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RESUMEN

Introducción: En la Diabetes Mellitus se ha descripto un incremento en el riesgo de fracturas, las cuales 
podrían asociarse a la acumulación de productos de glicación avanzada (AGEs) que alteran la función de los 
osteoclastos (Oc), células gigantes multinucleadas encargadas de resorber el hueso. Los bifosfonatos (BP), 
drogas ampliamente usadas en enfermedades óseas, inhiben la actividad resortiva de los Oc, aunque su uso 
en pacientes diabéticos es controversial. 
Objetivo: Estudiar el efecto de AGEs y alendronato sobre el desarrollo de Oc en cultivo, así como los posibles 
mecanismos involucrados en la acción de estos agentes.
Materiales y Métodos: Se cocultivaron macrófagos Raw264.7 y osteoblastos UMR-106 durante 8 días, con 
BSA o AGE (50-200 µg/ml), con o sin alendronato (10-8–10-4M). Se evaluó el efecto de estas condiciones de 
cultivo sobre la formación de Oc (número de los mismos, y actividad de fosfatasa ácida tartrato-resistente 
[TRAP]), la expresión de RAGE (Receptor de AGEs) en los Oc, y la expresión del ligando de RANK (RANKL) 
en los osteoblastos por inmunofluorescencia indirecta. 
Resultados: Los AGEs (50-200 µg/ml) inhibieron en forma dosis-dependiente la TRAP (10-30 %) y el número 
de osteoclastos generados (55 %), similarmente a lo inducido por bajas dosis de alendronato (10-8M–10-6M). 
La coincubación de bajas dosis de alendronato con 100 µg/ml de AGEs no indujo una inhibición adicional a 
la de los AGEs sobre la actividad de TRAP o el número de Oc. Altos niveles de alendronato (10-5M–10-4M) 
inhibieron la actividad TRAP (20-25 % respecto a BSA y 17 % respecto de AGEs), así como el número de Oc 
desarrollados en presencia de AGEs (16 % con respecto a AGEs).
Los Oc incubados en presencia de 100 µg/ml AGEs mostraron un incremento significativo en la expresión 
de RAGE (152 % respecto de BSA), situación similar a la observada postincubación con alendronato 10-8M 
(130 % respecto de BSA). Por el contrario, altas dosis de alendronato (10-5M) no modificaron la expresión del 
RAGE en los cocultivos incubados con BSA (95 % respecto de BSA). Por otro lado, bajas dosis de alendronato 
en presencia de AGEs no alteraron la “up-regulation” del RAGE inducida por los AGEs (145 % respecto de 
BSA). Sin embargo, cuando los Oc se incubaron con AGEs y Ale 10-5M, esta dosis del bifosfonato bloqueó el 
efecto estimulante de los AGEs sobre la expresión de RAGE (105 % respecto de BSA).
La incubación con 100 µg/ml AGE produjo una inhibición (50 % respecto de BSA), en la expresión del RANKL 
en los osteoblastos. El alendronato (10-8M–10-5M) indujo también una inhibición del RANKL en forma dosis 
dependiente (65-47 % respecto de BSA). Por otro lado en presencia de AGEs, el alendronato (10-8M–10-5M) 
no modificó la inhibición de la expresión del RANKL inducida por los AGEs (59-45 % del BSA).
Conclusiones: Los AGEs y el alendronato inhiben el número y diferenciación de Oc en cultivo, con un 
efecto aditivo entre ambos a altas concentraciones de alendronato. También reducen la expresión de RANKL 
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en osteoblastos, lo cual podría explicar parcialmente sus efectos sobre el reclutamiento y la maduración de 
Oc. Los AGEs y bajas dosis de alendronato aumentan la expresión de RAGE en Oc. Rev Argent Endocrinol 
Metab 49: 12-19, 2012 
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ABSTRACT

Introduction: Patients with Diabetes mellitus frequently show osteopenia and/or osteoporosis, as well as 
an increase in low-trauma fracture risk. This has been postulated to be caused partially by the accumulation 
of advanced glycation endproducts (AGEs) in bone extracellular matrix. AGEs could affect the homeostasis 
of bone cells, such as osteoblasts, osteocytes and osteoclasts. Osteoclasts (Oc) are multi-nucleated cells spe-
cialized in resorbing bone. Bisphosphonates (BP) are drugs widely used for treatment of bone diseases, and 
their principal mechanism of action is to inhibit the resorptive action of Oc. However, the use of BP for the 
treatment of patients with Diabetes-related bone disease is still controversial.
Objective: To study the effect of AGEs and Alendronate (an N-containing BP) on the development of Oc in 
culture, as well as possible mechanisms of action involved in these effects.
Materials and Methods: RAW264.7 macrophages and UMR106 osteoblasts were co-cultured for 8 days, with 
BSA or AGEs (50-200 µg/ml), with or without Alendronate (10-8–10-4M). The effect of these culture conditions 
on Oc formation was evaluated (number of Oc, cell-associated tartrate-resistant acid phosphatase [TRAP] 
activity), as well as Oc expression of RAGE (receptor for AGEs), and osteoblastic expression of RANK ligand 
(RANKL). These last two parameters were evaluated by indirect immunofluorescence, in order to estimate 
the expression and sub-cellular distribution of both membrane-associated proteins.
Results: AGEs (50-200 µg/ml) dose-dependently inhibited TRAP activity (10-30 %) and the number of 
multinucleated Oc (55 %). Similar results were observed for low doses of Alendronate (10-8M–10-6M). The 
co-incubation of low doses of Alendronate with 100 mg/ml of AGEs, did not induce an additional inhibition 
of TRAP activity or Oc number, to that observed for AGEs alone. High levels of Alendronate (10-5M–10-4M) 
inhibited Oc TRAP activity (20-25 % inhibition versus BSA, and 17 % versus AGEs), and also decreased the 
number of Oc formed in the presence of AGEs (16 % inhibition versus AGEs).
Oc incubated in the presence of 100 µg/ml AGEs, showed a significant increase in the expression of RAGE 
(152 % versus BSA). Similar results were found after incubating with 10-8M Alendronate (130 % versus BSA). 
On the contrary, high doses of Alendronate (10-5M) did not affect the expression of RAGE in co-cultures in-
cubated with BSA (95 % versus BSA). On the other hand, low doses of Alendronate in the presence of AGEs, 
did not affect the up-regulation of RAGE induced by AGEs (145 % versus BSA). However, when the Oc were 
co-incubated with AGEs and 10-5M Alendronate, this dose of BP was able to block the stimulation of RAGE 
expression induced by AGEs (105 % versus BSA).
In osteoblasts, incubation with 100 µg/ml AGEs induced an inhibition in the expression of RANKL (50 % 
versus BSA). Alendronate (10-8M-10-5M) also inhibited RANKL expression in a dose-dependent manner 
(65-47 % versus BSA). However, Alendronate (10-8M–10-5M) did not modify the AGEs-induced inhibition in 
osteoblastic RANKL expression (59-45 % versus BSA).
Conclusions: AGEs and Alendronate inhibit the number and differentiation of Oc in culture, with an addi-
tive effect for both agents at high Alendronate concentrations. AGEs and Alendronate also reduce the osteo-
blastic expression of RANKL, which could partially explain their effects on the recruitment and maturation 
of Oc. In addition, AGEs and low doses of Alendronate increase the expression of RAGE in cultured Oc, and 
this effect correlates with their inhibition of Oc development. Rev Argent Endocrinol Metab 49: 12-19, 2012
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INTRODUCCIÓN

La Diabetes Mellitus se ha asociado con una 
serie de complicaciones que afectan el sistema 
esquelético, conocidos de manera colectiva como 
“enfermedad diabética ósea” u “osteopatía 
diabética(1). En este sentido, se ha descrito un 

incremento en el riesgo de fracturas asociada a 
esta patología.

Nuestro grupo y otros investigadores, han 
demostrado que estas alteraciones podrían 
asociarse a la acumulación de productos de gli-
cación avanzada (AGEs) en el hueso, alterando 
la función de células óseas como osteoblastos y 
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osteoclastos que son centrales en los procesos de 
formación y remodelado óseo. 

En un estudio reciente se demostró que los 
niveles séricos de los AGEs carboximetil-lisina y 
pentosidina se encuentran aumentados en pacien-
tes con osteoporosis, cuando se los compara con 
individuos sanos(2). 

A nivel celular, los AGEs interactúan con 
receptores específicos tales como el RAGE, y 
así podrían modular no sólo la diferenciación y 
mineralización osteoblástica, sino también la 
osteoclastogénesis. De esta manera pueden re-
ducir tanto el remodelado óseo como el recambio 
de colágeno, facilitando la acumulación de más 
AGEs en la matriz extracelular ósea(3).

El exceso de AGEs resultante puede contri-
buir entonces a las alteraciones óseas que se 
observan en el envejecimiento y en la Diabetes 
Mellitus.

Por otro lado los bifosfonatos (BP) son dro-
gas ampliamente usadas para el tratamiento de 
enfermedades óseas como la osteoporosis pos-
menopáusica. Los BP inhiben la activad resortiva 
de los osteoclastos, y sus efectos y mecanismos 
de acción han sido ampliamente estudiados. Sin 
embargo, no existe actualmente un consenso 
para el tratamiento con estos fármacos, de las 
alteraciones óseas asociadas con Diabetes Me-
llitus, y en ese sentido cobra relevancia estudiar 
la posible interacción de los AGEs con BP como 
el alendronato, en su acción sobre células óseas 
como los osteoclastos.

Los objetivos de este trabajo fueron: 
-	 Estudiar el efecto de AGEs y alendronato sobre 

el desarrollo de osteoclastos en cultivo 
-	 Investigar los posibles mecanismos involucra-

dos en dichos efectos.

MATERIALES Y MÉTODOS

Se utilizó un modelo de cocultivo de células Raw 
264.7 y UMR-106. Los monocitos/macrófagos 
Raw 264.7 son células que tienen el potencial de 
diferenciarse in vitro en células osteoclásticas, en 
la presencia del ligando del receptor activador de 
NF-kB (RANKL). En nuestro caso la fuente de 
RANKL fueron los osteoblastos UMR-106. Las cé-
lulas osteoclásticas resultantes del cocultivo pre-
sentan rasgos característicos de osteoclastos ma-
duros: son células multinucleadas que expresan 
elevada actividad TRAP (fosfatasa ácida tartrato 
resistente). Se cocultivaron macrófagos Raw264.7 

y osteoblastos UMR-106 durante 8 días(4), en pre-
sencia de 50-200 µg/ml de albúmina sérica bovina 
control (BSA) o glicada "in vitro" (AGEs). Los 
cocultivos se realizaron también en presencia de 
diferentes dosis de alendronato (10-8–10-4M). La 
formación y maduración de osteoclastos se evaluó 
a través del recuento de células multinucleadas, 
y de la medida de la actividad TRAP. Para deter-
minar la actividad TRAP, los cocultivos se lavaron 
con PBS y se solubilizaron en 250 µl de Tritón 
X-100 0.1 % y se reservaron en tubos eppendorf. 
Una alícuota del extracto celular se incubó con el 
buffer de reacción (412 mM acido acético, 0.209 % 
Triton X-100, 412 mM NaCl, 4.12 mM EDTA, 10.6 
mM acido ascórbico, 10.1 mM p-nitrofenilfosfato, 
41.6 mM tartrato de sodio a pH = 5.5) durante 1 
h a 37 °C en oscuridad. (Vol. final: 1 ml)(3). Luego 
se detuvo la reacción agregando 200 µl de NaOH 
300 mM. Los cambios colorimétricos se midieron 
por Absorbancia a 405 nm. Con otra alícuota del 
extracto se determinó la concentración de pro-
teínas por el método de Bradford. Se expresaron 
los resultados como Actividad TRAP específica = 
nmol de p-NP/ mg de Prot.* min.

Se evaluó el efecto de las diferentes condiciones 
experimentales sobre la expresión osteoclástica 
del receptor RAGE, por inmunofluorescencia 
indirecta. En otros experimentos, se cultivaron 
osteoblastos UMR-106 en presencia y ausencia 
de diferentes dosis de BSA, AGEs y/o alendro-
nato, evaluando luego por inmunofluorescencia 
indirecta la expresión osteoblástica de RANKL. 

 Para realizar el ensayo de inmunofluorescencia 
indirecta las células subconfluentes crecidas sobre 
cubreobjetos de vidrio se lavaron 2 veces en PBS 
frío y se fijaron con paraformaldehído 4 % en PBS 
durante 20 minutos a temperatura ambiente. Lue-
go se permeabilizaron con metanol 100 % durante 
4 minutos a -20 °C y se lavaron con PBS. Con el 
fin de evitar las uniones inespecíficas, se realizó 
un bloqueo con 1 % BSA en PBS (pH=7.4) durante 
30 minutos. Se incubó con el primer anticuerpo 
(anti RAGE, anti RANK-L, en los ensayos corres-
pondientes) 1:200 con PBS (pH=7.4) 1 % BSA 
durante 1 hora a temperatura ambiente y se lavó 
con PBS tres veces durante 10 minutos. Posterior-
mente, se realizó una incubación con el segundo 
anticuerpo adecuado marcado con fluoresceína en 
PBS pH=7.4, durante 60 minutos a temperatura 
ambiente (1:200). Se lavó con PBS tres veces du-
rante 10 minutos y se montó con glicerol 80 %. Se 
observaron los preparados con un microscopio de 
fluorescencia Nikon 5000 y se tomaron fotografías 
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usando una cámara Nikon coolpix. Los resultados 
se cuantificaron usando el programa Image-J.

RESULTADOS

En primer lugar evaluamos el efecto de los AGEs 
sobre el proceso de diferenciación osteoclástica. 
Estos compuestos (50-200 µg/ml) inhibieron en 
forma dosis-respuesta la actividad TRAP (10-30 % 
respecto de BSA no glicado) así como el número 
de células multinucleadas obtenidas por cocultivo 
(55 % respecto de BSA, para 100 µg/ml AGEs).

A continuación, investigamos el efecto de di-
ferentes dosis de alendronato (en coincubación 
con BSA o AGEs) sobre la diferenciación de los 
osteoclastos. Para estos experimentos elegimos una 
dosis de 100 µg/ml de AGE, la cual inhibe aproxi-
madamente un 13 % la actividad TRAP y un 55 % 
el número de osteoclastos, respecto al control con 
igual dosis de BSA.

Como resultado de estos experimentos, encon-
tramos que bajas dosis de alendronato (10-8M–
10-6M) coincubados con BSA indujeron una inhi-
bición significativa sobre la actividad TRAP de 
los cocultivos (respecto de BSA) (Tabla I). Dicha 
inhibición fue cuantitativamente similar a la 
encontrada con 100 µg/ml AGEs en ausencia de 
alendronato. Sin embargo, cuando se coincubaron 
bajas dosis de alendronato con AGEs, no se observó 
una inhibición adicional sobre la actividad TRAP 
(Tabla I) ni sobre el número de osteoclastos (Tabla 
II), respecto de la ya producida en presencia de 
AGEs por sí solo. 

Por otro lado, altos niveles de alendronato 
(10-5M-10-4M) coincubados con 100 µg/ml de BSA 

o AGEs, inhibieron significativamente la actividad 
TRAP: 20-25 % respecto de BSA, o 17 % de inhibi-
ción respecto de AGEs, respectivamente (Tabla I). 
Similarmente, el número de osteoclastos fue sig-
nificativamente inhibido por dicha co-incubación: 
67 % respecto a BSA y 16 % respecto de AGEs 
(Tabla II).

A continuación, investigamos si los efectos 
inducidos por los AGEs y el alendronato podrían 
involucrar la expresión del RAGE, uno de los re-
ceptores para los AGEs que ha sido previamente 
descripto en osteoclastos. Los osteoclastos incu-
bados en presencia de 100 µg/ml AGEs mostraron 
un incremento significativo en la fluorescencia 
asociada al RAGE (152 % respecto de BSA) (Figura 
1). La coincubación de alendronato 10-8M y BSA 
indujo también un incremento significativo en la 
fluorescencia asociada al RAGE (130 % respecto 
de BSA). Por otro lado, altas dosis de alendronato 
(10-5M) no produjeron efectos significativos sobre 
la expresión de RAGE. Finalmente, aunque bajas 
dosis de alendronato coincubadas con AGEs no 
alteraron el incremento en la expresión del RAGE 
inducida por los AGEs (145 % respecto de BSA), 
cuando los osteoclastos se coincubaron con AGEs y 
alendronato en altas dosis (10-5M) este bifosfonato 
bloqueó el efecto estimulante de los AGEs sobre 
la expresión de RAGE (105 % respecto de BSA).

Finalmente, evaluamos por inmunofluores-
cencia indirecta el posible efecto de los AGEs y el 
alendronato sobre la expresión de RANKL en los 
osteoblastos UMR106, como un posible mecanismo 
para la modulación de la formación y activación de 
osteoclastos. La incubación con 100 µg/ml AGEs 
produjo una inhibición (50 % respecto de BSA) en 
la expresión del RANKL por parte de los osteo-
blastos (Figura 2). El alendronato (10-8M–10-5M) 
indujo también una inhibición en la fluorescencia 

TABLA I. Efecto de los AGEs y distintas concentraciones 
de alendronato sobre la actividad TRAP

Alendronato	 0	 10-8M	 10-7M	 10-6M	 10-5M	 10-4M

BSA 100 µg/ml	  100±1	   89±1**	  89±2**	  90±5*	 75±2**	 79±5**

AGEs 100 µg/ml	   86±2**	  83±3	   81±3	   80±2	 69±3#	   69±3#

Las células UMR106 se cocultivaron con los macrófagos Raw264.7 
durante 8 días. Al cumplirse 4 días de cultivo se les agregó BSA o 
AGEs en presencia o ausencia de Alendronato en concentraciones 
crecientes (10-8M–10-4M) y se incubó hasta completar los 8 días de 
cultivo. Finalmente se evaluó la actividad TRAP por el método 
ya descripto. Los resultados se expresan como % basal y se 
presentan como la media ± SEM (*p<0.05, **p<0.001 respecto de 
BSA) (#p<0.001 respecto de AGEs)

TABLA II. Efecto de los AGEs y alendronato 
sobre el número de osteoclastos  

Alendronato	 0	 10-8M	 10-5M

BSA 100 µg/ml	 2.19±0.17	   1.75±0.17*	   0.73±0.12**
AGEs 100 µg/ml	    0.96±0.12**	   0.87±0.13**	   0.62±0.09#

Se evaluó el número promedio de osteoclastos por campo en las 
diferentes condiciones indicadas. Para ello se contaron las células 
con 3 o más núcleos en 50 campos a 400 x. Los resultados se 
expresaron como la Media ± SEM. (*p<0.05, **p<0.001 respecto de 
BSA) (#p<0.01 respecto de AGEs)
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asociada al RANKL en forma dosis dependiente 
(65-47 % respecto de BSA). Sin embargo, cuando 
los osteoblastos se co-incubaron con AGEs y alen-
dronato (10-8M–10-5M), no se observó un efecto 
aditivo de este bifosfonato sobre la inhibición de 
la expresión del RANKL inducida por los AGEs 
(59-45 % respecto de BSA).

DISCUSIÓN

Los bifosfonatos son probablemente la familia de 
drogas antiosteoporóticas más ampliamente utili-

zada, y aunque su acción primaria tiene por obje-
tivo principal inhibir la función y la supervivencia 
osteoclástica, también se ha demostrado que puede 
influir positivamente en el desarrollo osteoblástico 
y en el potencial de formación ósea(5-7). El uso de 
BP en pacientes con osteopatías diabéticas no se 
encuentra resuelto en la actualidad, ya que los 
resultados obtenidos suelen ser contradictorios(8-9). 

Como los osteoclastos son blancos de acción de 
los BP, sus efectos y mecanismos de acción sobre 
este tipo celular son bien conocidos. Sin embargo, 
el efecto de los AGEs sobre los osteoclastos no está 
aún completamente dilucidado y las evidencias que 
se han obtenido son controversiales(10). Solo dos 
grupos han estudiado el efecto de los AGEs sobre 
osteoclastos, el grupo de Miyata en 1997 y el grupo 
de Valcourt diez años después. 

Miyata y col.(11) encontraron un aumento en el 
número de los pits o lagunas de resorción cuando 
los osteoclastos eran cultivados sobre cortes del-
gados de dentina modificada por AGEs. Para estos 
estudios, los autores utilizaron cultivos in vitro de 
células de médula ósea de ratón no fraccionadas 
conteniendo osteoclastos. No hubo aumento en el 
número de osteoclastos formados de novo, indican-
do un aumento en la actividad de los osteoclastos 
existentes. El aumento en la resorción ósea induci-
da por los AGEs, fue apoyada in vivo demostrando 
que partículas óseas modificadas por AGEs eran 
resorbidas en mayor extensión que las partículas 
controles no glicadas, cuando se implantaron sub-
cutáneamente. 

En contraste, el trabajo de Valcourt(3) mostró un 
efecto opuesto al que encontró Miyata, en un estu-
dio in vitro usando osteoclastos maduros de conejo 
y de origen humano. Ellos demostraron que el pro-
ceso de resorción se inhibía fuertemente cuando los 
osteoclastos maduros se plaqueaban sobre cortes 
delgados de marfil conteniendo pentosidina, una 
estructura AGEs bien caracterizada. Esta inhibi-
ción de la resorción ósea fue confirmada por una 
marcada reducción de la liberación de fragmentos 
de colágeno tipo I generados por las enzimas cola-
genolíticas secretadas por los osteoclastos, hacia el 
medio de cultivo de las matrices mineralizadas mo-
dificadas por AGEs. Este efecto es, probablemente, 
el resultado de una disminución de la solubilidad de 
las moléculas de colágeno modificadas por AGEs.

En el presente trabajo observamos que los AGEs 
inhibieron en forma dosis dependiente el proceso 
de diferenciación osteoclástica, encontrando una 
marcada disminución en la actividad TRAP, así 

Figura 1. Determinación de RAGE en osteoclastos por IFI 
Los cocultivos se incubaron con BSA o AGEs (100 µg/ml) en 
presencia o ausencia de Ale 10-8M o 10-5M. Luego se realizó 
el ensayo de inmunofluorescencia para RAGE. Se tomaron 
imágenes a 1000x, se cuantificó la fluorescencia de las mis-
mas y se graficó como porcentaje del basal (BSA) (* p<0.05, 
** p<0.001 respecto de BSA).

Figura 2. Determinación de RANKL en osteoblastos por IFI 
Los osteoblastos UMR-106 se incubaron con BSA o AGEs 
(100 µg/ml) en presencia o ausencia de Ale 10-8M o 10-5M. 
Luego se realizó el ensayo de inmunofluorescencia para 
RANKL. Se tomaron imágenes a 1000x, se cuantificó la fluo-
rescencia de las mismas y se graficó como porcentaje del 
basal (BSA) (* p<0.05, ** p<0.001 respecto de BSA).
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como en el número de células multinucleadas de-
sarrolladas en presencia de AGEs. Estos resultados 
concuerdan con las observaciones realizadas por 
el grupo de Valcourt(3) utilizando la línea celular 
monocítica Raw 264.7 y monocitos humanos pri-
marios, aunque diferenciados a osteoclastos en 
presencia de RANKL recombinante. 

Una vez evaluado el efecto de los AGEs, investi-
gamos el posible efecto del agregado de diferentes 
dosis de alendronato en coincubación con los AGEs, 
sobre la diferenciación de los osteoclastos. Como 
resultado de estos experimentos, encontramos que 
bajas dosis de alendronato (10-8M–10-6M) indujeron 
una inhibición significativa, y similar a la inhibi-
ción producida por los AGEs, sobre la actividad de 
TRAP de cocultivos desarrollados en presencia de 
BSA. Por el contrario, en presencia de AGEs no se 
observó una inhibición adicional del alendronato 
a bajas dosis, respecto de la ya producida por los 
AGEs. Estos efectos fueron reproducidos por 
bajas dosis de otros BP nitrogenados como el Zo-
ledronato y Pamidronato (datos no presentados). 
Así, podríamos sugerir que los BP nitrogenados 
a bajas concentraciones disminuyen la actividad 
de TRAP en condiciones basales (BSA) pero no 
afectan posteriormente la acción inhibitoria de 
los AGEs sobre esta actividad.

Por otro lado, altos niveles de alendronato 
(10-5M–10-4M) inhibieron la actividad TRAP en 
forma significativa. De esta manera, parecería 
haber un pequeño efecto aditivo sobre la inhibi-
ción de TRAP observada en presencia de AGE y 
altas dosis de alendronato. 

Al evaluar la acción del alendronato sobre el 
número de osteoclastos vimos que indujo una dismi-
nución significativa y dosis dependiente, la cual fue 
más marcada a concentraciones altas (10-5M). Por 
otro lado, mientras que el agregado de bajas dosis 
de alendronato en presencia de AGEs, no indujo 
un efecto adicional sobre la inhibición producida 
por el AGEs sobre el número de osteoclastos, 
este efecto aditivo inhibitorio sí ocurrió a altas 
concentraciones de alendronato (10-5M).

En resumen, la coincubación de AGEs y altas 
concentraciones de alendronato, potencia la inhi-
bición del desarrollo osteoclástico que observamos 
para cada uno de los agentes por sí solo.

Extrapolando a una situación "in vivo", estas 
condiciones podrían ser análogas a las que en-
contrarían los osteoclastos de un individuo con 
diabetes descompensada. Así, en sus lagunas de 
resorción los osteoclastos estarían expuestos si-

multáneamente a concentraciones de BP cercanos 
a 10-4M(12), así como a elevadas cantidades de AGEs 
presentes tanto sobre la matriz extracelular (MEC) 
ósea glicada, como sobre péptidos provenientes de 
la acción degradativa de proteasas osteoclásticas 
(como la catepsina K) sobre dicha MEC. 

Aunque los mecanismos siguen siendo descono-
cidos, se ha sugerido que los AGEs pueden interfe-
rir con la diferenciación de los osteoclastos y con 
su actividad resortiva a través de la interacción 
con receptores específicos de superficie celular (3). 
Tanto los progenitores de los osteoclastos como 
los osteoclastos maduros expresan diferentes 
receptores para AGE, incluyendo al RAGE (re-
ceptor de AGE). Adicionalmente la importancia 
de la interacción de AGEs y su receptor RAGE 
en la maduración de osteoclastos y su función, ha 
sido demostrada por Zhou  y col.(13). Estos autores 
sugieren que la interacción de los AGEs con el 
RAGE tendría importantes consecuencias sobre 
la remodelación ósea. Basado en estas observacio-
nes, en este trabajo investigamos la expresión y 
localización de RAGE en los osteoclastos murinos 
por inmunofluorescencia indirecta.

El RAGE fue detectado en bajos niveles en las 
células multinucleadas generadas bajo condicio-
nes basales (BSA). Similarmente a lo descripto 
para otros sistemas, en el presente trabajo la 
incubación de osteoclastos maduros en presencia 
de AGEs indujo un incremento en la expresión 
de RAGE (50 % de aumento respecto de BSA no 
glicado).

Por otro lado, nos preguntamos si bajas dosis 
de alendronato, que ejercen un efecto similar al 
de los AGEs sobre osteoclastos, podrían afectar 
la expresión del RAGE. Encontramos que alen-
dronato 10-8M indujo un incremento significati-
vo en la fluorescencia asociada al RAGE de los 
osteoclastos incubados bajo condiciones basales 
(BSA). Por el contrario, altas dosis de alendronato 
no modificaron la expresión del RAGE bajo con-
diciones basales, presentando una intensidad de 
fluorescencia similar al control con BSA.

Finalmente, la adición de bajas dosis de 
alendronato en presencia de AGEs no alteró 
la “up-regulation” del RAGE inducida por los 
AGEs. Sin embargo, cuando los osteoclastos se 
incubaron con AGEs y alendronato 10-5M, esta 
dosis del BP bloqueó el efecto estimulante de los 
AGEs sobre la expresión de su receptor RAGE 
e indujo una disminución en la fluorescencia 
asociada al RAGE.
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En conjunto los resultados obtenidos en los 
osteoclastos sugieren que a bajas dosis de alen-
dronato, su efecto inhibitorio podría ser mediado 
parcialmente por cambios en la expresión de 
RAGE. Por otro lado en presencia de AGEs, altas 
concentraciones de alendronato ejercen un efecto 
inhibitorio independiente del receptor RAGE.

En otros experimentos con osteoblastos 
UMR106, pudimos demostrar que el alendronato 
redujo en forma dosis dependiente la expresión 
de RANKL. Este hecho concuerda con lo encon-
trado por otros autores, quienes hallaron que 
los BP inducen una reducción en la expresión de 
RANKL en osteoblastos humanos, así como en 
osteoblastos de rata(14-16).

Eslami y col.(17) realizaron un estudio con cé-
lulas de médula ósea de pacientes que recibieron 
tratamiento con alendronato, y vieron que tanto el 
número de osteoclastos diferenciados como la ex-
presión de RANKL disminuyeron marcadamente 
en las células provenientes de pacientes con tra-
tamiento, respecto a los pacientes control. Otros 
estudios han demostrado que cuando la terapia con 
bifosfonatos se prolonga durante más de un año, 
el número de los precursores osteoclásticos circu-
lantes se reduce, y se especula que esta reducción 
está asociada a una disminución de los niveles 
séricos de RANKL(18-19). Estos hallazgos muestran 
que el alendronato tiene efectos inhibitorios sobre 
la diferenciación de los osteoclastos, además de su 
conocida acción para promover la apoptosis de los 
osteoclastos maduros.

Hemos demostrado en el presente trabajo que 
los AGEs afectan la formación y diferenciación 
de osteoclastos "in vitro". Por otra parte, se ha 
demostrado previamente que los AGEs inhiben la 
proliferación y diferenciación osteoblásticas(20-21-24). 
Sabiendo que la osteoclastogénesis está íntima-
mente ligada a la diferenciación de osteoblastos, es 
tentador especular que los AGEs también podría 
inhibir la diferenciación osteoclástica de forma in-
directa, mediante la inhibición de la diferenciación 
de los osteoblastos y de su posterior expresión de 
RANKL. 

Se ha planteado a la osteopatía diabética como 
una patología de origen adinámico, en la cual 
coexiste una disminución de la densidad mineral 
ósea con menor calidad del hueso, en este último 
caso por disminución del remodelado lo cual genera 
una acumulación de imperfecciones y mayor pro-
pensión a fracturas de bajo trauma. Los efectos de 

los AGEs que hemos descripto previamente –y en 
este trabajo– sobre células de hueso, contribuirían 
doblemente a la disminución del remodelado, ya 
que deprimirían simultáneamente la formación os-
teoblástica y la resorción osteoclástica. Adicional-
mente, hemos encontrado que estas acciones de los 
AGEs pueden ser modulados, al menos "in vitro", 
por BP como el alendronato. En trabajos previos(24) 
demostramos que el alendronato podía prevenir los 
efectos deletéreos de los AGEs sobre osteoblastos 
en cultivo. Por otro lado, nuestros resultados ac-
tuales confirman el efecto antiresortivo del alen-
dronato, y además muestran que concentraciones 
de este BP similares a las que se encuentran en 
las lagunas de resorción, potencian "in vitro" el 
efecto inhibitorio de los AGEs sobre la formación 
y maduración de osteoclastos. Si nuestros resul-
tados pasados y presentes pudieran extrapolarse 
a una situación clínica, estarían indicando que el 
alendronato se opondría a los efectos de los AGEs 
sobre osteoblastos, pero a la vez potenciaría los 
efectos de los AGEs sobre osteoclastos. Esta dua-
lidad de acción del BP sobre uno de los potenciales 
mecanismos patogénicos de la osteopatía diabética 
como es la acumulación de AGEs, probablemente 
sea la causa de los resultados contradictorios que se 
han encontrado en pacientes con Diabetes Mellitus 
en tratamiento con alendronato.

CONCLUSIONES

En conclusión, tanto los AGEs como el alendrona-
to inhiben el número y diferenciación (actividad 
TRAP) de osteoclastos en cultivo, con un efecto 
aditivo entre ambos a altas concentraciones de 
alendronato. Si estos resultados in vitro fueran 
extrapolables a un entorno clínico, podrían estar 
indicando una potenciación del efecto antiresorti-
vo del alendronato, en el contexto de una matriz 
extracelular ósea sobremodificada por AGEs 
como podría ocurrir en un paciente con Diabetes 
Mellitus. 

Asimismo, tanto AGEs como bajas dosis de 
alendronato aumentan la expresión del receptor 
RAGE en osteoclastos, lo cual se correlaciona 
con su inhibición del desarrollo osteoclástico. En 
osteoblastos en cultivo, los AGEs y el alendronato 
reducen la expresión de RANKL, lo cual podría 
también explicar parcialmente los efectos inhibi-
torios de estos agentes sobre el reclutamiento y la 
maduración de osteoclastos.
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