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Resumen

Fundamento: Los mecanismos que desencadenan la osteogénesis todavia no estan aclarados. El objetivo
de este estudio fue valorar el papel de estroncio y calcio, aportados en distinto soporte molecular, como
inductores de distintos mecanismos de estimulo osteobldstico, incluyendo proliferacion, diferenciacion y
mineralizacion de células preosteoblasticas. Se investigd también la respuesta global genémica con la téc-
nica de microarray.

Meétodos: Se diseno un estudio experimental con células pre-osteoblasticas murinas MC3T3-E1, que fue-
ron estimuladas durante 3 horas y 7 dias. Se realizaron estudios bioquimicos y de expresion génica del
genoma de raton (Affymetrix).

Resultados: El estroncio unido a ranelato (StRn) fue el mis potente inductor de la capacidad de minera-
lizacion, en comparacion con los otros compuestos utilizados (2,55 veces respecto al control). Los estu-
dios de expresion génica global mostraron que a las 3 horas cambian 2.030 genes de los cuales 1.644
genes son especificos de esta fase. Por el contrario, a 7 dias de tratamiento solo cambian 329 genes sien-
do especificos 147 genes. Los procesos biologicos mas enriquecidos a las 3 horas fueron los involucra-
dos en la regulacion transcripcional (147 genes), procesos metabdlicos (140 genes) y la fosforilacion de
proteinas (44 genes) entre otros, mientras que a 7 dias hubo cambios relacionados con el ciclo celular
(18 genes) y con el metabolismo de carbohidratos en general (12 genes).

Conclusion: El estroncio unido al anion ranelato se comporté como el mas potente inductor de la osteo-
génesis comparado con otros aniones como cloruro o hidréxidos. El estimulo a 3 horas presenté mayores
cambios de expresion de genes en comparacion a 7 dias. Los procesos biologicos afectados pueden ser
utiles para especular sobre cascadas de senalizacion involucradas en la activacion osteoblastica y sobre
nuevas dianas moleculares con fines terapéuticos.

Palabras clave: o0steoporosis, osteogénesis, estroncio, calcio, microarvay de genes, expresion génica.
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Response of osteoblasts to compounds of strontium or calcium:
proliferation, differentiation, mineralisation and whole genome
response

Summary

Background: The mechanisms which trigger osteogenesis are not yet clear. The objective of this study
was to evaluate the role of strontium and calcium, provided in different molecular forms, as inductors of
different mechanisms of osteoblast stimulus, including proliferation, differentiation and mineralisation of
preosteoblast cells. The whole genomic response was also investigated using the microarray technique.

Methods: An experimental study was designed with murine preosteoblast cells MC3T3-E1, which were sti-
mulated for 3 hours and 7 days. Biochemical and genome gene expression studies of mouse (Affymetrix)
were carried out.

Results: Strontium bonded with ranelate (StRn) was the most powerful inductor of the capacity of mine-
ralisation in comparison with the other compounds used (2.55 times that of the control). The studies of
whole gene expression showed that after 3 hours 2030 genes change, of which 1644 are specific to this
phase. On the other hand, after 7 days of treatment only 329 genes change, of which 147 are specific.
The biological processes most enriched after 3 hours are those involved in the regulation of transcription
(147 genes), metabolic processes (140 genes) and protein phosphorylation (44 genes) among others,
while at 7 days these are changes relating to the cell cycle (18 genes) and carbohydrate metabolism in
general (12 genes).

Conclusion: Strontium bonded with the ranelate anion performed as the most powerful inductor of oste-
ogenesis compared with other anions such as chloride or the hydroxides. The stimulation for 3 hours
showed greater changes in gene expression in comparison with 7 days. The biological processes affec-
ted may be useful in speculating on the signalling cascades involved in the activation of the osteoblast,

and on new molecular targets for therapeutic purposes.

Key words: osteoporosis, osteogenesis, strontium, calcium, gene microarvay, gene expression.

Introduccién

El esqueleto proporciona apoyo y equilibrio mine-
ral al organismo. El tejido esquelético se forma
durante el crecimiento y se mantiene durante la
vida adulta por una continua renovacion de la
matriz Osea, a través de un proceso denominado
remodelacion 6sea. En ella juegan un papel impor-
tante dos tipos celulares, osteoclastos y osteoblas-
tos. Durante el crecimiento, la formaciéon o&sea
excede la resorcion, resultando en aportacion neta.
Por el contrario, durante el envejecimiento, se pro-
duce un desequilibrio que resulta en un balance
6seo negativo'. Mecanismos extrinsecos, como
cambios en niveles de hormonas y factores de cre-
cimiento, y mecanismos intrinsecos asociados a la
senescencia celular, pueden condicionar las disfun-
ciones de los osteoblastos*’. Esto conduce a un
aumento del nimero de unidades de remodelacion
osea, lo que favorece la perforacion trabecular y la
reduccion en el hueso endocortical que conducen
a una resistencia 0sea reducida*’.

A fin de limitar el exceso de resorciéon que
sigue a la menopausia, se han desarrollado una
serie de farmacos anti-resortivos, tales como bis-
fosfonatos, anticuerpos monoclonales contra cito-
quinas implicadas en la diferenciacion osteoclasti-
ca, inhibidores de catepsina K, etc®”. Sus efectos a
largo plazo, sin embargo, son desconocidos’. Un
reto importante en el tratamiento de la osteoporo-
sis es la identificacion de estrategias capaces de

invertir el deterioro de la formacién 6sea ligado a
la edad. Hasta la fecha, el nimero de agentes ana-
bélicos que promuevan la osteoblastogénesis es
limitado. La disponibilidad de hormona paratiroi-
dea (PTH) fue un importante avance en el trata-
miento de la osteoporosis®. El suministro intermi-
tente de PTH aumenta la formaciéon Osea en
pacientes con osteoporosis, 1o que resulta en un
aumento de la masa 6sea trabecular y el espesor
cortical*'. Sin embargo, este tratamiento anabodli-
co tiene algunas limitaciones vinculados a la vida
media baja y alto coste de esta molécula.

El estroncio (Sr), un cation cercano al calcio en
la tabla periédica, ha demostrado acciones farma-
cologicas sobre el metabolismo 6seo' 2. En ciertos
modelos experimentales parece desarrollar una
accion anabdlica, lo que ha despertado atencion
sobre vias asociadas capaces de promover forma-
cion 6sea. En ratas ovarectomizadas (OVX), un
modelo animal de osteoporosis postmenopausica,
se observo que, a corto y largo plazo, el tratamien-
to con Sr impidio la pérdida de hueso trabecular
inducida por la deficiencia de estrogenos™*.
Ensayos clinicos controlados en mujeres osteopo-
réticas postmenopausicas mostraron que el trata-
miento con Sr redujo el riesgo relativo de fractura
vertebral en comparacion con el grupo placebo®,
asi como el riesgo de todas las fracturas no verte-
brales y fracturas de cadera, como se analiza en
un subgrupo de pacientes con edad avanzada'®".



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

Varios mecanismos pueden explicar la disminu-
cion del riesgo de fractura inducida por el Sr en la
osteoporosis. Uno de los posibles mecanismos es el
aumento de la densidad mineral 6sea (DMO)*; otro
implicaria el efecto del Sr en la resorcion y la forma-
cién 6sea®. En apoyo de este hallazgo, se encontrd
que 12 meses de tratamiento con Sr conduce a un
aumento en el nimero de osteoblastos, formacion de
la matriz y una disminucion en el nimero de osteo-
clastos en pacientes con osteoporosis®*. Ademas de
sus efectos sobre las células 6seas y la microarquitec-
tura Osea, el Sr puede aumentar la resistencia del
hueso a través de cambios en las propiedades de la
matriz 6sea. Una fraccion limitada (menos de 10%)
de estroncio se incorpora en el hueso®. Por lo tanto,
el efecto beneficioso del Sr en la resistencia del hueso
no solo puede resultar de sus efectos farmacologicos
sobre las c€lulas de hueso, remodelacion 6sea y la
microarquitectura, sino que también puede surgir de
sus efectos sobre las propiedades de la matriz 6sea;
por tanto, se requieren andlisis mas basicos y clinicos
para aclarar estos efectos a nivel molecular.

En este trabajo, hemos estudiado el efecto de dife-
rentes compuestos de Sry una sal de calcio (Ca) sobre
distintos parametros relacionados con la osteogénesis
usando como modelo cultivos de preosteoblastos.
Ademas, hemos realizado un estudio genémico glo-
bal mediante el uso de microarray a fin de obtener
informacion sobre genes y rutas de senalizacion
implicados en la osteoformacion. Para ello, hemos
utilizado un microarray de ratén GeneChip Mouse
Gene 1.0 ST, que contiene mas de 750.000 sondas
que representan 28.000 genes. Los genes fueron
analizados a diferentes tiempos, cortos (3 horas, fase
aguda) o largos (7 dias, fase cronica). Los cambios
en la expresion génica fueron agrupados segiin los
procesos metabolicos mas destacados y relaciona-
dos con la proliferacion, diferenciacion y actividad
de osteoblastos.

Materiales y métodos
Cultivos celulares
Se empled la linea celular preosteoblastica murina
MC3T3-E1 (Sigma-Aldrich, St. Louis, EE.UU.). Las
células se mantuvieron en medio de cultivo com-
puesto por a-MEM (Invitrogen, California, EE.UU.)
suplementado con 10% suero bovino fetal (SBF,
Invitrogen, California, EE.UU.), 2 mM L-glutamina,
100 u/ml penicilina y 100 ug/ml estreptomicina
(Invitrogen, California, EE.UU.) en una estufa de
incubaciéon a 37°C en atmésfera himeda con 5%
de CO,. Para la realizacion de los ensayos se deja-
ron crecer hasta una confluencia del 60-70%.
Antes de cualquier estimulo, las células se man-
tuvieron durante 24 horas en medio con 2,5% de
SBF. Tras este periodo, las células se trataron con
ranelato de estroncio (SrRn, AK Scientific Inc,
EE.UU.), cloruro de estroncio (SrCly), cloruro cilcico
(CaCl,) e hidroxido de estroncio [Sr(OH),] (Sigma-
Aldrich) a concentracion 2 mM durante los tiempos
especificados en cada experimento. Los tratamientos
se realizaron en medio o-MEM suplementado con
2,5% SBF, 2 mM L-glutamina, 100 u/ml penicilina y
100 ng/ml estreptomicina. Para tratamientos prolon-

gados, el medio de cultivo se renovo en un 50% y se
anadio el tratamiento correspondiente cada 3 dias.

Ensayo de proliferacion celular (XTT)

Las células se sembraron en una placa de 96 poci-
llos (densidad 4x10° células/pocillo). Se incubaron
durante 48 horas con los estimulos ya descritos. La
proliferaciéon celular se midié con el ensayo Cell
Proliferation ELISA I (XTT-assay, Roche Applied
Science, Mannheim, Alemania) siguiendo las ins-
trucciones del fabricante. Tras el periodo de incu-
bacion, se realizo la medida de la absorbancia a
450 y 650 nm (absorbancia de referencia) a 37°C
en un lector de placas Victor™X3 2030 Multilabel
Reader (Perkin Elmer, Massachusetts, EE.UU.).

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

Se determiné la concentracion de proteina
mediante el método colorimétrico de Bradford
(BioRad, Hemel Hempstead, Reino Unido). La
actividad ALP se expresa en ug de producto for-
mado por minuto de reaccion sobre la cantidad de
proteina presente en el sobrenadante (U/mg).

Ensayos de mineralizacion

Para cuantificar la mineralizacion de los cultivos
celulares se utiliz6 rojo alizarina (ARS, Sigma-
Aldrich, St. Louis, Missouri, EE.UU.), un colorante
organico capaz de unirse a los depositos de calcio
de las células. Se emplea por tanto como marcador
de la capacidad de formacion de matriz calcificada.
Para la realizacion de experimentos, las células
MC3T3-E1 se sembraron en placas de 6 pocillos y
se incubaron con los diferentes tratamientos SrRn,
SrCl,, CaCl, y St(OH), durante 24 horas, 3 y 7 dias.
Luego, las células se lavaron con PBS y se fijaron
con formaldehido 10% 15 min. Tras la fijacion, se
trataron con solucion de ARS (40 mM, pH 4,2) 20
min a temperatura ambiente. Para detectar la capa-
cidad de mineralizacion, las células marcadas con
ARS se incubaron con acido acético 10% durante 30
min a temperatura ambiente; posteriormente, se
recogio la suspension celular y se incubaron a 85°C
durante 10 min seguido de 5 min en hielo, para
recoger los sobrenadantes tras centrifugar a 20.000
g 15 min. Se anadi6 hidroxido potisico (KOH) 10%
a cada sobrenadante y finalmente se determiné la
intensidad de la fijacion del ARS midiendo la absor-
bancia a 405 nm en un lector de placas Victor™X3
2030 Multilabel Reader (Perkin Elmer, EE.UU.).




Extraccion de ARN total

Las células se cultivaron por triplicado a una con-
centracion de 10° células por muestra. Tras ello, se
dividié un nimero igual de muestras con o sin tra-
tamiento con 2 mM de SrRn durante 3 horas y
durante 7 dias. Tras estos periodos de incubacion,
se eliminé el medio de cultivo y se realiz6 la extrac-
cion de ARN total por el método de trizol siguiendo
las especificaciones del fabricante (Invitrogen,
California, EE.UU.). Se comprobo la cantidad y
pureza obtenida determinando la absorbancia a 260
y 280 nm en Nanodrop ND-1000 (Thermo Fisher
Scientific, Wilmington, Delawere, EE.UU.).

Microarrays de expresion génica

El andlisis de la expresion global del genoma se
realizo con el microarray GeneChip Mouse Gene
1.0 ST Array (Affymetrix, Santa Clara, California,
EE.UU.) que contiene mas de 750.000 sondas, con
una longitud de 25 oligonucledtidos, que represen-
tan a 28.000 genes de raton. Se obtuvo triplicados
biologicos para cada condicion: controles, 3 horas
y 7 dias de tratamiento. Se partio de 300 ng de
ARN total, previamente analizando su integridad
(Bioanalizador, 2100 Agilent), para sintetizar la
cadena simple de ADNc. Su posterior fragmenta-
cion y marcaje se hizo siguiendo las indicaciones
del fabricante (Affymetrix, Santa Clara, California,
EE.UU.). La hibridacién tuvo lugar durante 17 horas
a 45°C en rotacion a 60 rpm dentro del horno reco-
mendado por Affymetrix “GeneChip Hybridization
Oven 640 (Affymetrix, Santa Clara, California,
EE.UU.). Tras este periodo, los microarrays pasa-
ron por un tren de lavados y, finalmente, se realizo
el marcaje con estreptoavidina-ficoeritrina usando
“GeneChip Fluidics Station 450” (Affymetrix, Santa
Clara, California, EE.UU.). Posteriormente, los
microarrays fueron escaneados con “GeneChip
Scanner 3000 7G” (Affymetrix, Santa Clara,
California, EE.UU.) y se obtuvieron las imdgenes de
cada una de las muestras. Los controles de calidad
de estas imagenes se realizaron con el programa
“Affymetrix Genechip Command Console”.

Andlisis estadisticos de los resultados

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

La expresion de los genes basales que cambian
a lo largo del tiempo entre el control a 3 horas
comparado con el control a los 7 dias, fueron des-
cartados del analisis para poder observar de una
manera mas especifica los genes que cambian tras
el estimulo con SrRn.

Los procesos celulares que integran a los genes
significativos, tanto para la fase aguda como para la
fase cronica, fueron analizados usando el software
Pathway Studio version 9.0, base de datos
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ResNet9.0;2012Q3 (Mammal) (Ariadne Genomics,
Rockville, Maryland, EE.UU.).

Los datos bioquimicos y de proliferacion celular
obtenidos fueron analizados con el programa
GraphPad Prism version 4 (GraphPad Software, Inc.,
California EE.UU.). El estudio estadistico comparati-
vo se llevo a cabo mediante andlisis de la varianza
de un solo factor (ANOVA) y test de Bonferroni para
las comparativas multiples. Los datos numéricos se
expresaron como media + desviacion estindar, valor
maximo y valor minimo. El nivel de significacion
estadistica se establecio en valores de p<0,05, para
todas las variables analizadas.

Resultados

Efecto de diferentes sales de Sr en cultivos de preos-
teoblastos MC3T3-E1

Proliferacion celular

La Figura 1A presenta el efecto de las diferentes
sales estudiadas sobre la proliferacion celular
determinada por el método de XTT. Todos los
estimulos indujeron proliferacion celular respecto
al control negativo tras 48 horas de tratamiento. El
Cacl, indujo el mayor grado de proliferacion, con
un incremento de 2,13 veces, que resulté muy sig-
nificativo (p<0,001). Todas las sales de estroncio
produjeron un discreto incremento de la prolifera-
cion celular (p<0,05) en el tiempo estudiado res-
pecto al control. No hubo diferencias significativas
entre las sales estudiadas.

Diferenciacion celular (fosfatasa alcalina y mine-
ralizacion)
La ALP es un marcador de diferenciacion osteoblds-
tica temprana, un incremento de su actividad se
considera indicador del aumento de actividad de los
osteoblastos maduros. La Figura 1B muestra las acti-
vidades de ALP con las distintas sales durante 7 dias.
Se hicieron también mediciones a tiempos mas cor-
tos (24 horas y 3 dias) pero no se observé incre-
mento de la actividad ALP con ninglin estimulo
(datos no mostrados); por lo tanto, durante este
tiempo todavia permanecen indiferenciadas. Sin
embargo, la evaluacion a los 7 dias produjo un
aumento de la actividad ALP, de forma que el
estroncio como sal de cloruro o hidroxido consiguio
un aumento de 4,45 que resulto ser estadisticamen-
te muy significativo (p<0,001). Las sales de CaCl, o
SrRn mostraron un aumento menor de actividad
ALP, de aproximadamente 2 veces respecto al con-
trol, con significacion estadistica (p<0,01).

Puesto que es conocido que el Sr se incorpora
a la matriz 6sea, se evaluo el impacto de las sales
de Sry de CaCl, en la capacidad de mineralizacion
de pre-osteoblastos MC3T3-E1. Similar a lo obser-
vado en los ensayos de ALP no se observé mine-
ralizacion a 24 horas ni 3 dias (datos no mostra-
dos), pero el ensayo fue positivo a 7 dias de esti-
mulo (Figura 1C). El StRn consiguié un incremen-
to de 2,55 veces en la mineralizacion medida por
ARS respecto al control y de 2,2 veces si compa-
ramos con los otros compuestos de estroncio
(p<0,05), que a su vez parecen inducir levemente
la mineralizacion si las comparamos con el con-



trol. Las células estimuladas con el StRn pre-
sentaron mayor capacidad de mineralizacion
(1,7 veces mas de incremento) incluso que la
sal de CaCl, estudiada, con una fuerte ten-
dencia estadistica (p=0,00).

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

Andlisis de la expresion de genes mediante
microarray
El efecto del SrRn sobre el perfil génico de
c€lulas MC3T3-E1 se investigd también duran-
te 3 horas y 7 dias de estimulo. Estos tiempos
de estudio se seleccionaron por estudios pre-
vios de nuestro grupo, donde detectamos los
cambios mds intensos de la expresion de
genes relacionados con la cascada de senaliza-
cion Wnt y NFAT, ambas rutas destacadas en el
proceso de osteogénesis®. Los resultados obte-
nidos por microarray fueron realizados por tri-
plicado y se representaron en un mapa de ana-
lisis de componentes principales (PCA) (Figura
2). Se observa que las muestras de una misma
condicion se parecen entre si, por eso las elip-
ses son pequenas. El hecho de que no se sola-
pen las elipses nos confirma que hay diferen-
cias génicas con las demas condiciones. Las
muestras integradas dentro del estimulo de 3
horas fueron muy diferentes espacialmente en
comparacion con las no tratadas (control). Tras
7 dias, las diferencias se redujeron, lo que
sugiere que el impacto sobre la expresion
génica se reduce en relacion a la fase aguda.
Se realizO un andlisis estadistico comparati-
vo llevado a cabo mediante andlisis de la
varianza de un solo factor (ANOVA) y usando
un FDR =0,05. Observamos que en fase aguda
hay 2.030 genes que modificaron su expresion,
de los cuales especificos de esta etapa son 1.644
genes que cambiaron significativamente cuando
se trato a las muestras con SrRn. Por otra parte,
a los 7 dias de estimulo, 329 genes cambiaron
de forma estadisticamente significativa, siendo
especificos de la fase cronica solo 147 genes.
Los restantes genes fueron comunes a las dos
fases. En este estudio se descartaron los genes
que cambiaron su expresion entre los controles
de 3 horas y 7 dias y nos centramos en los
genes que cambiaron especificamente en cada
periodo de tiempo. En las Figuras 3A y 3B, se
representan los procesos biologicos en que
cabe integrar los genes con expresion diferen-
cial. La representacion se hace en funcion del
nimero de genes que cambian, de mayor a
menor, aunque debe subrayarse que todos los
cambios presentados son estadisticamente sig-
nificativos. Los procesos celulares difirieron sig-
nificativamente segin el tiempo de tratamiento,
3 horas o 7 dias, con SrRn. En fase aguda, los
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Figura 1. Efecto de diferentes compuestos de Sr en culti-
vos de preosteoblastos MC3T3-E1. Cultivos celulares sin
estimular y tratados con CaCl, fueron utilizados como
controles. (A) proliferacion celular durante 48 h de esti-
mulo; (B y ©) actividad fosfatasa alcalina; ALP y capaci-
dad de mineralizacion determinado por el método de rojo
alizarina tras 7 dias de tratamiento, respectivamente. Los
resultados se representan como la media + la desviacion
estandar de triplicados. *p<0,05, *p<0,01 ***p<0,001, com-
paraciones realizadas respecto al control (0)
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Figura 2. Representacion de Mapa de Anilisis de compo-
nentes principales (PCA). Todas las muestras se represen-
tan en 3D mediante un andlisis no supervisado de com-

cién en comparacion al cloruro e hidréxido de
estroncio (Figura 1C). Este proceso estuvo

ponentes principales. Las elipses se dibujan para incluir

61,3% de los genes en cada grupo

acompanado por un discreto incremento de la
actividad ALP asociado con el fenotipo de
osteoblastos. Por el contrario, la mayor activi-
dad de la fosfatasa alcalina la hemos observa-

P27 13 2%

g 1

PC#1 Md%

do con el Sr unido tanto al cloruro o hidroxi-
do, demostrando la versatilidad de la accion
del cation segun el soporte molecular que le
acompane. Las c€lulas usadas en este estudio
han sido muy bien caracterizadas y resultan un
excelente modelo para estudios de mineraliza-
cion, sin embargo, presentan una baja expre-
sion de ALP. Se han caracterizado otros subclo-
nes de la misma linea celular que, por el contra-
rio, presentan una elevada actividad ALP y no
tienen capacidad mineralizante*. Se sabe que se
necesita poca actividad ALP (0,05 U/mg) para
obtener fésforo inorganico in vitro®. En células
mesenquimales de médula 6sea también se han
observado bajas actividades ALP y fueron capa-
ces de mineralizar®. Por lo tanto, la actividad
ALP observada en las muestras estimuladas con
SrRn es necesaria y suficiente para producir una
matriz de mineralizacion.

La secuencia de la induccion de la forma-
cion de focos mineralizados progresé en un
orden regulado, en los tiempos estudiados de
0-1-3-7 dias. Experimentos realizados con dcido
ascorbico han demostrado que este periodo se
prolonga de 2 a 3 semanas”, demostrando la efi-

procesos celulares asociados a los genes cuya expre-
sibn cambi6 correspondieron a la regulacion de la
transcripcion (147 genes), a procesos metabolicos en
general (140 genes), al transporte (89 genes, de los
cuales 52 estan relacionados al transporte de protei-
nas) y 44 genes relacionados a la fosforilacion de pro-
teinas. Por el contrario, procesos como muerte celu-
lar, reparacion de DNA o respuesta al dafio en DNA
fueron menos enriquecidos. En cambio, a los 7 dias
de estimulo, fase crénica (Figura 3B), los cambios
fueron diferentes y los procesos bioldgicos mas enri-
quecidos fueron los metabdlicos que estin implica-
dos sobre todo en el metabolismo de la glucosa (6
genes) y de los carbohidratos en general (6 genes),
division y ciclo celular (10 genes), proliferacion celu-
lar (6 genes) y en menor medida los relacionados
con hipoxia y metabolismo de lipopolisacaridos.

Discusion

En este trabajo, hemos estudiado el efecto de tres
compuestos de estroncio sobre pre-osteoblastos
murinos MC3T3-E1. Hemos observado que el Sr pro-
mueve proliferacion y diferenciacion celular, asi
como mineralizacion, pero su potencial cambia
segln el anion al que esté unido. Si en el medio de
cultivo estd presente una fuente de fosfato organico,
observamos zonas discretas de depdsitos minerales
que contienen hidroxiapatita. Entre los compuestos
de estroncio estudiados, el Sr unido al ranelato (SrRn)
resultd ser el mas potente inductor de la mineraliza-

cacia de la accion del SrRn. Presumiblemente, se

producen oleadas sucesivas de cambios en la

expresion génica durante el periodo de 0-7
dias requerido para la diferenciacion de preosteo-
blastos a un fenotipo de mineralizacion. Nosotros
hemos realizado estudios de hasta 21 dias de tra-
tamiento con los estimulos, observando que los
cambios mas intensos a nivel celular, como expre-
sion de genes y activacion de cascadas de senali-
zacion celular relacionadas a procesos de osteo-
formacion, ocurren en tiempos muy cortos poste-
rior al estimulo®.

Dado el alto grado de mineralizacion observa-
do, y que este proceso solo lo pueden ejecutar
osteoblastos maduros, el estroncio unido al rane-
lato (SrRn) nos resulté un excelente estimulo para
estudiar los procesos celulares que se ponen en
marcha durante la osteogénesis o formacion 6sea
llevados a cabo por estas células.

Hemos utilizado una matriz de expresion de
raton que contiene 28.000 genes. Estudios anteriores
solo utilizaron 588 6 8.700 sondas®*. Nuestra matriz
permite investigar genes de numerosos factores de
crecimiento, citoquinas, interleucinas y sus recepto-
res, asi como genes clave implicados en diferentes
etapas del desarrollo embrionario. Las células
MC3T3-E1 son una linea celular osteogénica clénica
bien establecida, que proporciona un modelo exce-
lente para el estudio de patrones de expresion géni-
ca en la diferenciacion de osteoblastos. En nuestro
estudio, el StRn indujo en estas células un proceso
de maduracion que puede ser dividido en fases, lo
que resulta en la formacion de una matriz minerali-
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zada (Figura 1C). Cada una de estas
fases requiere la expresion estrecha-
mente regulada de genes y de facto-
res de transcripcion.

La primera fase de este proceso
de maduracion (3 horas del estimu-

Figura 3. Representacion de los procesos biologicos de cada fase
mas significativos en los cuales se integran los genes modulados
por el tratamiento. La representacion se hace de mayor a menor
cantidad de genes que cambian. Todos son estadisticamente signi-
ficativos (p<0,001)

lo, fase aguda), se desencadenaria

al tomar contacto con el estimulo, A Procesos biolégicos mis relevantes

SrRn. Durante esta etapa las células 160

MC3T3-E1 no se han diferenciado 140
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Figura 3A. En esta etapa cambian ﬁ@ § & @é’ § _ﬁ\g & fQ% \§? o

muchos genes relacionados con la S8 F §Q § 5§ &S §7 5 &

regulacion de la transcripcion, pro- & & S § & F g § §

cesos metabolicos en general, trans- &7 § ¥ & \§ §§ 5 g”w

porte de moléculas, etc. & & & & <€ &
Destacable es que dentro de los

procesos celulares enriquecidos en

este corto periodo de tiempo estd la B

fosforilacion-desfosforilacion de pro-

teinas, un proceso que participa en 20

un alto nimero de rutas celulares de 18

gran interés. Algunas de ellas se han 16 Fase crénica

demostrado involucradas en la madu- 8 14 Sr 7D

racion de los osteoblastos, como las gc)o 12

rutas de senalizacion Wnt y NFAT*2, L

Sin embargo, actualmente tenemos s 10

informacién insuficiente sobre las ?g 8

vias celulares que se ponen en mar- 2 6

cha durante la diferenciacion, prolife- 4

racion y maduracion de osteoblastos, 5

donde sin duda los procesos de fos- 0

forilacion-desfosforilacion de protei- & S8 s o RN

nas son cruciales. 5SS 055;5’@5 & N S
De acuerdo con este patron, en § &2 &£ °5"‘§’ &
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que las vias Wnt/p-catenina y NFAT,

ambas potentes osteoprogenitoras,

se activan a solo 15 min de estimulo

con SrRn, lo que induce cambios de expresion de
genes en tiempos cortos. Por el contrario, cultivos
de 21 dias no muestran activacion de estas vias
(Datos no mostrados).

Una vez conseguida la confluencia, y coexis-
tiendo con aumento de actividad ALP y depdsito
de matriz mineralizada (Figuras 1B y 1C), las célu-
las entran en una fase conocida como de diferen-
ciacion (7 dfas). Esta se caracteriza por un aumen-
to en la formacion de la matriz Osea, y se asocia
con el cambio de expresion de 147 genes. Los
procesos celulares que estin aumentados en esta
fase son los relacionados con el estado energético
de la célula: metabolismo de carbohidratos en
general, proceso metabélico de la glucosa y otros
carbohidratos, respuesta a lipopolisacaridos o glu-
coneogénesis. Esto convierte a esta linea celular
en un modelo excelente para el estudio de los

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

El uso de microarrays es cada vez mas accesi-
ble y los datos generados a partir de este tipo de
enfoque son en gran parte descriptivos. Sin
embargo, la informacion general que se obtiene es
una linea de base muy util para estudios mas ana-
liticos de las rutas funcionales que participan
durante la diferenciacion celular, evento que estda
mediado por receptores, factores de transcripcion,
proteinas, enzimas, etc, que son a su vez regula-
dos por cambios en la expresion génica.

El andlisis aqui presentado ofrece una imagen
dindmica de estos eventos durante la diferenciacion



de osteoblastos. Los resultados de la matriz de
expresion que aqui se presentan complementan
estudios previos®¥. Sin embargo, muchos genes
estudiados previamente en osteoblastos se analiza-
ron bajo diferentes condiciones, diferentes lineas
celulares, o bajo induccién con otros agentes. La
capacidad de comparar los datos recogidos en cien-
tos de genes bajo un conjunto de condiciones con
los datos de otros sistemas fortalece nuestra com-
prension general de la base molecular de la osteo-
génesis. Estos datos son valiosos no solo para una
mejor comprension de la osteogénesis, sino también
para las comparaciones con otros tipos de tejidos.
Esta informacion deberia ayudar en el desarrollo de
tratamientos mds eficaces para trastornos 6seos y
predecir los efectos secundarios sobre el metabolis-
mo 6seo de drogas que se dirigen a los mismos fac-
tores de intervencion en otras enfermedades.
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respaldadas por los hallazgos, asi como apoyar
estas conclusiones en otros trabajos atn no termi-
nados. Si es necesario, los autores pueden plante-
ar nuevas hipotesis, pero éstas deben ser clara-
mente identificadas como tales. Cuando sea apro-
piado, los autores pueden proponer sus recomen-
daciones.

2.3.7. Bibliografia

Se incluirdn dnicamente aquellas citas que se con-
sideren importantes y hayan sido leidas por los
autores. Todas las referencias deben estar citadas
en el texto de forma consecutiva segtn el orden
de aparicion, e identificadas mediante llamada en
nimeros ardbigos en superindice. Las referencias
que se citan solamente en las tablas o leyendas
deben ser numeradas de acuerdo con la secuen-
cia establecida por la primera identificacion en el
texto de las tablas o figuras.

Al indicar las paginas inicial y final de una cita se
deben mostrar en la pagina final sélo los digitos que
difieran de la pagina inicial (ejemplos: 23-9, y no
23-29; 247-51. y no 247-251). En todo momento
deben seguirse las normas de los “Requerimientos
Uniformes para Manuscritos Remitidos a Revistas
Biomédicas”, que pueden obtenerse en el New
England Journal of Medicine (N Engl J Med
1997;336:309-15) y que también estin disponibles
en http://www.icmje.org/.

Las abreviaturas de los titulos de revistas se obten-
drin de los formatos empleados por la Biblioteca
Nacional de Medicina de los Estados Unidos de
Norteamérica, en el Index Medicus (disponible en:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/jrbrowser.cgi).
Deben evitarse las referencias del estilo: “observa-
ciones no publicadas”, “comunicacion personal”
o similares. Los originales aceptados y no publica-
dos en el momento de ser citados pueden incluir-
se como citas “En prensa”.

2.3.8. Tablas

Se numerardn con nimeros ardbigos de manera
correlativa en el mismo orden de aparicion en el
texto, y se incluirdn en el manuscrito, al final del
mismo, después de la bibliografia. Se prepararin
a espacio y medio, como el resto del manuscrito,
y no debe cambiarse el tipo de letra. Se identifica-
ran con la numeracion correspondiente y un titu-
lo breve pero suficientemente explicativo en su
parte superior. La leyenda de la tabla debe permi-
tir comprender su contenido, sin que el lector
tenga que acudir al texto para su comprension.
Cada columna de la tabla ha de contener un breve
encabezado. Se deben incluir las necesarias notas
explicativas a pie de tabla y utilizar llamadas en
forma de letras mindsculas en superindice y en
orden alfabético (a, b, ©).

En las tablas se deben incluir las medidas estadisti-
cas de variacion, como la desviacion estindar y el
error estindar de la media. Solo se emplearin los
decimales con significado clinico; por ejemplo, la
glucemia de 89,67 debera expresarse como 89,7.
2.3.9. Figuras

Todos los grificos, fotografias y dibujos se conside-
ran figuras. Las figuras se identificarin con nime-
ros ardbigos que coincidan con su orden de apari-
cion en el texto. Los pies de las figuras se prepara-
rdn a espacio y medio en pdginas separadas. Las
leyendas y los pies de las figuras deberdn contener
informacién suficiente para poder interpretar los
datos presentados sin necesidad de recurrir al
texto. Para las notas explicativas a pie de figura se
utilizaran llamadas en forma de letras mindsculas
en superindice, tal y como se indicé anteriormente
en las tablas. En las fotografias de preparaciones
histolégicas debera figurar el tipo de tincion y el
aumento. La resolucion minima de las imdgenes
debera ser de 300 ppp (puntos por pulgada).

3) PROCESO DE REVISION DE LOS MANUSCRITOS

3.1. Recepcion de manuscritos

Una vez que los manuscritos sean recibidos (lo
que se confirmard mediante acuse de recibo por
la Editorial), se les asignard un ntimero de referen-

cia y seran registrados en la Redaccion de la
Revista, notificindose al autor responsable de la
correspondencia el inicio del proceso de revision.
3.2. Primera evaluacion

El manuscrito serd inicialmente evaluado por un
miembro del Comité Editorial, quien valorara la
adecuacion del mismo al contenido de la Revista,
y realizard una primera evaluacion sobre el cum-
plimiento de las normas de publicacién por parte
de los autores. En el caso de importante incumpli-
miento de las mismas, el manuscrito se devolvera
a los autores antes de continuar con el proceso de
revision, solicitindoles que subsanen los errores
detectados.

3.3. Revision por pares

En el caso de que el manuscrito sea adecuado
para revision, o una vez subsanados los errores
indicados en el punto anterior, el Comité Editorial
solicitard la revision del manuscrito a dos reviso-
res externos, anénimos, y especialistas reconoci-
dos en la materia sobre la que verse el trabajo. Los
manuscritos serdn remitidos a los revisores sin
incluir los datos de los autores. Por lo tanto, la
revision se hard a doble ciego: ni los dos reviso-
res externos conocerdn la identidad de los autores
ni éstos conocerdn qué revisores han evaluado el
manuscrito. La Revista garantizard el cumplimien-
to estricto del doble anonimato en este proceso.
3.4. Duracion del proceso de revision

La duracién del proceso de revision dependerd
del tiempo que tarden los revisores en enviar sus
informes. Se solicitard que sean remitidos en el
periodo mdximo de 3 semanas. Una vez recibidos
los informes, el Comité Editorial valorara los infor-
mes de los revisores y los reenviard a los autores,
solicitando que observen las sugerencias y que
remitan de nuevo el trabajo, con un informe deta-
llado del cumplimiento de las sugerencias en un
folio aparte, en el plazo maximo de 15 dias.

Una vez recibido el manuscrito con las correccio-
nes efectuadas, se remitird a los revisores de
nuevo para que informen del cumplimiento o no
de las sugerencias. Este tltimo paso se solicitard
que se realice en el plazo de 72 horas.

3.5. Avance on line

Con el V°B° de los revisores, el manuscrito pasa-
ra por una correccion de estilo por parte de la
Redaccion para proceder a la maquetacion por
parte de la Editorial, galerada que se enviara al
autor de correspondencia para su VB final, pre-
vio a su publicacién como "avance on line" en la
web de la Revista. El plazo a los autores para esta
ultima revisién se limitard a 48 horas.

De los manuscritos publicados como “avance on
line” el Comité Editorial decidird cudles y en qué
momento se publicarin en los distintos nimeros
de la Revista, segln las necesidades. La Revista se
encarga de la traduccion al inglés de todos los
manuscritos.

Por lo general, el proceso de revision y publica-
cion se completard en 3 meses, dependiendo,
obviamente, del cumplimiento de los plazos mar-
cados por parte tanto de los revisores como de los
autores.

4) NORMAS ESPECIFICAS DE CADA SECCION

4.1. Originales

Se consideraran originales aquellos trabajos clini-
cos o experimentales de cualquier tipo relaciona-
dos con el metabolismo mineral éseo.

Deberin estructurarse en Introduccion, Material y
método, Resultados, Discusion y Bibliografia.
Tendrdn una extension maxima de 16 paginas, y
se admitirdn hasta 5 tablas o figuras. No deberan
sobrepasar las 40 citas bibliograficas. Incluirdn un
resumen estructurado de 250 palabras como
maximo. Dicho resumen serd organizado en los
siguientes apartados: Fundamentos, Objetivos,
Material y Método, Resultados y Conclusiones.
4.2. Notas clinicas

Descripcion de uno o mds casos clinicos de
excepcional observacion que supongan una apor-

tacion importante al conocimiento del metabolis-
mo mineral 6seo. Deberdn acompanarse de un
resumen y una introduccioén breves (médximo, 150
palabras cada uno) y previos a la descripcion del
caso. La extension maxima del texto ser de 5 pagi-
nas (1.750 palabras, 10.650 caracteres con espa-
cios). Se admitirdn hasta dos figuras y dos tablas.
Es aconsejable que el nimero de firmantes no sea
superior a seis y que no se incluya mds de 20 refe-
rencias bibliograficas.
4.3. Cartas al Editor

En esta seccion se publicarin aquellas cartas que
hagan referencia a trabajos publicados en la revis-
ta anteriormente y aquéllas que aporten opinio-
nes, observaciones o experiencias que por sus
caracteristicas puedan ser resumidas en un breve
texto. La extension maxima serd de 60 lineas y se
admitirdn una figura o una tabla y diez referencias
bibliograficas como méximo. El nimero de fir-
mantes no debe exceder de cuatro.

4.4. Otras secciones

La Revista incluye otras secciones (Editoriales,
Revisiones y Documentos o Articulos Especiales),
las cuales serin encargadas por el Comité de
Redaccion. Los autores que espontineamente des-
een colaborar en alguna de estas secciones debe-
ran consultar previamente al Director de la
Revista.

4.4.1. Revisiones

Se presentarin con una extension de 12 pédginas
(4.200 palabras, 25.560 caracteres con espacios) y
un maximo de 60 citas. Se admitirin un maximo
de 4 figuras y 5 tablas que deberin contribuir de
manera evidente a la mejor comprensién del
texto. Las revisiones se acompanarin de un resu-
men en espanol y tendrdn un ultimo apartado de
conclusiones de aproximadamente un folio de
extension.

4.4.2. Editoriales

Tendrin una extension médxima de 4 paginas
(2.100 palabras, 12.780 caracteres con espacios),
sin tablas ni figuras, y un maximo de 30 citas
bibliograficas.

4.4.3. Documentos especiales

Se incluird en este apartado todos aquellos docu-
mentos y articulos que pudieran realizar alguna
aportacién cientifica al campo del metabolismo
mineral 6seo y que posea unas caracteristicas que
no permitan su inclusién en alguno de los aparta-
dos anteriores de la revista. EI Comité Editorial
decidira la manera de publicar estos documentos,
y se reserva el derecho de modificarlos para ade-
cuarlos al formato de la Revista.

5) TRANSMISION DE LOS DERECHOS DE AUTOR

5.1. Garantias del autor y responsabilidad
Al enviar el trabajo por correo electronico, el
autor garantiza que todo el material que remite a
la Revista de Osteoporosis y Metabolismo Mineral
para su publicacion es original, y que el mismo no
ha sido publicado con anterioridad ni remitido
simultineamente a ninguna otra Revista para su
publicacion.

Asimismo, el autor garantiza que el trabajo que
remite cumple la Ley de Proteccion de Datos y que
ha obtenido el consentimiento previo y escrito de
los pacientes o sus familiares para su publicacion.
5.2. Cesion de derechos de explotacion

El autor cede en exclusiva a la SEIOMM, con
facultad de cesion a terceros, todos los derechos
de explotacion que deriven de los manuscritos
que sean seleccionados para su publicacion en la
Revista, y en particular los de reproduccion, distri-
bucion y comunicacion publica en todas sus for-
mas.

El autor no podrd publicar ni difundir los trabajos
que sean seleccionados para su publicacién en
Revista de Osteoporosis y Metabolismo Mineral ni
total ni parcialmente, ni tampoco autorizar su
publicacién a terceros, sin la preceptiva previa
autorizacion expresa, otorgada por escrito, de la
SEIOMM.




