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ORIGINAL

ADAPTACIÓN DEL ENSAYO DE REABSORCIÓN OSTEOCLÁSTICA

UTILIZANDO EL MICROSCOPIO ELECTRÓNICO

DE BARRIDO AMBIENTAL

INTRODUCCIÓN

Los osteoclastos son bien conocidos por su
importante papel como células reabsorti-
vas que intervienen en el remodelado óseo1.
Estas células multinucleadas de origen he-
matopoyético2-5 se forman a partir de la
fusión de precursores mononucleares, bajo
la influencia de factores secretados por cé-
lulas estromales6. Los factores estimula-
dores de la formación de osteoclastos son,
entre otros, la hormona paratiroidea (PTH),
el colecalciferol (1α25 (OH)2D3), las in-
terleucinas 1 (IL-1), 6 (IL-6), 11 (IL-11),
el factor de necrosis tumoral (TNF) y las
prostaglandinas (PG).
Los osteoclastos son células poco abun-
dantes, entre 2 ó 3 por µm3, exceptuando
en las zonas donde hay un remodelado óseo
activo7. Además, se encuentran fuerte-

do, y por tanto el número de células es me-
nor. Es por ello que nuestro método se basa
principalmente en la obtención de células
osteoclásticas a partir de precursores de
médula ósea.

MATERIAL Y MÉTODOS

CULTIVO CELULAR

Para el aislamiento de las células se utili-
zan fragmentos de hueso esponjoso resi-
dual procedente de pacientes sometidos a
remplazo ortopédico. Se elimina el tejido
cortical de las muestras y se lava con alfa-
modified Eagle’s medium (alfa-MEM) suple-
mentado con un 10% de suero bovino fe-
tal (FCS) y antibióticos. Los osteoclastos
adheridos al tejido óseo y los precursores de
la médula ósea se disocian por separación
mecánica, lavando vigorosamente los frag-
mentos de hueso con una jeringuilla o una
pipeta. Se lavan las células por centrifu-
gación dos veces, 5 minutos a 1.000 rpm.
Se cuentan y se ponen a cultivar sobre 
láminas de dentina. Se utilizan láminas 
de dentina humana de un grosor entre 

mente adheridos a la matriz, presentan un
gran tamaño y un alto contenido en enzi-
mas proteolíticas, lo que las convierte en
células frágiles y difíciles de cultivar en el
laboratorio. Esto, sumado a la inexisten-
cia de líneas celulares inmortales, ha pro-
vocado que durante años se haya trabaja-
do para desarrollar un método eficaz con el
que llevar a cabo experimentos in vitro uti-
lizando estas células.
Diversos investigadores han desarrollado
métodos de cultivo a partir de huesos de ra-
tones, gallinas o conejos postnatales, en
los que es posible obtener un alto núme-
ro de osteoclastos8. En nuestro laborato-
rio de la Unitat de Recerca de Fisiopatologia

Ossia i Articular (URFOA) hemos desa-
rrollado un ensayo de reabsorción ósea uti-
lizando el método de Boyde et al9,10 mo-
dificado para adaptarlo al cultivo de
osteoclastos humanos. La principal difi-
cultad cuando se trabaja con muestras hu-
manas es que el número de osteoclastos
que pueden obtenerse es menor que cuan-
do se utilizan animales. A esto debemos
añadirle que las muestras provienen de in-
dividuos de edad avanzada, en los que el re-
modelado óseo está claramente disminui-
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Los ensayos de actividad osteoclástica son muy útiles para poder desarrollar tra-
bajos sobre la fisiología de estas células y su comportamiento in vitro frente a fár-
macos, cambios fisiológicos, comunicación celular, etc. Un inconveniente para
este tipo de ensayos es la duración del procedimiento, que requiere una gran
inversión de tiempo que a veces no se ve recompensada por los resultados ob-
tenidos. Con el objetivo de mejorar el procedimiento mediante la reducción del
tiempo empleado y la obtención de unos mejores resultados se propone la uti-
lización del microscopio electrónico de barrido (ESEM). Mediante la utiliza-
ción del ESEM se han obtenido imágenes de mayor nitidez de las células y de
su actividad. 
Como conclusión, podemos decir que la aplicación de este procedimiento sim-
plifica la metodología de trabajo y se obtienen mejores resultados en los ensa-
yos de actividad osteoclástica.
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Osteoclasts resorption assays have been very useful to study these cells physiology and their

behaviour in front of drugs, physiology changes, cell communication, etc. However, the-

se studies take a long time and sometimes it is difficult to obtain relevant results. The aim

of this work is to propose the use of the Environmental scanning electronic microscopy to

show better and more clear results, and accelerate the cell count process. Appliying this

method, we have obtained good images of the cells and their activity, and the methodo-

logy becomes easier than previous method.
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300-450 µm, en las que los restos de ma-
teria orgánica se han eliminado por ultra-
sonidos. La suspensión celular se deposi-
ta sobre las láminas durante 150 minutos,
que es el tiempo necesario para que se pe-
guen las células adherentes. Se retira el
medio y se pone medio fresco suplementado
con un 10% de FCS y 1,25 (OH)2D3. El
medio se cambia periódicamente y se de-
jan crecer las células durante tres semanas.

RECUENTO CELULAR

Para realizar la observación y el recuento
de las células se utiliza un microscopio
electrónico de barrido ambiental (ESEM)
(Electroscan 2020, Boston, USA). Para
ello, se retira el medio de cultivo y se la-
van las células con PBS. Las células se fi-
jan durante 5 minutos con paraformalde-
hído al 4% . Una vez contados los
osteoclastos, las láminas de dentina se so-
nican para despegar las células, en un baño
de ultrasonidos con agua oxigenada. La
dentina se recubre de oro para obtener las
imágenes de las lagunas de reabsorción por
microscopía de barrido convencional (MEB)
(Jeol JSM 6400, Japón), que luego serán
analizadas con un analizador de imágenes.

RESULTADOS

Los resultados obtenidos tras la utilización
del método descrito permiten, después de
siete días de cultivo, la observación de cé-
lulas multinucleadas, que presentan una
membrana citoplasmática con bordes on-
dulados, típicos de estas células. En la fi-
gura 1 se muestran osteoclastos vistos por
microscopía óptica. Los núcleos se dispo-

nen en grupos, algunos quedando en el
centro del citoplasma celular y otros jun-
to a la membrana plasmática. Estas célu-
las son positivas para la fosfatasa ácida tar-
trato resistente (TRAP).
En los cultivos mantenidos durante 21 días
y procesados para microscopía electróni-
ca de barrido se pueden observar células
de gran tamaño. En la figura 2 podemos
observar también con ESEM un osteoclas-
to con su correspondiente laguna de reab-
sorción. En la figura 3 se aprecia la unión
de dos células, fusión que da lugar a es-
tas células multinucleadas. Cuando soni-
camos las láminas de dentina con hidró-
xido peróxido para despegar las células po-
demos observar las lagunas excavadas por
los osteoclastos como resultado de su ac-
tividad reabsortiva, como se muestra en la
figura 4.

DISCUSIÓN

En la investigación con osteoclastos uno
de los mayores avances ha sido el método
de cultivo desarrollado por Boyde et al9,10

para realizar estudios de reabsorción sobre
sustratos mineralizados a partir de osteo-
clastos aislados. Este método ha sido uti-
lizado con éxito para evaluar el efecto de las
hormonas, citocinas y pH sobre la activi-
dad osteoclástica11-14. Este método de ais-
lamiento presenta varias ventajas: en pri-
mer lugar es un método relativamente
sencillo, en el que se limitan las manipu-
laciones del cultivo; y en segundo lugar
permite obtener células osteoclásticas ma-
duras con actividad reabsortiva a partir de
muestras humanas, en las que el número de
células que se pueden obtener es signifi-
cativamente menor que cuando se utili-
zan muestras de animales, sobre todo si se
trabaja con individuos fetales o postnata-
les de pocos días.
La utilización del microscopio electróni-
co de barrido para identificar y evaluar las
lagunas de reabsorción ha permitido me-
jorar los resultados visuales, ya que pue-
den obtenerse unas imágenes de gran ca-
lidad. Aun así, presenta el problema de la
preparación de las muestras, que resulta
largo y engorroso. El tratamiento de las
muestras para poder ser procesadas requiere
al menos dos días. Si además se quiere 
realizar un contaje celular previo y obtener
imágenes de las células utilizando la mis-
ma muestra el tiempo se alarga, y corre-
mos el riesgo de estropear e incluso quebrar
las láminas de dentina, que son extrema-
damente frágiles. Para obviar este hecho
y mejorar la técnica hemos puesto a pun-
to, por primera vez, la utilización del 
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Figura 1. Osteoclastos observados con microscopia óptica a
32X.

Figura 2. Osteoclasto observado a 800X, con ESEM sobre
la lámina de dentina. Por debajo de la célula se puede apre-
ciar la laguna de reabsorción excavada por la misma.

Figura 3. Osteoclastos adheridos a la dentina, después de 21
días de cultivo, observados al microscopio de barrido ambien-
tal (ESEM) a 225X. Se observa como ambas células se en-
cuentran en contacto por los podosomas.

Figura 4. Lagunas de reabsorción sobre la lámina de denti-
na, una vez despegadas las células, observadas al microsco-
pio electrónico de barrido (MAB) a 100X.



ESEM para la observación de estas células.
La utilización del mismo, Elestroscan 2020,
permite la observación de las muestras fi-
jando los cultivos únicamente con para-
formaldehído y observar las células a una
presión de cámara prácticamente igual a
la ambiental, lo que permite que las célu-
las mantengan su morfología intacta. De
esta forma se minimizan los procesos de
preparación de la muestra previos a su ob-
servación, tales como la deshidratación, fi-
jación, punto crítico y recubrimientos con-
ductores que se requieren en microscopía
convencional, los cuales son procesos lar-
gos y tediosos. Y por último, permite el
recuento del número de células y la eva-
luación de las zonas reabsorbidas sobre la
misma lámina de dentina en un tiempo
relativamente corto.
En conclusión, creemos que este es un buen
método para la realización de ensayos de
reabsorción y para poder evaluar la activi-
dad de los osteoclastos humanos in vitro,
aplicándolo al estudio de enfermedades
que afectan al metabolismo óseo.

Este trabajo ha sido financiado por el Fondo de In-
vestigación Sanitaria, proyecto número 98/0412.
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