 a medios condicionados que 
contienen secretoma de células osteocíticas MLO-Y4 
estimuladas mecánicamente afecta a su proliferación 
y adhesión, así como a la expresión génica de uno d 
ellos marcadores estudiados. Algunas discrepancias en 
los resultados obtenidos entre las dos líneas celulares 
utilizadas en el presente trabajo pueden ser debidas 
a la distinta naturaleza de cada tipo celular. La línea 
celular preosteoblástica MC3T3-E1 se encuentra en un 
mayor grado de diferenciación y compromiso hacia un 
fenotipo osteoblástico comparado con las C3H/10T1/2. 
Estas últimas al ser de origen embrionario, se encuen-
tran más indiferenciadas y posiblemente por ello y por 
su carácter de célula madre embrionaria, puedan pre-
sentar mayor proliferación respecto a líneas más dife-
renciadas, como las MC3T3-E1 (10). 

En cuanto a las diferencias de las células control res-
pecto a las expuestas a medios condicionados, los re-
sultados podrían indicar que los osteocitos estimulados 
mecánicamente in vivo mantienen los niveles de masa 
ósea al inducir, mediante la secreción de moléculas, la 
proliferación de células mesenquimales que posterior-
mente se pueden diferenciar a osteoblastos que for-
marán la matriz ósea. Sin embargo, los osteocitos no 
estimulados mecánicamente presentan un secretoma 
modificado que probablemente implica la disminución 
de secreción de factores proliferantes que actúan so-
bre las mesenquimales, o el aumento de la secreción 
de factores inhibidores de la proliferación. En cual-
quiera de las dos situaciones, el resultado conllevaría 
una menor proliferación de células mesenquimales y 
posiblemente una menor diferenciación osteoblástica 
para generar matriz ósea. 

Las células mesenquimales C3H/10T1/2 al ser células 
menos diferenciadas podría pensarse que presenten 
una menor expresión de proteínas que suelen estar 
presentes en células más especializadas. Por tanto, 

sería posible que, al no haberse comprometido a un 
fenotipo celular concreto, puedan ser modificadas 
más fácilmente por el secretoma de los osteocitos 
mecanoestimulados comparadas con células más di-
ferenciadas como las MC3T3-E1 que se encuentran ya 
comprometidas a la expresión de proteínas de linaje 
osteoblástico. Sin embargo, los efectos de expresión 
génica más significativos observados en este trabajo 
tras estimulación con secretoma de osteocitos, co-
rresponden a un aumento de expresión de PPARγ en 
células MC3T3-E1. Este cambio se podría asociar a un 
aumento de la adipogénesis asociado al envejecimien-
to, pérdida de masa ósea y retraso en la regeneración 
(11), proceso contrario a la osteoblastogénesis (12) y al 
resto de resultados obtenidos en el presente estudio. 
Sin embargo, algunos trabajos indican que, en algunas 
fases de la diferenciación a osteoblastos, la expresión 
de PPARγ puede tener un papel importante (13,14). 
Por ello, será necesario realizar más experimentos que 
puedan comprobar de manera más directa el potencial 
adipogénico y osteogénico del secretoma de osteoci-
tos sobre los distintos tipos de células mesenquimales 
usados en este trabajo. 

Respecto a la adhesión celular, para que se produzca un 
aumento en la adhesión suele ser necesario un incre-
mento en la expresión de proteínas de unión a matriz, 
como las integrinas (15). Es posible que, gracias a la so-
breexpresión de estas proteínas de unión a matriz, las 
células mesenquimales se adhieran con mayor facilidad 
tras ser estimuladas con el secretoma de osteocitos me-
canoestimulados. La capacidad adhesiva de las células 
mesenquimales es un requisito necesario para que se 
produzca la terapia de regeneración (16) dado que, al 
ser células dependientes de unión a sustrato, necesitan 
primero unirse a las zonas dañadas para poder comen-
zar procesos de proliferación o diferenciación. 

Por tanto, en base a nuestros resultados se puede asu-
mir que ciertos factores del secretoma de osteocitos 
favorecen la adhesión de las células mesenquimales, 
y puede que indirectamente de este modo potencien 
los procesos de regeneración a partir de estas células. 
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Resumen 
En los últimos años se han dedicado muchos esfuerzos a la determinación de variantes y genes que pueden ser impor-
tantes en la determinación de la densidad mineral ósea (DMO) y, a su vez, en diversas patologías óseas. Para conseguir 
esto, la aproximación que ha presentado mayores éxitos ha sido la de los estudios de asociación de genoma completo 
(GWAS). En particular, en la investigación sobre la biología ósea, se han publicado más de 50 grandes GWAS o metaa-
nálisis de GWAS identificando más de 500 loci genéticos asociados con diferentes parámetros óseos como son la DMO, 
la resistencia ósea y el riesgo de fractura. Si bien el descubrimiento de las variantes asociadas es un aspecto esencial, 
es igualmente importante la validación funcional de dichas variantes para dilucidar su efecto y la relación causal que 
tienen con la enfermedad genética. Al tratarse de un aspecto mucho más lento y tedioso, se ha convertido en el nuevo 
reto de esta era post-GWAS. Entre los genes que ya se han abordado se incluyen varios de la vía de WNT y en especial 
el gen SOST, que juega un papel muy importante tanto en la determinación de la DMO poblacional como en enferme-
dades monogénicas con elevada masa ósea y que ha dado lugar a un nuevo tratamiento contra la osteoporosis. En esta 
revisión recogemos los principales estudios GWAS con relación a fenotipos del hueso, así como algunos ejemplos de 
validaciones funcionales para analizar las asociaciones encontradas en los mismos.
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ESTUDIOS DE ASOCIACIÓN DE GENOMA 
COMPLETO (GWAS)

En los últimos años los estudios de asociación de geno-
ma completo (GWAS) han sido una herramienta esencial 
para la identificación de genes involucrados en enferme-
dades complejas (1). Estos estudios consisten en estable-
cer una asociación entre la frecuencia génica o alélica de 
millones de marcadores tipo SNP (polimorfismos de un 
único nucleótido; del inglés single nucleotide polymor-
phism) distribuidos a lo largo del genoma y un fenotipo 
o enfermedad de estudio (2). Esta aproximación repre-
senta la herramienta más completa e imparcial para el 
estudio de enfermedades complejas. A diferencia de los 
estudios de asociación de genes candidatos, los estudios 
GWAS son una aproximación sin hipótesis previa, permi-
tiendo el descubrimiento de nuevos genes o vías de seña-
lización implicadas en el fenotipo de estudio que hasta el 
momento eran totalmente desconocidas (3). El estableci-
miento de los GWAS ha sido posible gracias a los nuevos 
avances en tecnología genómica de alto rendimiento, 
diseño de estudio, análisis estadísticos mejorados y la 
posibilidad de disponer de grandes biobancos (4,5). De-
bido al gran número de pruebas estadísticas simultáneas 
realizadas y, por lo tanto, a las correcciones estadísticas 
(que requieren un umbral del valor p de 5x10-8 para con-
siderarse significativo a nivel de genoma completo y al 
pequeño efecto que presenta cada variante en las enfer-
medades complejas, son necesarias cohortes muy gran-
des. Esto se ha conseguido mediante los metaanálisis de 
GWAS, donde diferentes estudios se han unido con el 
objetivo de incrementar el tamaño muestral (6,7).

Aun con el evidente éxito, los estudios GWAS presentan 
3 limitaciones cruciales. Primero, las variantes genéti-
cas utilizadas para validar la asociación con el fenotipo 
concreto son SNP marcadores (en inglés, tagSNPs) que 
se distribuyen homogéneamente por todo el genoma 
con una frecuencia del alelo minoritario (MAF) mayor 
o igual al 5 % en la población. Por lo tanto, las varian-
tes raras con posibles efectos fuertes en el fenotipo no 
están incluidas en estos estudios. Esta limitación se ha 
intentado solucionar incluyendo variantes de menor 
frecuencia en los chips de genotipado, secuenciando 
el exoma o genoma completo (whole exome/genome 
sequencing, WES/WGS) y/o utilizando los extremos fe-
notípicos de las cohortes. Segundo, el éxito de los es-
tudios GWAS depende en gran manera del tamaño de 
la muestra. Por esta razón, como se ha comentado, la 
estrategia más común en la actualidad es establecer 
grandes consorcios que incluyen diferentes cohortes 
de todo el mundo. Así, se obtienen supercohortes con 
mayor poder estadístico, pero genéticamente hetero-
géneas, de manera que es muy difícil el descubrimien-
to de variantes específicas de población. Tercero, los 
GWAS reportan el SNP más relevante estadísticamen-
te, llamado SNP centinela. Aunque este SNP puede 
ser el SNP causal de la asociación, también lo pueden  
ser otras variantes que se encuentren en desequilibrio 
de ligamiento con la variante centinela. Si el SNP aso-

ciado se encuentra en una región codificante e implica 
un cambio de aminoácido, hay una alta probabilidad de 
que el SNP sea causal, pero la realidad es que la mayoría 
de los SNP centinela se encuentran en regiones no codi-
ficantes (96 %), tanto intrónicas (41 %), como intergé-
nicas (54 %), dificultando por tanto la demostración de 
su papel causal. Debido a su naturaleza no-codificante, 
realizar estudios funcionales de estos SNP centinelas es 
un verdadero reto (8-10). Es por esta razón que estos 
estudios funcionales siguen siendo pocos hasta el mo-
mento, y establecer las bases funcionales de las asocia-
ciones encontradas en dichos análisis es la asignatura 
pendiente de esta era post-GWAS.

Para realizar los estudios de funcionalidad, es necesaria 
una aproximación interdisciplinar, que va desde los aná-
lisis in silico (consistentes en aproximaciones computacio-
nales) (11,12), como pueden ser las herramientas predic-
toras de patogenicidad; pasando por los estudios in vitro, 
que incluyen entre otros, los ensayos de gen reportero 
(p. ej. luciferasa) (13); hasta los estudios in vivo usando 
modelos animales como el pez cebra o el ratón (14,15). 

En esta revisión se presenta de forma sumaria los prin-
cipales trabajos GWAS que se han reportado utilizando 
fenotipos óseos y a continuación algunos ejemplos de 
estudios in vitro e in vivo que se han generado a raíz del 
primer gran metaanálisis de GWAS (16) que se realizó 
sobre densidad mineral ósea (DMO) y riesgo de fractura.

GWAS Y HUESO

Para realizar GWAS de enfermedades óseas y prin-
cipalmente de la osteoporosis, se pueden tener en 
cuenta parámetros como la DMO, la geometría y la 
microarquitectura del hueso. De estas propiedades, 
la más utilizada y la que mejor predice la fractura os-
teoporótica es la DMO, que es un rasgo cuantitativo 
que se mide en una escala continua por métodos como 
la absorciometría dual de rayos X (DXA por sus siglas 
en inglés). Se estima que la DMO es un rasgo con una 
heredabilidad aproximada de 50-80  %. Asimismo, la 
geometría del hueso muestra una heredabilidad de 
entre 30-70 %, y la microarquitectura ósea determina-
da por tomografía computarizada de alta resolución 
(HR-pQCT) una heredabilidad entre 20-80 % (17).

Hasta el momento, se han realizado más de 50 grandes 
estudios GWAS utilizando parámetros óseos, junto con 
una plétora de estudios de asociación en cohortes más 
pequeñas y homogéneas. Con esto, se han identificado 
más de 500 loci asociados. Aunque el porcentaje de va-
rianza explicado a través de los GWAS ha incrementado 
sustancialmente en los últimos años al usar cohortes de 
mayor tamaño, todos estos loci solamente explican una 
pequeña proporción (20 %) de la contribución genéti-
ca a la DMO (18,19). Esto ha llevado a que exista una 
diferencia entre la variabilidad explicada por factores 
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genéticos y la heredabilidad de la DMO, debido, posi-
blemente, a una sobreestimación de la heredabilidad o 
a que no se están considerando otros factores genéticos 
como son las variantes de número de copias (en inglés 
copy number variants, CNV) o la epigenética (20).

Con todo, estos estudios GWAS han dado lugar a hallaz-
gos importantes, como la confirmación de las asociacio-
nes de genes como SOST y LRP5 (que ya habían estado 
implicados en enfermedades monogénicas esqueléticas) 
con algunos fenotipos óseos, o la identificación de nue-
vos genes de los que no se conocía su implicación en hue-
so (21). En la tabla I se presentan algunos de los estudios 
GWAS más relevantes relacionados con la DMO, la ma-
yoría de los cuales están reportados en el GWAS catalog 
(http:\\ebi.ac.uk/gwas). Para acotar, solo se han conside-
rado estudios de cohortes de más de 10 000 individuos. 

Muchos de los estudios GWAS presentados en la tabla I  
corresponden a trabajos en los que se han realizado me-
taanálisis grandes que han dejado como resultado cien-
tos de variantes en diferentes loci asociadas con feno-
tipos óseos. Sin embargo, la mayoría de estos estudios 
carecen de aproximaciones funcionales. 

ESTUDIOS FUNCIONALES DE LA ERA  
POST-GWAS 

A pesar de la gran cantidad de estudios de asociación 
realizados hasta ahora, los estudios funcionales no 
han tenido el mismo desarrollo. De los 1051 artículos 
que han citado al primer gran metaanálisis de GWAS 
sobre hueso (16), solo una pequeña fracción inclu-
ye estudios funcionales (164, es decir, 15 %), ya sean  
in vitro o in vivo.

Un ejemplo de éxito en los estudios funcionales es 
la caracterización de la regulación de SOST. Este gen 
codifica la proteína esclerostina, un inhibidor de la 
vía canónica de WNT (49-51), que se ha encontrado 
asociado a multitud de parámetros óseos en diferen-
tes estudios de asociación en distintas poblaciones 
(17,28,33,38,40,43,52,53) (Fig. 1A). Su función inhibido-
ra sobre la formación ósea ha sido ampliamente estu-
diada mediante modelos in vivo e in vitro, y en la ac-
tualidad se utilizan anticuerpos antiesclerostina como 
terapia en enfermedades óseas, como son la osteopo-
rosis o la osteogénesis imperfecta (54-59). Es por esto, 
que los factores reguladores de la expresión del gen se 
incluyen entre los nuevos candidatos como diana para 
el desarrollo de nuevas terapias. En humanos, variantes 
en el gen SOST han sido asociadas a condiciones carac-
terizadas por un exceso de formación ósea: escleros-
teosis, displasia craneodiafisaria, y el fenotipo de alta 
masa ósea (60) (Fig. 1B). Junto con estas, también se 
encuentra la enfermedad de van Buchem causada por 
la deleción de la región reguladora denominada ECR5 
situada a 52 kb cascada abajo del gen, que es necesa-

ria para la correcta expresión de SOST (61) (Fig. 1A).  
En realidad, la transcripción de SOST está finamen-
te regulada por un gran número de señales, tanto a 
través de la regulación directa sobre el promotor de 
SOST como a través de la región reguladora distal ECR5 
(62,63), cuya interacción física se ha demostrado en un 
estudio reciente de nuestro grupo realizado en células 
óseas (64) (Fig. 1A). El factor de transcripción MEF2C es 
el regulador de SOST mejor descrito en relación con su 
expresión en osteocitos (63,65). La importancia de ME-
F2C en el efecto potenciador de ECR5 ha sido confir-
mada con el modelo de ratón KO (knockout) de Me-
f2c en osteoblastos/osteocitos, que presenta alta masa 
ósea y bajos niveles de esclerostina (66). Precisamente, 
MEF2C es otra de las señales más repetidas en los es-
tudios GWAS con parámetros óseos (16,23,36,37,67-70). 
Junto con MEF2C, también se ha descrito HDAC5, un 
regulador negativo de la expresión de SOST que ejer-
ce su función bloqueando la unión de MEF2C a ECR5 
durante la diferenciación de los osteocitos inmaduros 
(Fig. 1C). En consonancia con esto, el modelo de ra-
tón KO de HDAC4/5 muestra una baja DMO y una alta 
expresión de SOST (71-73). De nuevo HDAC4/5 se en-
cuentra dentro de los loci más repetidos en los estudios 
de asociación con parámetros óseos (18,23,34,39,74)  
(Fig. 1B).

Otro ejemplo de la importancia de realizar estudios fun-
cionales de las regiones asociadas es el locus de DKK1. 
DKK1 es otro inhibidor de la vía canónica de WNT, con 
un papel muy importante en la morfogénesis de la ca-
beza (75,76), y en el desarrollo del hueso (77,78). En la 
actualidad no hay ninguna variante en DKK1 descrita 
causante de ninguna patología ósea en la base de datos 
HGMD. A pesar de esto, nuestro grupo ha identificado 
dos variantes de cambio de aminoácido (missense) en pa-
cientes con el fenotipo de DMO alta, que muestran una 
pérdida de función de su capacidad inhibitoria (13,79). 
De manera contraria, una de estas variantes también se 
ha encontrado en pacientes con fenotipos totalmente 
opuestos como la osteoporosis o malformaciones anales 
(80,81). Además, es interesante resaltar que no se han 
encontrado SNP en DKK1 asociados con la DMO o con 
diferentes parámetros óseos entre los diferentes GWAS. 
En cambio, sí se ha demostrado asociación con la DMO 
de un conjunto de SNP agrupados en una región a 350 
kb cascada abajo de DKK1 y a 92 kb cascada arriba de 
MBL2 (16,18,19,29,33,34,36,37,39,74) (Fig. 2). Para tratar 
de distinguir cuál de estos dos genes era el responsable 
de esta asociación, en un trabajo de nuestro grupo (13), 
se realizó un ensayo de conformación de la cromatina 
4C utilizando la región rica en señales GWAS como an-
zuelo en tres tipos celulares óseos. Con esto se pudo con-
firmar la interacción física entre esta región y el promo-
tor de DKK1 y descartar la interacción con el gen MBL2 
(Fig. 2, panel inferior). Precisamente, en esta región se 
encuentra el gen LNCAROD que especifica un ARN largo 
no codificante (en inglés, long noncoding RNA, lncRNA) 
activador de DKK1 que, por lo tanto, es el posible res-
ponsable de la asociación de los estudios GWAS (82).
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Figura 1. SOST. A. Panel superior: Locus que contiene SOST y sus genes vecinos (GRC37/hg19). En lila, la región reguladora ECR5. Panel 
central: SNP asociados con diferentes parámetros óseos en diferentes estudios GWAS, extraídos de GWAS catalog (https://www.ebi.ac.uk/
gwas7). Panel inferior: Resultados principales del ensayo 4C de Martínez-Gil et al. 2021, donde se representan las principales interacciones 
entre el promotor de SOST (usado como anzuelo e indicado con un punto y una línea discontinua gris). Los cuadrados de colores representan 
las interacciones con la intensidad de color proporcional a la intensidad de la interacción. Los cuadrados rojos representan las interacciones 
en células madre mesenquimales, en azul las interacciones de las células hFOB y en verde las interacciones de las células Saos2. Las unidades 
de la escala genómica utilizada (1e7pb) corresponden a 10 Megabases (1x107 pares de bases). B. Representación esquemática de la proteína 
esclerostina señalando sus dominios funcionales y las variantes descritas causantes de enfermedades esqueléticas humanas. En lila las variantes 
asociadas a displasia craneodiafisaria, en rojo asociadas a esclerosteosis y en azul la variante asociada al fenotipo de alta masa ósea.CTCK:C/
terminal cysteine knot-like. C. Esquema de algunos de los reguladores positivos y negativos de la expresión de SOST.

A

B C
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Figura 2. DKK1. Panel superior: locus que contiene DKK1 y sus genes vecinos (GRC37/hg19). En verde, el lncRNA LNCAROD de GEN-
CODE v32.2 (GRC38/hg18). Panel central: SNP asociados con diferentes parámetros óseos en diferentes estudios GWAS, extraídos del 
GWAS catalog (https://www.ebi.ac.uk/gwas7). Panel inferior: Resultados principales del ensayo 4C de Martínez-Gil et al. 2020, donde se 
representan las principales interacciones con la región rica en SNP asociados a DMO (usado como anzuelo e indicado con un punto y una 
línea discontinua gris). Los cuadrados de colores representan las interacciones con la intensidad de color proporcional a la intensidad de 
la interacción. Los cuadrados rojos representan las interacciones en células madre mesenquimales, en azul las interacciones de las células 
hFOB y en verde las interacciones de las células Saos2. Las unidades de la escala genómica utilizada (1e7pb) corresponden a 10 megabases 
(1x107 pares de bases).
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Contactos de cromatina

Genes

Uno de los loci más consistentes entre distintos GWAS 
sobre la DMO es la región genómica situada en 7q31.31 
que incluye el gen WNT16. Se trata de un locus muy 
complejo que incluye, además de WNT16, los genes 
vecinos ING3, FAM3C y CPED1. El papel de WNT16 so-
bre la determinación de la DMO ha sido claramente 
establecido en estudios funcionales de modelos de 
ratón KO o KO condicional específico de osteoblasto 
(6,83,84), que a grandes rasgos coinciden en mostrar 
fracturas espontáneas debidas a una baja DMO, junto 
con un grosor cortical y la resistencia ósea reducidos. 

Sin embargo, también se han encontrado pruebas so-
bre la importancia de los otros tres genes vecinos en 
el metabolismo óseo. En el caso de ING3 (Inhibitor Of 
Growth Family Member 3), que forma parte del com-
plejo NuA4 histona acetiltransferasa (HAT) implicado 
en funciones de regulación de la cromatina, se ha de-
terminado que se expresa abundantemente en el teji-
do óseo (85) y los estudios funcionales en un modelo 
celular in vitro de células mesenquimales KO para ING3 
muestran afectación de la osteoblastogénesis y una 
estimulación de la diferenciación adipogénica (86).  

ESTuDIOS DE ASOCIACIóN DE GENOMA COMPLETO (GWAS) VERSUS
vALIDACIóN FuNCIONAL: RETO DE LA ERA POST-GWAS 
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Para CPED1 (Cadherin Like And PC-Esterase Domain 
Containing 1), no se conoce la función concreta ni en 
humanos ni en ratón. Sin embargo, en ratón, los es-
tudios funcionales muestran que Cped1 se encuentra 
uniformemente expresado en una variedad de tejidos, 
incluido el óseo y se han descrito diferentes isoformas 
debidas a empalmes (splicing) alternativos, así como 
tres regiones promotoras activas durante la diferencia-
ción osteogénica (87). Para acabar de definir su posible 
rol en la homeóstasis ósea, faltarían estudios funciona-
les adicionales, en modelos celulares in vitro o en mo-
delos animales. FAM3C (Family of sequence similarity 
3c) es un factor de crecimiento tipo citocina expresado 
en multitud de tejidos (88), que juega un papel muy 
importante en la transición epitelio-mesénquima y en 
la metástasis del cáncer (89). Su relación con el meta-
bolismo óseo se ha confirmado con el modelo de ratón 
KO que presenta alteraciones en la estructura ósea (88).

Se han realizado algunos estudios funcionales que 
abordan la regulación de la expresión de los distintos 
genes de esta región. Por ejemplo, nuestro grupo ha 
llevado a cabo estudios de eQTL (del inglés expresssion 
Quantitative Trait Locus) en osteoblastos primarios que 
demuestran que SNP situados dentro del gen WNT16 
son reguladores de los niveles de expresión de FAM3C 
en esas células (90). También hemos visto, en células 
del linaje osteoblástico, que se da una interacción fí-
sica entre varios potenciadores génicos (enhancers) si-
tuados dentro del gen CPED1 y el promotor de WNT16 
(91). Todo ello ilustra una compleja relación entre estos 
cuatro genes y sugiere la posibilidad de que se dé una 
sinergia entre ellos. Con todo, queda clara la necesidad 
de estudios funcionales adicionales que acaben de de-
finir el papel de cada uno de ellos y sus interacciones.

Los trabajos aquí citados evidencian la importancia 
que tienen los estudios funcionales a partir de los des-
cubrimientos que traen consigo los análisis de GWAS y 
ponen en el horizonte el reto, en la era post-GWAS, de 
continuar encontrando correlaciones entre las varian-
tes que se derivan de los estudios de GWAS y los aspec-
tos funcionales de esas variantes, bien sea in silico, in 
vitro o in vivo, buscando con ello nuevas aproximacio-
nes que puedan dar luces y opciones terapéuticas para 
las patologías asociadas. 
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CASO CLÍNICO

Mujer de 91 años que presenta un de cuadro clínico 
de 6 meses de evolución de dolor en región tibial de-
recha, asociando deformidad ósea y dificultad progre-
siva para la deambulación. En la exploración física se 
confirmaron estos hallazgos, destacando además un 
aumento de la temperatura local en región tibial de-
recha.

Se realizó estudio analítico básico con bioquímica y 
hemograma, incluyendo parámetros de metabolismo 
fosfocálcico y marcadores de remodelado óseo, donde 
se objetivaron niveles elevados de fosfatasa alcalina 
(FA) en suero (141 U/L [N = 30-120]), así como eleva-
ción de marcadores de osteoformación (propéptido 
aminoterminal del colágeno tipo I [PINP] 166 ng/mL  
[N = 20,2-76,3]) y de resorción ósea (β-CrossLaps [β-CTX] 
0,042 ng/mL [N = 0,000-0,028] y telopéptido C-terminal 
[ICTP] 1,28 ng/mL [N = 0,556-1]).

El estudio de imagen incluyó radiografías de hue-
sos largos, pelvis, columna dorsolumbar y cráneo, 
revelando a nivel de tibia derecha una imagen ca-

racterística de “tibia en sable” (Figs. 1-3), así como 
gammagrafía ósea con 99mTc-HDA (Fig. 4). Con los ha-
llazgos obtenidos en estas pruebas, y tras encontrar 
únicamente alteraciones (tanto estructurales como 
metabólicas) a nivel de tibia derecha, la paciente fue 
finalmente diagnosticada de enfermedad ósea de Pa-
get monostótica.

DISCUSIÓN

El caso presentado es paradigmático de una enferme-
dad ósea de Paget con una deformidad tibial “en sa-
ble”. En nuestro caso el diagnóstico tardío cobra un 
significado especial en tanto a que la deformidad ob-
servada se ha debido desarrollar a lo largo de décadas 
sin haberse diagnosticado hasta entonces. Con esto se 
pretende remarcar la importancia de detectar defor-
midades del aparato locomotor en cualquier explora-
ción básica ejecutada en una consulta con la finalidad 
de evitar tanto su progresión, como complicaciones 
derivadas de la propia enfermedad.
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IMÁGENES CLÍNICAS

Figura 1. Radiografía de fémur derecho y articulación 
femorotibial: destaca el contraste entre el patrón trabecular 
reticular fino del fémur y la trabeculación grosera y aberrante que 
se observa en meseta tibial. Osteoartrosis femorotibial y femo-
ropatelar. Como hallazgo incidental, calcificación de la arteria 
femoropoplítea.

Figuras 2 y 3. Radiografías de tibia derecha. Tibia “en sable”: aumento del grosor cortical y perióstico, con patrón trabecular 
grosero y desordenado, así como la gran deformidad tibial, que se incurva lateralmente dando el aspecto “en sable”.
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Figura 4. Gammagrafía ósea de cuerpo entero con 99mTc-HDA: se observa captación de intensidad moderada/severa en tibia 
derecha. En el resto del esqueleto se aprecia depósito más difuso y de menor intensidad en hombros, codos, muñecas y rodilla izquierda  
de características degenerativas.


