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INTRODUCCIÓN 

1.1 CARTÍLAGO DE CRECIMIENTO 

El crecimiento longitudinal óseo precisa el proceso de osificación endocondral que 

tiene lugar en el cartílago de crecimiento, en el cual primero se forma cartílago y 

después éste se osifica. El cartílago de crecimiento es una estructura altamente 

organizada situada entre la epífisis y la metafisis óseas en el extremo distal de los 

huesos largos. Está formado por un único tipo celular, los condrocitos, que derivan del  

mismo precursor pluripotencial que miocitos, adipocitos y osteoblastos (Figura 1).

Figura 1. Los condrocitos se diferencian a partir del mismo progenitor 
mesenquimal que miocitos, adipocitos y osteoblastos [Harada S, Rodan 
GA. Nature (2003) 423:349-355].  

Los condrocitos, en el cartílago de crecimiento, se encuentran en diferentes estados 

de diferenciación, de manera que los más inmaduros son los más alejados del hueso y 

los más maduros o hipertróficos son los más próximos al hueso. En el cartílago de 

crecimiento se diferencian varias zonas1 (Figura 2):

zona de reserva: esta zona es la más cercana a la epífisis y está formada por 

condrocitos de pequeño tamaño e inmaduros, con capacidad para responder a 

factores que estimulan la multiplicación celular. Se ha demostrado 

recientemente que estas células son cruciales para la orientación de las 

columnas de los condrocitos subyacentes y, por lo tanto, del crecimiento 

6



INTRODUCCIÓN 

óseo unidireccional, seguramente debido a la secreción de un factor 

orientador del cartílago de crecimiento2.

zona proliferativa: en esta zona rica en matriz, los condrocitos sufren 

divisiones celulares en dirección longitudinal y se organizan en forma de 

columna. Sintetizan cantidades sustanciales de proteínas de matriz 

extracelular, las cuales son esenciales para la estuctura de la matriz del 

cartílago de crecimiento. 

zona de maduración: a partir de un número finito de divisiones o por 

cambios en la exposición a factores de crecimiento locales, los condrocitos 

proliferativos van perdiendo la capacitad de división y se diferencian hasta 

convertirse en prehipertróficos, coincidiendo con un incremento de su 

tamaño. 

zona hipertrófica y degenerativa: en esta zona los condrocitos son 

hipertróficos, con forma redondeada, comienzan a lisarse y las hidrolasas 

liberadas al medio reabsorben la matriz previamente formada. Al mismo 

tiempo sintetizan enzimas con actividad fosfatasa alcalina, se forman 

vesículas extracelulares en la matriz y se inicia el proceso de mineralización. 

La matriz mineralizada es invadida por vasos sanguíneos y células 

osteoprogenitoras, dando lugar a nuevo hueso que es remodelado por la 

acción de los osteoblastos y osteoclastos, produciéndose el crecimiento 

logitudinal del hueso adyacente. 

Figura 2. Diferentes zonas del cartílago de crecimiento. 

ZONA DE RESERVA

ZONA DE PROLIFERACIÓN

ZONA HIPERTRÓFICA

ZONA DE CALCIFICACIÓN

HUESO NEOFORMADO

ZONA DE MADURACIÓN

ZONA DE RESERVA

ZONA DE PROLIFERACIÓN

ZONA HIPERTRÓFICA

ZONA DE CALCIFICACIÓN

HUESO NEOFORMADO

ZONA DE MADURACIÓN
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INTRODUCCIÓN 

En el proceso de osificación endocondral los condrocitos proliferan y se diferencian 

en

oliferación, la diferenciación y la mineralización son fenómenos que progresan 

de

va, el crecimiento longitudinal óseo tiene lugar a través de las siguientes 

etap

- condicionamiento de los condrocitos de la zona de reserva a proliferar 

os y producción de componentes de la matriz 

n del cartílago

células sintetizadoras de matriz extracelular, como el colágeno tipo 2. Los 

condrocitos hipertróficos pierden la capacidad de sintetizar colágeno tipo 2 y, en 

cambio, sintetizan colágeno tipo 10. Finalmente, los condrocitos hipertróficos sufren 

una muerte celular programada (apoptosis)3,4. El proceso apoptótico está regulado, entre 

otros factores, por niveles intracelulares elevados de calcio (que permiten la activación 

de proteasas, lipasas y nucleasas), por el ácido retinoico y por la vitamina D (VitD). En 

particular, la deficiencia de VitD, que provoca el raquitismo infantil, se asocia con una 

deficiencia en la calcificación y la vasculariación, dando lugar a una disminución de la 

formación ósea del cartílago de crecimiento, fenómeno que ha sido observado en el 

ratón raquítico5,6. Los condrocitos, al morir por apoptosis, liberan al medio extracelular 

gran cantidad de hidrolasas que inician la resorción de la matriz extracelular y, junto 

con las fosfatasas alcalinas almacenadas en las vesículas de la matriz, se inicia el 

proceso de mineralización. El frente de mineralización es invadido por vasos sanguíneos 

y células osteoprogenitoras que sintetizan una matriz rica en colágeno tipo 1 propia del 

hueso7.

La pr

forma sincrónica y a ritmos que varían de unas épocas a otras de la vida en relación 

con el crecimiento en longitud del esqueleto óseo, siendo muy intensas durante el 

desarrollo fetal y los primeros años de vida. Los condrocitos pierden progresivamente 

su capacidad de multiplicarse, así como de sintetizar matriz extracelular, que se 

mineraliza más rápidamente hasta la desaparición del cartílago de crecimiento al 

finalizar el crecimiento y alcanzar la talla adulta. En este momento, la desaparición de 

los condrocitos de la zona de reserva puede considerarse total desde un punto de vista 

funcional, aunque no desde un punto de vista anatómico, ya que persiste una pequeña 

capa de células en reposo que en condiciones patológicas pueden multiplicarse y formar 

nuevo hueso. 

En definiti

as: 

- proliferación condrocítica 

- hipertrofia de los condrocit

- apoptosis de condrocitos hipertróficos 

- invasión de vasos sanguíneos y resorció

8



INTRODUCCIÓN 

- neoformación ósea

La diferenciación fenotípica y funcional de los condrocitos de las diferentes zonas 

del

s factores de crecimiento que 

por

.2 REGULACIÓN HORMONAL DEL CARTÍLAGO DE CRECIMIENTO 

En el transcurso de los últimos años numerosos estudios en modelos animales de 

exp

cartílago está regulada por hormonas, por factores de crecimiento sistémicos y 

locales y por factores de transcripción, entre los cuales SOX9 (SRY-box9) y CBFA1 

(core-binding factor, runt domain, alpha subunit 1) juegan un papel fundamental8-10. Se 

ha demostrado que SOX9 regula la tasa de diferenciación condrocítica a hipertrofia 

controlando la expresión de una serie de genes específicos de cartílago como colágeno 

tipo 2 A1 (COL2A1), colágeno tipo 9 A2 (COL9A2), colágeno tipo 11 A1 (COL11A1) 

y aggrecan8,11,12. Por otro lado, CBFA1 es necesario para la diferenciación de los 

osteoblastos13-15 y puede jugar un papel primordial en la maduración condrocítica 

durante el proceso de osificación endocondral16-18. Actúa como factor de transcripción y 

puede inducir la expresión de metaloproteinasas, como MMP-1319-20, las cuales se ha 

demostrado que participan en el proceso de osificación21.

Los condrocitos de la zona de reserva expresan vario

 un mecanismo auto/paracrino regulan su diferenciación a células más maduras. 

Algunos, como el FGF-2 (fibroblast growth factor-2) estimulan su proliferación e 

inhiben la diferenciación a condrocitos hipertróficos. Otros, como los TGF-

transforming growth factor- ) , estimulan el proceso de diferenciación. Es conocido 

que la PTH (parathyroid hormone) y la hormona de crecimiento (GH) estimulan la 

proliferación de los condrocitos en la zona de reserva de una forma directa; éstos, 

también por acción de la GH, sintetizarían IGFs (insulin-like growth factors) e IGFBPs 

(insulin-like growth factor binding proteins) que regularían la diferenciación celular y 

estimularían la síntesis de colágeno y otras moléculas de la matriz. Otras hormonas, 

entre ellas las tiroideas y los esteroides gonadales estimularían el proceso de 

maduración hacia condrocitos hipertróficos y la mineralización22-31.

1

erimentación, estudios in vitro en cultivos celulares y datos obtenidos a partir de 

observaciones clínicas han permitido conocer parte de la compleja regulación del 

proceso de crecimiento y mineralización del esqueleto.
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INTRODUCCIÓN 

Las principales hormonas y factores de crecimiento sistémicos que regulan el 

crec

.2.1 Sistema GH-IGF-I

imiento longitudinal óseo durante la infancia son GH e IGF-I y hormonas tiroideas 

(T3 y T4), mientras que durante la pubertad las hormonas sexuales (andrógenos y 

estrógenos) son las que modulan los efectos de las anteriores hormonas durante el pico 

de crecimiento puberal y su ulterior finalización. Para muchas hormonas los efectos 

sobre el crecimiento longitudinal y la talla final han sido descritos, pero muchos de los 

mecanismos moleculares implicados todavía permanecen sin esclarecer. 

1

Antes del nacimiento, el IGF-I y el IGF-II así como la insulina son considerados 

como los principales reguladores del crecimiento esquelético de forma, en gran parte,  

independiente de la GH. En la deficiencia congénita de GH, la talla al nacer está 

ligeramente disminuida, mientras que un niño descrito con deficiencia congénita de 

IGF-I tenía una talla al nacer severamente disminuida32. Después del nacimiento, la GH 

es un importante modulador del crecimiento longitudinal óseo y, junto con el IGF-I, 

tiene un papel importante en el eje hipotálamo-hipófisis-cartílago de crecimiento. La 

secreción de GH por la hipófisis está controlada por la actividad de GHRH (growth

hormone releasing hormone) y de la somatostatina, los cuales son liberados por el 

hipotálamo. Con el descubrimiento de la ghrelina, el ligando endógeno con acciones 

similares al segretagogo sintético de GH (GHS), y de su receptor (GHSR), ha surgido 

una nueva dimensión fisiológica en cuanto a la regulación de la secreción de GH33. A 

pesar de la complejidad, parece claro que GHS actúa sinergísticamente con GHRH en la 

liberación de GH34. La GH es segregada de un modo pulsátil. Los adenomas 

hipofisarios durante la infancia o en la edad adulta provocan un incremento en la 

secreción de GH, dando lugar al gigantismo hipofisario o a la acromegalia, 

respectivamente35,36. Por el contrario, defectos en la formación de las células secretoras 

de GH (por ejemplo, por mutaciones en Prop-1 o Pit-1), en la síntesis o liberación de 

GH (por ejemplo, por mutaciones en GHRH-receptor, deleciones de gen GH1 y otras 

formas de deficiencia de GH), o la insensibilidad a la GH (incluyendo defectos en el 

receptor de GH (GHR), deleción de IGF-I y mutaciones en el receptor de IGF-I [IGF-

IR]) provocan un enanismo severo37-40.

10



INTRODUCCIÓN 

La GH actúa en sus tejidos diana directamente o a través de dos intermediarios: 

IGF-I e IGF-II. Los modelos animales han demostrado que el IGF-II es esencial para el 

crecimiento embrionario normal41, mientras que el IGF-I es un ligando que tiene 

funciones continuas durante el desarrollo y la edad adulta42. El papel del IGF-II después 

del nacimiento permanece sin esclarecer. Existen numerosas evidencias de que ambos 

IGFs tienen un único y complementario papel en la regulación del crecimiento óseo43.

De acuerdo con la hipótesis de la somatomedina de Salmon y Daughaday44 del año 

1957, la GH estimula la síntesis de somatomedina (IGF-I) en el hígado, el cual, a su 

vez, activa la proliferación de los condrocitos en el cartílago de crecimiento. Sin 

embargo, a mediados de los 80s los resultados obtenidos a partir de diferentes estudios 

cambiaron esta visión. Estos estudios demostraron que la inyección local de GH en el 

cartílago de crecimiento de tibia de rata estimulaba el crecimiento longitudinal45, de 

manera que se estableció la hipótesis del efector-dual. Esta hipótesis propone que la GH 

estimula tanto la producción hepática de IGF-I como actúa directamente sobre el 

cartílago de crecimiento incrementando el condicionamiento de los condrocitos de la 

zona de reserva y la producción  local de IGF-I46-49. Otros trabajos demostraron que en 

condrocitos de cartílago de crecimiento humano y de conejo se expresaba GHR, hecho 

que concordaría con la teoría de los efectos directos de la GH en el cartílago de 

crecimiento50,51. Otro hallazgo interesante fue que la administración de GH 

incrementaba el diámetro de la zona de reserva en ratones deficientes de IGF-I, 

confirmando un papel directo de la GH en el cartílago de crecimiento52.

Además de la GH, el IGF-I juega un papel importante en el crecimiento longitudinal 

óseo durante la vida pre y postnatal ya que el ratón knock-out (KO) para IGF-I presenta 

enanismo42,53, y un paciente con una deleción homozigota de IGF-I presenta talla baja 

extrema32. El tratamiento con GH no tiene ningún efecto sobre el crecimiento 

longitudinal y el peso del cuerpo en ratones y humanos deficientes en el gen IGF-I 32,54.

Se han generado ratones con el gen GHR inactivado, un potencial modelo del síndrome 

de Laron, y un ratón doble KO para GHR e IGF-I55,56. Se ha observado que los ratones 

doble mutantes GHR/IGF-I eran más pequeños que los mutantes simples GHR o IGF-I, 

indicando que tanto GH como IGF-I contribuyen significativamente al crecimiento 

longitudinal. Estudios en estos ratones han demostrado que el IGF-I es el mayor 

determinante tanto del crecimiento embrionario como postnatal y que la expresión de 

IGF-I está modulada por la GH en el período postnatal54-56. Mohan et al.57, utilizando 

ratones KO IGF-I y ratones KO IGF-II así como ratones lit/lit deficientes en GH, 
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mostraron que GH/IGF-I pero no IGF-II eran críticos para el crecimiento óseo inducido 

durante la pubertad. Además, se ha demostrado que, durante la prepubertad, el efecto 

del IGF-I sobre la aposición ósea se produce a través de mecanismos dependientes de 

GH, mientras que, durante la pubertad, el IGF-I tendría efectos tanto dependientes como 

independientes de GH1.

Numerosos estudios han intentado esclarecer la contribución relativa del IGF-I 

sistémico y la del IGF-I producido localmente en relación al crecimiento. Se ha 

generado un ratón con deleción del gen IGF-I hepático, en el que los niveles de RNA 

mensajero (mRNA) para IGF-I eran menores del 1% respecto a los niveles en los 

animales normales58. Estos ratones tenían una mayor reducción de los niveles séricos de 

IGF-I a lo esperado (20-25% del normal), pero sorprendentemente presentaban una tasa 

de crecimiento similar a la de los ratones normales y sus niveles de GH estaban 

incrementados59,60. Basándose en estos hallazgos, se propuso la “hipótesis 

somatomedina 2001”, según la cual el hígado fue excluído del eje somatotrópico43. Sin 

embargo, este modelo puede ser cuestionado por el hecho de que los niveles séricos de 

IGFBPs también están disminuidos en el ratón KO para el IGF-I hepático, de manera 

que no tiene lugar una reducción de los niveles circulantes de IGF-I libre61. Además, un 

20% de los niveles normales de IGF-I parece representar el umbral necesario para el 

crecimiento normal del hueso, ya que en ratones KO para el gen GHR los estrógenos 

recuperaban los niveles del IGF-I sérico a un 20% respecto a los niveles normales y se 

recuperaba el crecimiento62. Sin embargo, la disminución de los niveles séricos de IGF-I 

al 10% respecto al normal, que tiene lugar en ratones doble mutantes para el IGF-I 

hepático y la subunidad ácido lábil (ALS), produce una reducción importante del 

crecimiento63, demostrando claramente la importancia del IGF-I circulante en este 

contexto.

Algunos trabajos han demostrado expresión de IGF-II pero no de IGF-I en 

condrocitos del cartílago de crecimiento64,65. LeRoith et al.43 propusieron un mecanismo 

según el cual el IGF-II, controlado por la GH, estaría implicado en la regulación de la 

proliferación de los condrocitos, mientras que el IGF-I sería responsable de la 

diferenciación condrocítica. Sin embargo, existe controversia acerca de la localización 

del IGF-I en el cartílago de crecimiento. Los mRNA de IGF-I e IGF-II se han localizado 

en condrocitos hipertróficos de ratones postnatales66, pero en cartílago de crecimiento 

de vacas fetales se ha detectado mayor expresión de ambos mRNAs en condrocitos 
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proliferativos respecto a condrocitos hipertróficos67. Finalmente, en ratas, el IGF-I fue 

detectado en todas las zonas del cartílago de crecimiento, siendo los niveles de 

expresión más elevados en los condrocitos proliferativos y prehipertróficos68,69.

Es necesario realizar más investigaciones para esclarecer la implicación del eje GH-

IGFs en la regulación del crecimiento longitudinal del esqueleto.

1.2.2 Glucocorticoides

Varias condiciones clínicas, tales como artritis reumatoide juvenil, asma crónico y 

transplante de órganos, requieren la administración prolongada de glucocorticoides 

(GCs), dando lugar, entre otros fenómenos durante la infancia y la adolescencia, a una 

disminución de la masa ósea y a un retraso de crecimiento70,71. También existe durante 

la infancia, aunque no son frecuentes, estados de aumento patológico de secreción de 

GCs que dan lugar a los mismos efectos. Por el contrario, la deficiencia familiar de GCs 

está asociada a talla alta72. Esta deficiencia se debe a una resistencia al ACTH 

(adrenocorticotropic hormone), en un alto porcentaje por mutaciones del receptor de 

ACTH (MC2R). Sin embargo otras deficiencias de GCs no dan lugar a talla alta. 

Los GCs regulan el metabolismo del hueso y del cartílago a través de múltiples 

mecanismos y sus efectos varían según las concentraciones y el tiempo a los que las 

células están expuestas. De forma general, se ha sugerido que concentraciones 

fisiológicas de cortisol tendrían un efecto anabólico y promotor del crecimiento del 

esqueleto óseo regulando de una forma positiva la actividad de los condrocitos, de los 

osteoblastos y de los osteoclastos. Sin embargo, concentraciones suprafisiológicas, tales 

como las observadas en la terapia corticoidea crónica o en el síndrome de Cushing, 

tienen de una forma global un efecto deletéreo sobre el crecimiento y mineralización del 

esqueleto, dando lugar a un retraso de crecimiento y a una osteoporosis importante70, 71.

No existen datos en la literatura sobre el efecto de concentraciones fisiológicas de 

GCs aunque probablemente una cierta concentración de GCs sea necesaria para el 

desarrollo normal del cartílago. Así, Grant et al.73 demostraron que en niños con 

insuficiencia adrenal primaria debido al síndrome de Addison la terapia sustitutiva con 

GCs daba lugar a un crecimiento normal. Concentraciones suprafisiológicas tienen un 

efecto opuesto, además de inhibir las acciones estimuladoras del TGF-  y de la GH. En 

los osteoblastos concentraciones fisiológicas son necesarias en la osteoclastogénesis, 
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mientras que dosis elevadas la inhiben. En condiciones fisiológicas se produce un 

balance en la regulación de estas tres estirpes celulares que tiene como resultado final el 

crecimiento y la mineralización del tejido óseo. En condiciones en las que existe un 

exceso de GCs, este balance se rompe no sólo por lo anteriormente expuesto, sino 

también por las múltiples modificaciones que el exceso de GCs produce sobre el 

metabolismo fosfocálcico y la síntesis de hormonas relacionadas con el anabolismo 

óseo como PTH, VitD, GH, esteroides gonadales y factores locales de crecimiento74-76.

El tratamiento con dexametasona (Dx) inhibe la proliferación condrocítica y la 

síntesis de matriz, sugiriendo que los GCs son potentes reguladores negativos de la 

condrogénesis77. Estudios recientes han demostrado expresión de receptor de GCs 

(GCCR) en células óseas de rata, incluyendo condrocitos78 y en cartílago de crecimiento 

humano, especialmente en condrocitos hipertróficos, sugiriendo efectos directos de los 

GCs sobre el cartílago de crecimiento79. La administración sistémica de GCs a ratón, 

rata y conejo disminuye el crecimiento longitudinal del hueso al inhibir la proliferación 

celular condrocítica80,81. Además, se ha comprobado que los GCs estimulan la apoptosis 

de los condrocitos de cartílago de crecimiento80,82.

Los efectos locales de los GCs sobre la proliferación de los condrocitos del cartílago 

de crecimiento pueden estar mediados, al menos en parte, por los cambios en el sistema 

IGF-I local. Así se ha demostrado que la administración sistémica de GCs a corto plazo 

a roedores disminuye la expresión de IGF-I en el cartílago de crecimiento83 mientras 

que la administración a largo plazo incrementa su expresión66. Las dosis de GCs 

supresivas del crecimiento que se dan a los conejos incrementan la expresión de GHR84,

en cambio in vitro, los GCs suprimen la expresión de GHR en condrocitos de cartílago 

de crecimiento de rata, mientras que la expresión de IGF-IR no se ve afectada85.

Además de estas acciones directas sobre el cartílago de crecimiento, los GCs pueden 

suprimir el crecimiento longitudinal por mecanismos indirectos. En algunos trabajos en 

humanos, un exceso de GCs ha sido asociado a una secreción de GH reducida86, pero en 

otros no87.

Los GCs ejercen la mayor parte de sus efectos mediante la interacción con un 

receptor específico localizado en el citoplasma celular. El GCCR inactivo se encuentra 

asociado a varias proteínas, entre ellas hsp90. Al unirse con el GC, el receptor cambia 

su forma y se combina con otro para formar un homodímero y translocarse al núcleo. 

Una vez en el núcleo, el receptor se une a la secuencia de DNA conocida como 
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elemento de respuesta a glucocorticoide (GRE) y activa la transcripción de genes 

(transactivación) o bien la inhibe (transrepresión)88.

1.2.3 Vitamina D

El metabolito activo de la VitD [1,25(OH2)-vitamina D] es el que posee mayor 

afinidad y capacidad de unión al receptor de la vitamina D (VDR). Este metabolito es 

fundamental en la regulación del crecimiento y la mineralización ósea. Actúa al menos 

por tres mecanismos diferentes:  

- proporciona los sustratos necesarios para la mineralización tanto del 

cartílago como del hueso al regular la absorción intestinal de calcio y fósforo 

y la reabsorción tubular de calcio en el riñón;

- regula la síntesis de otras hormonas implicadas en el metabolismo calcio-

fósforo (inhibe la síntesis de PTH, de PTHrP (PTH related protein) y de 

calcitonina) y 

- ejerce acciones directas sobre los condrocitos, los osteoblastos y los 

osteoclastos5.

En el cartílago de crecimiento ya formado, los condrocitos expresan VDR, la VitD 

promueve su diferenciación a estadios más maduros (condrocitos hipertróficos) y regula 

su función en el frente de mineralización estimulando la síntesis de actividades 

enzimáticas relacionadas con la mineralización de la matriz (hidrolasas que resorberán 

la matriz y fosfatasas alcalinas que iniciarán la mineralización en las vesículas de la 

misma)5.

La VitD es la principal hormona reguladora del balance cálcico positivo necesario 

para la mineralización del esqueleto durante la infancia y adolescencia. En ausencia de 

concentraciones adecuadas de VitD, la mineralización del cartílago y del hueso es 

deficiente, dando lugar a un cuadro clínico de raquitismo en el niño en crecimiento y a 

osteomalacia en el adulto. Sin embargo, tanto en el hueso como en el cartílago no es un 

agente imprescindible para la mineralización de sus matrices extracelulares, ya que esta 

mineralización puede tener lugar en ausencia de VitD cuando se aportan cantidades 

adecuadas de calcio y fósforo, tal como se ha demostrado en ratas raquíticas y en niños 

con déficit de VDR. La administración intravenosa de calcio en ambas situaciones 

normaliza la calcemia, inhibe el hiperparatiroidismo y cura las lesiones raquíticas en 

ausencia de efectos de VitD. Estos datos indican que las acciones más importantes de 

15



INTRODUCCIÓN 

este metabolito son las de regular la absorción intestinal de calcio y fósforo y facilitar 

los sustratos necesarios en el frente de mineralización del cartílago y en el hueso para 

promover la mineralización de sus matrices. En este sentido, cabe señalar el estrecho 

paralelismo existente entre sus concentraciones plasmáticas, su biodisponibilidad y el 

proceso de mineralización del esqueleto óseo. Sus efectos sobre condrocitos, 

osteoblastos y osteoclastos no son limitantes y pueden ser compensados por otras 

hormonas con efectos similares 31,74,75,89-92.

Como ya se ha comentado, la deficiencia de VitD produce raquitismo, en el que la 

anchura de la zona hipertrófica del cartílago de crecimiento está incrementada y la 

mineralizacion es defectiva93. Un fenotipo similar aparece en el ratón KO para VDR. En 

estos ratones existe una disminución de la apoptosis de los condrocitos hipertróficos en 

los extremos metafiseales de la columna y disminuye la invasión de vasos sanguíneos y 

células óseas94. El raquitismo también se desarrolla en ratones y humanos 

hipofosfatémicos, sugiriendo que la disminución del fosfato extracelular, fenómeno que 

ocurre cuando hay deficiencia de VitD, puede jugar un papel importante en el 

raquitismo. De hecho, una dieta enriquecida puede normalizar el crecimiento en 

animales deficientes o resistentes a VitD95,96.

El 85% de la VitD se transporta en sangre ligada a la proteína de transporte con alta 

afinidad VDBG (vitamin D binding globulin) y sus acciones biológicas se llevan a cabo 

por medio de VDR. Este receptor después de unirse a VitD se heterodimeriza con otros 

receptores hormonales, en particular con la familia de los receptores de ácido retinoico 

(RXR). El complejo se liga a secuencias de DNA, llamadas elementos de respuesta a 

VitD (VDRE), en las regiones promotoras de los genes regulados por VitD. Los 

heterodímeros VDR/RXR activados forman complejos con proteínas adicionales 

llamadas coactivadoras, para formar un puente con el complejo VDR/RXR que une los 

VDRE a las proteínas responsables de la transcripción, como la RNA polimerasa II en 

el lugar de inicio de la transcripción5.

1.3 REACCIÓN DE PCR CUANTITATIVA A TIEMPO REAL 

En el contexto de nuestro trabajo orientado al conocimiento de la regulación del 

cartílago de crecimiento epifiseal fetal humano por GCs y VitD hemos utilizado la 
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metodología disponible para la cuantificación de la expresión génica: la reacción de 

PCR cuantitativa a tiempo real. Los ensayos de PCR a tiempo real representan un 

avance en la tecnología para los análisis cuantitativos de secuencias de ácidos nucleicos 

(DNA y RNA). Actualmente existen numerosos sistemas de detección útiles para PCR 

cuantitativa a tiempo real.  

Los métodos de PCR cuantitativa a tiempo real presentan diferentes ventajas 

respecto a las técnicas convencionales de PCR, que requieren electroforesis para 

detectar el amplicon y cuantificarlo. Estas ventajas son: 

- No se requiere manipulación después de la reacción de PCR ya que los resultados 

están disponibles en cuanto acaba esta reacción.

- Es posible realizar la co-amplificación y detección de un gen normalizador 

(housekeeping gene o control positivo interno) en el mismo tubo. 

- Disminuye la variabilidad, debido a que los datos son recogidos durante la fase 

exponencial de la reacción de PCR, de manera que los datos no están influenciados 

por la limitación de reactivos. 

- Como la sonda TaqMan es específica del gen diana, el ensayo es específico. 

- Es una metodología altamente sensible. 

Las desventajas son: 

- Los métodos de PCR a tiempo real no permiten determinar el tamaño del producto 

de la reacción de PCR, de manera que no se puede excluir la posibilidad de 

contaminación entre muestras ni se puede comparar el tamaño de los amplicones 

cuando se analizan diferentes muestras. 

- Los ensayos requieren que el tamaño de la diana amplificada no sobrepase los 150 

pares de bases (pb) para obtener el máximo de eficiencia en la reacción. 

El hallazgo de que la Taq polimerasa posee actividad exonucleasa 5’      3’ y la 

construcción de sondas de oligonucleótidos dualmente marcadas, las cuales emiten 

señales fluorescentes sólo cuando son eliminadas, han sido esenciales para la puesta a 

punto de la reacción de PCR cuantitativa a tiempo real. En los ensayos Taqman se 

combinan estos dos puntos. En este sistema una sonda, denominada sonda TaqMan, está 

diseñada para alinearse con una secuencia diana situada entre las secuencias dianas de 

los cebadores sentido y antisentido. La sonda está marcada dualmente, con un marcador 

reporter en el extremo 5’ y con un quencher en el extremo 3’. La sonda tiene una Tm

(temperatura de melting o de separación de las hebras) aproximadamente 10ºC superior 

a la Tm de los cebadores. Mientras esta sonda esté intacta, en su forma libre, la 
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fluorescencia emitida por el reporter es absorbida por el quencher. En la degradación de 

la sonda, que tiene lugar durante la fase de extensión por la actividad 5’      3’ 

exonucleasa de la Taq polimerasa, el reporter y el quencher se separan de manera que el 

quencher no puede absorber la fluorescencia del reporter y tiene lugar un incremento en 

la emisión de fluorescencia (Figura 3).
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Figura 3. Hidrólisis de las sondas TaqMan durante la reacción de PCR a 
tiempo real. 

La cantidad de fluorescencia liberada es directamente proporcional a la cantidad de 

producto generado en cada ciclo de la reacción de PCR y se puede utilizar como medida 
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cuantitativa de la formación del producto. Este proceso, que tiene lugar en cada ciclo de 

la reacción de PCR, no interfiere con la acumulación exponencial del producto de PCR. 

Este incremento de fluorescencia puede ser leído a “tiempo real” (durante el transcurso 

de la reacción) por un detector y es una consecuencia directa de la amplificación que 

tiene lugar durante la reacción de PCR. Un programa de ordenador calcula el Rn

utilizando la ecuación: 

Rn = Rn
+ - Rn

-

en la cual Rn
+ es la emisión de fluorescencia del producto en cada punto y Rn

- la emisión 

de fluorescencia de la línea basal. Este valor expresa la degradación de la sonda durante 

el proceso de la reacción de PCR.  

Figura 4. Gráfica de amplificación de la reacción de PCR cuantitativa a 
tiempo real. (R +: emisión de fluorescencia del producto en cada punto;  

El software del ordenador construye gráficas de amplificación (Figura 4) utilizando 

los

muestra.

n

Rn
-: emisión de fluorescencia de la línea basal ; C : threshold cycle)t

datos de emisión de fluorescencia recogidos durante la amplificación. Los Rn se 

representan respecto al número de ciclos. Durante los primeros ciclos de la reacción de 

PCR, los valores del Rn no sobrepasan la línea basal. Se escoge un umbral arbitrario 

(threshold) normalmente determinado como 10 veces la desviación estándar de la línea 

basal. El ciclo umbral (threshold cycle o Ct) se calcula como el punto (número de ciclo) 

en el cual la fluorescencia excede este umbral escogido. Los valores de Ct disminuyen 

linealmente con el incremento de la cantidad del tránscrito de interés presente en la 
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La elevada especificidad de este método se debe a la complementariedad entre los 

cebadores, la sonda interna y el tránscrito de interés. La señal de fluorescencia se 

gen

onvencional: los cuatro nucleótidos en un tampón apropiado que contiene la 

con

erará solamente si la sonda se alinea con la secuencia diana durante la reacción de 

PCR.

La reacción de PCR a tiempo real incluye todos los componentes de una reacción de 

PCR c

centración de magnesio óptima, los cebadores y la DNA polimerasa, y un 

componente adicional, la sonda TaqMan.

1.3.1 Normalización de los resultados

En cada método de PCR cuantitativa pueden introducirse variaciones debidas a 

equeñas diferencias en las cantidades iniciales de RNA o a diferencias en cuanto a la 

efic

p

iencia de la síntesis de cDNA (complementary DNA) y la amplificación en la 

reacción de PCR. Por ello, la reacción de PCR cuantitativa requiere de la corrección de 

estas variaciones experimentales. Esta corrección se realiza mediante la normalización 

respecto a un gen endógeno (housekeeping gene). Un gen endógeno ideal es aquel que 

se expresa de forma constante en diferentes tejidos de un organismo, en los diferentes 

estados de desarrollo y cuya expresión no se ve afectada por ningún tratamiento 

experimental. Pero encontrar un gen con estas características no siempre es posible. Los 

genes endógenos más comúnmente utilizados son la -actina, el gliceraldehido-3-

fosfato deshidrogenasa (GAPDH), el rRNA (RNA ribosomal) y la hipoxantinguanin 

fosforibosiltranferasa. Otros genes candidatos son la ciclofilina, la ATP sintasa 6 

mitocondrial y la porfobilonógeno deaminasa. El gen endógeno ideal depende de las 

condiciones específicas de cada experimento así como de cada tejido. Pueden existir 

experimentos, como tratamientos que incrementen o que disminuyan la expresión 

génica, en los que esta elección del gen endógeno sea difícil. En estos casos se utiliza un 

factor de corrección para comparar las muestras tratadas con las no tratadas, en el que la 

media del gen endógeno en la muestra control se divide por la media del gen endógeno 

en las muestras tratadas. 
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1.3.2 Métodos de cuantificación

Para cuantificar los resultados obtenidos por PCR cuantitativa a tiempo real existen 

os métodos diferentes: 

-

d

Cuantificación absoluta: en este método se utiliza una muestra de concentración 

conocida para construir una curva estándar. Este estándar puede ser un plásmido de 

-

doble cadena purificado, un RNA transcrito in vitro, un DNA de cadena sencilla 

sintetizado in vitro o cualquier muestra de cDNA que exprese el gen de interés. La 

concentración de estas muestras de DNA o RNA se puede medir por 

espectrofotómetro a 260 nm de  y convertir en número de copias utilizando el peso 

molecular del DNA o del RNA. Para la cuantificación absoluta de la expresión del 

mRNA tienen que ser utilizados patrones puros. Este método es utilizado en 

aquellas aplicaciones en las que la cuantificación absoluta es esencial para obtener 

buenos resultados, como por ejemplo para cuantificar una carga viral.

Cuantificación relativa: esta cuantificación se puede realizar por: 

1. Método de curva estándar: para la cuantificación relativa se establece una 

olan los resultados 

2.

iva, comparando con 

curva estándar para cada gen a analizar sobre la que se extrap

obtenidos en las muestras. El resultado se expresa como el cociente entre el 

valor obtenido en la muestra problema respecto al obtenido en la muestra control 

o calibradora. En el caso de experimentos con diferentes tratamientos la muestra 

control o calibradora puede ser la muestra no tratada. Para hacer esta curva se 

puede utilizar RNA o DNA que contenga el gen a cuantificar. Para la 

cuantificación normalizada del gen endógeno, es necesario preparar una curva 

estándar tanto del gen problema como del gen endógeno. En cada muestra 

experimental, la cantidad del gen problema y del gen endógeno se determina 

extrapolando cada valor obtenido en su respectiva curva estándar. La cantidad 

del gen problema se divide por la cantidad del gen endógeno para obtener 

valores normalizados. Cada uno de estos valores normalizados se divide por el 

valor obtenido en la muestra control o calibradora, de manera que se obtienen 

niveles de expresión relativa respecto a la muestra control. 

Método de comparación de Ct o Ct: en este método se utilizan fórmulas 

aritméticas para el cálculo de los niveles de expresión relat

un calibrador, el cual puede ser una muestra control (muestra no tratada). La 

cantidad del gen problema, normalizada con el gen endógeno y relativizada 
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respecto a la muestra control, viene dada por la fórmula 2- Ct, donde Ct es 

igual a Ct (muestra) - Ct (control o calibrador) y Ct es el Ct del gen 

problema restado del Ct del gen endógeno. La ecuación representa la expresión 

normalizada del gen diana en una muestra desconocida, relativa a la expresión 

normalizada de la muestra control. Para poder utilizar este método es necesario 

que la eficiencia de la amplificación del gen diana sea idéntica a la de la 

amplificación del gen endógeno. Si la eficiencia no es la misma para los dos 

genes, lo cual es frecuente, se tiene que utilizar el método de curva estándar para 

cuantificar este gen.
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OBJETIVOS 

Los objetivos generales han sido analizar los efectos de los GCs, de la VitD, del 

IGF-I y de la GH sobre la proliferación y la expresión de genes del eje GH-IGFs, del 

factor de transcripción SOX9 y de proteínas de la matriz, en condrocitos del cartílago de 

crecimiento epifiseal fetal humano. Este objetivo general contribuye al conocimiento de 

la regulación del cartílago de crecimiento humano, en condiciones que puedan semejar 

las fisiológicas y en condiciones patológicas, en las que pueden existir deficiencias o 

excesos de las hormonas estudiadas. Tanto los déficits como los excesos pueden tener, 

in vivo, un origen endógeno o exógeno. Los déficits de GCs, de VitD, de GH y/o de 

IGF-I se observan en situaciones clínicas bien definidas. Los excesos, aunque pueden 

ser de origen endógeno, son los menos frecuentes en pediatría, de modo que se 

producen principalmente por tratamientos con dosis farmacológicas, sobre todo en el 

caso de los GCs. Todas estas situaciones alteran el patrón de crecimiento esquelético 

cuyo tejido diana es el cartílago de crecimiento. Al iniciar este trabajo disponíamos de 

un modelo experimental de cultivo de condrocitos humanos fetales, modelo en el que se 

había estudiado la regulación de la proliferación celular por diversas hormonas y la 

diferenciación mediante técnicas de biología celular y bioquímicas. Se fijó el objetivo 

de poner a punto las técnicas de biología molecular que permitieran detectar la 

regulación de la expresión de genes implicados en la fisiología del cartílago de 

crecimiento. Asimismo, consideramos la necesidad de poner a punto un modelo celular 

estable que permitiera obtener resultados homogéneos y disponer de un material celular 

más abundante. 

Los objetivos concretos han sido:

Establecer un modelo celular humano de cultivo que permita analizar la 

proliferación y la expresión de los genes de interés en células procedentes del 

cartílago de crecimiento humano.  

Línea celular condrocítica humana 

Cultivo primario procedente de cartílago de crecimiento 

epifiseal fetal humano 

Analizar la regulación de la proliferación y de la expresión de los genes de 

interés por GCs. 

Analizar la regulación de la proliferación y de la expresión de los genes de 

interés por VitD. 
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Analizar la regulación de la proliferación y de la expresión de los genes de 

interés por IGF-I. 

Analizar el efecto del IGF-I sobre la regulación observada por los GCs y/o por la 

VitD.

Analizar la regulación de la proliferación y de la expresión de los genes de 

interés por GH. 

Analizar el efecto de la GH sobre la regulación observada por los GCs y/o por la 

VitD.
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MATERIALES Y MÉTODOS 

3.1 LÍNEA CELULAR CONDROCÍTICA HUMANA PREESTABLECIDA         

C-28/I2

3.1.1 Cultivo celular de la línea condrocítica humana C-28/I2

La línea celular condrocítica humana C-28/I2 ha sido cedida por la Dra. Mary B. 

Goldring. Esta línea celular inmortalizada fue establecida por Goldring et al.97 a partir 

de un cultivo primario de células aisladas de cartílago costal de una joven de 15 años. 

Para inmortalizar las células utilizaron SV40-T antígeno insertado en el vector retroviral 

pZipNeoSV (X)98 con resistencia a neomicina. Estas células inmortalizadas expresan 

tránscritos de mRNA que codifican para proteínas de matriz específicas de cartílago 

como colágeno tipo 2 y aggrecan, pero no expresan marcadores de condrocito 

hipertrófico como colágeno tipo 10. 

Los cultivos de esta línea se han mantenido en medio DMEM/HAM F-12 (1/1, v/v) 

suplementado con 10% de suero bovino fetal (SBF) a 37ºC, con 5% CO2 en aire y 

humedad.  

3.1.2 Condiciones de cultivo

Para establecer las condiciones de cultivo apropiadas para la realización de las 

diferentes experiencias se analizó la curva de crecimiento. Para ello se sembraron 42 

placas de 25 cm2 a una densidad de 3.000 células/cm2 con 5 ml de medio DMEM/HAM 

F-12 al 50% suplementado con 10% de SBF y 25 UI de penicilina y estreptomicina. El 

cultivo se continuó durante 14 días y cada día se recogieron las células de tres cajas 

mediante una digestión enzimática con tripsina, desde el día 1 hasta el día 14, con el 

siguiente protocolo: 

- Se aspiró el medio de cultivo y se guardó a –20ºC. 

- Se realizaron dos lavados con PBS (Phosphate buffer solution: solución salina 

tamponada con fosfato) a 37ºC. 

- Se añadió tripsina 0,2% y se incubaron las placas a 37ºC durante 10 minutos. 

- Se añadió PBS frío. 

- Se centrifugó la suspensión celular a 810 g durante 15 minutos a 15ºC. 

- Se eliminó el sobrenadante y se resuspendió el precipitado en 1 ml de PBS frío. 
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3.1.3 Estudio de la proliferación celular mediante el contaje de células en cámara de 

Neubauer

El índice de proliferación celular de la línea condrocítica humana C-28/I2 se 

estableció mediante el recuento de células viables utilizando la cámara de Neubauer. La 

cámara de Neubauer es una cámara de contaje adaptada al microscopio de campo claro 

o al de contraste de fases. Se trata de un portaobjetos con una depresión en el centro, en 

el fondo de la cual se ha marcado, con la ayuda de un diamante, una cuadrícula como la 

que se ve en la Figura 5. El área sombreada y marcada L corresponde a 1 milímetro 

cuadrado.

C)
B)

A)

Figura 5. Cámara de Neubauer. A) Portaobjetos. B) Cuadrícula de 3 x 3 mm 
marcada con diamante. C) Zona L formada por 16 cuadrículas de 0,25 mm 
cada lado. Imagen tomada empleando microscopio invertido de contraste de 
fases. 

En la Figura 5 (C) se puede observar el aspecto de una de las regiones marcadas 

como L y que en el microscopio se ve como una cuadrícula de 16 pequeños cuadrados 

de 0,25 milímetros de lado.  

Para determinar la viabilidad celular se empleó el método de exclusión de azul 

tripán (Tripan Blue 1%). El azul tripán es un coloide que se introduce en el interior de 

las células que presentan roturas en la membrana. Así pues, las células que aparecen 

claramente de color azul son consideradas no viables. Se debe realizar el contaje de 

aquellas células viables que están dentro de las cuadrículas además de aquellas que 

tocan la línea superior o la derecha pero no la inferior o la izquierda. 

Si se cuentan las cuatro áreas sombreadas (L) observando un total de X células entre 

las cuatro áreas, la concentración en la suspensión celular será: 
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                                                                   nº células   x Factor de dilución  x  104
Concentración en la suspensión (células / ml) = 

4

Una vez realizado el recuento se juntaron las células tripsinizadas de las tres cajas de 

cada uno de los días de cultivo. 

3.1.4 Extracción de RNA total de las células de la línea C-28/I2 en cultivo

El método utilizado para la extracción de RNA total de las células se resume en el 

esquema de la Figura 6.

Lisis celular 
Homogenización

Figura 6. Diferentes etapas del método de extracción de RNA total. 

Las células se lisaron y homogeneizaron en presencia de un tampón con un alto 

contenido en tiocianato de guanidina (GTC), el cual inactiva las RNasas. La 

homogeneización de la muestra es necesaria para reducir la viscosidad causada por 

componentes celulares de elevado peso molecular o restos celulares. En este trabajo se 

ha utilizado el preparado comercial RNeasy Mini Kit (QIAGEN) para la extracción de 

RNA total y para homogeneizar las muestras se han utilizado las columnas QIAshredder 

spin  column (QIAGEN), que contienen un polímero sintético de fibras cortantes con 

efecto triturador. Una vez homogeneizadas las muestras, se añadió etanol para ajustar 

las condiciones óptimas de unión y la mezcla se aplicó a la RNeasy Mini Column, en la 

que el RNA total se une a la membrana de silica gel de la columna y, mediante lavados 

sucesivos, se eliminaron los contaminantes. El RNA total se eluyó en 50 l de agua 

libre de RNasas.

RNAt
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RNAt
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3.1.5 Tratamiento con DNasa I

Una vez extraído el RNA total de las células procedentes de los cultivos de la línea 

celular condrocítica humana C-28/I2, se realizó un tratamiento con DNasa I a una 

concentración final de 0,1 U/ l (AMBION) para eliminar la posible contaminación con 

DNA genómico de las muestras de RNA total. 

3.1.6 Extracción de mRNA de las células de la línea C-28/I2 en cultivo 

Para la extracción de mRNA se utilizó un método basado en la unión de las colas 

poli-Adeninas [poli(A)] de los mRNA a una celulosa que contiene oligo(dTimidina) 

[(oligo(dT)].

 Las células se lisaron en una solución tamponadora que contenía GTC a alta 

concentración para asegurar la rápida inactivación de las RNasas endógenas. El extracto 

se diluyó tres veces con un tampón de elución, reduciendo de esta manera la 

concentración de GTC para permitir la unión eficiente entre las colas poli-A de las 

moléculas de mRNA y los oligo(dT) de la celulosa, pero siendo esta concentración lo 

suficientemente elevada para mantener las RNasas completamente inhibidas. Esta 

dilución da lugar a una purificación inicial ya que se produce la precipitación de parte 

de las proteínas. El extracto se centrifugó y el sobrenadante se transfirió a un tubo de 

microcentrífuga que contenía la celulosa oligo(dT). Después de 3 minutos en agitación, 

durante los cuales los poli(A) del RNA se unen a la celulosa oligo(dT), el tubo se 

centrifugó a 11.000 g durante 10 segundos y el sobrenadante se eliminó quedando un 

precipitado con la celulosa oligo(dT). El precipitado se lavó secuencialmente: primero 

con un volumen de tampón Tris-EDTA con alto contenido en sal (HTE) (10 mM Tris-

HCl pH 7,5 / 1 mM EDTA / 0,5 M NaCl)  para luego continuar con lavados con un 

volumen de tampón Tris-EDTA con bajo contenido salino (LTE) (10 mM Tris-HCl pH 

7,5 / 1 mM EDTA / 0,1 M NaCl). Cada lavado se acompañó de un proceso de 

resuspensión y una re-centrifugación de 10 segundos a 11.000 g. Para este proceso de 

extracción se utilizó el preparado comercial QuickPrep micro mRNA Purification Kit

(Amersham Pharmacia Biotech) basado en el método explicado anteriormente. Este 

preparado comercial permite el aislamiento rápido de mRNA a partir de pequeñas 

cantidades de células eucariotas. Después del último lavado con tampón HTE, el 

precitipado de celulosa oligo(dT) se resuspendió en un pequeño volumen de tampón 
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LTE. El conjugado oligo(dT)-mRNA se transfirió a una microcolumna en la que se lavó 

tres veces con medio volumen de tampón LTE mediante centrifugación breve. 

Finalmente el mRNA se eluyó con una aplicación de 0,2 ml de tampón de elución 

previamente calentado a 65ºC.  

Una vez extraído se concentró el mRNA por precipitación. Esta precipitación se 

realizó utilizando 250 g/ml final de glicógeno y 250 mM final de acetato potásico. El 

mRNA finalmente se resuspendió en 50 l de agua libre de RNasas y se guardó 

congelado a -80ºC.

3.1.7 Diseño de cebadores para la amplificación por reacción de PCR 

El diseño de las secuencias de los cebadores es una etapa importante en la puesta a 

punto de una reacción de PCR. Su composición determina el tamaño del producto 

obtenido y su temperatura de melting (Tm: temperatura a la cual la mitad de las 

moléculas de un ácido nucleico bicatenario se encuentran desnaturalizadas). Un mal 

diseño de cebadores puede dar lugar a una amplificación pobre o nula debido a una 

amplificación inespecífica y/o a la formación de dímeros de cebadores. A pesar de que 

la selección de cebadores eficientes y específicos es empírica, existen determinadas 

reglas bien establecidas que conviene seguir: 

- Tamaño del cebador: tanto la especificidad, la Tm como la temperatura de 

hibridación o de annealing son parcialmente dependientes del tamaño del cebador, 

de manera que este parámetro es crítico para una correcta reacción de PCR. La 

longitud mínima de un oligonucléotido debe ser de 18 bases. El tamaño del cebador 

es proporcional a la eficiencia de la hibridación, de manera que, cuanto más largo 

sea el cebador menor será la eficiencia aunque mayor su especificidad. La 

temperatura de hibridación óptima para un cebador es de al menos 50ºC y se procura 

que sea 5ºC inferior a la Tm. De manera que con la premisa de que la temperatura de 

hibridación óptima sea de al menos 50ºC eso quiere decir que la Tm sea de unos 

55ºC.

- Temperatura de melting (Tm): es necesario tener en cuenta que en la reacción de 

PCR se añaden dos cebadores. Estos dos cebadores tienen que ser diseñados de 

manera que tengan Tm similares. Si los cebadores fallan en cuanto a la Tm la 
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amplificación será menos eficiente, de manera que un cebador con una Tm baja no 

trabajará a temperaturas elevadas y viceversa. La fórmula más ampliamente 

utilizada para el cálculo de la Tm, conocida como la fórmula Wallace, es la 

siguiente: 

Tm = 2(A+T) + 4(G+C) 

- Especificidad: como ya se ha mencionado anteriormente, la especificidad es 

parcialmente dependiente del tamaño del cebador. Los cebadores deben ser 

diseñados de manera que solamente exista una única secuencia idéntica en el DNA 

que se quiere amplificar. Al menos uno de ellos debe ser específico de la secuencia. 

Un cebador diseñado con una secuencia común a otros genes da lugar a una 

amplificación inespecífica. 

- Secuencias complementarias: los cebadores deben ser diseñados sin homología 

dentro de su misma secuencia. Si un cebador contiene alguna intra-homología puede 

producirse un replegamiento de manera que esto interferirá con la unión de este 

cebador a su secuencia complementaria en el DNA. También debe evitarse la 

homología inter-cebadores ya que esto puede interferir en la hibridación. Si esta 

homología ocurre en el extremo 3’ se pueden formar dímeros de cebadores que 

disminuirán la formación del producto esperado vía competición. La secuencia de 

los cebadores debe estar conservada en todas las variantes descritas del DNA que se 

quiere detectar y ser específica del mismo. 

- Contenido en G/C (guanina/citosina): el cebador debe contener entre un 45% a un 

55% de GC, respecto al contenido en AT (adenina/timina). Esto es debido a que la 

unión entre G-C es más fuerte que la unión entre A-T de manera que la temperatura 

necesaria para romper la unión entre G-C es más elevada. Un cebador con elevado 

contenido en GC tendrá una Tm elevada.

Se puede concluir que idealmente un cebador tiene que contener una secuencia de 

nucleótidos complementaria a la secuencia del DNA que queremos amplificar, un 50% 

de contenido en GC y de aproximadamente 20 pb.  

Como estos cebadores van a ser utilizados para amplificar cDNA obtenido a partir 

de la retrotranscripción del RNA extraído de los cultivos celulares, han  sido diseñados 
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de manera que estén lo más cerca posible del extremo 3’ del mRNA del gen de interés. 

Siempre que sea posible se diseñarán cebadores interexónicos (cebador sentido y 

antisentido diseñados en exones diferentes o en uniones exón-exón). De esta manera se 

evita la amplificación de DNA genómico en el material extraído de las células. En 

algunos genes este diseño inter-exónico no ha sido posible debido a que el último exón 

era de gran tamaño y se hubiera alejado demasiado del extremo 3’ de RNA.  

Todos los productos obtenidos a partir de la utilización de estos cebadores tienen un 

tamaño aproximado de entre 200-300 pb.  

Teniendo en cuenta todas estas premisas, los cebadores utilizados para la 

cuantificación génica en condrocitos de la línea celular humana C-28/I2 son los que 

están representados en la Tabla 1. Se analizó la expresión de factores de crecimiento, 

receptores, factores de transcripción y proteínas de la matriz a lo largo de los diferentes 

días de cultivo. 
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Gen Cebador Secuencia  (5’               3’) Localización Tamaño 
RNA(b)

Tamaño 
DNA(pb) 

Sentido GCTCTCCAGAACATCATCCCTGCC Exón 8 GAPDH 
Antisentido CGTTGTCATACCAGGAAATGAGCTT Exón 8-9 

346 -

Sentido CCCGCTGCTAAACACACTGC Exón 5 IGF-IA 
Antisentido CCAGTCATTATTTTCTGGTTTC Exón 5 

328 328 

Sentido GAAGGAAAGGTTGGCCAAAG Exón 5 IGF-IB 
Antisentido CAGCAGGCCTACTTTTCTTC Exón 5 

255 255 

Sentido TCCTGGAGACGTACTGTGC Exón 8 IGF-II 
Antisentido GTAGAGCAATCAGGGGACG Exón 9 

249 541 

Sentido TATGATACAACTGTGGCCATG Exón 5 IGFBP3 
Antisentido CTCAAAAATACTTTTCCCCCC Exón 5 

248 248 

Sentido CATCAGCAGCATCAAAGAGG Exón 21 IGF-IR 
Antisentido GTAAGGCTGTCTCTCGTCG Exón 21

253 253 

Sentido GAAACTGCATGAAAAATCATGG Exón 48 IGF-IIR 
Antisentido TCATTCACTAAACATGGCAGG Exón 48 

224 224 

Sentido ATTCATACAGGCAGCGATGG Exón 9GCCR
Antisentido TCCTGTCTCCTGTTTACATAC Exón 9

248 248 

Sentido GGATTTGCTTCTCTCTAGAAAATG Exón 9GCCR
Antisentido ACTACAGATTATTATTCAGCATG Exón 9

306 306 

Sentido AGCAAGAAGGCAAAAATAGTTTGG Exón 10 GHR
Antisentido AGGAGTCTGGGGAGGTATAAAAGG Exón 10 

252 252 

Sentido CATCTTCTCTTGGAGTGAGG Exón 8 SOX9
Antisentido GCCAGGTTTCTTAAGTTACAG Exón 8 

267 267 

Sentido TTAGGTGCTTCAGAACTGGG Exón 6-7 CBFA1 
Antisentido GTAGAGATATGGAGTGCTGC Exón 7 

253 -

Sentido TGAACTACGAGAAGCTGAGC Exón 10 Ets2
Antisentido AGGCAGCTGGTCAGGATGGG Exón 10 

248 248 

Sentido CCAGGAGGTATGTGAGGAG Exón 15 Aggrecan
Antisentido TCCACTGGTAGTCTTGGGC Exón 16 

182 682 

Sentido ACTACTCTGAGGCCTGTATG Exón 3 COL10 
Antisentido GGTACATGTGCTAATGTTCTG Exón 3 

321 321 

Sentido TAGGACACAGATGTGCCCAG Exón 14 CEP-68 
Antisentido GTGCCAGGTTTTGTGCCAAG Exón 14 

237 237 

Sentido ACTACTGGATTGACCCCAAC Exón 51 COL2A1 
Antisentido TTGGCAGTGTTGGGAGCCAG Exón 52 

226 569 

Sentido CGATTCTATGAGGGCCCTG Exon 18 COMP
Antisentido TTCTCACTTCCCCCTCAGG Exon 19 

285 378 

Tabla 1. Cebadores sentido y antisentido diseñados para el análisis de la 
expresión génica en condrocitos de la línea celular humana C-18/I2. En esta 
tabla se muestra la secuencia de los cebadores así como su localización 
exónica y el tamaño del producto generado. 
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3.1.8 Extracción de DNA genómico a partir de sangre periférica

Se ha utilizado DNA genómico para establecer las condiciones óptimas de la 

reacción de PCR para los cebadores diseñados debido a que el RNA extraído de las 

células es un material poco abundante. El DNA genómico se extrajo a partir de 3-4 ml 

de sangre periférica según el método de Lahiri y Nurnberger99, utilizando el Tris como 

tampón, MgCl2 para estabilizar las paredes de los leucocitos, EDTA como inhibidor de 

las DNasas, SDS 10% y Nonidet P40 como detergentes para disolver los lípidos de la 

membrana celular y lisar las células, ClNa para precipitar las proteínas, etanol para 

precipitar el DNA, la solución TK1M (10 mM Tris pH 7,6 / 2,5 mM KCl / 10 mM 

MgCl2 / 2 mM EDTA pH 8) para lisar las células y la solución TK2M (10 mM Tris pH 

7,6 / 2,5 mM KCl / 10 mM MgCl2 / 40 mM NaCl / 2 mM EDTA pH 8) para lisar los 

núcleos.

El DNA genómico así extraído se cuantificó por espectrofotrometría.  

3.1.9 Reacción en cadena de la polimerasa (PCR)

Esta técnica fue desarrollada a mediados de los ochenta por Kary Mullis y permite 

obtener una gran cantidad de moléculas de una secuencia específica de DNA. La región 

que se quiere amplificar se delimita con dos oligonucleótidos sintéticos o cebadores, 

cuya secuencia es complementaria a cada uno de los extremos del segmento que se 

desea amplificar. 

Para establecer las condiciones óptimas para la reacción de PCR de los genes que se 

van a estudiar la reacción se llevó a cabo en un volumen final de 25 l que contenía 50 

ng de DNA genómico humano, Tampón 10x (Tabla 2), 1,5 mM de MgCl2, 0,3 M de 

cada cebador y 0,02 U de EcoTaq DNA Polymerase (Ecogen), utilizando el 

termociclador Gene Amp PCR System 2700 (Applied Biosystems) (Figura 7).

166 mM (NH4)2SO4

670 mM Tris.HCl (pH 8,8 a 25ºC) 

0,1 % Tween-20 

Tabla 2. Composición del Tampón 10x de la EcoTaq DNA Polymerase.
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60ºC
72ºC 72ºC
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5 min 1 min

30 seg
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Extensión
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Figura 7. Condiciones del termociclador utilizadas para la amplificación de 
segmentos. 

Con estas condiciones de PCR, no se ha obtenido la banda esperada para el gen 

COMP (cartilage oligomeric matrix protein), de manera que ha sido necesario realizar 

un gradiente de Mg+2 a las concentraciones de 0,5-1-1,5-2 mM de MgCl2. En función de 

los resultados obtenidos se decidió amplificar COMP utilizando 0,5 mM de MgCl2.

3.1.10 Electroforesis

3.1.10.1 Electroforesis en geles de agarosa

Las moléculas de DNA con un tamaño comprendido entre 200 pb y 50 kb de 

longitud pueden separarse en geles de agarosa sometidos a una electroforesis horizontal 

dentro de un campo eléctrico de dirección constante. 

Los geles se prepararon a una concentración de 1% de agarosa (Agarose. 

PROMEGA) en tampón TAE (40 mM Tris-acetato / 1 mM EDTA pH 8). 

En la electroforesis se aplicó la corriente eléctrica de un voltaje de 120 V para la 

separación de los fragmentos de DNA durante 30 minutos a temperatura ambiente. 
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3.1.10.1.1 Tinción de los geles de agarosa mediante bromuro de etidio

Los geles de agarosa se tiñeron con bromuro de etidio (BE). Una de las propiedades 

físicas del DNA es su capacidad para intercalar BE entre sus bases. Este compuesto 

absorbe la luz UV, excitándose y emitiendo fluorescencia naranja en el espectro de la 

luz visible. Así la adición de BE a una preparación de DNA permitirá su visualización al 

exponerla a la luz UV utilizando un transiluminador. 

El tamaño de cada fragmento se determinó por comparación con marcadores de 

tamaño conocido como el 1 kb DNA Ladder (GIBCOBRL. Life Techonologies) 

apropiado para fragmentos con tamaño entre 500 pb y 12 kb o el 100 bp DNA Ladder

(GIBCOBRL. Life Techonologies) apropiado para fragmentos de entre 100 pb hasta 

1500 pb aunque también contiene un fragmento adicional de 2072 pb. La banda de 600 

pb es aproximadamente 2 ó 3 veces más ancha que el resto para obtener una orientación 

inicial.

3.1.10.2 Electroforesis en geles de agarosa comerciales 

Se  utilizaron  geles de agarosa 1,2 % comerciales diseñados para ser utilizados sin 

necesidad de tampones líquidos [Ready-To-Run (Amersham Pharmacia Biotech)]. Estos 

geles contienen 0,5 g/ml de BE. Se utilizaron geles de 48 pocillos en cada uno de los 

cuales se cargó 1 l de la muestra. La electroforesis se realizó utilizando el sistema 

Ready-To-Run Separation Unit (Amersham Pharmacia Biotech) aplicando un voltaje de 

120 V durante 10 minutos. 

El resultado se visualizó utilizando un transiluminador de luz UV. 

3.1.10.3 Electroforesis en geles de poliacrilamida  

Preparación de geles de poliacrilamida: se prepararon geles de poliacrilamida 

(acrilamida: 12,5%; bisacrilamida: 2%) en tampón Tris pH 7,6 ajustado con HCl. La 

mezcla se desgasificó por aplicación de vacío durante 15 minutos.  

La composición de los tampones utilizados para el ánodo y el cátodo es la siguiente:

- ÁNODO (+): 450 mM Tris-acetato / 0,4% SDS                

- CÁTODO (-): 80 mM Tris / 800 mM Tricina / 0,6% SDS 
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Se utilizaron tiras GeneGel Standard Electrode Wicks (Amersham Pharmacia 

Biosciences) que se embebieron en los tampones anteriormente preparados.  

Geles de poliacrilamida comerciales: estos geles permiten separar fragmentos 

pequeños de DNA (5-500 pb) que difieren entre sí tan sólo en un par de bases. Se han 

utilizado geles comerciales GeneGel Excel 12.5/24 kit (Amersham Biosciences AB) 

para su uso en el sistema de electroforesis GenePhor Electrophoresis System

(Amersham Biosciences AB).  

Los geles GeneGel Excel son de poliacrilamida al 12% de 122 x 110 x 0,5 mm con 

24 pocillos de 6 l de capacidad cada uno. Para la electroforesis se utilizaron tiras 

embebidas en tampón de poliacrilamida al 12 % de 123 mm de longitud y 4,5 mm de 

altura. La tira correspondiente al ánodo está preparada en tampón 0,45 mol/l 

Tris/Acetato, 4 g/l SDS y 0,05 g/L Orange G. La tira correspondiente al cátodo está 

preparada en tampón 0,08 mol/l Tris, 0,80 mol/l Tricine y 6g/l SDS.  

3.1.10.3.1 Condiciones de electroforesis de geles de poliacrilamida

Para el análisis del DNA se aplicó al gel de poliacrilamida comercial una alícuota de 

5 l de producto de PCR más 1 l de tampón de carga (Blue 6X), consiguiendo un 

volumen final máximo de 6 l. En los geles de poliacrilamida preparados en el 

laboratorio se aplicaron 6 l de muestra (2 l de producto de PCR, 3 l de agua y 1 l

de tampón de carga). Se reservó un pocillo para la aplicación del marcador de peso 

molecular. El marcador de peso molecular utilizado fue el 100 bp Ladder (GIBCOBRL. 

Life Techonologies. 250 g; 1 g/ l). Se aplicaron 3 l de 100 bp que equivalen a 3 g.

La electroforesis en el sistema GenePhor Electrophoresis System se realizó a 12ºC 

aplicando 600 V (voltaje), 25mA (corriente), 15 W (fuerza) durante 1 hora y 30 

minutos.  

3.1.10.3.2 Tinción de los geles de poliacrilamida

La tinción de los geles de poliacrilamida se realizó mediante el método de tinción de 

plata. Para esta tinción primero se sumergió el gel en una solución fijadora (ácido 

benceno sulfónico 3,0% w/v en etanol 24% v/v) en agitación durante 30 minutos. 

Posteriormente se realizó la impregnación con nitrato de plata (solución de tinción: 
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nitrato de plata 1,0% w/v; ácido benceno sulfónico 0,35% w/v) durante otros 30 

minutos en agitación, se lavó con agua destilada durante 1 minuto, se reveló el gel 

(solución de revelado: carbonato sódico 12,5 % w/v; tiosulfato sódico 2% w/v; 

formaldehído 37% w/v) durante 6 minutos en agitación y finalmente se paró la reacción 

de tinción (solución de parada y conservación: ácido acético 5% v/v; acetato sódico 

25% w/v; glicerol 50% v/v). Para esta tinción se utilizó el preparado comercial DNA 

Silver Staining Kit (Amersham Biosciences Biotech). 

3.1.11 Identificación de tránscritos amplificados

3.1.11.1 Extracción de productos de PCR a partir de gel de agarosa 

Se realizó una electroforesis en gel de agarosa 1% según el siguiente esquema: 

muestra 
15 l

muestra 
5 l

100 bp 

Se realizó la electroforesis y, al finalizar ésta, se recortó el gel (línea roja marcada 

en el esquema anterior). Se tiñó con BE la parte del gel que contenía el marcador y la 

muestra. Una vez teñido se visualizaron las bandas utilizando un transiluminador. Se 

recortó la zona del gel no teñido que se encontraba localizada a la altura de la banda 

que se había visualizado en la parte del gel teñido, se colocó el trozo en un microtubo 

de 1,5 ml y se pesó la banda recortada. Una vez pesada se troceó la agarosa, se 

añadieron 50 l de agua estéril y se colocaron los tubos a 37ºC durante 30 minutos. 

Pasado este tiempo, se centrifugaron a 4ºC durante 15 minutos a velocidad máxima y se 

recuperó el sobrenadante. Se cuantificó el DNA así obtenido y, si la cantidad era 

adecuada, se secuenció directamente. En aquellos casos en los que se recuperó poca 

cantidad de DNA se realizó una reamplificación por PCR según las condiciones 

especificadas en la Figura 7.
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3.1.11.2 Extracción de productos de PCR a partir de gel de poliacrilamida  

Se recortaron las bandas de interés y, después de trocearlas, se dejaron con 10 l de 

agua ésteril en un microtubo de 1,5 ml durante 18-24 horas. Pasado este tiempo, se 

centrifugaron los tubos y se realizó una reacción de PCR con los 10 l según las 

condiciones especificadas en la Figura 7. Se realizó una electroforesis del producto 

obtenido en gel de poliacrilamida 12% para comprobar que se había conseguido separar 

las bandas que se habían recortado y, una vez hecha esta comprobación, se 

secuenciaron los productos.

3.1.12 Secuenciación automática

Para este trabajo se ha aplicado la secuenciación automática, basado en la 

secuenciación enzimática o método de los dideoxinucleótidos (ddNTPs) desarrollada 

por Sanger pero utilizando un marcaje fluorescente en lugar de uno radioactivo. 

El secuenciador que se ha utilizado para llevar a cabo la secuenciación automática 

es el sistema ABI PRISM 310 (Applied Biosystems) (ver Figura 8). En este aparato la 

electroforesis se realiza de forma continua en un solo capilar que contiene el polímero.  

Para la reacción de secuencia se ha utilizado el preparado comercial ABI PrismTM

dRhodamine Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction (Applied Biosystems), con 

AmpliTaq® DNA Polymerase, FS. El polímero utilizado es el POP6 (6% concentración 

de polímero, Urea 6M). 

BOMBA

Jeringa

CÁTODO

ÁNODO

Ventana 
del

LÁSER

CAPILAR

Figura 8. Secuenciador automático ABI PRISM 310. 
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Durante la recolección de los datos el ABI PRISM Collection software recopila las 

intensidades de luz de las cuatro áreas específicas en la cámara CCD, cada una de ellas 

correspondiente a la  de emisión particular de cada marcador fluorescente.  

El análisis de multicomponente de los datos de la secuenciación se lleva a cabo 

automáticamente por el Sequencing Analysis software, el cual aplica un cálculo 

matemático matricial para cada muestra analizada, de manera que asigna las bases para 

cada intensidad de fluorescencia detectada. 

La formulación del preparado comercial ABI PrismTM dRhodamine Terminator 

Cycle Sequencing Ready Reaction contiene el enzima AmpliTaq® DNA Polymerase, 

FS. Este enzima es una variante de la Thermus aquaticus DNA polimerasa que contiene 

una mutación puntual en el lugar activo. Ello da lugar a una menor discriminación 

frente a los ddNTPs, llevando a un patrón con picos más intensos. 

Los ddNTPs con marcaje fluorescente (unidos covalentemente a un marcador 

fluorescente) están modificados de manera que no contienen el grupo hidroxilo 3’. Cada 

vez que la polimerasa coloque en la cadena elongada uno de estos nucleótidos 

modificados no se podrá continuar con esta elongación, de manera que se van 

generando fragmentos de DNA de diferentes tamaños marcados fluorescentemente. Al 

aplicar la electroforesis, estos fragmentos de DNA entrarán en el capilar en función de 

su tamaño y así podrá leerse la secuencia completa del producto de interés (Figura 9).
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Figura 9. ddNTPs modificados en el extremo 3’ y reacción de secuenciación. 
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3.1.12.1 Secuenciación directa del producto de PCR 

Para secuenciar las muestras se preparó una mezcla 

en un volumen final de 10 l que contenía 100 ng del 

producto de PCR, 3,2 pmol de cebador sentido o 

antisentido, 0,5% DMSO y premix del kit y agua según 

las especificaciones del proveedor.

DNA molde

dNTPs

Enzima

ddNTPs

TC

GA

Mezcla de reacciónMezcla de reacción

cebador

DNA molde

dNTPs

Enzima

ddNTPs

Las condiciones del termociclador Gene Amp PCR System 2700 (Applied 

Biosystems) para la reacción de secuencia son las representadas en la Figura 10.

Figura 10. Condiciones del termociclador para la reacción de secuencia. 

3.1.12.2 Precipitación o eliminación de terminadores fluorescentes

Una vez finalizada la reacción de secuencia es necesario eliminar los terminadores 

con marcaje fluorescente (ddNTPs) que no se han unido a los fragmentos de DNA 

formados para que no puedan interferir al hacer la electroforesis. Se ha utilizado el 

protocolo de precipitación con etanol y acetato de sodio. Una vez precipitados los 

productos se resuspendieron en tampón TSR (Applied Biosystems) y se mantuvieron a 

4ºC y protegidos de la luz hasta su secuenciación. 
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3.1.13 Direcciones de internet para búsquedas y alineamientos

Una vez obtenida la secuencia de los productos de PCR se procedió a su 

identificación por comparación con las secuencias contenidas en la base de datos 

pública National Center of Biotechnology Information (NCBI) cuya dirección es 

www.ncbi.nlm.nih.gov/. Se utilizó el BLAST two sequences (bl2seq)

(www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) para alinear cada secuencia obtenida con la secuencia 

de referencia (RefSeq) del gen de interés a partir de la cual se había realizado el diseño 

de los cebadores. 

3.1.14 Amplificación del RNA mediante la técnica de RT-PCR en una sola etapa (One-

Step)

Para la obtención de cDNA a partir del RNA extraído de las células se realizó la 

amplificación mediante la técnica de RT-PCR (retrotranscripción y amplificación por 

PCR) en una sola etapa. Tanto la síntesis de cDNA como la reacción de PCR se realizan 

en un único tubo utilizando unos cebadores específicos (ver Tabla 1) y RNA que tanto 

puede ser RNA total como mRNA. Se ha utilizado el preparado comercial 

SUPERSCRIPTTM One-Step RT-PCR with PLATINUM Taq (GIBCO. Life Techonologies).  

La mezcla RT/PLATINUM Taq contiene: a) Taq DNA polimerasa recombinante, acoplada 

a un anticuerpo que inhibe la actividad polimerasa, y b) SuperScript II H-Reverse 

Transcriptase. La Taq DNA polimerasa se bloquea a temperatura ambiente pero se 

recupera después del paso de desnaturalización de la PCR a 94ºC. La RT es seguida 

automáticamente por una reacción de PCR sin ninguna etapa ni manipulación adicional. 

La RT-PCR se llevó a cabo en un volumen final de 10 l que contenía 5, 10 o 20 ng 

de mRNA dependiendo del gen a amplificar (5 ng: GAPDH, IGF-IA, IGF-IB, IGF-II, 

IGF-IR, GHR, SOX9, COL10, CEP-68, Ets2; 10 ng: IGFBP3, CBFA1; 20 ng: IGF-IIR, 

aggrecan, GCCR , GCCR ), Reaction Mix (200 M de cada dNTP y 1,2 mM MgSO4),

0,3 M de cada cebador y 1x RT/PLATINUM® Taq Mix. Las condiciones de la RT-PCR 

son las representadas en la Figura 11.
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Desnaturalización
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Extensión
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Figura 11. Condiciones del termociclador para la reacción de RT-PCR. 

En cada reacción se incluyó un blanco en el que se sustituyó el RNA por agua para 

comprobar si durante la preparación de la mezcla se produjo contaminación. La 

reacción se llevó a cabo en el termociclador Gene Amp PCR System 2700 (Applied 

Biosystems).  

3.1.15 Método semi-cuantitativo

Para la cuantificación de los productos las muestras se cargaron en geles de agarosa 

al 1,2 % Ready-To-Run (Amersham Pharmacia Biotech) que llevan incorporado BE 

como método de tinción del DNA. El uso de estos geles prefabricados con BE 

incorporado evita diferencias de cuantificación debidas a diferencias en el espesor de los 

geles o a la homogeneidad de la tinción. El sistema de cuantificación de los tránscritos 

obtenidos por análisis de imagen es muy útil por su reproductibilidad y alta sensibilidad. 

Se utilizó el programa Multi-Analyst 1.0.2 (Bio-Rad), que traduce la intensidad de 

fluorescencia de BE incorporado por el producto de PCR en un valor según una escala 

arbitraria.

Al cuantificar GAPDH, uno de los genes normalizadores más utilizados en la 

literatura, a lo largo de los diferentes días de cultivo de la línea condrocítica humana C-

28/I2 se comprobó que éste variaba dependiendo de la fase de cultivo de manera que no 

se podía utilizar para normalizar los resultados. Los resultados se expresaron 

normalizados con respecto a un patrón de concentraciones de DNA calibrado 

(Precision Molecular Mass Standard, Bio-Rad) (ver Figura 12) que permite realizar 
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una curva patrón de densidad óptica y traducir a cantidad de DNA este valor arbitrario. 

La cantidad de DNA del producto final se consideró proporcional al número de copias 

inicialmente presentes en la muestra porque se midió en fase exponencial de 

amplificación, previamente comprobado durante la puesta a punto de las reacciones. 

Las posibles diferencias de iluminación en el campo se evitaron comprobando la 

densidad de campos iguales en superficie a la ocupada por las bandas, medida 

previamente en numerosos puntos de todo el gel.   

Figura 12. Patrón de bandas calibrado (Precision Molecular Mass 
Standard). Se diluyeron 2,5 l del estándar en 10 l de tampón de carga y 
TE y se cargó en un gel de 1,8% agarosa. Las condiciones de 
electroforesis fueron: 70V durante 75 minutos en tampon TAE 1x. Se tiñó 
con 300 ml de BE 0,5 g/ml durante 15 minutos y se destiñó en agua 
destilada durante 30 minutos. 

3.1.16 Estudio de la proliferación celular por incorporación de timidina tritiada al DNA

El estudio de la proliferación celular se realizó mediante el análisis de la 

incorporación de timidina tritiada (timidina-3H) al DNA. La valoración de la 

incorporación de timidina-3H al DNA se ha realizado siguiendo una metodología basada 

en el método descrito por Madsen et al.100 , con algunas modificaciones: 

- Cuando los condrocitos en cultivo alcanzaron la fase de confluencia se tripsinizaron 

y se sembraron a razón de 3.000 células/cm2 en una placa de 96 pocillos con 250 l

de medio DMEM/HAM F-12 al 50% con 10% de SBF y 25 UI de penicilina y de 

estreptomicina. 

- Se incubaron las células durante 48h con medio HAM F-12 sin SBF (condición de 

deprivación).

- Se retiró el medio de cultivo y las células se incubaron durante otras 48 horas con 

250 l de los diferentes tratamientos especificados en la Tabla 3.

- La timidina-3H (5 Ci/ml) (Amersham Biosciences) se añadió después de las 

primeras 24 horas de tratamiento sin cambio de medio (ver Figura 13).

- Al finalizar el período de tratamiento, el medio de cultivo se aspiró utilizando un 

colector celular múltiple tipo Mash II, las células se lavaron varias veces con ácido 
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acético 2,5 % en agua destilada y, a continuación, se trataron con 0,5 % Tritón X-

100 (250 l/pocillo) durante 10 minutos y se rascaron con la punta de la pipeta. Las 

células se recogieron en filtros de fibra de vidrio y se cuantificó la radioactividad en 

un contador Beta (BECKMAN LS650 Multi-purpose Scintillation Counter)

obteniéndose un  valor que se expresa en cpm de radioactividad por pocillo. 

- Las células control fueron incubadas sólo con medio DMEM/HAM F-12 que 

contenía la misma cantidad de etanol (0,4%) y BSA [bovine serum albumin] (0,1%) 

que las condiciones de tratamiento con Dx, IGF-I y VitD. 

- El resultado corresponde al valor medio obtenido para cuatro pocillos para cada una 

de las condiciones de cultivo expresado como porcentaje respecto a la condición 

control (100%). 

TRATAMIENTO 

1 Control

2 Dexametasona 10-9 M 

3 Dexametasona 10-6 M 

4 IGF-I 100 ng/ml 

5 IGF-I + Dexametasona 10-6 M 

6 Vitamina D 10-11 M 

7 Vitamina D 10-6 M 

8 IGF-I + Vitamina D 10-6 M 

Tabla 3. Condiciones de cultivo correspondientes al estudio de proliferación 
celular de la línea celular C-28/I2. 

Dexametasona: SIGMA Chemical CO. 
IGF-I: Pharmacia.  
Vit D (Calcitriol [1,25(OH)2-Vitamin D3]): Solvay Duphar. 

SIEMBRA
RECOGIDA

DE CÉLULAS

24h 48h 72h 96h

Figura 13. Protocolo de incubación de las células de la línea C-28/I2 para el 
estudio de proliferación celular por incorporación de timidina-3H al DNA. 
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3.2 CULTIVOS PRIMARIOS DE CONDROCITOS HUMANOS 

PROCEDENTES DE CARTÍLAGO DE EPÍFISIS FETAL 

3.2.1 Cultivo celular de condrocitos procedentes de epífisis fetal humana

Los cultivos de condrocitos fueron preparados a partir del cartílago epifiseal de 28 

fetos humanos (13  y 15 ), de diferentes edades gestacionales (14-24 semanas), 

recogidos, previa autorización de necropsia, en las primeras 12 horas “post mortem”. 

Las muestras proceden del Banco de Tejidos del Hospital Vall d’Hebron. En todos los 

casos el diagnóstico excluía las patologías relacionadas con el crecimiento. 

El cultivo de condrocitos se realizó según la técnica puesta a punto en nuestro 

laboratorio101, consistente en: 

- Recogida de las epífisis tibiales, en las primeras 12 horas “post mortem”, en 

condiciones de esterilidad, depositándolas en una caja con medio HAM F-12 estéril. 

- En una cámara de flujo laminar se limpiaron las epífisis, separando el cartílago de 

los tejidos adyacentes y aponeurosis, cortándose en finas láminas que fueron 

depositadas en una cápsula de Petri con medio de cultivo HAM F-12, donde fueron 

finamente troceadas. 

El tejido así obtenido fue sometido a dos digestiones enzimáticas sucesivas en 

agitación constante en una cámara de digestión con dos compartimentos separados por 

una malla (tamaño del poro: 63 micras): 

- tripsina 0,2% durante 30 minutos a 37ºC. 

-    colagenasa 0,2 %, durante 30 minutos a 37ºC. 

En aquellos casos en los que el tejido no quedó bien digerido se realizó otra 

digestión enzimática adicional con colagenasa 0,2% durante 30 minutos a 37ºC. 

La suspensión celular obtenida se centrifugó a 810 g durante 10 minutos y el 

depósito celular se resuspendió en 1-2 ml medio de cultivo HAM F-12, en función del 

tamaño del precipitado. El número de células se contó mediante la cámara de Neubauer. 

Los condrocitos fueron sembrados en frascos de cultivo celular de 75 cm2 de 

superfície a una densidad de 4000-7000 células/cm2 con 14 ml de medio de cultivo 

HAM F-12 suplementado con 10 % de SBF, 25 UI de penicilina y de estreptomicina. El 

aporte de nutrientes se realizó mediante el cambio de medio de cultivo, efectuado cada 

72 horas. Los frascos se mantuvieron a 37ºC, con 5% CO2 en aire y humedad. 
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3.2.2 Condiciones de cultivo

Para poder determinar las condiciones óptimas del cultivo para realizar los estudios 

de regulación de la proliferación y de la expresión génica se realizó una curva de 

crecimiento para lo cual se sembraron 15.000 células/cm2 en una placa de 96 pocillos 

con 250 l de medio HAM F-12 suplementado con un 10% de SBF y 25 UI de 

penicilina y de estreptomicina. El cultivo se continuó durante 12 días, cambiándose el 

medio cada 48 horas. Cada día se tripsinizaron 3 pocillos, desde el día 1 hasta el día 12, 

con el siguiente protocolo: 

- Se aspiró el medio de cultivo y se guardó a –20ºC. 

- Se realizaron tres lavados con PBS a 37ºC. 

- Se añadieron 50 l de tripsina 0,2% y se incubaron las placas a 37ºC durante 3-5 

minutos. 

- Se añadieron 100 l de PBS frío, se recogieron las células en un tubo, se lavó el 

pocillo con otros 100 l de PBS frío. 

- Se centrifugó la suspensión celular a 810 g durante 15 minutos a 15ºC. 

- Se eliminó el sobrenadante y se resuspendió el precipitado en 1 ml de PBS frío. 

3.2.3 Control de pureza de los cultivos de condrocitos

Para comprobar que las células en cultivo mantenían el fenotipo condrocítico se 

realizó una reacción de PCR de genes específicos de cartílago, como COMP, COL2A1 

y aggrecan, utilizando RNA total procedente de células obtenidas a partir de cartílago 

fetal y RNA total procedente de fibroblastos de piel fetal. Con los productos obtenidos 

se realizó una electroforesis en gel de poliacrilamida y se secuenciaron. 

3.2.4 Protocolo de incubación

En el protocolo de cultivo, las células fueron sincronizadas desde un inicio ya que se 

sembraron en condiciones de deprivación durante 48h. 

Se analizó la expresión de genes del eje GH-IGFs, del factor de transcripción SOX9 

y de proteínas de la matriz extracelular. Los genes estudiados se presentan en la Tabla

4.
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Factores de 

crecimiento

Receptores Proteínas 

transportadoras 

Factores de 

transcripción 

Proteínas 

de matriz 

IGF-I IGF-IR IGFBP3 SOX9 COL2A1

IGF-II GHR Aggrecan

COMP 

Tabla 4. Genes analizados en este trabajo 

3.2.4.1 Estudio de la proliferación celular 

El estudio de la proliferación celular se realizó mediante el análisis de la 

incorporación de la timidina-3H al DNA. La valoración de la incorporación de timidina-
3H al DNA se ha realizado siguiendo una metodología basada en el método descrito por 

Madsen et al.100 con alguna modificación101. Cuando los condrocitos en cultivo primario 

alcanzaron la fase de confluencia celular se tripsinizaron y 60.000 células/cm2 fueron 

depositadas en una placa de 96 pocillos con 300 l de medio HAM F-12 sin SBF 

durante 48 horas (condiciones de deprivación). El protocolo de incubaciones y recogida 

de las células que se ha seguido es el mismo que el indicado para el estudio de 

proliferación celular de la línea C-28/I2 (ver apartado 3.1.16).

Las células control fueron incubadas sólo con medio HAM F-12 sin SBF que 

contenía la misma cantidad de etanol (0,4%) y BSA (0,1%) que las condiciones de 

tratamiento con Dx, Mifepristone (MF), IGF-I y VitD. Se han realizado 28 

experimentos a partir de cartílagos procedentes de 28 fetos diferentes (edad gestacional: 

20.7 ± 2.1 semanas). El resultado corresponde al valor medio obtenido para cuatro 

pocillos para cada una de las condiciones de cultivo expresado como porcentaje 

respecto a la condición control (100%). 

Los diferentes tratamientos analizados son los especificados en la Tabla 5.
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TRATAMIENTO 
1 Control
2 Dexametasona 10-9 M
3 Dexametasona 10-8 M
4 Dexametasona 10-7 M
5 Dexametasona 10-6 M
6 Dexametasona 10-5 M
7 IGF-I 100 ng/ml
8 IGF-I 100 ng/ml + Dx 10-6 M
9 Mifepristone 10-6 M

10 MF 10-6 M + Dx 10-9 M
11 MF 10-6 M + Dx 10-7 M
12 MF 10-6 M + Dx 10-6 M
13 GH 500 ng/ml
14 GH + Dx 10-9 M
15 GH + Dx 10-6 M
16 Vitamina D 10-11 M
17 Vitamina D 10-10 M
18 Vitamina D 10-9 M
19 Vitamina D 10-8 M
20 Vitamina D 10-7 M
21 Vitamina D 10-6 M
22 IGF-I 100 ng/ml + Vit D 10-6 M
23 Dx 10-6 M + Vit D 10-6 M
24 GH + Vit D 10-11 M
25 GH + Vit D 10-10 M
26 GH + Vit D 10-9 M
27 GH + Vit D 10-8 M
28 GH + Vit D 10-7 M
29 GH + Vit D 10-6 M
30 GH + Vit D 10-11 M + Dx 10-9 M
31 GH + Vit D 10-10 M + Dx 10-9 M
32 GH + Vit D 10-9 M + Dx 10-9 M
33 GH + Vit D 10-8 M + Dx 10-9 M
34 GH + Vit D 10-7 M + Dx 10-9 M
35 GH + Vit D 10-6 M + Dx 10-9 M
36 GH + Vit D 10-11 M + Dx 10-6 M
37 GH + Vit D 10-10 M + Dx 10-6 M
38 GH + Vit D 10-9 M + Dx 10-6 M
39 GH + Vit D 10-8 M + Dx 10-6 M
40 GH + Vit D 10-7 M + Dx 10-6 M
41 GH + Vit D 10-6 M + Dx 10-6 M

Tabla 5. Condiciones de cultivo correspondientes al protocolo de incubación. 
El Control corresponde a las células que han sido incubadas con medio de 
cultivo que contenía la misma cantidad de etanol y BSA que las condiciones 
de Dx, MF, IGF-I y VitD. 
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3.2.4.2 Estudio de la expresión génica

A partir del mismo cultivo y en paralelo, para el estudio del patrón de expresión de 

los genes especificados en la Tabla 4 se sembraron 42.000 células/cm2 en placas de 6 

pocillos y se incubaron 48 horas con 2 ml de medio HAM F-12 sin SBF. Posteriormente 

se incubaron las células con los tratamientos diferentes especificados en la Tabla 5

durante otras 48 horas. Pasado este tiempo se recogieron los medios de cultivo y se 

congelaron a -20ºC para el posterior análisis de proteínas en el medio. Se añadió a cada 

pocillo 1 ml de PBS frío y se recogieron las células mediante rascado. Se lavaron las 

células con otro ml de PBS frío. Se centrifugaron los 2 ml a 11.000 g durante 2 minutos, 

se eliminó el sobrenadante y se añadió una solución de lisis que contenía GTC para 

proteger el material de las RNasas endógenas y se realizó una agitación fuerte para 

romper las células. Este material se guardó en el congelador a -80ºC para procesamiento 

posterior.

3.2.5 Extracción de RNA total de las células de cultivos primarios

El protocolo utilizado para la extracción de RNA total de las células es el mismo 

que el utilizado para la extracción de RNA total de las células de la línea condrocítica 

C-28/I2 (ver apartado 3.1.4). En este caso, se realizó un tratamiento adicional con 27 

Kunitz U de DNasa I (RNeasy-Free DNase Set, QIAGEN) durante 15 minutos a 

temperatura ambiente mientras el RNA estaba unido a la membrana de silica-gel. 

Después esta DNasa fue eliminada con un lavado.  
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3.2.6 Amplificación del RNA mediante la técnica de RT-PCR en dos etapas (Two-Step)

5’ 3’ tRNA
5’

Random
hexamer

5’3’

cDNA

cDNA

RT

Extensión del cebador

Síntesis de la 1ª cadena de cDNA

5’3’
Cebador
sentido

5’

Extensión del cebador

5’3’
5’ 3’

Síntesis de la 2ª cadena de cDNA

5’3’
5’

5’ 3’

Amplificación por PCR

Cebador sentido

Cebador 
antisentido

5’

PCR

Ciclo 1

Ciclo 2

5’ 3’ tRNA
5’

Random
hexamer

5’3’

cDNA

cDNA

RT

Extensión del cebador

Síntesis de la 1ª cadena de cDNA

5’3’
Cebador
sentido

5’

Extensión del cebador

5’3’
5’ 3’

Síntesis de la 2ª cadena de cDNA

5’3’
5’

5’ 3’

Amplificación por PCR

Cebador sentido

Cebador 
antisentido

5’

PCR

Ciclo 1

Ciclo 2

total

Figura 14. Amplificación de RNA mediante RT-PCR en dos etapas. 

En el paso de transcripción reversa o retrotranscripción (RT) el cDNA es 

retrotranscrito a partir de RNA total utilizando hexámeros aleatorios (random

hexamers). En el paso de PCR, los productos se sintetizaron a partir del cDNA 

retrotranscrito utilizando TaqMan Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems) 

(Figura 14). 

3.2.6.1 Síntesis de cDNA 

Para la síntesis de cDNA se realizó RT utilizando el preparado comercial Taqman

Reverse Transcription Reagents (Applied Biosystems). El RNA total fue retrotranscrito 

en un volumen final de 100 l que contenía de 0,5 a 1,5 g de RNA total, 5,5 mM de 
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MgCl2, 500 M de cada uno de los dNTPs, 2,5 M de Radom Hexamers, 0,4 U/ l de 

inhibidor de RNasa y 1,25 U/ l de MultiScribe Reverse Transcriptase. La RT se 

realizó, según las condiciones especificadas en la Figura 15, en el termociclador Gene 

Amp PCR System 2700 (Applied Biosystems): 

48ºC
95ºC

30 min

5 min
25ºC
10 min

Hibridación Transcripción
reversa

Inactivación de 
la transcriptasa

reversa

48ºC
95ºC

30 min

5 min
25ºC
10 min

Hibridación Transcripción
reversa

Inactivación de 
la transcriptasa

reversa

Figura 15. Esquema de las etapas de la transcripción reversa. 

Al utilizar como cebadores los random hexamers es necesaria la incubación de 10 

minutos a 25ºC para maximizar la unión del cebador al RNA molde. 

Una vez finalizada la RT, el cDNA se alicuotó para sólo descongelar cada alícuota a 

utilizar. 

3.2.6.2 Placa de controles endógenos 

Esta placa evalúa la expresión de once controles endógenos utilizando la RT-PCR 

en dos etapas. Además la placa contiene un Control Interno Positivo (IPC) diseñado 

para detectar la presencia de inhibidores de la reacción de PCR en las muestras 

analizadas.

    Muestra control 

Muestra 1 

Muestra 2 

Muestra 3 
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Columna CONTROL Abreviación 

1 Control positivo interno  IPC

2 18S rRNA 18S 

3 Proteína acídica ribosomal huPO 

4 -actina hu A

5 Ciclofilina huCYC 

6 Gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa huGAPDH 

7 Fosfoglicerokinasa huPGK 

8 2-microglobulina hu 2m 

9 -glucoronidasa huGUS 

10 Hipoxantin ribosil transferasa huHPRT 

11 Factor de transcripción IID, TATA binding protein huTBP 

12 Receptor de transferrina huTfR 

Figura 16. Esquema de la TaqMan Human Endogenous Control Plate 
(Applied Biosystems) y tabla de los genes endógenos analizados. 

Para poder elegir el control endógeno adecuado se utilizó TaqMan Human 

Endogenous Control Plate (Applied Biosystems) que consiste en una MicroAmp® 

Optical 96-well Reaction Plate (Applied Biosystems) dividida en 12 columnas, una para 

control endógeno. Cada columna contiene 8 pocillos que contienen los cebadores y 

sondas TaqMan necesarios para la detección de cada gen (Figura 16). El RNA fue 

retrotranscrito a cDNA utilizando el kit TaqMan Reverse Transcription Reagents

(Applied Biosystems) pero partiendo de 600 ng de RNA total. Se utilizó el mismo 

protocolo para todos los genes excepto para el cDNA que se utilizó para cuantificar el 

18S. Para este gen el RNA total fue retrotranscrito en un volumen final de 100  l que 

contenía 200 ng de RNA total, 5,5 mM de MgCl2, 500 M de cada uno de los dNTPs, 

2,5 M de Radom Hexamers, 0,4 U/ l de inhibidor de RNasa y 3,125 U/ l de 

MultiScribe Reverse Transcriptase. También variaron las condiciones de la reacción 

(Figura 17). 
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37ºC
95ºC

30 min

5 min
25ºC
10 min

Hibridación Transcripción
reversa

Inactivación de 
la transcriptasa

reversa

37ºC
95ºC

30 min

5 min
25ºC
10 min

Hibridación Transcripción
reversa

Inactivación de 
la transcriptasa

reversa

Figura 17. Esquema de las etapas de la transcripción reversa del 18S 

ribosomal. 

En la reacción de PCR, los productos se sintetizaron a partir del cDNA utilizando 

TaqMan Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems). Las sondas utilizadas en 

esta placa están marcadas con VIC (reporter) y TAMRA (quencher). Cada pocillo 

contenía 25 l de mezcla de la cual la mitad correspondía a TaqMan Universal PCR 

Master Mix (concentración final 1x) y 2 l del cDNA retrotranscrito en el paso anterior. 

Se ha evaluado la expresión de estos genes en cuatro muestras distintas por duplicado: 

- muestra no tratada (muestra control) 

- muestra tratada con Dx 10-5 M (muestra 1) 

- muestra tratada con VitD 10-6 M (muestra 2) 

- muestra tratada con IGF-I 100 ng/ml (muestra 3) 

Estos tratamientos se aplicaron siguiendo el mismo protocolo de incubación que 

para el estudio de la proliferación celular (ver apartado 3.2.4.1). Las condiciones de la 

reacción de PCR son las  representadas en la Figura 18.

Desnaturalización

Fase de hibridación 
y extensión

95ºC 95ºC

60ºC10 min 15 seg

1 min

40 CICLOS

50ºC
2 min

Activación Activación de 
AmpliTaq GoldAmperasa 

UNG

Figura 18. Etapas de la reacción de PCR cuantitativa a tiempo real. 
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El preparado comercial TaqMan Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems) 

contiene AmpliTaq Gold® DNA Polymerase, que es una DNA polimerasa termoestable. 

Este enzima tiene actividad 5’     3’ nucleasa pero ha perdido la actividad 3’     5’ 

exonucleasa. TaqMan Universal PCR Master Mix es una mezcla concentrada 2x que 

contiene los reactivos suficientes para llevar a cabo la reacción de PCR. La mezcla está 

optimizada para las reacciones TaqMan y contiene la AmpliTaq Gold DNA polimerasa,

AmpErase UNG, dNTPs con dUTP y tampón para optimizar las condiciones.  

Una vez finalizada la reacción de PCR es necesario establecer el umbral de 

detección dentro de la fase exponencial de la escala logarítmica de todas las curvas de 

amplificación. En la fase exponencial los datos que se obtienen incrementan 

linealmente. Si esto no es posible, se puede trabajar con múltiples umbrales, diferentes 

según el gen analizado.  Se calcula el Ct entre la muestra control y las diferentes 

muestras problema. 

Ct (muestra) = media de Ct(control) – media de Ct (muestra) 

 El valor de Ct de la muestra control será de 0, mientras que para el resto de 

muestras se pueden obtener valores negativos (gen menos expresado en la muestra 

problema que en la muestra control) o positivos (gen más expresado en la muestra 

problema que en la muestra control). Los resultados de la TaqMan Human Endogenous 

Control Plate (Applied Biosystems) se expresan en Ct, mayores o menores que el Ct

de la muestra control. De esta manera, el control representa la línea basal para los 

ensayos y se muestra con el valor 0 en el gráfico. Un Ct igual a 1 equivale a una 

diferencia de 2 veces la concentración inicial de tránscrito. El mejor control endógeno 

es aquel que menos variaciones provoque en cuanto al Ct en las diferentes muestras 

analizadas, es decir, el que menos varía respecto al valor 0 (valor de la muestra control). 

Idealmente, el mejor control sería aquel que se mantuviera constante en todas las 

muestras.

3.2.7 Assays-on-Demand

Para el estudio de la expresión génica se han utilizado Assays-on-Demand (Applied 

Biosystems) y el sistema ABI PRISM 7000 (Applied Biosystems). Estos ensayos 

permiten la obtención de resultados de secuencias de referencia de tránscritos humanos 

(RefSeq).
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La expresión génica se detecta en una RT-PCR en dos etapas, en la que la etapa de 

la reacción de PCR está acoplada a un ensayo nucleasa 5’ fluorogénico. Todos los 

Assays utilizados están diseñados y optimizados para trabajar con TaqMan PCR Master 

Mix y amplifican dianas de cDNA sin amplificar DNA genómico. Estos ensayos 

contienen sondas TaqMan® MGB y cebadores a concentraciones no limitantes. 

Las sondas MGB (minor groove binder) contienen un reporter marcado con 6-FAM 

en el extremo 5’ de la sonda y un quencher no fluorescente (NFQ) en el extremo 3’ de 

la sonda (Figura 19). La modificación MGB de estas sondas incrementa la Tm sin 

necesidad de incrementar el tamaño de la sonda. Esto permite la utilización de sondas 

más pequeñas.  

R NFQ MGB

Sonda TaqMan MGB

R NFQ MGB

Sonda TaqMan MGB

Figura 19. Esquema de la sonda TaqMan® MGB. (R: reporter; NFQ: 
quencher no fluorescente; MGB: minor groove binder).

Se realizó la reacción de PCR en un volumen final de 20 l que contenía 500 ng de 

cDNA, 1x Assay-on-Demand y 1x TaqMan Universal PCR Master Mix. Las 

condiciones de la PCR son las mismas que las que se utilizaron para el análisis de los 

controles endogénos (Figura 18). Los Assays-on-Demand utilizados son los 

especificados en la Tabla 7.

LOCALIZACIÓN GEN ASSAY RefSeq
Exón Nucleótido

IGF-I Hs00153126_m1 NM_000618.2 1-2 224
IGF-II Hs00171254_m1 NM_000612.2 1-2 549
IGFBP3 Hs00426287_m1 NM_000598.4 - 532
IGF-IR Hs00609566_m1 NM_000875.2 10-11 2246
GHR Hs00174872_m1 NM_000163.2 - 314
SOX9 Hs00165814_m1 NM_000346.2 2-3 1060
COL2A1 Hs00264051_m1 NM_033150.1 6-7 475
Aggrecan Hs00153936_m1 NM_013227.1 11-12 2324
COMP Hs00164359_m1 NM_000095.2 4-5 425

Tabla 5. Assays-on-Demand utilizados en este trabajo. 
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3.2.8 Cuantificación de la expresión génica

Se han realizado 12 experimentos con condrocitos obtenidos a partir de cartílagos 

procedentes de 12 fetos diferentes (5  y 7 ). Para cada muestra analizada por PCR 

cuantitativa a tiempo real se han realizado triplicados tanto del control endógeno 

huCYC como de cada uno de los genes de interés. Una vez comprobado, mediante 

cuantificación relativa por el método de curva estándar, que la eficiencia de la 

amplificación de cada uno de los genes a cuantificar era idéntica a la del gen endógeno, 

el método de cálculo utilizado en este trabajo ha sido el de cuantificación relativa por 

comparación de Ct o Ct. La cantidad del gen problema, normalizada con el gen 

endógeno y relativizada respecto a la muestra control o calibradora (muestra no tratada), 

se calculó mediante la fórmula 2- Ct, donde Ct es igual a Ct (muestra tratada) - Ct

(muestra calibradora) y Ct es el Ct del gen problema restado del Ct del gen endógeno.

3.3 CUANTIFICACIÓN DE LAS PROTEÍNAS IGF-I E IGFBP3 EN LOS 

MEDIOS DE CULTIVO 

3.3.1 Cuantificación de la proteína IGF-I en el medio de cultivo

La concentración de la proteína IGF-I se ha cuantificado en el medio de cultivo de 

tres experimentos al final del protocolo de incubación de 48h mediante ELISA 

(Diagnostic Systems Laboratories, Inc.), previa separación de IGFBPs para evitar 

interferencias en la cuantificación. Se trata de un inmunoensayo tipo “sandwich” en dos 

pasos (Figura 20). Los estándares, los controles y las muestras problema previamente 

diluidas (dilución 1/100) se incubaron en pocillos que han sido previamente recubiertos 

con un anticuerpo frente a IGF-I. Tras la incubación y el lavado, los pocillos se trataron 

con otro anticuerpo anti-IGF-I marcado con la enzima peroxidasa de rábano picante. 

Tras otra incubación y lavado, los pocillos se incubaron con el sustrato 

tetrametilbenzidina (TMB). A continuación, se añadió una solución ácida para parar la 

reacción y el grado de producción mediada por enzimas se determinó mediante una 

doble medición de absorbancia a dos longitudes de onda: 450 y 620 nm. La absorbancia 

medida es directamente proporcional a la cantidad de IGF-I presente en el medio. La 

lectura de los estándares permitió establecer una curva patrón en la que se estrapolaron 

los resultados de las muestras problema.  
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Figura 20. ELISA para la cuantificación de la proteína IGF-I. 

3.3.2 Cuantificación de la proteína IGFBP3 en el medio de cultivo

La concentración de la proteína IGFBP3 se ha cuantificado en el medio de cultivo 

de dos experimentos al final del protocolo de incubación de 48h mediante 

inmunoanálisis de quimioluminiscencia automatizado IMMULITE® (Diagnostics 

Products Corp). 

3.4 ANÁLISIS ESTADÍSTICO DE LOS RESULTADOS 

Los resultados se han expresado como media  desviación estándar. Las diferencias 

entre los tratamientos se han calculado mediante el test de la t-Student para datos 

apareados utilizando el programa estadístico StatView 4.5. 
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4.1 LÍNEA CELULAR CONDROCÍTICA HUMANA PREESTABLECIDA        

C-28/I2

4.1.1 Condiciones de cultivo

Se analizó la curva de crecimiento de los condrocitos de la línea celular humana C-

28/I2 para establecer las condiciones óptimas de cultivo. El recuento de células se 

realizó mediante cámara de Neubauer. La curva de crecimiento obtenida se representa 

en la Figura 21.

DÍA DE CULTIVO

N
º

30

Figura 21. Curva de crecimiento de la línea celular C-28/I2 expresada en 
número de células (x 10-5) por día de cultivo. Cada punto representa la 
media ± DE de tres cajas por día. 

Como se observa en la Figura 21, las células de la línea C-28/I2 se mantienen en 

fase de latencia los 4 primeros días, durante los cuales tiene lugar la recuperación del 

cultivo, produciéndose una pérdida del número de células el día 1 respecto a las células 

que se sembraron. A partir del día 5 el cultivo entra en fase de crecimiento exponencial 

produciéndose un incremento del número de células hasta llegar al día 10, en el cual se 

alcanza el número máximo. A partir del día 10 el número de células se mantiene estable 

hasta el día 13 en que aumenta la muerte celular con la consiguiente disminución de 
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células. Utilizando microscopio de campo invertido se observó que el cultivo alcanzó la 

fase de confluencia el día 10. 

Para el estudio de la proliferación celular se sembraron 3000 células/cm2 y se 

dejaron crecer durante 10 días para que las células estuvieran en fase exponencial 

tardía. A partir de ese momento se realizaron los protocolos de incubación. 

4.1.2 Amplificación específica de los genes de interés

Debido a que se obtiene RNA en cantidad insuficiente para el número de 

determinaciones necesarias en este estudio, para establecer las condiciones óptimas de 

la reacción de PCR de cada uno de los genes de interés, en cuanto a concentración de 

Mg+2 y Tm, se utilizó DNA genómico. Para visualizar los productos obtenidos se realizó 

una electroforesis en gel de poliacrilamida y tinción de plata (Figura 22).
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Figura 22. Puesta a punto de las reacciones de amplificación. Electroforesis en 
gel de poliacrilamida de los productos obtenidos de la amplificación de dos 
DNA genómicos humanos (DNA1 y DNA2) utilizando los cebadores diseñados 
para los genes IGF-II, IGFBP3, COMP, SOX9, COL2A1 y COL10. En el control 
se ha sustituido el DNA genómico por agua para descartar contaminación de 
la mezcla de PCR. Se ha utilizado 100 bp Ladder como marcador de peso 
molecular.
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Una vez realizada la reacción de PCR, se comprobó por electroforesis que el 

tamaño del amplicon se correspondía con el tamaño esperado (ver Tabla 1) y se 

procedió a secuenciar los productos obtenidos para confirmar que se trataba del gen 

para el cual estaban diseñados.

La secuenciación de los productos demostró que correspondían a los genes para los 

cuales estaban diseñados estos cebadores. En otros casos, como en COMP, se obtuvo 

una banda del tamaño esperado pero muy poco representada, de manera que se 

procedió a realizar otra reacción de PCR utilizando diferentes concentraciones de Mg2+

(ver Figura 23).
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Figura 23. Puesta a punto de la reacción de amplificación de COMP. 
Electroforesis en gel de poliacrilamida de los productos obtenidos a partir de la 
amplificación de dos DNA genómicos humanos (DNA1 y DNA2) realizando un 
gradiente de Mg2+ (concentraciones 0,5, 1, 1,5 y 2 mM). En el control se ha 
sustituido el DNA genómico por agua para descartar contaminación de la 
mezcla de PCR. Se ha utilizado 100 bp Ladder como marcador de peso 
molecular.

En la Figura 23 se observa que la concentración adecuada para amplificar COMP a 

partir de DNA genómico es 0,5 mM de Mg2+. Se secuenció el producto de la reacción 
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de PCR y se comprobó que la secuencia obtenida se correspondía con la secuencia 

esperada, de manera que se consideró que los cebadores eran adecuados para amplificar 

el mRNA de este gen. 

Para algunos genes, como COL2A1, se obtuvo más de un producto (ver Figura 22,

bandas A y B) de manera que se separaron las bandas obtenidas después de hacer la 

electroforesis en gel de poliacrilamida. Se utilizaron dos procedimientos diferentes para 

recuperar las dos bandas de mayor intensidad que se habían observado en la Figura 22:

recuperación a partir de gel de poliacrilamida y recuperación a partir de gel de agarosa. 

Tanto en un caso como en otro, una vez recortadas las bandas se procedió a eliminar la 

poliacrilamida o la agarosa respectivamente y se reamplificó y secuenció el producto 

resultante. La Figura 24 representa el gel de poliacrilamida después de la electroforesis 

de los productos de las dos bandas recortadas y reamplificadas a partir del gel de 

poliacrilamida de la Figura 22.
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Figura 24. Puesta a punto de la reacción de 
amplificación de COL2A1. Electroforesis en gel de 
poliacrilamida de los productos obtenidos a partir de la 
reamplificación de las bandas A y B recortadas del gel 
de la Figura 22.
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COL1A2 y COL2A2. Esto es debido a que los diferentes tipos de colágenos presentan 

elevada homología en cuanto a su secuencia.  

4.1.3 Amplificación del RNA mediante la técnica de RT-PCR en una sola etapa para 

cada uno de los genes de interés

Una vez comprobado que los cebadores diseñados permitían amplificar los genes de 

interés, se procedió a la extracción del RNA total de las células de la línea condrocítica 

C-28/I2 para comprobar que estos cebadores también podían amplificar RNA de forma 

específica. Se realizaron reacciones de RT-PCR en paralelo con RNA total no tratado y 

tratado con DNasa I, para eliminar la posible contaminación de DNA genómico durante 

el proceso de obtención de RNA total, para cada uno de los genes. Una vez finalizada la 

reacción se realizó una electroforesis en gel de poliacrilamida y tinción de plata (Figura

25).
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Figura 25. Electroforesis en gel de poliacrilamida de los productos de RT-
PCR a partir de RNA total de células de la línea celular C-28/I2 sin/con 
tratamiento con DNasa I. 
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En la Figura 25 se puede observar como el RNA total extraído estaba contaminado 

con DNA genómico: en el caso de aggrecan los cebadores estaban diseñados en exones 

diferentes y se obtuvieron dos productos de tamaño diferente correspondientes a la 

amplificación de DNA genómico (682 pb) y a la amplificación de RNA (182 pb). Al 

tratar el RNA total extraído con DNasa I la banda correspondiente al producto obtenido 

al amplificar DNA genómico desaparece. Lo mismo debería suceder con el IGF-II, en 

el que los cebadores también se localizan en exones diferentes, pero las bandas 

correspondientes a la amplificación de DNA genómico no aparecen. Esta diferencia es 

debida a que el aggrecan es un gen poco representado en la muestra, como se comprobó 

posteriormente con el método de cuantificación, de manera que los cebadores compiten 

por unirse tanto al RNA total como a la traza de DNA genómico que pueda existir en la 

muestra. Por el contrario, el IGF-II no se ve tan afectado por la presencia de trazas de 

DNA genómico ya que es un gen que está más representado en la muestra. 

Debido a que la extracción de RNA total no es específica y requiere realizar un 

tratamiento con DNasa para eliminar la contaminación de DNA genómico, se realizó la 

extracción de mRNA. El preparado comercial utilizado asegura una extracción 

específica de mRNA sin contaminación de DNA genómico ya que se basa en un 

sistema de purificación por afinidad a celulosa oligo(dT), hecho que se comprobó al 

realizar la RT-PCR con los cebadores anteriormente mencionados. Al hacer la 

electroforesis de los productos resultantes se comprobó que no aparecían las bandas 

correspondientes a la amplificación de DNA genómico.  

Para determinar el número de ciclos que se corresponden con amplificación 

exponencial, se realizó un experimento de RT-PCR a diferente número de ciclos de 

manera que las muestras se fueron extrayendo en los ciclos de amplificación 25, 30, 35 

y 40 de la reacción. Estas muestras se cargaron en un gel de agarosa comercial para 

hacer la electroforesis. Se comprobó mediante el sistema de análisis de imagen 

MultiAnalyst que a 40 ciclos la reacción no llega a saturación, condición necesaria para 

realizar la cuantificación de los productos amplificados, ya que no existirá limitación de 

reactivos. De manera que las cuantificaciones se realizaron a partir de RT-PCR de 40 

ciclos. 

Una vez establecidas las condiciones óptimas se realizaron las  reacciones de RT-

PCR en una sola etapa utilizando los cebadores específicos para cada uno de los genes 

analizados. Los productos obtenidos se visualizaron mediante electroforesis en geles de 

agarosa comerciales y tinción de BE y se cuantificaron las bandas con el sistema 
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MultiAnalyst 1.0.2 utilizando como patrón el Precision Molecular Mass de Bio-Rad. El 

sistema MultiAnalyst 1.0.2,  mediante método densitométrico y análisis computerizado, 

da un valor a la muestra de interés, en escala arbitraria. La cantidad de producto se 

determina por comparación con el patrón calibrado. 

En la Figura 26 se representa la imagen de uno de estos geles de agarosa, a partir de 

la cual se ha realizado la cuantificación.
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81 32 4 5 6 7
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8

Figura 26. Electroforesis en gel de agarosa comercial de los productos de 
RT-PCR del gen COL10 obtenidos a partir del mRNA extraído de las células 
de la línea celular C-28/I2. Cada número representa el día de cultivo. 

En la Figura 26 las muestras se cargaron de forma correlativa, aunque para la 

cuantificación de los geles las muestras se cargaron de forma aleatoria y siempre se 

realizaron mediciones del fondo del gel para cada una de las bandas cuantificadas. De 

esta manera se eliminaron las posibles variaciones en cuanto a tinción de BE que se 

pueden producir en estos geles. En esta figura se puede observar como el gen 

amplificado empieza a expresarse a partir del día 6 de cultivo aunque es a partir del día 

7 cuando el producto es más abundante. Los resultados obtenidos de las 

cuantificaciones realizadas para cada uno de los 14 días de cultivo de la línea celular 

condrocítica C-28/I2 son los que están representados en las Figuras 27-31.
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4.1.4 Cuantificación de los genes de interés

- Sistema de los IGFs 
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Figura 27. Análisis semicuantitativo de la expresión de los genes del eje 
IGFs a lo largo de los diferentes días de cultivo. La RT-PCR para cada uno 
de ellos se realizó partiendo de 5 ng de mRNA para la expresión de IGF-IA, 
IGF-IB e IGF-IR, 10 ng para la de IGFBP3 y 20 ng para la de IGF-IIR. 

La expresión de la isoforma IGF-IB es tres veces superior a la expresión de la 

isoforma IGF-IA. La expresión de IGF-IA se mantiene constante a lo largo de todo el 

cultivo (4,89 ± 1,82). Se observa un máximo de expresión el día 8, coincidiendo con la 
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mitad de la fase exponencial. Con el IGF-IB (12,98 ± 3,84) sucede algo similar pero, en 

este caso, el máximo de expresión se detecta el día 6 y se mantiene constante hasta el 

día 9, siendo esta expresión tres veces superior a la de IGF-IA.

En este sistema de cultivo es más abundante la expresión de IGF-II que la de IGF-I. 

El pico de expresión del IGF-II se detecta el día 9 para luego disminuir coincidiendo 

con el final de la fase exponencial. El pico de expresión detectado es 1,5 veces superior 

al detectado para la isoforma IGF-IB. 

En cuanto a la proteína de transporte de los IGFs (IGFBP3) no se detecta mRNA 

hasta el día 6 de cultivo, pese a partir del doble de mRNA que para los genes anteriores. 

A partir del día 7 incrementa la expresión de este gen alcanzando el máximo el día 10, 

produciéndose después una disminución de la expresión. El pico de expresión de 

IGFBP3 es posterior al de IGF-I y al de IGF-II. 

La expresión del gen IGF-IR aumenta con los días de cultivo y se mantiene estable 

hasta el final de la fase exponencial, su pico de expresión es anterior al pico observado 

para el IGF-II y a partir del día 10 su expresión disminuye. 

El IGF-IIR se expresa muy poco en los diferentes días de cultivo a pesar de haber 

partido de 20 ng de mRNA. No se detecta expresión hasta el día 7 (fase exponencial), 

para mantenerse constante durante el resto de los días del cultivo. 
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- Receptores de glucocorticoides y GHR 

Figura 28. Análisis semicuantitativo de la 
expresión de los receptores de 
glucorticoides (GCCR  y GCCR ) y del 
receptor de GH (GHR) a lo largo de los 
diferentes días de cultivo. La RT-PCR se 
realizó partiendo de 20 ng de mRNA para 
la expresión de GCCR  y GCCR  y 5 ng 
para la de GHR. 
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Tanto la forma  como la forma  del GCCR se detectan a partir del día 8 de 

cultivo, aunque su expresión es baja. En ambos casos el máximo de expresión se 

obtiene los días 9 y 10 de cultivo para luego disminuir. Hay mayor expresión de la 

forma que de la forma 

Durante los primeros 5 días de cultivo, la expresión de GHR es muy baja. A partir 

del día 6, coincidiendo con el inicio de la fase exponencial, se produce un incremento 

de la expresión alcanzando el máximo el día 10 de cultivo. Posteriormente esta 

expresión disminuye. 
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- Factores de transcripción 

Figura 29. Análisis semicuantitativo de la 
expresión de los factores de transcripción 
SOX9, CBFA1 y Ets2  a lo largo de los 
diferentes días de cultivo. La RT-PCR se 
realizó partiendo de 5 ng de mRNA para 
la expresión SOX9 y Ets2 y 10 ng para la 
de CBFA1. 
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SOX9 se detecta a partir del día 8 de cultivo. Su expresión alcanza el máximo entre 

los días 10 y 11 y luego disminuye hasta casi desaparecer el día 14 de cultivo.

La expresión de CBFA1 comienza a detectarse el día 8 de cultivo y se alcanza el 

máximo el día 9 manteniéndose después su expresión. 

La expresión de Ets2 se detecta desde el inicio y el incremento de la expresión es 

paralelo a la progresión del cultivo. 

De entre los factores de transcripción estudiados, Ets2 es constitutivo ya que se 

detecta durante todo el cultivo mientras que SOX9 y CBFA1 están más expresados a 

partir de la fase exponencial. 
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- Proteínas de la matriz 

Figura 30. Análisis semicuantitativo de la 
expresión de las proteínas de matriz 
aggrecan, COL10 y CEP68 a lo largo de los 
diferentes días de cultivo. La RT-PCR se 
realizó utilizando 20 ng de mRNA para la 
expresión de aggrecan y 5 ng para la 
expresión de COL10 y CEP68. 
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La expresión de aggrecan es apenas detectable a pesar de haber partido de 4 veces 

más mRNA que en las otras cuantificaciones. Esta expresión se mantiene baja y 

constante durante todos los días del cultivo, de manera que se trata de un gen 

constitutivo pero su expresión se detecta a niveles bajos. 

La expresión de COL10 es baja y se detecta a partir del día 6. El máximo de 

expresión se alcanza el día 11 de cultivo, día en el que las células ya están en 

confluencia.  

CEP68 se expresa durante todo el cultivo aunque la expresión es baja durante los 

primeros 6 días, incrementando su expresión a partir del día 7 hasta el final del cultivo. 
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- GAPDH

GAPDH
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Figura 31. Análisis semicuantitativo de la expresión de GAPDH a lo largo de 
los diferentes días de cultivo. La RT-PCR se realizó partiendo de 5 ng de 
mRNA.

Durante los primeros cuatro días la expresión de GAPDH es baja. A partir del día 5, 

coincidiendo con el inicio de la fase exponencial del cultivo, incrementa su expresión 

hasta alcanzar el máximo coincidiendo con el final de la fase exponencial y se mantiene 

constante hasta el día 13 para luego disminuir el día 14 coincidiendo con la etapa de 

agotamiento del cultivo.  

El GAPDH no se puede utilizar en este modelo como normalizador de los 

resultados puesto que su expresión varía en función de los días de cultivo. Por ello, para 

realizar la cuantificación de la expresión de los diferentes genes se utilizó un patrón de 

bandas calibrado.

4.1.5 Estudio de la regulación de la proliferación celular

El estudio de la regulación de la proliferación celular se llevó a cabo mediante el 

análisis de la incorporación de timidina-3H al DNA de las células de la línea celular C-

28/I2. Después de 10 días de cultivo las células se deprivaron durante 48h y se trataron 

durante otras 48h con diferentes concentraciones de Dx y VitD, con IGF-I 100 ng/ml y 

con las combinaciones de Dx y VitD con IGF-I. Los resultados obtenidos se muestran 

en la Figura 32.
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Figura 32. Incorporación de timidina-3H al DNA de células de la línea celular 
C-28/I2 (media ± desviación estándar). Las células control se han incubado 
con medio que contiene la misma cantidad de etanol y BSA que las 
condiciones de Dx, VitD e IGF-I. Los resultados se expresan como 
porcentaje de radioactividad respecto a la condición control (100%). Se han 
realizado dos experimentos independientes.  

Se observa en la Figura 32 que en la línea celular C-28/I2 la incorporación de 

timidina-3H al DNA como índice de proliferación celular no se modificaba de forma 

valorable ni con el tratamiento con Dx (a las concentraciones de 10-9 M y 10-6 M), ni 

con IGF-I (100 ng/ml) ni con VitD (a las concentraciones de 10-11 y 10-6 M). 
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4.2 CULTIVOS PRIMARIOS DE CONDROCITOS HUMANOS 

PROCEDENTES DE CARTÍLAGO DE EPÍFISIS FETAL 

4.2.1 Condiciones de cultivo

Para establecer las condiciones óptimas de cultivo se analizó la curva de crecimiento 

de los condrocitos procedentes del cartílago de crecimiento epifiseal de fetos humanos 

en primer pase de cultivo. El recuento de las células se realizó mediante cámara de 

Neubauer. La curva de crecimiento obtenida se representa en la Figura 33.
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Figura 33. Curva de crecimiento de condrocitos procedentes de cartílago 
epifiseal fetal humano expresada en número de células (x10-4) por día de 
cultivo. Cada punto representa la media ± DE de tres pocillos por día.  

Se observa una recuperación lenta y progresiva del cultivo hasta el día 5, período 

durante el cual las células se adaptan al sistema de cultivo. A partir del día 6 de cultivo 

entran en fase de crecimiento exponencial hasta llegar a los días 9-11 de cultivo, 

cuando se alcanza el número máximo de células. Utilizando microscopio de campo 

invertido se observó que las células alcanzan la confluencia el día 10 de cultivo. 

Para el estudio de la proliferación celular y la expresión génica se establecieron las 

siguientes condiciones de cultivo: 
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- para el estudio de incorporación de timidina-3H al DNA, se sembraron 60.000 

células/cm2 que se corresponde con la densidad celular alcanzada el día 7 de 

cultivo (fase exponencial); 

- para el estudio de la expresión génica, se sembraron 42.000 células/cm2 que se 

corresponde con la densidad celular alcanzada entre los días 6-7 de cultivo (fase 

exponencial).

4.2.2 Control de pureza de los cultivos de condrocitos

Se realizó una reacción de PCR con RNA total procedente de condrocitos de 

cartílago fetal y RNA total procedente de fibroblastos procedentes de piel fetal 

obtenidos en un primer pase de cultivo. El resultado se representa en la Figura 34.
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Figura 34. Electroforesis en gel de poliacrilamida de los productos 
obtenidos de amplificar los genes IGFBP3, COMP, SOX9, COL2A1, 
COL10 y aggrecan a partir de RNA total de condrocitos de cartílago fetal y 
de fibroblastos procedentes de piel fetal obtenidos en un primer pase de 
cultivo.

Se determinó que aquellos genes específicos de cartílago como COMP, SOX9, 

COL2A1 y aggrecan, no se expresaban en fibroblastos pero sí en condrocitos obtenidos 
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a partir de cartílago epifiseal fetal, de manera que podíamos afirmar que estas células 

mantenían el fenotipo condrocítico en las condiciones de cultivo utilizadas.

4.2.3 Estudio de la regulación de la proliferación celular por GCs, VitD, IGF-I y GH

El estudio de la proliferación celular se llevó a cabo mediante el análisis de la 

incorporación de timidina-3H al DNA de condrocitos procedentes de cartílago epifiseal 

fetal humano. Se realizaron 28 experimentos diferentes con células procedentes de 

cultivos de 28 fetos diferentes (Edad gestacional: 20,7 ± 2,1 semana; 13 , 15 )

aunque no se analizaron todas las condiciones en todos los experimentos. El resultado 

representado en la Figura 35 corresponde a la media y desviación estándar de las 

determinaciones expresada en forma de % respecto a la condición control.

77



RESULTADOS 

0

10
0

20
0

30
0

40
0

50
0

60
0

70
0

80
0

Control
Dx10-9M
Dx10-8M
Dx10-7M
Dx10-6M
Dx10-5M

IGF-I 100 ng/ml

GH 500 ng/ml

MF 10-6M
MF 10-6M + Dx10-9M

IGF-I + Dx10-6M

VitD10-11M
VitD10-10M
VitD10-9M
VitD10-8M
VitD10-7M
VitD10-6M

IGF-I + VitD10-6M
Dx10-6M + VitD10-6M

GH + Dx10-9M
GH + Dx10-6M

GH + VitD10-11M

GH + VitD10-9M

GH + VitD10-6M

MF 10-6M + Dx10-7M
MF 10-6M + Dx10-6M

GH + VitD10-10M

GH + VitD10-8M
GH + VitD10-7M

GH + VitD10-11M + Dx10-9M
GH + VitD10-10M + Dx10-9M
GH + VitD10-9M)+ Dx10-9M
GH + VitD10-8M + Dx10-9M
GH + VitD10-7M + Dx10-9M
GH + VitD10-6M + Dx10-9M
GH + VitD10-11M + Dx10-6M
GH + VitD10-10M + Dx10-6M
GH + VitD10-9M + Dx10-6M
GH + VitD10-8M + Dx10-6M
GH + VitD10-7M + Dx10-6M
GH + VitD10-6M)+ Dx10-6M

*
**

**

**

*

*
*

*
**

**
**

*

*
*

*
*

**
*

*
*

*
*

*
*

Relación respecto al control

0

10
0

20
0

30
0

40
0

50
0

60
0

70
0

80
0

Control
Dx10-9M
Dx10-8M
Dx10-7M
Dx10-6M
Dx10-5M

IGF-I 100 ng/ml

GH 500 ng/ml

MF 10-6M
MF 10-6M + Dx10-9M

IGF-I + Dx10-6M

VitD10-11M
VitD10-10M
VitD10-9M
VitD10-8M
VitD10-7M
VitD10-6M

IGF-I + VitD10-6M
Dx10-6M + VitD10-6M

GH + Dx10-9M
GH + Dx10-6M

GH + VitD10-11M

GH + VitD10-9M

GH + VitD10-6M

MF 10-6M + Dx10-7M
MF 10-6M + Dx10-6M

GH + VitD10-10M

GH + VitD10-8M
GH + VitD10-7M

GH + VitD10-11M + Dx10-9M
GH + VitD10-10M + Dx10-9M
GH + VitD10-9M)+ Dx10-9M
GH + VitD10-8M + Dx10-9M
GH + VitD10-7M + Dx10-9M
GH + VitD10-6M + Dx10-9M
GH + VitD10-11M + Dx10-6M
GH + VitD10-10M + Dx10-6M
GH + VitD10-9M + Dx10-6M
GH + VitD10-8M + Dx10-6M
GH + VitD10-7M + Dx10-6M
GH + VitD10-6M)+ Dx10-6M

*
**

**

**

*

*
*

*
**

**
**

*

*
*

*
*

**
*

*
*

*
*

*
*

F
ig

u
ra

 3
5 

Relación respecto al control

78



RESULTADOS 

MEDIA ± DE n
CONTROL     100,0               28
Dx 10-9 M     112,0 ± 37,2    28
Dx 10-8 M       95,7 ± 38,4  21
Dx 10-7 M       77,3 ± 36,0   * 20
Dx 10-6 M       64,2 ± 30,6   ** 28
Dx 10-5 M       61,9 ± 27,1   ** 17
IGF-I     434,0 ± 217,6 ** 22
IGF-I + Dx 10-6 M     418,7 ± 337,5 * 7
MF 10-6 M       93,1 ± 35,1 7
MF 10-6 M + Dx 10-9 M     109,7 ± 30,2 3
MF 10-6 M + Dx 10-7 M       97,0 ± 32,9 3
MF 10-6 M + Dx 10-6 M       80,9 ± 34,7 7
GH     104,8 ± 26,2 7
GH + Dx 10-9 M       71,9 ± 9,6     * 3
GH + Dx 10-6 M       41,7 ± 39,1 4
VitD 10-11 M       86,9 ± 23,8 14
VitD 10-10 M       78,0 ± 18,4   * 10
VitD 10-9 M       70,5 ± 16,1   * 10
VitD 10-8 M       54,4 ± 14,6   ** 10
VitD 10-7 M       52,6 ± 17,8   ** 10
VitD 10-6 M       41,9 ± 13,1   ** 15
IGF-I + VitD 10-6 M     215,4 ± 149,9 8
Dx 10-6 M + VitD 10-6 M       23,9 ± 7,2     * 4
GH + VitD 10-11 M       83,2 ± 12,4   * 6
GH + VitD 10-10 M       78,3 ± 10,0 3
GH + VitD 10-9 M       51,9 ± 11,8   * 6
GH + VitD 10-8 M       45,7 ± 12,7   * 3
GH + VitD 10-7 M       44,6 ± 10,7   ** 6
GH + VitD 10-6 M       46,5 ± 9,8     * 4
GH + VitD 10-11 M + Dx 10-9 M     117,8 ± 29,6 3
GH + VitD 10-10 M + Dx 10-9 M     122,6 ± 30,9 3
GH + VitD 10-9 M + Dx 10-9 M       81,6 ± 19,7 3
GH + VitD 10-8 M + Dx 10-9 M       64,3 ± 24,0 3
GH + VitD 10-7 M + Dx 10-9 M       43,8 ± 22,5   * 3
GH + VitD 10-6 M + Dx 10-9 M       38,8 ± 22,3   * 3
GH + VitD 10-11 M + Dx 10-6 M       45,4 ± 24,6 3
GH + VitD 10-10 M + Dx 10-6 M       40,3 ± 22,1   * 3
GH + VitD 10-9 M + Dx 10-6 M       28,3 ± 11,3   * 3
GH + VitD 10-8 M + Dx 10-6 M       43,4 ± 19,4   * 3
GH + VitD 10-7 M + Dx 10-6 M       33,3 ± 21,8   * 3
GH + VitD 10-6 M + Dx 10-6 M       36,7 ± 26,4   * 4

Figura 35. Incorporación de timidina-3H al DNA de condrocitos procedentes 
de cartílago epifiseal fetal humano deprivadas durante 48h e incubadas 
otras 48h con diferentes tratamientos (media ± desviación estándar). El 
pocillo control se ha incubado con medio que contenía la misma cantidad de 
etanol y BSA que las condiciones de Dx, MF, IGF-I, VitD y GH. El resultado 
se expresa como porcentaje de radioactividad respecto a la condición 
control (100%). (n: número de experimentos realizados para cada condición 
de tratamiento a partir de condrocitos procedentes de fetos diferentes) 
(*p<0,05; **p<0,0001, respecto al control).  
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La Dx, a la concentración de 10-9 M, tiene un efecto variable sobre la proliferación 

celular siendo el efecto medio estimulador. En cambio, a partir de la concentración de 

10-8 M este efecto disminuye produciendo inhibición significativa a partir de la 

concentración de 10-7 M.

Por otro lado, el IGF-I a la concentración de 100 ng/ml es un potente estimulador de 

la proliferación celular aunque esta estimulación es variable según el feto. El 

tratamiento con IGF-I revierte totalmente la inhibición de la proliferación celular 

producida por la Dx 10-6 M cuando las células se incuban en presencia de ambos.  

El MF, esteroide sintético bloqueador del GCCR, no tiene ningún efecto por sí solo 

y revierte, en parte, la inhibición por la Dx cuando se combinan ambos tratamientos.  

La GH a 500 ng/ml no tiene un efecto significativo sobre la proliferación y el 

tratamiento combinado de GH y Dx tiene el mismo efecto que cuando se incuban las 

células con Dx sola.

La VitD inhibe la proliferación celular de forma concentración dependiente, siendo 

esta inhibición significativa a partir de la concentración de 10-10 M. La presencia de 

IGF-I revierte la inhibición que la VitD a 10-6 M produce sobre la proliferación celular. 

La incubación simultánea con Dx 10-6 M y VitD 10-6 M provoca una fuerte inhibición 

de la proliferación celular, equivalente a la que se observa con la VitD sola. El 

tratamiento combinado de GH y VitD tiene el mismo efecto que cuando se incuban las 

células con VitD sola.

La incubación simultánea con GH, Dx 10-9 o 10-6 M y VitD a diferentes 

concentraciones tiene un efecto inhibitorio similar al producido por la incubación con 

Dx y VitD solas. 

No existen diferencias en cuanto a la proliferación celular con respecto al sexo o a 

la edad gestacional de los fetos. 

80



RESULTADOS 

4.2.4 Estudio de la expresión génica

4.2.4.1 Control endógeno 

Para evitar que se produzcan errores en la valoración de la estimación de la 

expresión génica debidas a pequeñas diferencias en las cantidades iniciales de RNA o a 

diferencias en cuanto a la eficiencia de la síntesis de cDNA y la amplificación en la 

reacción de PCR, es necesaria la elección de un control endógeno para normalizar los 

resultados. Se analizaron las variaciones de los 11 genes de la placa en cuatro muestras 

distintas: una muestra control sin tratamiento y tres muestras con diferentes tratamientos 

(Dx 10-5 M, VitD 10-6 M e IGF-I 100 ng/ml). Una vez finalizadas las incubaciones se 

extrajo el RNA total y se realizó la reacción de PCR cuantitativa a tiempo real. Una vez 

finalizada la reacción de PCR, se calcularon los Ct entre la muestra calibradora 

(muestra control sin tratamiento) y las diferentes muestras tratadas para cada uno de los 

genes de la placa de controles endógenos. Los resultados obtenidos se muestran en la 

Figura 36.
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Figura 36. Valoración de la expresión génica para 11 controles endógenos 
en tres tratamientos distintos (Dx 10-5 M, VitD 10-6 M e IGF-I 100 ng/ml) 
respecto a la muestra no tratada, que corresponde a la línea basal 0. [Ct = 
ciclo umbral; Ct = media de Ct(control) – media de Ct (muestra)] 
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El IPC no varía entre las muestras; esto indica que no existen inhibidores de la 

reacción de PCR en las diferentes muestras analizadas, de manera que las diferencias 

observadas se deberán al tratamiento aplicado. El mejor control endógeno es aquel que 

menos variaciones provoque en cuanto al Ct, es decir, el que menos varía respecto al 

valor 0 (valor de la muestra control). Se observa que tanto 18S como huCYC podrían 

utilizarse como controles endógenos para normalizar los resultados ya que son los 

genes que menos varían en función de los tratamientos. En cuanto a las diferencias 

inducidas por los diferentes tratamientos, el IGF-I es el que provoca mayores 

variaciones en todos los genes de la placa, puesto que es un factor de crecimiento de las 

células, como ya se ha visto anteriormente en el estudio de la regulación de la 

proliferación celular.  

Se realizó otro experimento cuantificando el 18S, la huCYC y el aggrecan en 

diferentes muestras:

1. muestra control no tratado (muestra calibradora) 

2. muestra tratado con IGF-I 100 ng/ml 

3. muestra tratado con IGF-I 100 ng/ml + Dx 10-5 M 

4. muestra tratado con IGF-I 100 ng/ml + VitD 10-6 M 

5. muestra tratado con MF 10-6 M + Dx 10-7 M 

6. muestra tratado con IGF-I 100 ng/ml + MF 10-6 M 

Se decidió analizar el aggrecan como posible control endógeno ya que en los 

experimentos realizados con la línea celular C-28/I2 (ver Figura 30) se había observado 

que este gen variaba muy poco independientemente del día de cultivo. El protocolo 

empleado para la cuantificación de estos tres genes y el análisis de los resultados es el 

mismo que el empleado para la placa de controles endógenos. Los resultados obtenidos 

están representados en la Figura 37.
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Figura 37. Valoración de la expresión de tres posibles controles endógenos 
(huCYC, 18S y aggrecan) en 5 tratamientos diferentes respecto a la muestra 
no tratada que correspone a la línea basal 0. [ Ct (muestra) = media de 
Ct(control) – media de Ct (muestra)] 

Se observó que el aggrecan es más variable dependiendo del tratamiento recibido 

por las células. Tanto 18S con huCYC pueden ser buenos controles endógenos pero, 

teniendo en cuenta que el 18S implica una mayor manipulación de las muestras (es un 

gen que se expresa en gran cantidad y sería necesario diluir las muestras), el gen 

endógeno escogido para la normalización de los resultados ha sido huCYC.

En todos los experimentos realizados se ha detectado huCYC de forma constante en 

los ciclos 23-25, independientemente del tratamiento realizado al cultivo, hecho que 

confirma la idoneidad de este gen como normalizador de los resultados. 

4.2.4.2 Estudio de la expresión de los genes de interés 

Para el estudio del patrón de expresión de los genes de interés se incubaron las 

células con los diferentes tratamientos especificados en la Tabla 5. Para la 

cuantificación de la expresión se utilizó el sistema de sondas TaqMan, sistema 

optimizado por el fabricante para ser utilizado con RNA total. Para la PCR cuantitativa 

a tiempo real se utilizó el sistema ABI PRISM 7000 (Applied Biosystems). Los cálculos 

se realizaron utilizando el método CT (fórmula: 2 C
t). Los resultados obtenidos a 

partir de la cuantificación de los diferentes genes son los que observan en las Figuras 

38-64.
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4.2.4.2.1 Regulación de la expresión génica por Dx 

Expresión de los genes del sistema IGFs 

Cuantificación relativa de la expresión del gen IGF-I
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Figura 38. Cuantificación de la expresión del gen IGF-I en condrocitos 
procedentes de cartílago epifiseal fetal humano deprivados durante 48h e 
incubados otras 48h con diferentes tratamientos (media ± desviación 
estándar). Las células control se han incubado con medio que contiene la 
misma cantidad de etanol y BSA que las condiciones de Dx, MF, IGF-I y 
GH. Cada valor representa el nivel de expresión relativa respecto al control 
(= 1). (n: número de experimentos realizados para cada condición de 
tratamiento a partir de condrocitos procedentes de fetos diferentes) 
(*p<0,05; ** p<0,0001, respecto al control). Resultados expresados en 
escala logarítmica. 

La Dx inhibe de forma significativa la expresión del gen IGF-I a la concentración 

de 10-9 M, siendo esta inhibición mayor a medida que aumenta la concentración de Dx. 

El MF no tiene efecto significativo sobre la expresión del gen y no revierte la inhibición 

producida por la Dx 10-6 M.

El tratamiento con IGF-I estimula la expresión de su propio gen pero no revierte la 

inhibición producida por la Dx 10-6 M.

El tratamiento con GH no tiene efecto significativo sobre la expresión de IGF-I y en 

combinación con la Dx no rescata la inhibición producida por la Dx sola.
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0-8 M Dx 1    0,40 ± 0,09 * 3
0-7 M Dx 1    0,19 ± 0,11 2
0-6 M Dx 1    0,20 ± 0,19 ** 11 
0-6 M MF 1    0,78 ± 0,76 4
0-6 M + Dx 10-6 M MF 1    0,31 ± 0,21 * 4

IGF-I    3,61 ± 4,13 4
F-I + Dx 10-6 M IG    0,11 ± 0,08 * 3

GH    1,23 ± 0,48 7
 + Dx 10-9 M GH    0,36 ± 0,26 3
 + Dx 10-6 M GH    0,35 ± 0,26 * 3
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Cuantificación relativa de la expresión del gen IGFBP3
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Figura 39. Cuantificación de la expresión del gen IGFBP3 en condrocitos 
procedentes de cartílago epifiseal fetal humano deprivados durante 48h e 
incubados otras 48h con diferentes tratamientos (media ± desviación 
estándar). Las células control se han incubado con medio que contiene la 
misma cantidad de etanol y BSA que las condiciones de Dx, MF, IGF-I y 
GH. Cada valor representa el nivel de expresión relativa respecto al control 
(= 1). (n: número de experimentos realizados para cada condición de 
tratamiento a partir de condrocitos procedentes de fetos diferentes) 
(*p<0,05; ** p<0,0001, respecto al control).  

La Dx inhibe de forma significativa y concentración dependiente la expresión del 

gen de IGFBP3. El MF no tiene efecto significativo sobre su expresión y revierte 

parcialmente la inhibición que la Dx 10-6 M produce sobre la expresión de este gen 

(p=0,01 con respecto a Dx 10-6 M).

El IGF-I estimula la expresión de su principal proteína de transporte IGFBP3, pero 

no revierte la inhibición producida por la Dx 10-6 M.

El tratamiento con GH no tiene efecto significativo y, al tratar las células con GH y 

Dx, el efecto observado sobre la expresión de IGFBP3 es el mismo que se observa al 

incubar las células con Dx sola. 
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IGF-I + Dx 10-6 M    0,10 ± 0,02 ** 4
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Cuantificación relativa de la expresión del gen IGF-IR
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Figura 40. Cuantificación de la expresión del gen IGF-IR en condrocitos 
procedentes de cartílago epifiseal fetal humano deprivados durante 48h e 
incubados otras 48h con diferentes tratamientos (media ± desviación 
estándar). Las células control se han incubado con medio que contiene la 
misma cantidad de etanol y BSA que las condiciones de Dx, MF, IGF-I y 
GH. Cada valor representa el nivel de expresión relativa respecto al control 
(= 1). (n: número de experimentos realizados para cada condición de 
tratamiento a partir de condrocitos procedentes de fetos diferentes) 
(*p<0,05, respecto al control).  

La Dx estimula la expresión del gen IGF-IR, siendo esta estimulación significativa 

a la concentración de 10-6 M. El MF, solo o combinado con Dx 10-6 M,  no tiene efecto 

significativo sobre la expresión de IGF-IR.

El tratamiento con IGF-I inhibe la expresión de su propio receptor de forma 

significativa. Aunque la Dx estimula la expresión de IGF-IR, la presencia adicional de 

IGF-I en el medio provoca la inhibición significativa de la expresión de IGF-IR.  

La GH no tiene efecto significativo y combinada con Dx 10-6 M se observa un 

aumento en la expresión de IGF-IR aunque no es significativo. 
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GH    0,99 ± 0,41 6
GH + Dx 10-9 M    1,15 ± 0,12  3
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Cuantificación relativa de la expresión del gen IGF-II
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Figura 41. Cuantificación de la expresión del gen IGF-II en condrocitos 
procedentes de cartílago epifiseal fetal humano deprivados durante 48h e 
incubados otras 48h con diferentes tratamientos (media ± desviación 
estándar). Las células control se han incubado con medio que contiene la 
misma cantidad de etanol y BSA que las condiciones de Dx, MF, IGF-I y 
GH. Cada valor representa el nivel de expresión relativa respecto al control 
(= 1). (n: número de experimentos realizados para cada condición de 
tratamiento a partir de condrocitos procedentes de fetos diferentes) 
(*p<0,05, respecto al control).  

Se observa una gran variabilidad en la expresión de IGF-II en respuesta a los 

tratamientos. Sólo se observa una inhibición significativa cuando se incuban las células 

con MF 10-6 M. La expresión del gen IGF-II no es dependiente de la concentración de 

Dx.
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RESULTADOS 

Cuantificación relativa de la expresión del gen GHR
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Figura 42. Cuantificación de la expresión del gen GHR en condrocitos 
procedentes de cartílago epifiseal fetal humano deprivados durante 48h e 
incubados otras 48h con diferentes tratamientos (media ± desviación 
estándar). Las células control se han incubado con medio que contiene la 
misma cantidad de etanol y BSA que las condiciones de Dx, MF, IGF-I y 
GH. Cada valor representa el nivel de expresión relativa respecto al control 
(= 1). (n: número de experimentos realizados para cada condición de 
tratamiento a partir de condrocitos procedentes de fetos diferentes) 
(*p<0,05, respecto al control).  

Se observa un efecto dual de la Dx sobre la expresión de GHR, en función de la 

concentración del GC. A concentraciones bajas (10-9 y 10-8 M) estimula la expresión del 

gen de GHR pero a concentraciones más elevadas (10-7 y 10-6 M) inhibe su expresión 

siendo esta inhibición significativa a la concentración de 10-6 M. El MF no tiene efecto 

significativo y combinado con la Dx 10-6 M recupera la inhibición producida por la Dx 

10-6 M sola.

El tratamiento con IGF-I no tiene efecto significativo sobre la expresión de este gen 

pero, al igual que el MF, revierte la inhibición producida por la Dx 10-6 M.

La GH no tiene efecto sobre la expresión de su receptor pero, al igual que el MF y 

el IGF-I, revierte la inhibición producida por la Dx 10-6 M.
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RESULTADOS 

Expresión del gen SOX9 
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Figura 43. Cuantificación de la expresión del gen SOX9 en condrocitos 
procedentes de cartílago epifiseal fetal humano deprivados durante 48h e 
incubados otras 48h con diferentes tratamientos (media ± desviación 
estándar). Las células control se han incubado con medio que contiene la 
misma cantidad de etanol y BSA que las condiciones de Dx, MF, IGF-I y 
GH. Cada valor representa el nivel de expresión relativa respecto al control 
(= 1). (n: número de experimentos realizados para cada condición de 
tratamiento a partir de condrocitos procedentes de fetos diferentes) 
(*p<0,05, respecto al control).  

La Dx inhibe de forma concentración dependiente la expresión del gen SOX9, 

siendo esta inhibición significativa a la concentración de 10-9 M y a la de 10-6 M. El MF 

solo no tiene efecto pero rescata la inhibición que la Dx 10-6 M produce sobre la 

expresión de este gen.

El IGF-I estimula la expresión de SOX9 aunque no es estadísticamente significativo 

y no revierte la inhibición producida por la Dx 10-6 M.

La GH no tiene efecto significativo sobre la expresión de SOX9. La combinación 

de la GH con la Dx tiene un efecto similar al observado al incubar las células con Dx 

sola, es decir, se inhibe la expresión de SOX9 de forma significativa. 
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RESULTADOS 

Expresión de proteínas de la matriz extracelular 

Cuantificación relativa de la expresión del gen COL2A1
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Figura 44. Cuantificación de la expresión del gen COL2A1 en condrocitos 
procedentes de cartílago epifiseal fetal humano deprivados durante 48h e 
incubados otras 48h con diferentes tratamientos (media ± desviación 
estándar). Las células control se han incubado con medio que contiene la 
misma cantidad de etanol y BSA que las condiciones de Dx, MF, IGF-I y 
GH. Cada valor representa el nivel de expresión relativa respecto al control 
(= 1). (n: número de experimentos realizados para cada condición de 
tratamiento a partir de condrocitos procedentes de fetos diferentes) 
(*p<0,05; ** p<0,0001, respecto al control).  

La Dx inhibe de forma concentración dependiente la expresión de COL2A1, siendo 

esta inhibición significativa a las concentraciones de 10-7 M y 10-6 M. El MF tiene un 

efecto variable sobre la expresión de COL2A1 y bloquea la inhibición que produce la 

Dx 10-6 M.

El IGF-I estimula la expresión de este gen de forma variable y revierte la inhibición 

producida por la Dx 10-6 M sola (p=0,04, respecto a la Dx 10-6 M sola).

La GH no tiene efecto significativo sobre la expresión de COL2A1 y no revierte la 

inhibición de la expresión producida por la Dx.
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RESULTADOS 

Cuantificación relativa de la expresión del gen aggrecan
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Figura 45. Cuantificación de la expresión del gen aggrecan en condrocitos 
procedentes de cartílago epifiseal fetal humano deprivados durante 48h e 
incubados otras 48h con diferentes tratamientos (media ± desviación 
estándar). Las células control se han incubado con medio que contiene la 
misma cantidad de etanol y BSA que las condiciones de Dx, MF, IGF-I y 
GH. Cada valor representa el nivel de expresión relativa respecto al control 
(= 1). (n: número de experimentos realizados para cada condición de 
tratamiento a partir de condrocitos procedentes de fetos diferentes) 
(*p<0,05; ** p<0,0001, respecto al control).  

La Dx a concentraciones elevadas inhibe la expresión de aggrecan, siendo ésta 

significativa a la concentración de 10-6 M. El MF no tiene efecto solo y revierte parte de 

la inhibición producida por la Dx 10-6 M.

El IGF-I estimula la expresión de este gen aunque existe gran variación 

interexperimental y revierte la inhibición producida por la Dx 10-6 M (p=0,03, respecto 

a la Dx 10-6 M sola). 

La GH no tiene efecto sobre la expresión de aggrecan y no revierte la inhibición 

producida por la Dx. 
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91



RESULTADOS 

Cuantificación relativa de la expresión del gen COMP
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Figura 46. Cuantificación de la expresión del gen COMP en condrocitos 
procedentes de cartílago epifiseal fetal humano deprivados durante 48h e 
incubados otras 48h con diferentes tratamientos (media ± desviación 
estándar). Las células control se han incubado con medio que contiene la 
misma cantidad de etanol y BSA que las condiciones de Dx, MF, IGF-I y 
GH. Cada valor representa el nivel de expresión relativa respecto al control 
(= 1). (n: número de experimentos realizados para cada condición de 
tratamiento a partir de condrocitos procedentes de fetos diferentes) 
(*p<0,05, respecto al control).  

La Dx estimula la expresión de COMP, aunque esta estimulación no es significativa 

debido a la variación interexperimental. El MF, por el contrario, inhibe de forma 

significativa la expresión de este gen.

El IGF-I inhibe la expresión de COMP y en combinación con la Dx 10-6 M también 

inhibe la expresión de forma significativa, pese a que la Dx 10-6 M sola estimulaba la 

expresión de este gen.

La GH no tiene efecto sobre la expresión de COMP. En combinación con la Dx 

tampoco se observa un efecto significativo. 
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RESULTADOS 

4.2.4.2.2 Regulación de la expresión génica por VitD 

Expresión de los genes del sistema IGFs 

Cuantificación relativa de la expresión del gen IGF-I
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Figura 47. Cuantificación de la expresión del gen IGF-I en condrocitos 
procedentes de cartílago epifiseal fetal humano deprivados durante 48h e 
incubados otras 48h con diferentes tratamientos (media ± desviación 
estándar). Las células control se han incubado con medio que contiene la 
misma cantidad de etanol y BSA que las condiciones de VitD, IGF-I y GH. 
Cada valor representa el nivel de expresión relativa respecto al control (= 
1). (n: número de experimentos realizados para cada condición de 
tratamiento a partir de condrocitos procedentes de fetos diferentes) 
(*p<0,05, respecto al control). Resultados expresados en escala 
logarítmica. 

La VitD estimula la expresión del gen IGF-I de forma concentración dependiente, 

en todos los experimentos, aunque la estimulación no es significativa debido a la 

variación interexperimental. El tratamiento con IGF-I estimula la expresión de su 

propio gen y en combinación con VitD 10-6 M se observa una estimulación similar a la 

producida por el tratamiento con IGF-I o VitD solas. El tratamiento con GH no tiene 

efecto sobre la expresión de IGF-I pero la presencia de VitD en las células tratadas con 

GH incrementa la expresión de IGF-I. En todos los experimentos analizados se produce 

este incremento en la expresión pero existe una gran variabilidad interexperimental. Se 
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VitD 10-6 M    9,80 ± 16,38 11 
IGF-I    3,61 ± 4,13 4
IGF-I + VitD 10-6 M   13,37 ± 13,28 4
GH    1,23 ± 0,48 7
GH + VitD 10-11 M    1,65 ± 0,58  * 6
GH + VitD 10-10 M    1,19 ± 0,29 3
GH + VitD 10-9 M    4,05 ± 2,84  * 6
GH + VitD 10-8 M  11,31 ± 9,56 3
GH + VitD 10-7 M  43,04 ± 72,27 7
GH + VitD 10-6 M  25,69 ± 29,09 4
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RESULTADOS 

han calculado los incrementos de expresión de IGF-I entre los cultivos tratados con 

VitD sola a las diferentes molaridades y los cultivos tratados con VitD + GH 500 ng/ml 

para cada experimento: el resultado demuestra que la presencia de GH en el medio 

incrementa la expresión de IGF-I.  
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RESULTADOS 

Cuantificación relativa de la expresión del gen IGFBP3
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Figura 48. Cuantificación de la expresión del gen IGFBP3 en condrocitos 
procedentes de cartílago epifiseal fetal humano deprivados durante 48h e 
incubados otras 48h con diferentes tratamientos (media ± desviación 
estándar). Las células control se han incubado con medio que contiene la 
misma cantidad de etanol y BSA que las condiciones de VitD, IGF-I y GH. 
Cada valor representa el nivel de expresión relativa respecto al control (= 
1). (n: número de experimentos realizados para cada condición de 
tratamiento a partir de condrocitos procedentes de fetos diferentes) 
(*p<0,05, respecto al control).  

La VitD estimula de forma concentración dependiente la expresión de IGFBP3. El 

IGF-I también estimula la expresión de su principal proteína de transporte y el 

tratamiento combinado con IGF-I y VitD 10-6 M parece potenciar la estimulación que 

sobre la expresión de este gen producían tanto IGF-I como VitD 10-6 M solas, siendo 

este incremento estadísticamente significativo.  

El tratamiento con GH no tiene efecto sobre la expresión de IGFBP3 y, al tratar las 

células con GH y VitD, el efecto observado sobre la expresión de IGFBP3 es el mismo 

que se observaba al incubar las células con VitD (estimulación). 
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CONTROL    1,00 12 
VitD 10-11 M    1,58 ± 0,35 * 9
VitD 10-10 M    1,91 ± 0,49 * 7
VitD 10-9 M    1,71 ± 0,75 * 7
VitD 10-8 M    2,13 ± 0,52 * 7
VitD 10-7 M    2,59 ± 0,94 *   8 
VitD 10-6 M    2,44 ± 1,02 * 12 
IGF-I    2,60 ± 0,91 3
IGF-I + VitD 10-6 M    3,97 ± 0,84 * 3
GH    1,03 ± 0,27 8
GH + VitD 10-11 M    1,06 ± 0,44 7
GH + VitD 10-10 M    1,80 ± 0,69 3
GH + VitD 10-9 M    1,84 ± 0,40 * 7
GH + VitD 10-8 M    1,89 ± 0,38 3
GH + VitD 10-7 M    2,44 ± 0,86 * 8
GH + VitD 10-6 M    1,87 ± 0,59 4
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RESULTADOS 

Cuantificación relativa de la expresión del gen IGF-IR
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Figura 49. Cuantificación de la expresión del gen IGF-IR en condrocitos 
procedentes de cartílago epifiseal fetal humano deprivados durante 48h e 
incubados otras 48h con diferentes tratamientos (media ± desviación 
estándar). Las células control se han incubado con medio que contiene la 
misma cantidad de etanol y BSA que las condiciones de VitD, IGF-I y GH. 
Cada valor representa el nivel de expresión relativa respecto al control (= 
1). (n: número de experimentos realizados para cada condición de 
tratamiento a partir de condrocitos procedentes de fetos diferentes) 
(*p<0,05, respecto al control).  

La VitD de 10-11 a 10-7 M no tiene efecto significativo sobre la expresión de IGF-IR 

aunque se observa estimulación, siendo ésta significativa a la concentración de 10-6 M.

El tratamiento con IGF-I inhibe la expresión de su propio receptor de forma 

significativa. La incubación con IGF-I y VitD 10-6 M tiene un efecto inhibidor de la 

expresión (p=0,006 con respecto a la VitD 10-6 M), efecto similar al obtenido al incubar 

con IGF-I solo.

La GH no tiene efecto y, combinado con la VitD, no se observa ningún efecto 

significativo sobre la expresión de IGF-IR. 
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MEDIA ± DE n
CONTROL    1,00 11 
VitD 10-11 M    1,19 ± 0,55 11 
VitD 10-10 M    1,12 ± 0,42 6
VitD 10-9 M    1,09 ± 0,09 6
VitD 10-8 M    1,16 ± 0,39 6
VitD 10-7 M    1,14 ± 0,19   6 
VitD 10-6 M    1,41 ± 0,27 * 11 
IGF-I    0,55 ± 0,17 * 5
IGF-I + VitD 10-6 M     0,69 ± 0,22 * 5
GH    0,99 ± 0,41 6
GH + VitD 10-11 M    1,09 ± 0,41 6
GH + VitD 10-10 M    1,07 ± 0,18  3
GH + VitD 10-9 M    1,30 ± 0,61 6
GH + VitD 10-8 M    0,90 ± 0,23  3
GH + VitD 10-7 M    1,09 ± 0,34 6
GH + VitD 10-6 M    1,14 ± 0,69  3
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RESULTADOS 

Cuantificación relativa de la expresión del gen IGF-II

Co
nt

ro
l

Vi
tD

10
-1

1
M

Vi
tD

10
-1

0
M

Vi
tD

10
-9

M

Vi
tD

10
-8

M

Vi
tD

10
-7

M

Vi
tD

10
-6

M

IG
F-

I 
10

0 
ng

/m
l

GH
 5

00
 n

g/
m

l

IG
F-

I 
+ 

Vi
tD

10
-6

M

GH
 +

 V
it

D
10

-1
1

M

GH
 +

 V
it

D
10

-9
M

GH
 +

 V
it

D
10

-6
M

GH
 +

 V
it

D
10

-1
0

M

GH
 +

 V
it

D
10

-8
M

GH
 +

 V
it

D
10

-7
M

Ca
nt

id
ad

 r
el

at
iv

a 
de

l m
RN

A
de

 I
GF

-I
I 

no
rm

al
iz

ad
o 

po
r 

hu
CY

C

0

,5

1

1,5

2

2,5

3

3,5
Co

nt
ro

l

Vi
tD

10
-1

1
M

Vi
tD

10
-1

0
M

Vi
tD

10
-9

M

Vi
tD

10
-8

M

Vi
tD

10
-7

M

Vi
tD

10
-6

M

IG
F-

I 
10

0 
ng

/m
l

GH
 5

00
 n

g/
m

l

IG
F-

I 
+ 

Vi
tD

10
-6

M

GH
 +

 V
it

D
10

-1
1

M

GH
 +

 V
it

D
10

-9
M

GH
 +

 V
it

D
10

-6
M

GH
 +

 V
it

D
10

-1
0

M

GH
 +

 V
it

D
10

-8
M

GH
 +

 V
it

D
10

-7
M

Ca
nt

id
ad

 r
el

at
iv

a 
de

l m
RN

A
de

 I
GF

-I
I 

no
rm

al
iz

ad
o 

po
r 

hu
CY

C

0

,5

1

1,5

2

2,5

3

3,5

Figura 50. Cuantificación de la expresión del gen IGF-II en condrocitos 
procedentes de cartílago epifiseal fetal humano deprivados durante 48h e 
incubados otras 48h con diferentes tratamientos (media ± desviación 
estándar). Las células control se han incubado con medio que contiene la 
misma cantidad de etanol y BSA que las condiciones de VitD, IGF-I y GH. 
Cada valor representa el nivel de expresión relativa respecto al control (= 
1). (n: número de experimentos realizados para cada condición de 
tratamiento a partir de condrocitos procedentes de fetos diferentes).  

Se observa una gran variabilidad en la expresión de IGF-II en respuesta a los 

tratamientos. La expresión del gen IGF-II no es dependiente de la concentración de 

VitD.

MEDIA ± DE n
CONTROL    1,00 10 
VitD 10-11 M    1,04 ± 0,51 10 
VitD 10-10 M    1,04 ± 0,59 6
VitD 10-9 M    0,86 ± 0,43 6
VitD 10-8 M    1,01 ± 0,23 6
VitD 10-7 M    1,15 ± 0,42   6 
VitD 10-6 M    0,96 ± 0,26 10 
IGF-I    1,45 ± 0,46  4
IGF-I + VitD 10-6 M    1,77 ± 0,64 4
GH    1,39 ± 0,87 6
GH + VitD 10-11 M    1,15 ± 0,49 6
GH + VitD 10-10 M    0,87 ± 0,44  3
GH + VitD 10-9 M    1,05 ± 0,79 6
GH + VitD 10-8 M    1,28 ± 0,62  3
GH + VitD 10-7 M    1,64 ± 0,95 6
GH + VitD 10-6 M    1,87 ± 1,39  3
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RESULTADOS 

Cuantificación relativa de la expresión del gen GHR
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Figura 51. Cuantificación de la expresión del gen GHR en condrocitos 
procedentes de cartílago epifiseal fetal humano deprivados durante 48h e 
incubados otras 48h con diferentes tratamientos (media ± desviación 
estándar). Las células control se han incubado con medio que contiene la 
misma cantidad de etanol y BSA que las condiciones de VtD, IGF-I y GH. 
Cada valor representa el nivel de expresión relativa respecto al control (= 
1). (n: número de experimentos realizados para cada condición de 
tratamiento a partir de condrocitos procedentes de fetos diferentes) 
(*p<0,05, respecto al control).  

La VitD estimula de forma concentración dependiente la expresión del gen GHR 

siendo esta estimulación significativa a partir de la concentración de 10-8 M.

El tratamiento con IGF-I no tiene efecto sobre la expresión de este gen pero el 

tratamiento combinado con VitD 10-6 M e IGF-I permite seguir observando la misma 

estimulación de la expresión de este gen que producía la VitD sola. 

La GH no tiene efecto sobre la expresión de su receptor pero en combinación con la 

VitD 10-8 y 10-7 M se produce una potenciación de la expresión respecto al efecto 

producido por la Vit D 10-8 y 10-7 M sola.
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MEDIA ± DE n
CONTROL    1,00 12
VitD 10-11 M    1,59 ± 1,07 11 
VitD 10-10 M    2,13 ± 1,30 6
VitD 10-9 M    2,52 ± 1,62 6
VitD 10-8 M    3,03 ± 1,28 * 6
VitD 10-7 M    3,55 ± 1,71 *   8 
VitD 10-6 M    4,01 ± 3,16 * 12
IGF-I    1,02 ± 0,49 4
IGF-I + VitD 10-6 M    2,74 ± 1,33 * 5
GH    1,40 ± 0,89 9
GH + VitD 10-11 M    1,68 ± 1,22 7
GH + VitD 10-10 M    3,43 ± 2,75 3
GH + VitD 10-9 M    2,42 ± 1,95 6
GH + VitD 10-8 M    3,76 ± 2,12 3
GH + VitD 10-7 M    5,31 ± 3,33 * 7
GH + VitD 10-6 M    3,19 ± 1,06 * 4
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RESULTADOS 

Expresión del gen SOX9 
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Figura 52. Cuantificación de la expresión del gen SOX9 en condrocitos 
procedentes de cartílago epifiseal fetal humano deprivados durante 48h e 
incubados otras 48h con diferentes tratamientos (media ± desviación 
estándar). Las células control se han incubado con medio que contiene la 
misma cantidad de etanol y BSA que las condiciones de VitD, IGF-I y GH. 
Cada valor representa el nivel de expresión relativa respecto al control (= 
1). (n: número de experimentos realizados para cada condición de 
tratamiento a partir de condrocitos procedentes de fetos diferentes) 
(*p<0,05, respecto al control).  

La VitD a la concentración baja de 10-11 M tiene un efecto muy variable sobre la 

expresión de SOX9, pero a partir de 10-10 M inhibe dicha expresión, siendo 

estadísticamente significativo a 10-9 M y 10-6 M, no observándose un efecto progresivo. 

El IGF-I estimula la expresión de SOX9 pero no revierte la inhibición producida 

por la VitD 10-6 M.

La GH no tiene efecto sobre la expresión de este gen y la combinación de la GH 

con VitD tiene un efecto similar al observado al incubar las células con VitD sola, es 

decir, se inhibe la expresión de SOX9. 
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CONTROL    1,00 10 
VitD 10-11 M    1,16 ± 0,62 

2,5
  9 

VitD 10-10 M 

* *

*

* *

   0,84 ± 0,35 6
VitD 10-9 M    0,66 ± 0,18 * 6
VitD 10-8 M    0,76 ± 0,26 5
VitD 10-7 M    0,83 ± 0,32   5 
VitD 10-6 M    0,65 ± 0,19 * 10 
IGF-I    1,83 ± 0,77 3
IGF-I + VitD 10-6 M     0,33 ± 0,15 * 3
GH    1,08 ± 0,39 6
GH + VitD 10-11 M    0,63 ± 0,24 * 5
GH + VitD 10-10 M    0,70 ± 0,08 3
GH + VitD 10-9 M    0,74 ± 0,21 5
GH + VitD 10-8 M    0,66 ± 0,19 3
GH + VitD 10-7 M    0,63 ± 0,25 * 6
GH + VitD 10-6 M    0,55 ± 0,07  3
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RESULTADOS 

Expresión de proteínas de la matriz extracelular 

Cuantificación relativa de la expresión del gen COL2A1
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Figura 53. Cuantificación de la expresión del gen COL2A1 en condrocitos 
procedentes de cartílago epifiseal fetal humano deprivados durante 48h e 
incubados otras 48h con diferentes tratamientos (media ± desviación 
estándar). Las células control se han incubado con medio que contiene la 
misma cantidad de etanol y BSA que las condiciones de VitD, IGF-I y GH. 
Cada valor representa el nivel de expresión relativa respecto al control (= 
1). (n: número de experimentos realizados para cada condición de 
tratamiento a partir de condrocitos procedentes de fetos diferentes) 
(*p<0,05, respecto al control).  

La VitD a la concentración de 10-11 M tiene un efecto variable pero a partir de la 

concentración 10-9 M tiene un efecto inhibidor significativo de la expresión de 

COL2A1, no observándose un efecto progresivo.

El IGF-I estimula la expresión de este gen de forma variable y revierte la inhibición 

producida por la VitD 10-6 M (p=0,03 respecto a la Vit D 10-6 M sola).

La GH no tiene efecto sobre la expresión de COL2A1 y la combinación de esta 

hormona con la VitD no revierte la inhibición de la expresión producida por VitD sola.
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GH + VitD 10-9 M    0,59 ± 0,24 * 5
GH + VitD 10-8 M    0,60 ± 0,33  3
GH + VitD 10-7 M    0,50 ± 0,20 * 5
GH + VitD 10-6 M    0,45 ± 0,11  3
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Cuantificación relativa de la expresión del gen aggrecan
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Figura 54. Cuantificación de la expresión del gen aggrecan en condrocitos 
procedentes de cartílago epifiseal fetal humano deprivados durante 48h e 
incubados otras 48h con diferentes tratamientos (media ± desviación 
estándar). Las células control se han incubado con medio que contiene la 
misma cantidad de etanol y BSA que las condiciones de VitD, IGF-I y GH. 
Cada valor representa el nivel de expresión relativa respecto al control (= 
1). (n: número de experimentos realizados para cada condición de 
tratamiento a partir de condrocitos procedentes de fetos diferentes) 
(*p<0,05; ** p<0,0001, respecto al control).  

La VitD inhibe de forma concentración dependiente la expresión de aggrecan 

siendo esta inhibición significativa a partir de la concentración de 10-10 M.

El IGF-I estimula la expresión de este gen aunque existe gran variación 

interexperimental y el tratamiento combinado con IGF-I y VitD 10-6 M revierte la 

inhibición producida por la VitD 10-6 M sola.

La GH no tiene efecto sola y combinada con VitD no revierte el efecto inhibitorio 

producido por VitD. 
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VitD 10-7 M    0,66 ± 0,27 *   6 
VitD 10-6 M    0,59 ± 0,23 * 10 
IGF-I    3,40 ± 1,94 3
IGF-I + VitD 10-6 M     1,28 ± 0,63 4
GH    0,85 ± 0,34 7
GH + VitD 10-11 M    0,72 ± 0,25 * 6
GH + VitD 10-10 M    0,69 ± 0,20 * 3
GH + VitD 10-9 M    0,61 ± 0,26 * 6
GH + VitD 10-8 M    0,54 ± 0,19 * 3
GH + VitD 10-7 M    0,46 ± 0,07 ** 6
GH + VitD 10-6 M    0,48 ± 0,07 * 3

101



RESULTADOS 

Cuantificación relativa de la expresión del gen COMP
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Figura 55. Cuantificación de la expresión del gen COMP en condrocitos 
procedentes de cartílago epifiseal fetal humano deprivados durante 48h e 
incubados otras 48h con diferentes tratamientos (media ± desviación 
estándar). Las células control se han incubado con medio que contiene la 
misma cantidad de etanol y BSA que las condiciones de VitD, IGF-I y GH. 
Cada valor representa el nivel de expresión relativa respecto al control (= 
1). (n: número de experimentos realizados para cada condición de 
tratamiento a partir de condrocitos procedentes de fetos diferentes) 
(*p<0,05, respecto al control).  

La VitD tiene un efecto estimulador de la expresión de COMP a partir de la 

concentración 10-8 M, aunque por su variabilidad sólo es significativa a la 

concentración de 10-6 M.

El IGF-I inhibe la expresión de COMP aunque hay variación interexperimental y en 

combinación con VitD el efecto observado es similar al producido al incubar las células 

con VitD sola. 

La GH no tiene efecto sobre la expresión de COMP y en combinación con VitD se 

produce el mismo efecto que con VitD sola, es decir, se estimula la expresión de 

COMP, siendo ésta significativa con VitD 10-7 M. 
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VitD 10-6 M    1,53 ± 0,62 * 11 
IGF-I    0,70 ± 0,49  5
IGF-I + VitD 10-6 M     1,44 ± 0,45  4
GH    1,26 ± 0,60 6
GH + VitD 10-11 M    1,24 ± 0,81 6
GH + VitD 10-10 M    1,43 ± 0,49  3
GH + VitD 10-9 M    1,01 ± 0,35 6
GH + VitD 10-8 M    1,15 ± 0,54  3
GH + VitD 10-7 M    1,57 ± 0,34 * 6
GH + VitD 10-6 M    1,24 ± 0,47  3
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4.2.4.2.3 Regulación de la expresión génica por el tratamiento combinado con Dx, VitD 

y GH 

Expresión de los genes del sistema IGFs 

Cuantificación relativa de la expresión del gen IGF-I
MEDIA ± DE n

Figura 56. Cuantificación de la expresión del gen IGF-I en condrocitos 
procedentes de cartílago epifiseal fetal humano deprivados durante 48h e 
incubados otras 48h con diferentes tratamientos (media ± desviación 
estándar). Las células control se han incubado con medio que contiene la 
misma cantidad de etanol y BSA que las condiciones de Dx, VitD y GH. 
Cada valor representa el nivel de expresión relativa respecto al control (= 
1). (n: número de experimentos realizados para cada condición de 
tratamiento a partir de condrocitos procedentes de fetos diferentes) 
(*p<0,05; **p<0,0001, respecto al control). Resultados expresados en 
escala logarítmica. 

Mientras que la Dx es un potente inhibidor de la expresión de IGF-I, la VitD 

produce el efecto contrario: estimulación. En combinación, la VitD 10-6 M revierte la 

inhibición producida por la Dx 10-6 M.

Así como la GH no tiene efecto significativo sobre la expresión de IGF-I y no 

revierte la inhibición producida por la Dx 10-9 o 10-6 M, si en el medio además hay 

VitD a partir de la concentración de 10-8 M no sólo se revierte la inhibición producida 

por la Dx sino que se produce una estimulación de la expresión de IGF-I, aunque esta 

estimulación no es significativa debido a la variación interexperimental y es inferior a 

la observada cuando se incuban las células con GH y VitD. 
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Dx 10-9 M     0,42 ± 0,26 ** 10
Dx 10-6 M     0,20 ± 0,19 ** 11
VitD 10-11 M     1,14 ± 0,42 10
VitD 10-10 M     1,69 ± 0,72 6
VitD 10-9 M     3,05 ± 3,37 6
VitD 10-8 M   11,06 ± 18,80 6
VitD 10-7 M   14,37 ± 24,04   7 
VitD 10-6 M     9,80 ± 16,38 11
Dx 10-6 M + VitD 10-6 M     3,94 ± 5,50 4
GH     1,23 ± 0,48 7
GH + Dx 10-9 M     0,36 ± 0,26 3
GH + Dx 10-6 M     0,35 ± 0,26   * 3
GH + VitD 10-11 M     1,65 ± 0,58   * 6
GH + VitD 10-10 M     1,19 ± 0,29 3
GH + VitD 10-9 M     4,05 ± 2,84   * 6
GH + VitD 10-8 M   11,31 ± 9,56 3
GH + VitD 10-7 M   43,04 ± 72,27 7
GH + VitD 10-6 M   25,69 ± 29,09 4
GH + VitD 10-11 M + Dx 10-9 M     0,52 ± 0,17   * 3
GH + VitD 10-10 M + Dx 10-9 M     0,41 ± 0,18   * 3
GH + VitD 10-9 M + Dx 10-9 M     0,60 ± 0,03   * 3
GH + VitD 10-8 M + Dx 10-9 M     2,82 ± 1,76 3
GH + VitD 10-7 M + Dx 10-9 M     5,01 ± 3,39 3
GH + VitD 10-6 M + Dx 10-9 M     3,92 ± 2,90 3
GH + VitD 10-11 M + Dx 10-6 M     0,44 ± 0,24   * 4
GH + VitD 10-10 M + Dx 10-6 M     0,68 ± 0,40 3
GH + VitD 10-9 M + Dx 10-6 M     0,96 ± 0,41 3
GH + VitD 10-8 M + Dx 10-6 M     5,79 ± 3,71 3
GH + VitD 10-7 M + Dx 10-6 M     7,23 ± 5,43 4
GH + VitD 10-6 M + Dx 10-6 M   15,47 ± 15,09 4

103



RESULTADOS 

104

Cuantificación relativa de la expresión del gen IGFBP3

Figura 57. Cuantificación de la expresión del gen IGFBP3 en condrocitos 
procedentes de cartílago epifiseal fetal humano deprivados durante 48h e 
incubados otras 48h con diferentes tratamientos (media ± desviación 
estándar). Las células control se han incubado con medio que contiene la 
misma cantidad de etanol y BSA que las condiciones de Dx, VitD y GH. 
Cada valor representa el nivel de expresión relativa respecto al control (= 
1). (n: número de experimentos realizados para cada condición de 
tratamiento a partir de condrocitos procedentes de fetos diferentes) 
(*p<0,05; **p<0,0001, respecto al control).  

La VitD, pese a que estimula significativamente la expresión de IGFBP3, no 

revierte la inhibición de la expresión de este gen producida por la Dx. Lo mismo ocurre 

con la GH, pero si se incuban las células con Dx a una concentración baja (10-9 M), GH 

y VitD a concentraciones crecientes (10-11 a 10-6 M) ésta última revierte la inhibición de 

la expresión de IGFBP3 a partir de la concentración de 10-7 M de VitD. En cambio si 

en el medio hay Dx a una concentración elevada (10-6 M) no se consigue revertir la 

inhibición de la expresión de IGFBP3. 
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GH + VitD 10-11 M + Dx 10-6 M     0,05 ± 0,02 ** 4
GH + VitD 10-10 M + Dx 10-6 M     0,10 ± 0,08 * 3
GH + VitD 10-9 M + Dx 10-6 M     0,12 ± 0,05 * 3
GH + VitD 10-8 M + Dx 10-6 M     0,31 ± 0,18 * 3
GH + VitD 10-7 M + Dx 10-6 M     0,32 ± 0,20 * 4
GH + VitD 10-6 M + Dx 10-6 M     0,16 ± 0,09 * 4



RESULTADOS 
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Figura 58. Cuantificación de la expresión del gen IGF-IR en condrocitos 
procedentes de cartílago epifiseal fetal humano deprivados durante 48h e 
incubados otras 48h con diferentes tratamientos (media ± desviación 
estándar). Las células control se han incubado con medio que contiene la 
misma cantidad de etanol y BSA que las condiciones de Dx, VitD y GH. 
Cada valor representa el nivel de expresión relativa respecto al control (= 
1). (n: número de experimentos realizados para cada condición de 
tratamiento a partir de condrocitos procedentes de fetos diferentes) 
(*p<0,05, respecto al control).  

Tanto Dx como VitD estimulan la expresión de IGF-IR de forma significativa a la 

concentración de 10-6 M, aunque existen variaciones interexperimentales. El efecto 

producido sobre la expresión de IGF-IR al incubar las células con GH, Dx y VitD no es 

significativo y no difiere del observado al incubar con Dx y VitD solas. La 

combinación GH, VitD 10-10 M y Dx 10-9 M inhibe de forma significativa la expresión 

de IGF-IR. 
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GH + VitD 10-9 M     1,30 ± 0,61 6
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GH + VitD 10-6 M     1,14 ± 0,69  3
GH + VitD 10-11 M + Dx 10-9 M     0,85 ± 0,20  3
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GH + VitD 10-9 M + Dx 10-9 M     0,93 ± 0,56  3
GH + VitD 10-8 M + Dx 10-9 M     1,00 ± 0,52 3
GH + VitD 10-7 M + Dx 10-9 M     1,01 ± 0,40 3
GH + VitD 10-6 M + Dx 10-9 M     0,83 ± 0,55 3
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GH + VitD 10-9 M + Dx 10-6 M     1,32 ± 0,43 3
GH + VitD 10-8 M + Dx 10-6 M     1,67 ± 0,44 3
GH + VitD 10-7 M + Dx 10-6 M     1,47 ± 0,55 3
GH + VitD 10-6 M + Dx 10-6 M     1,19 ± 0,32 3
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Figura 59. Cuantificación de la expresión del gen IGF-II en condrocitos 
procedentes de cartílago epifiseal fetal humano deprivados durante 48h e 
incubados otras 48h con diferentes tratamientos (media ± desviación 
estándar). Las células control se han incubado con medio que contiene la 
misma cantidad de etanol y BSA que las condiciones de Dx, VitD y GH. 
Cada valor representa el nivel de expresión relativa respecto al control (= 
1). (n: número de experimentos realizados para cada condición de 
tratamiento a partir de condrocitos procedentes de fetos diferentes) 
(*p<0,05, respecto al control).  

Aunque la expresión de IGF-II no varía ni con Dx, ni con VitD ni con GH existe 

una tendencia a la estimulación cuando se incuban conjuntamente, siendo esta 

estimulación significativa con GH, VitD 10-9 ó 10-8 M y Dx 10-6 M. 
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GH + VitD 10-8 M + Dx 10-6 M     2,50 ± 0,51 * 3
GH + VitD 10-7 M + Dx 10-6 M     1,95 ± 0,48 3
GH + VitD 10-6 M + Dx 10-6 M     1,81 ± 0,79 3
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MEDIA ± DE n
CONTROL 

Figura 60. Cuantificación de la expresión del gen GHR en condrocitos 
procedentes de cartílago epifiseal fetal humano deprivados durante 48h e 
incubados otras 48h con diferentes tratamientos (media ± desviación 
estándar). Las células control se han incubado con medio que contiene la 
misma cantidad de etanol y BSA que las condiciones de Dx, VtD y GH. 
Cada valor representa el nivel de expresión relativa respecto al control (= 
1). (n: número de experimentos realizados para cada condición de 
tratamiento a partir de condrocitos procedentes de fetos diferentes) 
(*p<0,05, respecto al control).  

El tratamiento con Dx produce un efecto dual en función de la concentración de 

manera que concentraciones bajas estimulan la expresión de GHR mientras que 

concentraciones altas la inhiben. En cambio, la VitD estimula la expresión de este gen 

desde la concentración 10-11 M hasta la de 10-6 M y revierte la inhibición que la Dx 10-6

M produce. Así como la GH revierte la inhibición producida por la Dx 10-6 M si en el 

medio además hay VitD no sólo se revierte la inhibición sino que se observa una 

estimulación aunque no es significativa por la variabilidad interexperimental y es 

inferior a la observada al incubar las células con GH y VitD. 
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Expresión del gen SOX9 

Figura 61. Cuantificación de la expresión del gen SOX9 en condrocitos 
procedentes de cartílago epifiseal fetal humano deprivados durante 48h e 
incubados otras 48h con diferentes tratamientos (media ± desviación 
estándar). Las células control se han incubado con medio que contiene la 
misma cantidad de etanol y BSA que las condiciones de Dx, VitD y GH. 
Cada valor representa el nivel de expresión relativa respecto al control (= 
1). (n: número de experimentos realizados para cada condición de 
tratamiento a partir de condrocitos procedentes de fetos diferentes) 
(*p<0,05, respecto al control).  

Tanto la Dx como la VitD inhiben la expresión del factor de transcripción SOX9 y 

la GH no revierte ni la inhibición producida por la Dx ni la producida por la VitD. En el 

tratamiento combinado de Dx y VitD y/o GH el efecto observado es el mismo: 

inhibición de la expresión de SOX9. 
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Cuantificación relativa de la expresión del gen COL2A1

Figura 62. Cuantificación de la expresión del gen COL2A1 en condrocitos 
procedentes de cartílago epifiseal fetal humano deprivados durante 48h e 
incubados otras 48h con diferentes tratamientos (media ± desviación 
estándar). Las células control se han incubado con medio que contiene la 
misma cantidad de etanol y BSA que las condiciones de Dx, VitD y GH. 
Cada valor representa el nivel de expresión relativa respecto al control (= 
1). (n: número de experimentos realizados para cada condición de 
tratamiento a partir de condrocitos procedentes de fetos diferentes) 
(*p<0,05; **p<0,0001, respecto al control).  

El tratamiento de las células con Dx o con VitD inhibe significativamente la 

expresión de COL2A1 de forma concentración dependiente, de manera que la 

combinación Dx con VitD también inhibe dicha expresión. La GH no revierte ni la 

inhibición producida por la Dx ni la producida por la VitD ni la de la combinación de 

ambas.  
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GH + VitD 10-8 M     0,60 ± 0,33  3
GH + VitD 10-7 M     0,50 ± 0,20 * 5
GH + VitD 10-6 M     0,45 ± 0,11  3
GH + VitD 10-11 M + Dx 10-9 M     0,62 ± 0,54  3
GH + VitD 10-10 M + Dx 10-9 M     0,72 ± 0,70  3
GH + VitD 10-9 M + Dx 10-9 M     0,63 ± 0,49  3
GH + VitD 10-8 M + Dx 10-9 M     0,62 ± 0,59 3
GH + VitD 10-7 M + Dx 10-9 M     0,61 ± 0,48 3
GH + VitD 10-6 M + Dx 10-9 M     0,40 ± 0,31 3
GH + VitD 10-11 M + Dx 10-6 M     0,35 ± 0,24 * 3
GH + VitD 10-10 M + Dx 10-6 M     0,36 ± 0,17 * 3
GH + VitD 10-9 M + Dx 10-6 M     0,15 ± 0,09 * 3
GH + VitD 10-8 M + Dx 10-6 M     0,22 ± 0,11 * 3
GH + VitD 10-7 M + Dx 10-6 M     0,17 ± 0,15 * 3
GH + VitD 10-6 M + Dx 10-6 M     0,19 ± 0,18 * 3
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Cuantificación relativa de la expresión del gen aggrecan

Figura 63. Cuantificación de la expresión del gen aggrecan en condrocitos 
procedentes de cartílago epifiseal fetal humano deprivados durante 48h e 
incubados otras 48h con diferentes tratamientos (media ± desviación 
estándar). Las células control se han incubado con medio que contiene la 
misma cantidad de etanol y BSA que las condiciones de Dx, VitD y GH. 
Cada valor representa el nivel de expresión relativa respecto al control (= 
1). (n: número de experimentos realizados para cada condición de 
tratamiento a partir de condrocitos procedentes de fetos diferentes) 
(*p<0,05; ** p<0,0001, respecto al control).  

Tanto Dx como VitD inhiben la expresión de aggrecan y la GH no revierte esta 

inhibición. La combinación de GH con Dx y/o con VitD produce el mismo efecto 

inhibitorio sobre la expresión de este gen. 
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*

MEDIA ± DE n
CONTROL     1,00 10 
Dx 10-9 M     0,90 ± 0,44 10 
Dx 10-6 M     0,55 ± 0,21 ** 10 
VitD 10-11 M     0,81 ± 0,28 10 
VitD 10-10 M     0,82 ± 0,17 * 6
VitD 10-9 M     0,64 ± 0,26 * 6
VitD 10-8 M     0,63 ± 0,17 * 6
VitD 10-7 M     0,66 ± 0,27 *   6 
VitD 10-6 M     0,59 ± 0,23 * 10 
Dx 10-6 M + VitD 10-6 M     0,57 ± 0,31 3
GH     0,85 ± 0,34 7
GH + Dx 10-9 M     0,68 ± 0,17 3
GH + Dx 10-6 M     0,47 ± 0,11 * 3
GH + VitD 10-11 M     0,72 ± 0,25 * 6
GH + VitD 10-10 M     0,69 ± 0,20 * 3
GH + VitD 10-9 M     0,61 ± 0,26 * 6
GH + VitD 10-8 M     0,54 ± 0,19 * 3
GH + VitD 10-7 M     0,46 ± 0,07 ** 6
GH + VitD 10-6 M     0,48 ± 0,07 * 3
GH + VitD 10-11 M + Dx 10-9 M     0,90 ± 0,46  3
GH + VitD 10-10 M + Dx 10-9 M     0,69 ± 0,41  3
GH + VitD 10-9 M + Dx 10-9 M     0,85 ± 0,64  3
GH + VitD 10-8 M + Dx 10-9 M     0,57 ± 0,51 3
GH + VitD 10-7 M + Dx 10-9 M     0,87 ± 0,50 3
GH + VitD 10-6 M + Dx 10-9 M     0,55 ± 0,40 3
GH + VitD 10-11 M + Dx 10-6 M     0,70 ± 0,37    3
GH + VitD 10-10 M + Dx 10-6 M     0,60 ± 0,33 3
GH + VitD 10-9 M + Dx 10-6 M     0,59 ± 0,19 3
GH + VitD 10-8 M + Dx 10-6 M     0,66 ± 0,27 3
GH + VitD 10-7 M + Dx 10-6 M     0,60 ± 0,32 3
GH + VitD 10-6 M + Dx 10-6 M     0,41 ± 0,29 3
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Cuantificación relativa de la expresión del gen COMP

MEDIA ± DE n
CONTROL 

Figura 64. Cuantificación de la expresión del gen COMP en condrocitos 
procedentes de cartílago epifiseal fetal humano deprivados durante 48h e 
incubados otras 48h con diferentes tratamientos (media ± desviación 
estándar). Las células control se han incubado con medio que contiene la 
misma cantidad de etanol y BSA que las condiciones de Dx, VitD y GH. 
Cada valor representa el nivel de expresión relativa respecto al control (= 
1). (n: número de experimentos realizados para cada condición de 
tratamiento a partir de condrocitos procedentes de fetos diferentes) 
(*p<0,05, respecto al control).  

El tratamiento con Dx o con VitD estimula la expresión de COMP y el tratamiento 

combinado con Dx y VitD parece potenciar la estimulación producida tanto por Dx 

como por VitD aunque no es una estimulación significativa debido a la variación 

interexperimental. De la misma manera, en el tratamiento de las células con GH, Dx y 

VitD se observa una tendencia a la estimulación de la expresión de COMP, aunque no 

es un incremento estadísticamente significativo. 
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    1,00 11 
Dx 10-9 M     1,02 ± 0,34 11 
Dx 10-6 M     2,54 ± 2,55  11 
VitD 10-11 M     0,92 ± 0,42 11 
VitD 10-10 M     1,03 ± 0,45 6
VitD 10-9 M     0,87 ± 0,53 6
VitD 10-8 M     1,66 ± 0,77 6
VitD 10-7 M     1,55 ± 0,87   6 
VitD 10-6 M     1,53 ± 0,62 * 11 
Dx 10-6 M + VitD 10-6 M     3,95 ± 1,77 3
GH     1,25 ± 0,60 6
GH + Dx 10-9 M     0,69 ± 0,31 3
GH + Dx 10-6 M     1,48 ± 0,55  3
GH + VitD 10-11 M     1,24 ± 0,81 6
GH + VitD 10-10 M     1,43 ± 0,49  3
GH + VitD 10-9 M     1,01 ± 0,35 6
GH + VitD 10-8 M     1,15 ± 0,54  3
GH + VitD 10-7 M     1,57 ± 0,34 * 6
GH + VitD 10-6 M     1,24 ± 0,47  3
GH + VitD 10-11 M + Dx 10-9 M     1,18 ± 1,03 3
GH + VitD 10-10 M + Dx 10-9 M     1,04 ± 0,78  3
GH + VitD 10-9 M + Dx 10-9 M     1,10 ± 0,94  3
GH + VitD 10-8 M + Dx 10-9 M     1,50 ± 1,46 3
GH + VitD 10-7 M + Dx 10-9 M     2,08 ± 2,09 3
GH + VitD 10-6 M + Dx 10-9 M     1,49 ± 1,44 3
GH + VitD 10-11 M + Dx 10-6 M     1,97 ± 1,61   3
GH + VitD 10-10 M + Dx 10-6 M     3,08 ± 3,02 3
GH + VitD 10-9 M + Dx 10-6 M     3,80 ± 5,24 3
GH + VitD 10-8 M + Dx 10-6 M     1,85 ± 0,92 3
GH + VitD 10-7 M + Dx 10-6 M     1,67 ± 0,76 3
GH + VitD 10-6 M + Dx 10-6 M     2,05 ± 1,56 3
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4.2.5 Cuantificación de la proteína IGF-I en el medio de cultivo

La concentración de la proteína IGF-I se cuantificó en los medios de cultivo de tres 

experimentos al final del protocolo de incubación de 48h con diferentes tratamientos.  
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Figura 65. Cuantificación de la expresión del gen y de la síntesis de la 
proteína IGF-I en el medio de cultivo de un experimento en condrocitos 
procedentes de cartílago epifiseal fetal humano deprivados durante 48h e 
incubados otras 48h con diferentes tratamientos. Resultados expresados 
en relación a la condición control (=1).  

Los resultados presentes en la Figura 65 corresponden a un experimento y son 

representativos de los resultados obtenidos. En ausencia de tratamiento (condición 

control) se detecta una concentración de proteína IGF-I de 4,1 ng/ml.  

La VitD 10-11 M no tiene efecto sobre la expresión y la síntesis de IGF-I mientras 

que a 10-6 M incrementa la síntesis de proteína IGF-I (x 1,94 respecto al control) de 

forma paralela al incremento que produce sobre la expresión de este gen (x 3,38 

respecto al control). La GH sola no tiene efecto sobre la expresión al final de las 48h de 

incubación pero se observa un incremento de la proteína en el medio (x 1,6 respecto al 

control). La GH combinada con VitD produce un incremento mayor de la expresión del 

gen IGF-I (x 10,64 respecto al control a 10-6 M) y de la síntesis de proteína (x 2,31 

respecto al control a 10-6 M).
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Pese a que la Dx 10-9 M inhibe la expresión del gen IGF-I (x 0,61 respecto al 

control) los niveles de proteína están incrementados respecto a la condición control (x 

2,13). Sin embargo, la Dx 10-6 M inhibe tanto la expresión (x 0,24 respecto al control) 

como la síntesis de IGF-I (x 0,81 respecto al control).  

4.2.6 Cuantificación de la proteína IGFBP3 en el medio de cultivo

La concentación de IGFBP3 en el medio de cultivo se ha cuantificado en dos 

experimentos independientes.  
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Figura 66. Cuantificación de la expresión del gen y de la síntesis de la 
proteína IGFBP3 en el medio de cultivo de un experimento en condrocitos 
procedentes de cartílago epifiseal fetal humano deprivados durante 48h e 
incubados otras 48h con diferentes tratamientos. Resultados expresados 
en relación a la condición control (=1).  

Los resultados presentes en la Figura 66 corresponden a un experimento y son 

representativos de los resultados obtenidos en los dos experimentos realizados. En 

ausencia de tratamiento (condición control) se detecta  una concentración de proteína 

IGFBP3 de 89 ng/ml. 
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RESULTADOS 

Las variaciones en la síntesis de la proteína IGFBP3 son paralelas a los cambios 

observados en los niveles de expresión génica, de manera que aquellas condiciones que 

estimulan la expresión del gen, como la incubación con concentraciones crecientes de 

VitD (x 2,52 respecto al control a 10-6 M), se acompañan de un incremento en la síntesis 

de proteína (x 1,37 respecto al control a 10-6 M), mientras que aquellas condiciones 

inhibitorias de la expresión, como el tratamiento con Dx (x 0,05 respecto al control a  

10-6 M), se corresponden con menor presencia de proteína en el medio (x 0,33 respecto 

al control a 10-6 M). 
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DISCUSIÓN 

Metodología

El análisis de la expresión de los genes del eje GH-IGFs, de factores de 

transcripción y de proteínas de la matriz extracelular en células de la línea condrocítica 

C-28/I2 se ha realizado utilizando un método de análisis semicuantitativo. Se ha puesto 

a punto la técnica en cuanto al diseño de cebadores específicos para los genes 

analizados y a la optimización tanto de la reacción de RT-PCR como de la 

cuantificación. Este método ha representado un avance para el estudio de la expresión 

génica respecto al Northern blot ya que precisa menor cantidad de RNA. Mediante este 

método se ha podido cuantificar la expresión de genes a partir de 5 ng de mRNA 

extraído de las células de la línea C-28/I2.

Sin embargo, esta metodología no se ha podido utilizar para estudiar la expresión 

génica en condrocitos procedentes de cartílago epifiseal fetal humano debido a que es 

un material todavía menos abundante que el de la línea condrocítica. Para este estudio 

ha sido necesario utilizar la reacción de PCR cuantitativa a tiempo real. Este método es 

altamente sensible y permite cuantificar RNAs poco representados en la muestra. Esta 

cuantificación se realiza en la fase exponencial de la reacción de PCR, de manera que 

los resultados obtenidos no se ven influenciados por la limitación de los reactivos. Es 

una técnica que no requiere manipulación de las muestras una vez finalizada la reacción 

de PCR ya que los resultados se obtienen durante la realización de la misma. De esta 

manera, se han podido cuantificar genes a partir de material escaso o genes que estaban 

muy poco expresados en las muestras de interés. Se han optimizado las condiciones de 

la reacción de PCR en cuanto al gen endógeno más adecuado para el estudio y a las 

cantidades de mRNA necesarias para la cuantificación.  

La expresión y producción de IGF-I por el cartílago de crecimiento es crucial para el 

crecimiento longitudinal del esqueleto aunque se ha sugerido que el efecto de la GH en 

la zona germinal puede estar mediado por la producción local de IGF-II43. Así mismo, la 

producción de IGF-I por los condrocitos del cartílago de crecimiento ha sido 

cuestionada en numerosas ocasiones, probablemente debido a sus niveles 

extremadamente bajos, lo cual dificulta su detección por Northern blot y/o 

inmunoensayos. En nuestro trabajo se demuestra, por primera vez, mediante reacción de 

PCR cuantitativa a tiempo real, que los condrocitos procedentes de cartílago de 

crecimiento epifiseal fetal humano expresan el gen de IGF-I. Para su detección se ha 
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utilizado 5 veces más RNA total que para la detección de los otros genes analizados, lo 

que indica que se expresa en cantidades muy bajas y, por lo tanto, muy difíciles de 

evidenciar por los métodos hasta ahora utilizados. En la literatura, otros autores han 

detectado expresión de IGF-I mediante Northern blot, hibridación in-situ, RT-PCR 

semicuantitativa y/o inmunohistoquimia en cartílago de crecimiento bovino67, ovino102,

murino66,69,103,104 y porcino105 y en cartílago de crecimiento costocondral de rata106. Por 

el contrario, Wang et al.65 sólo detectaron IGF-II en cartílago de crecimiento murino y 

Shinar et al.64 obtuvieron resultados similares en cartílago de crecimiento de rata.  

En resumen, pese a haber demostrado expresión de IGF-I en cartílago de 

crecimiento fetal humano, el IGF-II es el IGF más abundantemente expresado. Este 

hecho también ha sido demostrado por otros autores en cartílago de crecimiento de otras 

especies animales64,105.

Línea celular condrocítica humana preestablecida C-28/I2

Cultivos primarios de condrocitos aislados de animales jóvenes, que mantienen el 

fenotipo específico de cartílago se obtienen fácilmente, sin embargo, el uso de 

condrocitos de origen humano ha sido más problemático ya que no siempre se obtiene 

el número de células apropiado para la realización de los experimentos. Así, la falta de 

un modelo reproducible de condrocitos humanos ha dificultado el estudio de las 

funciones relevantes del cartílago en diferentes patologías humanas. Goldring et al.97

obtuvieron la línea celular C-28/I2 inmortalizada con SV40-T antígeno, a partir de un 

cultivo primario aislado de cartílago costal de una joven de 15 años. Esta línea puede ser 

utilizada para la realización de experimentos sin limitaciones de la muestra y de una 

manera estandarizada, siendo un modelo útil para estudiar in vitro los mecanismos de 

transcripción génica relevantes para las funciones condrocíticas. Esta línea ha sido 

utilizada en la literatura como modelo reproducible de cultivo de condrocitos in vitro

para el estudio de los mecanismos implicados en patologías articulares y procesos 

inflamatorios como osteoartritis. 

Finger et al.107 investigaron el patrón de expresión de la línea celular C-28/I2, junto 

con otras dos líneas de la misma procedencia (C28a2 y C28a4) y  demostraron que en 

estos tipos celulares los genes implicados en el ciclo celular estaban más expresados que 

en condrocitos normales. La expresión de SOX9 en estas células demostró que tenían 

un fenotipo condrocítico y observaron que estas líneas celulares eran principalmente 
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proliferativas y expresaban en menor cantidad genes implicados en la síntesis y 

renovación de la matriz. Concluyeron que de las 3 líneas celulares analizadas, la línea 

C-28/I2 era la más útil para el estudio de la actividad anabólica y catabólica de 

condrocitos y su regulación. 

A partir de RNAs extraídos de estas células hemos analizado la expresión génica de 

los genes del eje GH-IGFs, de factores de transcripción así como de proteínas de la 

matriz extracelular a lo largo de diferentes días de cultivo. Se ha observado que estas 

células expresan mayor cantidad de IGF-II que de IGF-I. En cuanto a IGF-I, se ha 

observado que se expresa tres veces más la isoforma IGF-IB que la isoforma IGF-IA. 

En la literatura está referenciado que la forma de mayor expresión es la IGF-IA: 

Nagaoka et al.108 demostraron en hígado, células de hepatoma, macrófagos y 

fibroblastos humanos que la isoforma IGF-IA se expresaba 10 veces más que la IGF-IB. 

Este hecho también ha sido demostrado en otros animales como en rata por Lowe et 

al.109, que observaron que la expresión de IGF-IB representaba un 2,5% del total de 

mRNA de IGF-I en corazón, pulmón, músculo, testículo, estómago, riñón y cerebro de 

rata, aunque representaba un 13% del mRNA de IGF-I hepático.

Algunos de los genes que hemos estudiado se expresan sólo a partir de la fase 

exponencial de cultivo como IGFBP3, IGF-IIR, tanto la forma  como la forma  del 

GCCR, SOX9 y CBFA1. Otros factores constitutivos como Ets2 se expresan durante 

todo el cultivo, mientras que, tanto SOX9 como CBFA1, son más específicos ya que se 

expresan coincidiendo con la mitad de la fase exponencial del cultivo. 

El objetivo principal del trabajo consistía en el estudio de la regulación del cartílago 

de crecimiento humano por GCs y por VitD tanto en situaciones que puedan semejar 

las fisiológicas como en situaciones patológicas, en las que pueden existir tanto 

deficiencias como excesos de las hormonas estudiadas. Para ello, analizamos los 

efectos de los GCs y la VitD sobre la proliferación celular de la línea celular 

condrocítica C-28/I2. El estudio de la incorporación de timidina-3H al DNA muestra 

que esta línea celular no responde al tratamiento ni con GC, ni con IGF-I ni con VitD 

ya que no se observan modificaciones significativas de la proliferación celular.  

Sin embargo, Matsumoto et al.110 demostraron en esta línea que el IGF-I estimulaba 

la proliferación celular [100 ng/ml: 125%, respecto al control (100%), p<0.001]. En 

nuestro trabajo, el IGF-I 100 ng/ml estimula la proliferación hasta el 115%, aunque sólo 

se realizaron dos experimentos, pero no se inhibe la proliferación ni con Dx ni con 
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VitD y, por ello, se decidió continuar el estudio utilizando condrocitos procedentes de 

cartílago epifiseal fetal humano, que está bien establecido como modelo101.

Cultivos primarios de condrocitos procedentes de cartílago epifiseal fetal humano

Hemos realizado el estudio de la regulación de la proliferación celular y la expresión 

génica por GCs y por VitD en condrocitos de cartílago de crecimiento epifiseal fetal 

humano obtenidos en un primer pase de cultivo con un 10% de SBF. Estos condrocitos 

mantienen un fenotipo similar a los condrocitos de la zona proliferativa del cartílago de 

crecimiento y expresan niveles elevados de COL2A1, mientras que los niveles de 

expresión del COL10A1 son casi indetectables. Los condrocitos se deprivan durante 

48h antes de las incubaciones con los diferentes tratamientos. 

Regulación por GCs

En este trabajo hemos utilizado concentraciones de Dx desde 10-9 M a 10-6 M. La 

concentración de Dx 10-9 M corresponde a una concentración de cortisol de 30-50 x 10-9

M, concentración similar a la fracción libre de cortisol circulante en sangre. Por ello, 

consideramos que Dx 10-9 M equivale a una concentración fisiológica, aunque 

desconocemos cúal es la concentración local de cortisol presente en la matriz 

intercelular del cartílago de crecimiento a la que están expuestos los condrocitos. Existe 

poca información experimental sobre los efectos de concentraciones bajas de GCs en 

relación a la regulación del cartílago de crecimiento, aunque se ha demostrado que niños 

con insuficiencia suprarrenal primaria sin terapia substitutiva con GCs presentan una 

velocidad de crecimiento baja, como por ejemplo niños afectos de síndrome de 

Addison. Todavía no ha podido determinarse si la disminución del crecimiento lineal 

observado en los niños con síndrome de Addison es una consecuencia directa, por 

disminución de la regulación de determinados genes en el cartílago de crecimiento, o 

secundaria, debido a alteraciones en reguladores sistémicos que actúan sobre el cartílago 

de crecimiento.  

Los condrocitos del cartílago de crecimiento controlan el crecimiento longitudinal 

del hueso a través de dos mecanismos distintos pero interconectados: la proliferación 

celular y la diferenciación a condrocitos hipertróficos, que va acompañada de un 
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incremento en el diámetro y volumen de las células. Sin estos dos mecanismos, el 

crecimiento longitudinal del hueso no ocurriría. Numerosas hormonas y factores de 

crecimiento están implicados en el control de la proliferación y de la diferenciación de 

los condrocitos.

En el presente trabajo se ha demostrado, mediante el estudio de la incorporación de 

timidina-3H al DNA, que la Dx inhibe la síntesis de DNA de forma dosis dependiente. 

Sin embargo, la incubación con dosis bajas de Dx (10-9 M) produce un incremento de la 

síntesis de DNA, sugiriendo que bajas concentraciones de GCs (equivalentes a los 

niveles circulantes de cortisol en suero) no interfieren en la proliferación celular basal, 

mientras que concentraciones farmacológicas por encima de 10-8 M la inhiben. Este 

hecho evidencia que la Dx a elevadas concentraciones, al menos en el presente sistema 

de cultivo, podría actuar como un potente regulador negativo de la condrogénesis. 

La inhibición de la proliferación celular in vitro ejercida por los GCs ha sido 

descrita también por otros autores utilizando diferentes tipos celulares tales como 

condrocitos de rata77,85,111,112, de cerdo105 y condrocitos humanos postnatales113.

Así por ejemplo, Jux et al.85 demostraron en condrocitos de rata que la Dx inhibía la 

proliferación celular ya a la concentración de 10-12 M (94% respecto al control), siendo 

esta inhibición dosis dependiente (Dx 10-7 M:  80%).

La disminución de la proliferación ejercida por los GCs, puede ser debida a la 

inhibición de reguladores del ciclo celular114-116 o a la estimulación de inhibidores del 

crecimiento o de las vías de muerte celular117. En el año 2001, Kassel et al.118

demostraron que la Dx estimulaba la expresión de la fosfatasa MKP-1 (MAP kinase 

phosphatase-1) en células mastocíticas de rata, con la consiguiente inactivación de 

ERK (elk-related tyrosine kinase) y disminución de la proliferación, ya que ERK 

fosforilada pasa al núcleo y activa la maquinaria del ciclo celular. Esta estimulación era 

dependiente tanto del GCCR como de la síntesis de proteínas y requería de GRE 

funcionales presentes en la región promotora del gen MKP-1118,119. La estimulación de 

la fosfatasa MKP-1 por parte de los GCs también ha sido descrita por Engelbrecht et 

al.120 tanto en osteoblastos de ratón como en una línea celular osteoblástica humana.  

Otros autores demostraron que la Dx puede ejercer su efecto a través de la 

regulación de la expresión de genes implicados en el ciclo celular como ciclina 

D3121,122, c-Myc123 y Cdk4124.
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Gafni et al.80, mediante la administración de Dx (0.5 mg/Kg por día) a conejos en 

fase de crecimiento, demostraron que la inhibición del crecimiento por parte de los GCs 

era transitoria e iba seguida de un crecimiento más rápido que el esperado para la edad, 

dando lugar al efecto de recuperación del crecimiento (“catch-up”). El exceso de GCs 

disminuía el crecimiento lineal y esta disminución se debía en parte a la disminución de 

la proliferación de los condrocitos del cartílago de crecimiento.  

El MF, esteroide sintético antagonista de GC por unirse al GCCR, no produce un 

efecto significativo a la concentración de 10-6 M sobre la síntesis de DNA en nuestro 

sistema de cultivo pero revierte la inhibición de la proliferación producida por la Dx   

10-6 M. Este hecho sugiere que el mecanismo inhibidor del crecimiento por la Dx es 

GCCR dependiente. Comprobamos, además, que los condrocitos procedentes de 

cartílago epifiseal fetal humano expresan mRNA de GCCR.    

El bloqueo por el MF de la inhibición por la Dx ha sido descrito también por 

Engelbrecht et al.120 en células osteoblásticas tanto humanas como de ratón in vitro.

En nuestros experimentos comprobamos que MF 10-5 M producía una inhibición 

total tanto de la proliferación celular como de la expresión génica y como nos interesaba 

ver el efecto de la concentración 10-6 M de Dx los hemos utilizado a concentraciones 

equimolares.  

Hemos observado que, en condrocitos de cartílago epifiseal fetal humano, el IGF-I a 

la concentración de 100 ng/ml es un potente estimulador de la proliferación celular 

aunque esta estimulación es variable en células procedentes de distintos fetos. Por otro 

lado, el tratamiento con IGF-I revierte totalmente la inhibición de la proliferación

celular producida por la Dx 10-6 M cuando las células se incuban en presencia de 

ambos.  

El IGF-I es un potente factor de crecimiento para el cartílago de crecimiento, 

ejerciendo sus acciones tanto por mecanismos endocrinos como auto/paracrinos. Es bien 

conocido tanto en condrocitos de rata69,85,125,126 y humanos25,113 y en una línea celular 

condrocítica humana110 como en ratones Knock-out52,63,127 que el IGF-I estimula tanto la 

proliferación como la diferenciación de los condrocitos del cartílago de crecimiento in 

vivo e in vitro. El efecto estimulador de la proliferación celular ejercido por el IGF-I 

también ha sido observado en otros tipos celulares como en células osteoblásticas 

SaOS-2128, células UMR106.06 (línea celular osteoblástica de rata)129, células epiteliales 
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mamarias (MEC)130 y células HSC (hepatic stellate cells) de rata131. Esta estimulación 

era dosis dependiente en todos los casos.

De acuerdo con nuestros resultados, Jux et al.85 y Olney et al.113 observaron, en 

condrocitos de rata y cartílago de crecimiento humano respectivamente, que el IGF-I 

revertía la inhibición de la proliferación producida por la Dx. 

Furlanetto et al.132 observaron en células MG63 (línea celular humana de 

osteosarcoma) que el IGF-I estimulaba la división celular modulando los efectos 

producidos en la fase G1 del ciclo celular. Demostraron que el IGF-I estimulaba tanto el 

mRNA como la proteína de ciclina D1. Este incremento se producía en la fase temprana 

de G1 que corresponde a la fase del ciclo celular en la que el IGF-I actúa sobre estas 

células.

En nuestro modelo experimental, la GH de 100 a 1000 ng/ml no tiene un efecto 

significativo sobre la proliferación y el tratamiento combinado de GH y Dx tiene el 

mismo efecto que cuando se incuban las células con Dx sola. No hemos estudiado 

condrocitos de cartílago epifiseal humano de edades postnatales por lo que 

desconocemos si in vitro las células postnatales responden significativamente a la GH 

en cuanto a la proliferación celular. 

Sin embargo, Jux et al.85 demostraron en condrocitos de rata que la GH (40 ng/ml) 

estimulaba la proliferación celular (173%). Además, revertía la inhición que la Dx 

producía en estas células. Cuando se añadía un anticuerpo policlonal anti-IGF-I al 

medio se bloqueaba completamente la estimulación de la síntesis de DNA por parte de 

la GH, de manera que la síntesis de DNA estimulada por esta hormona se debía al 

incremento que producía sobre la expresión de IGF-I. 

Se ha demostrado en numerosos trabajos que los GCs suprimen el crecimiento 

modificando la vía GH-IGFs a diferentes niveles. Nuestros resultados demuestran que 

la Dx ejerce diferentes efectos sobre IGF-I, IGF-II y su proteína de transporte IGFBP3 

en cartílago de crecimiento fetal humano. La Dx inhibe significativamente y de forma 

dosis dependiente la expresión de los genes IGF-I e IGFBP3 mientras que no tiene 

efecto significativo sobre la expresión de IGF-II. Por otro lado, el tratamiento con IGF-I 

(100 ng/ml) estimula la expresión tanto de IGF-I como de IGFBP3 pero no revierte la 

inhibición que sobre la expresión de estos dos genes produce la Dx. El MF solo no 

produce efecto significativo, sin embargo, a una concentración equimolar a la Dx
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revierte parcialmente la inhibición de la expresión de IGFBP3 producida por ella 

aunque no la de IGF-I.

Los resultados obtenidos sugieren que el IGF-I sería más importante que el IGF-II 

en cuanto a la regulación del cartílago de crecimiento fetal humano por GCs. Otros 

autores tampoco detectaron regulación de la expresión de IGF-II por Dx en condrocitos 

procedentes de cartílago epifiseal de cerdos neonatos105, aunque tampoco detectaron 

regulación de IGF-I debido, posiblemente, a que sus niveles de expresión eran 

prácticamente indetectables por Northern blot.  

Los niveles de proteína de IGF-I e IGFBP3 en el medio de cultivo al final del 

período de 48h de incubación confirmaron que la concentración de Dx más elevada  

(10-6 M) inhibe su síntesis. Por el contrario, la Dx a baja concentración (10-9 M) no 

inhibe la secreción de proteína IGF-I aunque la expresión génica está disminuída al 

final de las 48h de incubación, mientras que inhibe tanto la expresión como la síntesis 

de IGFBP3.

Otros autores han demostrado que tanto los IGFs (IGF-I e IGF-II) como las 

diferentes IGFBPs están reguladas por GCs. Así se demostró que los GCs inhibían la 

síntesis del mRNA y de la proteína de IGF-I en células preosteoblásticas HBMSC 

(human bone marrow stromal cells)144 y la producción local de IGF-I medida por RIA 

(radioinmunoensayo) en los sobrenadantes de cultivos de condrocitos de cartílago de 

crecimiento de rata85. De la misma manera, Delany et al.145 observaron en osteoblastos 

de rata que el cortisol inhibía el mRNA de IGF-I. En otro trabajo, estos autores 

localizaron, utilizando el mismo tipo celular, la secuencia en el promotor del gen IGF-I 

regulada por cortisol146.

Se han realizado numerosos estudios in vitro e in vivo para analizar la regulación de 

las IGFBPs por GCs, aunque los resultados varían en función de la IGFBP estudiada, 

de los tipos celulares analizados y de las condiciones experimentales. De acuerdo con 

nuestros resultados, otros autores han demostrado que la Dx inhibe la expresión de 

IGFBP3 en células de hueso147, células hepáticas148, condrocitos articulares149 y 

osteoblastos humanos144, así como también inhibe los niveles de la proteína de IGFBP3 

en el medio de cultivo en osteoblastos humanos144,147, de rata150 y en fibroblastos 

humanos151,152. Por el contrario, en condrocitos costales de conejo, Koedam et al.153

demostraron que la Dx suprimía la expresión de IGFBP5, un mediador de la acción 

mitogénica de IGF-I, pero estimulaba IGFBP3 al mismo tiempo. El tratamiento de las
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células con IGF-I estimulaba IGFBP3 y este incremento era superior si, además, en el 

medio había Dx, a diferencia de lo observado en nuestros resultados. 

La regulación de IGFBP3 por los GCs también ha sido estudiada in vivo. La 

administración de Dx da lugar a un incremento en los niveles séricos de IGFBP3 tanto 

en rata154,155 como en humanos156,157. Las diferencias entre los hallazgos in vivo

respecto a los in vitro podrían ser un reflejo de los efectos amplios que los GCs tienen 

sobre la secreción de hormonas y la expresión génica en tejidos de animales intactos. 

El tratamiento con IGF-I incrementa tanto la expresión como los niveles de proteína 

de IGFBP3 en condrocitos158 y hepatocitos159 de rata y en fibroblastos bovinos151,160,161

y humanos152,162,163. Saffery et al.164 identificaron en el promotor del gen IGFBP3 de 

rata elementos de respuesta a insulina e IGF-I, pero no se han identificado en humanos. 

Por otro lado, Conover et al.151 detectaron en fibroblastos bovinos que el tratamiento

con Dx no producía efecto sobre el incremento del mRNA de IGFBP3 inducido por el 

tratamiento con IGF-I, a diferencia de lo observado en nuestro sistema de cultivo en el 

que el tratamiento combinado con IGF-I y Dx 10-6 M inhibe la expresión de IGFBP3 de 

forma significativa y similar a la inhibición observada cuando se incuban las células con 

Dx sola. 

Los efectos de los GCs en los condrocitos de cartílago de crecimiento son 

globalmente opuestos a los efectos de IGF-I, sugiriendo que algunas de las acciones de 

los GCs pueden estar mediadas por la inhibición de la expresión del gen IGF-I por parte 

de los GCs. Este hecho podría explicar el rescate de la proliferación celular cuando se 

añade IGF-I al medio de células tratadas con Dx. Sin embargo, la inhibición de la 

expresión de los genes IGF-I e IGFBP3 por la Dx sería más potente que la estimulación 

de la expresión de estos dos genes por IGF-I; esto explicaría que el IGF-I no rescate la 

inhibición de la expresión de IGF-I y de IGFBP3 producida por Dx. La Dx directamente 

podría inhibir la transcripción génica vía GCCR, al unirse a un elemento GRE 

específico de las regiones promotoras de los genes regulados por GCs, mientras que el 

IGF-I estimularía la expresión génica a través de mecanismos indirectos.  

El IGF-IR es un receptor tirosin-quinasa que juega un papel importante en la 

señalización celular y la proliferación. Su principal ligando es el IGF-I aunque también 

se une, con menor afinidad, a IGF-II. Para comprobar los efectos de los GCs sobre la 

vía de señalización del IGF-I estudiamos la regulación de la expresión de su receptor.
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Nuestros resultados demuestran que la Dx estimula de forma dosis dependiente la 

expresión de IGF-IR, mientras que el tratamiento con IGF-I (100 ng/ml) produce el 

efecto opuesto. El incremento de la expresión de IGF-IR por la Dx también había sido 

observado por Smink et al.105 en cartílago de crecimiento epifiseal de cerdos neonatos. 

Este incremento había sido descrito previamente in vivo154 y podría contrarrestar el 

retraso de crecimiento inducido por los GCs, aunque esta respuesta sería insuficiente 

para compensar la inhibición del crecimiento observada. 

Yamamoto et al.165, utilizando células GC de pituitaria de rata, demostraron que el 

tratamiento con IGF-I provocaba la translocación de IGF-IR de la superficie celular al 

pool intracelular y que este efecto era reversible. Sin embargo, no detectaron 

disminución de los niveles de IGF-IR mRNA, mientras que nuestros resultados 

demuestran que la incubación de condrocitos fetales con IGF-I durante 48h inhibe la 

expresión de IGF-IR hasta el 50%. El conjunto de estos resultados sugiere que existe 

una regulación inversa entre la expresión de IGF-I y la de su receptor IGF-IR. 

Uno de los objetivos de este trabajo consistía en el estudio de los efectos de la GH 

sobre la regulación observada por los GCs. La GH ejerce su efecto a través de su 

receptor, GHR, el cual estimula muchas de las vías de señalización de la GH 

produciendo diferentes respuestas celulares. Como ya se ha comentado en la 

Introducción, defectos en el gen GHR producen un retraso de crecimiento. Por todo ello, 

estudiamos la regulación de la expresión del gen GHR por Dx y observamos, en 

condrocitos procedentes de cartílago epifiseal fetal humano, una respuesta bifásica de la 

expresión de GHR en función de la dosis: bajas concentraciones de Dx (10-9 y 10-8 M) 

estimulan la expresión de GHR mientras que dosis altas producen el efecto contrario. 

Esta repuesta bifásica en función de la concentración de Dx también ha sido observada 

por Heinrichs et al.84, que demostraron que dosis bajas de Dx incrementaban los niveles 

del mRNA de GHR en hígado y cartílago de crecimiento de conejo pero no dosis 

elevadas, o en otros tejidos como riñón, y por Jux et al.85, en cultivos primarios de 

condrocitos de cartílago de crecimiento de rata, sugiriendo que concentraciones 

fisiológicas de GCs eran necesarias para el mantenimiento de la expresión basal de 

GHR. La inhibición de la expresión de GHR por GCs también ha sido descrita en 

cultivos de fibroblastos166,167.
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Nuestros resultados sugieren que la disminución del número de GHR podría ser un 

mecanismo potencial para los efectos inhibidores del crecimiento producidos por los 

GCs como antagonismo a la acción de la GH. 

La diferenciación fenotípica y funcional de los condrocitos de las diferentes zonas 

del cartílago está regulada, entre otros factores, por el factor de transcripción SOX9, el 

cual a su vez regula la expresión de COL2A1 y aggrecan. En nuestro sistema de cultivo, 

la Dx inhibe la expresión de SOX9, COL2A1 y aggrecan de forma concentración 

dependiente. El MF no tiene un efecto significativo sobre la expresión de ninguno de 

estos tres genes pero revierte completamente la inhibición que sobre ellos produce la 

Dx, hecho que sugiere que esta inhibición es GCCR dependiente. Por otro lado, el 

tratamiento con IGF-I (100 ng/ml) estimula la expresión de SOX9, COL2A1 y aggrecan 

pero no revierte la inhibición que la Dx produce sobre la expresión de SOX9.  

SOX9 es un factor de transcripción requerido para la expresión de genes específicos 

de cartílago, como COL2A1 y aggrecan12 y se ha demostrado que se une a un enhancer

específico, activándolo, tanto del gen COL2A1168 como del aggrecan169, de manera que 

el efecto inhibitorio de la Dx sobre la expresión de estos dos genes podría ser un 

mecanismo indirecto a través de la inhibición de la expresión de SOX9. A diferencia de 

nuestros resultados, Sekiya et al.170 demostraron que la Dx estimulaba la expresión de 

SOX9 en condrocitos de rata. 

COMP es una de las principales proteínas del cartílago no colágeno y se ha 

demostrado que mutaciones en este gen dan lugar a displasias esqueléticas171,172. Los 

efectos que la Dx y el IGF-I (100 ng/ml) producen sobre la expresión de COMP son 

opuestos a los efectos observados sobre la expresión de COL2A1 y de aggrecan: la Dx 

estimula su expresión, mientras que el tratamiento con IGF-I la inhibe. Nuestros 

resultados demuestran que, en condiciones de inhibición de la proliferación por GCs, 

los condrocitos expresan niveles bajos de COL2A1 y aggrecan, mientras que la 

expresión de COMP está incrementada. Por el contrario, la expresión de COMP es baja 

cuando la proliferación está estimulada. De acuerdo con nuestros resultados, otros 

autores demostraron que la expresión de COMP era baja en la zona proliferativa del 

cartílago de crecimiento mientras que el cese de la proliferación coincidía con su 

máxima expresión173.
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En las condiciones experimentales utilizadas, el tratamiento de las células con GH a 

500 ng/ml no tiene efecto significativo sobre la expresión de los genes analizados. La 

presencia en el medio de GH no modifica el efecto que la Dx a 10-9 M o a 10-6 M 

provoca sobre la expresión génica. Desconocemos si esta falta de respuesta es debida a 

que los condrocitos fetales carecen de algún elemento necesario para dicha respuesta o 

a las condiciones experimentales utilizadas. Sin embargo, otros autores han observado 

efecto de la GH sobre el crecimiento y la expresión de los genes del eje GH-IGFs. Así 

in vivo, el retraso de crecimiento inducido por los GCs en ratas sanas y urémicas 

quedaba completamente compensado al tratarlas con GH174. Además, en niños con 

transplante renal tratados con GCs y con función renal casi normal, el retraso de 

crecimiento que presentaban mejoraba al realizar tratamiento combinado con rhGH175.

Luo y Murphy104 demostraron en ratas hipofisectomizadas y en ratas intactas que el 

tratamiento con Dx antes de la inyección de GH reducía la estimulación del mRNA de 

IGF-I que la GH producía en hígado y tibia proximal. Se necesitaban dosis más 

elevadas de Dx para reducir el mRNA de IGF-I en otros tejidos y para disminuir la

concentración de IGF-I sérico inducido por la GH.  

In vitro, Jux et al.85 observaron en condrocitos de rata que la GH incrementaba el 

mRNA de GHR y la concentración de IGF-I en el medio. Al incubar conjuntamente GH 

y Dx se antagonizaba de forma dosis dependiente la inhibición de la síntesis de DNA 

producida por los GCs, a diferencia de lo observado en nuestros resultados, y se reducía 

el incremento que la GH producía sobre la expresión de GHR. En cuanto a la 

concentración de IGF-I en el medio, la GH incrementaba los niveles en presencia de 

bajas concentraciones de Dx respecto a la incubación con Dx sola. 

King et al.167 observaron en fibroblastos 3T3-F442A que la GH estimulaba la 

fosforilación de ERK1 y 2 y que, si las células habían sido pretratadas con Dx 10-7 M 

durante 24h, se producía una reducción de la estimulación de esta fosforilación. Este 

hecho concordaría con el efecto de la Dx sobre la expresión de GHR anteriormente 

descrito e indicaría que los efectos inhibitorios del crecimiento por los GCs pueden ser 

debidos, en parte, al antagonismo ejercido sobre las acciones de GH.

En resumen podemos afirmar que, en condrocitos epifiseales fetales humanos, la Dx 

regula la expresión de genes del eje GH-IGFs (IGF-I, IGFBP3, IGF-IR, GHR) así como 

la expresión de SOX9 y genes de matriz extracelular (COL2A1, aggrecan, COMP). 

Nuestro trabajo muestra los diferentes efectos que la Dx produce sobre la proliferación
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celular y la expresión de los genes analizados. Concentraciones elevadas de Dx, 

similares a las dosis utilizadas en tratamientos crónicos con GCs, producen inhibición 

de la proliferación celular y cambios en el patrón de expresión de los genes estudiados, 

sugiriendo que estos genes podrían participar en los efectos inhibidores del crecimiento 

producidos por los GCs. También se ha demostrado que el IGF-I es el IGF regulado por 

GCs mientras que la expresión de IGF-II no se ve afectada por el tratamiento con Dx, 

aún siendo el IGF más expresado por estas células.

Regulación por VitD

Hemos utilizado concentraciones de VitD desde 10-11 M a 10-6 M. La concentración 

de VitD medida en el SBF utilizado al 10% en los medios de cultivo es de 2,3 x 10-11 M 

mientras que la concentración de VitD en el suero humano es de 1,4 x 10-10 M. De esta 

VitD, el 85% circula en sangre ligada a VDBG, el 0,4% circula libre mientras que el 

resto lo hace unido a la albúmina. De manera que la concentración libre de VitD en 

suero humano equivale a 0,6 x 10-12 M. La concentración más baja de VitD utilizada en 

este trabajo es 2 veces superior a la concentración fisiológica libre, aunque 

desconocemos cual es la concentración local de VitD presente en la matriz intercelular 

del cartílago de crecimiento a la que están expuestos los condrocitos. 

La VitD inhibe la proliferación celular de condrocitos fetales humanos de forma 

concentración dependiente siendo esta inhibición significativa a partir de la 

concentración de 10-10 M. La presencia de IGF-I revierte la inhibición que la VitD a 10-6

M produce sobre la proliferación celular. La incubación simultánea con Dx 10-6 M y 

VitD 10-6 M provoca una fuerte inhibición de la proliferación celular, equivalente a la 

que se observa con la VitD sola. El tratamiento combinado con GH y VitD produce el 

mismo efecto que cuando se incuban las células con VitD sola.  

La inhibición de la proliferación celular por la VitD o por análogos de VitD ha sido 

observada en diferentes tipos celulares, tales como condrocitos de cartílago de 

crecimiento de rata133, células epiteliales de próstata134, células de carcinoma humano de 

cuello y cabeza135, células HT-29 (células de adenocarcinoma de colon humano que 

contienen VDR y segregan IGF-II pero no IGF-I)136 y células MCF-7137. Sprenger et 

al.134 utilizaron células PECs (benign human prostate epithelial cells) y P153 (SV40-T

immortalized prostate epithelial cell line) y demostraron que el IGF-I estimulaba la 
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proliferación celular de forma dosis dependiente (1, 10, 100 ng/ml) mientras que la 

VitD 10-8 M la inhibía y que, de acuerdo con nuestros resultados, en combinación el 

IGF-I revertía la inhibición producida por la VitD. Hager et al.135 observaron que, en 

células de carcinoma humano, la inhibición que la VitD producía sobre la proliferación 

celular se debía a que las células se detenían en la fase G0/G1 del ciclo celular. 

Utilizando una concentración de VitD de 10-7 M observaron una estimulación de los 

inhibidores del ciclo celular p21 y p27 y ningún efecto sobre la expresión de ciclina D1, 

ciclina estimulada por el IGF-I132. De la misma manera, Moffatt et al.138 demostraron en 

células prostáticas de carcinoma LNCaP y ALVA-31 que la VitD estimulaba tanto el 

mRNA como la proteína p21 y que después de tratar las células LNCaP durante 24h y 

72h con VitD 10-8 M se observaba un incremento en la acumulación de las células en 

G0/G1 hasta el 78-80%. De acuerdo con este hecho, Jensen et al.137 también observaron 

que la incubación con VitD producía un incremento significativo de la población celular 

en G1 que se correlacionaba con una disminución de la proporción de células en fase S. 

El incremento que la VitD produce sobre la proteína p21 es el responsable del 

enlentecimiento gradual del ciclo celular y/o la acumulación de las células en G0/G1. Sin 

embargo, existe controversia sobre si la acción de la VitD sobre p21 es a través de un 

mecanismo directo o indirecto139,140. Aunque Liu et al.141 demostraron que la VitD 

actuaba directamente sobre la expresión de p21 a través de un elemento de respuesta 

VDRE funcional en el promotor del gen p21 en células leucémicas U937, Peng et al.142

no observaron un efecto directo en células LNCaP sino que demostraron que la 

estimulación de la expresión de p21 por VitD se inhibía al inmunoprecipitar IGFBP3, 

sugiriendo que la inducción de p21 estaría mediada por IGFBP3 e indirectamente por 

VitD139. Este efecto indirecto fue demostrado también por Eelen et al.140 en células 

óseas y en queratinocitos de rata. 

Si bien en la mayoría de trabajos publicados la VitD inhibe la proliferación celular, 

Krohn et al.143 demostraron en cultivos de condrocitos de rata que la VitD estimulaba la 

síntesis de DNA y la proliferación celular aunque utilizaron dosis muy bajas de VitD 

(10-12 M) y observaron que, al incubar con un anticuerpo policlonal anti-IGF-I, se 

bloqueaba el incremento de la síntesis de DNA por parte de la VitD, de manera que este 

incremento era dependiente del IGF-I. 

Así como el cartílago de crecimiento ha sido descrito como uno de los tejidos diana 

para la VitD, sus efectos reguladores de la expresión de los genes del eje GH-IGFs, del 
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factor de transcripción SOX9 y de las proteínas de la matriz COL2A1, aggrecan y 

COMP han sido escasamente descritos en el cartílago de crecimiento humano.  

Nuestros resultados demuestran que la VitD estimula de forma concentración 

dependiente la expresión de los genes IGF-I e IGFBP3 en cartílago de crecimiento fetal 

humano, mientras que no tiene un efecto significativo sobre la expresión de IGF-II. La 

estimulación de la expresión de IGF-I no es estadísticamente significativa debido a que 

existe un rango amplio de variación entre los diferentes experimentos, aunque la 

estimulación está presente en todos ellos. Los resultados obtenidos sugieren que el IGF-

I podría ser más importante que el IGF-II para la regulación del cartílago de crecimiento 

fetal por la VitD.  

El efecto estimulatorio de la VitD sobre la secreción de IGF-I ya había sido 

observado in vitro en condrocitos de rata143 y osteoblastos humanos176, mientras que 

otros autores demostraron el efecto contrario (la VitD inhibía la secreción de IGF-I en 

osteoblastos de ratón177,178). Otros autores observaron que ni la producción de IGF-

I179,180 ni la de IGF-II180 estaba afectada por el tratamiento con VitD en osteoblastos 

murinos y en células HBMSC, respectivamente. Los resultados de estos estudios 

sugieren que el efecto de la VitD sobre la síntesis y secreción de IGF-I pueden ser 

divergentes, probablemente dependiendo de los diferentes tipos celulares, de las 

condiciones de cultivo y del estado de diferenciación de las células, y que puede existir, 

además, un regulación diferencial de la VitD sobre IGF-I e IGF-II. 

La VitD estimula la expresión de IGF-I de forma concentración dependiente pero 

también estimula la expresión de inhibidores del ciclo celular; se puede emitir la 

hipótesis de que a muy bajas concentraciones puede no inhibirse la proliferación sino 

incluso estimularse pero que a concentraciones crecientes, pese a estimular la expresión 

y la síntesis de IGF-I, predomina el efecto de inhibición de la proliferación como 

consecuencia de la estimulación de inhibidores del ciclo celular. 

Existen numerosos estudios sobre la regulación de los IGFBPs por VitD. Se ha 

demostrado que las acciones antiproliferativas de la VitD en células LNCaP de cáncer 

de próstata humano podrían estar mediadas, al menos en parte, por la inducción de 

IGFBP3134,142, y que tanto la inmunoneutralización de IGFBP3 como el tratamiento con 

anticuerpos y antisentidos específicos, que inhiben su síntesis, anulaban las acciones 

inhibitorias del crecimiento producidas por la VitD139. La inducción de IGFBP3 por 
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VitD podría ser directa a través de la interacción de VDR con un VDRE putativo 

localizado en posición -3296/-3282 del gen IGFBP3 humano142. Otros autores han 

demostrado además en células HBSMC que la VitD incrementaba los niveles de mRNA 

de IGFBP2, IGFBP3 e IGFBP4180 así como también estimulaba la secreción de IGFBPs 

(mediante análisis de Western blot). El incremento tanto de la expresión como de la 

secreción de IGFBP3 también ha sido descrito en osteoblastos humanos181,182. Dados los 

efectos inhibitorios de las IGFBPs sobre la acción de los IGFs en células óseas, los 

efectos de la VitD podrían estar mediados, al menos en parte, por el incremento que ésta 

produce sobre la producción de IGFBPs.

Si la inhibición de la proliferación celular por la VitD en nuestro sistema de cultivo 

está mediada directa o indirectamente por el incremento en la secreción de IGFBP3 no 

está demostrado. La observación de que tanto la expresión de IGFBP3 como la de IGF-I 

incrementan en paralelo bajo tratamiento con VitD parecería descartar esta hipótesis (la 

estimulación de la expresión de IGF-I es 4 veces superior a la de la expresión de 

IGFBP3). La secreción de IGFBP3 por condrocitos epifiseales fetales humanos es 

superior a la de otros tipos celulares como fibroblastos fetales humanos o la línea 

osteoblástica SAOS-2, y los niveles de proteína IGFBP3 en el medio de cultivo en 

condiciones de estimulación por VitD son del orden de 0,4 x 10-8 M y a esta 

concentración de IGFBP3 se ha demostrado que la IGFBP3 recombinante inhibe la 

incorporación de timidina-3H al DNA. Sin embargo, concentraciones altas de IGF-I 

(100 ng/ ml) son capaces de recuperar la inhibición producida por la VitD, hecho 

demostrado en nuestros resultados, mientras que concentraciones bajas (1 ng/ml) no lo 

consiguen134.

Nuestros resultados demuestran que la VitD tiene un efecto variable sobre la 

expresión de IGF-IR aunque se observa una tendencia a la estimulación, siendo ésta 

significativa sólo a la concentración de VitD 10-6 M. El incremento en la expresión de 

IGF-IR podría explicar el efecto observado sobre la expresión de IGFBP3 al incubar las 

células con IGF-I y VitD 10-6 M simultáneamente: la estimulación de IGFBP3 es 

superior a la observada al incubar las células sólo con IGF-I o con VitD.

De acuerdo con nuestros resultados, Krohn et al.143 y Kurose et al.179 demostraron, 

en condrocitos epifiseales de ratas macho jóvenes y condrocitos murinos 

respectivamente, que la VitD estimulaba significativamente la expresión de IGF-IR.  
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Los mecanismos implicados en los efectos de la GH y del IGF-I en el hueso son, 

hasta el momento, poco claros, aunque se ha sugerido que el STAT5 podría mediar 

parte de los efectos sobre el crecimiento óseo183,184. Morales et al.185 investigaron si la 

VitD tenía influencia sobre la vía JAK2/STAT5 de la GH en células UMR106. 

Demostraron que la VitD prolongaba esta vía y que el pretratamiento de las células con 

VitD podía ser necesario para detectar la respuesta trancripcional de STAT5 inducida 

por GH. Además, el pretratamiento de las células con VitD recuperaba la capacidad de 

estas células para responder a estimulaciones repetitivas de GH y esto concordaría con 

nuestros resultados, que demuestran que la VitD estimula la expresión de GHR a 

concentraciones superiores a 10-8 M en condrocitos de cartílago de crecimiento fetal 

humano.   

La VitD, a concentraciones superiores a 10-11 M, inhibe la expresión de SOX9, 

COL2A1 y aggrecan, mientras que estimula la expresión de COMP a partir de 10-8 M. 

El efecto del IGF-I (100 ng/ml) es el contrario, ya que estimula la expresión de SOX9, 

COL2A1 y aggrecan e inhibe la de COMP. El IGF-I no puede revertir la inhibición que 

la VitD 10-6 M produce sobre la expresión de SOX9 mientras que sí revierte la 

inhibición producida sobre la expresión de COL2A1 y aggrecan. Como ya se ha 

mencionado anteriormente, SOX9 es un factor de transcripción necesario para la 

expresión de genes específicos de cartílago como son COL2A1 y aggrecan12, de manera 

que los efectos inhibitorios de la VitD sobre la expresión de COL2A1 y aggrecan 

podrían ser indirectos a través de la inhibición de la expresión de SOX9. De acuerdo 

con nuestros resultados, Horton et al.186 demostraron, mediante Northern blot en una 

línea celular de condrocitos inmortalizados, que la VitD inhibía la expresión de 

aggrecan (a 10-8 M producía una disminución del 90% del mRNA de aggrecan).  

Podemos resumir que la VitD es un potente inhibidor de la proliferación celular de 

condrocitos procedentes de cartílago epifiseal fetal humano y que inhibe la expresión de 

genes relacionados con el fenotipo condrocítico (COL2A1, aggrecan). Además estimula 

la expresión de genes del eje GH-IGFs tales como IGF-I, IGFBP3, IGF-IR y GHR y 

también la expresión de COMP, gen relacionado con un fenotipo más diferenciado. 

Mientras que la estimulación de la expresión de IGFBP3 que produce la VitD ha sido 

propuesta como uno de los mediadores de la inhibición de la proliferación celular, 

nuestros resultados demuestran que se produce un incremento mayor en la expresión de 
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IGF-I, el cual, sin embargo, no contrarresta el efecto inhibidor de la proliferación. 

Nuestros resultados sugieren que la regulación de la VitD sobre el cartílago de 

crecimiento podría consistir en un incremento en la diferenciación celular y un 

condicionamiento de las células hacia un fenotipo más sensible a la acción de otras 

hormonas, como la GH. 

Regulación por GCs, VitD y GH

Ya que habíamos observado que tanto los GCs como la VitD producían efectos 

sobre la proliferación y la expresión génica en condrocitos de cartílago de crecimiento 

fetal humano, algunos concordantes y otros divergentes, nos pareció interesante estudiar 

el efecto que ambos tratamientos producían conjuntamente y analizar si la GH tenía 

algún efecto al ser añadida a Dx y VitD. 

Hemos demostrado que tanto Dx como VitD inhiben significativamente la 

proliferación celular de condrocitos procedentes de cartílago epifiseal fetal humano. La 

combinación de ambos tratamientos tiene el mismo efecto y la GH no revierte la 

inhibición producida por Dx y/o VitD. 

En nuestro sistema de cultivo, la Dx y la VitD producen el efecto contrario sobre la 

expresión de IGF-I e IGFBP3: mientras que la Dx inhibe la expresión de estos genes, la 

VitD los estimula. Al combinar ambos tratamientos (Dx 10-6 M y VitD 10-6 M), la VitD 

revierte totalmente la inhibición que la Dx produce sobre la expresión de IGF-I pero no 

la producida sobre IGFBP3. De manera que, bajo este tratamiento combinado con Dx y 

VitD, la expresión de IGF-I está estimulada, aunque este estímulo no es significativo 

debido a la variación interexperimental existente, y la expresión de IGFBP3 está 

inhibida de forma significativa. En cuanto a la expresión de IGF-I podemos afirmar que 

predomina el efecto de la VitD por encima del efecto de la Dx, mientras que en cuanto a 

la expresión de IGFBP3 predomina el efecto de la Dx.  

Se puede pensar que, in vivo, la presencia de concentraciones adecuadas de VitD 

son favorables para el crecimiento normal para contrarrestar el efecto negativo de 

tratamientos como GCs, no sólo por la recuperación de la expresión de IGF-I sino 

además por la no recuperación de la expresión de IGFBP3. 

La GH no limita la inhibición que la Dx produce sobre la expresión de IGF-I pero si 

en el medio de cultivo hay VitD a una concentración de 10-8 o superior, no sólo se 

revierte la inhibición sino que se produce estimulación de la expresión de IGF-I (aunque 
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no es significativa debido a la variación interexperimental). Por el contrario, la GH no 

limita la inhibición que la combinación de Dx y VitD producen sobre la expresión de 

IGFBP3.

Aunque la expresión de IGF-II no varía ni con Dx, ni con VitD ni con GH existe 

una tendencia a la estimulación cuando se incuban conjuntamente. 

Tanto Dx como VitD estimulan la expresión de IGF-IR, y en combinación producen 

el mismo efecto. En cuanto a la expresión de GHR, el efecto observado es similar al 

observado sobre IGF-I: la Dx inhibe su expresión mientras que la VitD la estimula. Al 

combinar ambos tratamientos, la VitD revierte la inhibición producida por la Dx. Así 

como la GH revierte la inhibición producida por la Dx 10-6 M si en el medio además 

hay VitD no sólo se revierte la inhibición sino que se observa una estimulación aunque 

no es significativa por la variabilidad interexperimental existente. 

En cuanto a SOX9, COL2A1 y aggrecan, el tratamiento con Dx o con VitD inhiben 

su expresión y la combinación de ambos tratamientos produce el mismo efecto. La GH 

incubada con Dx y/o con VitD no revierte la inhibición que Dx y VitD producen sobre 

la expresión de estos genes. Tanto Dx como VitD estimulan la expresión de COMP y, 

en combinación, existe una potenciación de esta estimulación, aunque no es 

significativa debido a la variación interexperimental. El tratamiento de la células con 

GH, Dx y VitD también potencia el estímulo de la expresión de este gen producido por 

Dx y por VitD. En resumen, los GCs y la VitD estimulan la expresión de genes que 

condicionan un fenotipo más diferenciado como COMP, mientras que inhiben la 

expresión de genes característicos de un fenotipo proliferativo como SOX9, COL2A1 y 

aggrecan.

Nuestros resultados sugieren que, en tratamientos crónicos con GCs que provocan 

un retraso de crecimiento, el mantenimiento de niveles óptimos de VitD puede 

contribuir a mejorar la respuesta al tratamiento con GH. 
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Nuestros resultados demuestran que los genes del eje GH-IGFs (IGF-I, IGFBP3, 

IGF-II, IGF-IR y GHR), del factor de transcripción SOX9 así como de las proteínas de 

la matriz COL2A1, aggrecan y COMP se expresan en condrocitos de cartílago de 

crecimiento epifiseal fetal humano. Los GCs y la VitD regulan la proliferación celular y 

la expresión de los genes estudiados. El IGF-I y la GH modulan parte de los efectos de 

los GCs y de la VitD sobre la proliferación celular y la expresión génica.

Concentraciones bajas de Dx (10-9 M) no interfieren en la proliferación de los 

condrocitos mientras que a partir de 10-7 M inhiben la proliferación celular de 

forma significativa y concentración dependiente. El MF revierte la inhibición de 

la proliferación celular producida por la Dx 10-6 M. La Dx inhibe la expresión de 

los genes del eje GH-IGFs (IGF-I, IGFBP3, GHR), del factor de transcripción 

SOX9 y de las proteínas de matriz COL2A1 y aggrecan mientras que estimula la 

expresión de IGF-IR y COMP. El MF revierte la inhibición que la Dx produce 

sobre la expresión de GHR, SOX9, COL2A1 y aggrecan pero no la inhibición de 

la expresión de IGF-I y de IGFBP3. La síntesis de las proteínas IGF-I e IGFBP3 

está inhibida por Dx 10-6 de forma paralela a la inhibición de la expresión 

génica.

La VitD inhibe la proliferación celular de forma significativa y concentración 

dependiente a partir de 10-10 M.  La VitD estimula la expresión de los genes del 

eje GH-IGFs (IGF-I, IGFBP3, IGF-IR y GHR) y de la proteína de matriz COMP 

mientras que inhibe la expresión del factor de transcripción SOX9 y de las 

proteínas de matriz COL2A1 y aggrecan. La síntesis de las proteínas IGF-I e 

IGFBP3 está estimulada por VitD de forma paralela a la estimulación de la 

expresión génica. 

La expresión de IGF-II no se regula significativamente ni por GCs ni por VitD. 

El IGF-I, y no el IGF-II, es el gen regulado por GCs y VitD en condrocitos de 

cartílago de crecimiento epifiseal fetal humano. 

El IGF-I es un potente estimulador de la proliferación celular de condrocitos de 

cartílago epifiseal fetal humano. El IGF-I estimula la expresión de su propio 

gen, de su transportador IGFBP3, del factor de transcripción SOX9 y de las 
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proteínas de matriz COL2A1 y aggrecan mientras que inhibe la expresión de 

IGF-IR y de COMP. 

El IGF-I revierte la inhibición de la proliferación celular producida por la Dx y 

por la VitD. El IGF-I revierte la inhibición que la Dx produce sobre la expresión 

de las proteínas de la matriz COL2A1 y aggrecan pero no la producida sobre la 

expresión de IGF-I, IGFBP3 y del factor de transcripción SOX9. La expresión 

de IGFBP3 está incrementada cuando se incuban los condrocitos con IGF-I y 

VitD respecto a la incubación con IGF-I o con VitD solos. El IGF-I no revierte 

la inhibición que la VitD produce sobre la expresión de SOX9 pero sí la 

producida sobre la expresión de COL2A1 y aggrecan.

La GH no tiene efecto significativo sobre la proliferación celular ni sobre la 

expresión génica en condrocitos de cartílago de crecimiento epifiseal fetal 

humano en las condiciones experimentales utilizadas.  

La presencia de GH en el medio de cultivo que contiene además VitD  

incrementa la expresión de IGF-I y GHR respecto a las células tratadas con VitD 

sola. El tratamiento conjunto con Dx, GH y VitD revierte la inhibición que la Dx 

produce sobre la expresión de IGF-I y GHR.
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