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Resumen
La diabetes mellitus (DM) crónica se aso-

cia con reducción en el contenido mineral 
óseo (osteopenia y osteoporosis). El objetivo 
de este trabajo fue evaluar la acción del ra-
nelato de estroncio (RaSr) administrado por 
vía oral a animales control y diabéticos, so-
bre el potencial osteogénico de células pro-
genitoras de médula ósea (CPMO). Dieciséis 
ratas Wistar macho jóvenes se dividieron en 
dos grupos: controles (C) y diabéticas (D) con 
destrucción parcial de células b-pancreáticas 
mediante inyecciones intraperitoneales con-
secutivas de nicotinamida y estreptozotocina. 
Siete días después de la inyección, cada gru-
po se subdividió: sin tratamiento, o tratadas 
oralmente con RaSr (625 mg/kg/día) durante 
seis semanas, luego de lo cual los animales 
fueron sacrificados. Las CPMO se obtuvie-
ron de ratas de los cuatro grupos, por lava-
dos del canal diafisario medular (húmero o 
fémur o ambos) y cultivo hasta confluencia 
en DMEM-10% FBS. La proliferación celular 
se evaluó mediante el ensayo de MTT. Luego 
las CPMO se replaquearon e incubaron en un 
medio osteogénico durante 14 días (fosfatasa 
alcalina [FAL] y colágeno tipo 1) o 21 días (mi-

* Correo electrónico: mccarthy@biol.unlp.edu.ar

neralización). Las CPMO del grupo C+RaSr 
mostraron un aumento significativo versus 
control en la proliferación (133%) y en la dife-
renciación osteogénica (colágeno 143%, FAL 
168%, mineralización 117%). La DM (grupo D) 
disminuyó significativamente la proliferación y 
diferenciación osteoblástica de las CPMO. El 
tratamiento con RaSr (grupo D+RaSr) previno 
completamente estos efectos antiosteogéni-
cos de la DM. Así, en nuestro modelo expe-
rimental in vivo, la DM disminuye el potencial 
osteogénico de CPMO, efecto que puede ser 
prevenido por un tratamiento oral con RaSr.
Palabras clave: diabetes mellitus, osteopo-
rosis, ranelato de estroncio, células progeni-
toras de médula ósea, osteoblasto.

Abstract
IN VIVO EFFECTS OF STRONTIUM RANEL-
ATE ON BONE MARROW PROGENITOR 
CELLS OF DIABETIC RATS

Chronic diabetes mellitus (DM) is associated 
with a reduction in bone mineral content 
(osteopenia and osteoporosis). The object of 
this study was to evaluate the in vivo effect of 
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the anti-osteoporotic drug strontium ranelate 
(SrRa) administered orally to control and 
diabetic animals, on the osteogenic potential 
of bone marrow progenitor cells (BMPC). 
Sixteen young male Wistar rats were divided 
into two groups: control (C) and diabetic with 
partial beta-cell destruction via consecutive 
intra-peritoneal injections of nicotinamide 
and streptozotocin (D). Seven days post-
injection, each group was sub-divided: 
without treatment, or oral treatment with SrRa 
(625 mg/kg/day) for six weeks, after which the 
animals were euthanised (groups C, C+SrRa, 
D, D+SrRa). BMPC were obtained from rats of 
all four groups by flushing of the diaphysary 
canal (humerus and/or femur). Adherent cells 
were then cultured until confluence in DMEM-
10% FBS. Cell proliferation was evaluated 
with the MTT mitogenic bioassay. BMPC 
were replated and incubated in an osteogenic 
medium for 14 days (determination of alkaline 
phosphatase [ALP] and type-1 collagen) or 21 
days (evaluation of mineralisation). BMPC from 
C+SrRa rats showed a significant increase 
versus control in proliferation (133%) and in 
osteogenic differentiation (collagen 143%, 
ALP 168%, mineralisation 117%). Induction of 
diabetes (group D) significantly decreased the 
proliferation and osteoblastic differentiation 
of BMPC. Treatment of diabetic animals with 
SrRa (group D+SrRa) completely prevented 
these anti-osteogenic effects of Diabetes. 
Thus, in our experimental in vivo model, 
Diabetes decreases the osteogenic potential 
of BMPC, an effect that can be prevented by 
oral treatment with strontium ranelate.
Key words: diabetes mellitus, osteoporosis, 
strontium ranelate, bone marrow progenitor 
cells, osteoblast.

Introducción
La diabetes mellitus (DM) es una pato-

logía caracterizada por hiperglucemia per-
sistente, que en nuestro país afecta al 7% 
de la población adulta. Desde hace aproxi-

madamente 20 años se ha asociado la DM 
crónica con alteraciones esqueléticas y del 
metabolismo fosfocálcico, con reducción 
en el contenido mineral óseo (osteopenia u 
osteoporosis), aumento en la incidencia de 
fracturas y disminución en la consolidación 
de las mismas.1, 2 Los efectos crónicos sis-
témicos de la DM están mediados en par-
te por la acumulación tisular de productos 
de glicación avanzada de proteínas (AGEs) 
y su unión a receptores específicos. En el 
hueso, los osteoblastos expresan al recep-
tor RAGE, y su activación por AGEs acumu-
lados en el colágeno induce una inhibición 
en la proliferación, diferenciación y mine-
ralización osteoblástica.3 Los osteoclastos 
también expresan el receptor RAGE.4 En 
estas células, los AGEs pueden disminuir 
la capacidad de resorción del hueso.5,6 En 
conjunto, estos resultados sugieren que las 
alteraciones esqueléticas asociadas con la 
DM se pueden deber a una disminución del 
recambio óseo, con una consiguiente acu-
mulación de imperfecciones que incremen-
ta así el riesgo de fracturas. Dichas frac-
turas serán difíciles de consolidar al estar 
deprimida la formación ósea osteoblástica. 
En estudios previos con ratas diabéticas 
hemos demostrado que esta patología in-
duce efectos deletéreos sobre la microar-
quitectura de huesos largos, que se asocian 
con una disminución en el potencial osteo-
génico de células progenitoras de médula 
ósea (CPMO), mediado por un descenso en 
la relación Runx-2/PPAR-g y un incremento 
en la expresión de RAGE.7 

El ranelato de estroncio (RaSr) es uno de 
los medicamentos disponibles para el tra-
tamiento de la osteoporosis posmenopáu-
sica,8 y se ha probado su eficacia en ambos 
sexos y en un amplio rango etario. En este 
fármaco, dos cationes de estroncio (prin-
cipio activo) se asocian de manera estable 
con el ácido ranélico.9 El RaSr se adminis-
tra por vía oral, y en el hueso el estroncio 
se incorpora a la hidroxiapatita sustituyen-



do al calcio. El RaSr actúa in vitro de for-
ma dual, incrementando la formación ósea 
mediada por osteoblastos y disminuyendo 
la resorción osteoclástica. Actúa en parte 
como agonista del receptor sensor de cal-
cio (CaSR), molécula acoplada a proteínas 
G que es expresada en osteoblastos, os-
teocitos y osteoclastos.9 En los osteoclas-
tos, el reconocimiento del estroncio por el 
CaSR inhibe en forma directa la diferencia-
ción osteoclástica e induce su apoptosis. 
En los osteoblastos, el estroncio también 
actúa vía CaSR, activando las MAPK y es-
timulando en forma directa la proliferación, 
diferenciación y mineralización osteoblás-
tica, así como incrementando la relación 
OPG/RANKL. A su vez, este mayor cociente 
OPG/RANKL provoca indirectamente una 
reducción en el reclutamiento y actividad de 
osteoclastos. En estudios recientes in vitro, 
nuestro grupo demostró que el RaSr pre-
viene los efectos antiosteogénicos de los 
AGEs sobre osteoblastos en cultivo.10

En modelos de osteoporosis experimental 
in vivo se ha probado que el RaSr genera un 
aumento en la densidad mineral ósea (DMO) 
y una mejoría en la microarquitectura y resis-
tencia a fracturas.11 En seres humanos se ha 
demostrado la eficacia antifractura del RaSr, 
sostenida hasta 8 años.8 Aunque en general 
es un fármaco bien tolerado, recientemente 
se lo ha asociado con eventos cardiovascu-
lares adversos en población vulnerable,12 por 
lo cual actualmente se encuentra en discu-
sión su pertinencia para el tratamiento de 
osteopatías en pacientes con DM. 

En este trabajo se evaluó el efecto in vivo 
del estroncio sobre células progenitoras de 
médula ósea (CPMO), en un modelo animal 
de DM por destrucción parcial de la masa 
de células b del páncreas. El estroncio se 
administró por vía oral como RaSr en ratas 
con DM o sin ella, para evaluar postrata-
miento su efecto sobre el potencial osteo-
génico de CPMO aisladas de la médula 
ósea de huesos largos.

Material y métodos

Animales y tratamientos
Se utilizaron ratas macho de tres meses de 

edad de la cepa WKAH/Hok (190-210 g), man-
tenidas en un bioterio climatizado de la Facul-
tad de Ciencias Exactas, Universidad Nacional 
de La Plata, con ciclos de luz-oscuridad de 12 
horas, alimentadas con una dieta estándar y 
agua ad libitum. Todos los experimentos se 
realizaron de acuerdo con la Guía de manejo y 
uso de animales de laboratorio,13 bajo las con-
diciones establecidas en las normas bioéticas 
nacionales −Disposición ANMAT 6677/10− e 
internacionales −Código de Núremberg, De-
claración de Helsinski y sus modificaciones−. 
El protocolo fue aprobado por el Comité Ins-
titucional de Cuidado y Uso de Animales de 
Laboratorio de nuestra institución (Número de 
Protocolo 001-05-15). Se utilizaron 16 anima-
les, los cuales fueron divididos inicialmente en 
2 grupos: controles (C) y diabéticas con des-
trucción parcial de la masa de células b (D) por 
inyecciones intraperitoneales consecutivas de 
75 mg/kg de nicotinamida y 60 mg/kg de es-
treptozotocina.14 Luego de una semana, a los 
animales inyectados se les midió la glucemia 
para confirmar la inducción de diabetes. A 
continuación, cada grupo se subdividió en dos 
subgrupos de 4 animales cada uno: sin trata-
miento farmacológico, o tratados con 625 mg/
kg/día de ranelato de estroncio15 en el agua de 
bebida (RaSr), durante 6 semanas. Este tiem-
po se definió en función de la duración de un 
ciclo de remodelado óseo en la rata, que es de 
4 semanas. Así, finalmente quedaron definidos 
cuatro grupos experimentales: C, C+RaSr, D, 
D+RaSr. Al final de todos los tratamientos, los 
animales fueron sacrificados por dislocación 
cervical bajo anestesia con xilazina y ketami-
na. Antes del sacrificio, en los grupos C y D se 
extrajo sangre bajo anestesia por punción de 
la vena cava inferior y se separó el suero por 
centrifugación. En el suero se evaluaron: glu-
cosa (Wiener Lab, Argentina) e insulina (ELISA 
para insulina de rata, ALPCO, Estados Unidos).
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Aislamiento y cultivo de CPMO
Las CPMO se obtuvieron a partir de lavados 

del canal diafisario medular (húmero y/o fémur) 
de las ratas de los diferentes grupos experi-
mentales, según la técnica descripta previa-
mente.16 Fueron cultivadas en un medio DMEM-
10% FBS penicilina/estreptomicina (medio ba-
sal) a 37 °C en una atmósfera de 5% CO2, hasta 
alcanzar la confluencia (10 días de cultivo). En 
algunos casos y para inducir su diferenciación 
osteoblástica, las CPMO fueron replaqueadas a 
baja densidad e incubadas con un medio basal 
adicionado con 50 µg/ml de ácido ascórbico y 
25 mM de b-glicerofosfato.

Proliferación celular
Para evaluar el efecto in vivo del RaSr so-

bre la capacidad de proliferación, las CPMO 
de todos los grupos fueron replaqueadas y 
cultivadas durante 2 horas y 1, 2, 3 y 6 días 
en medio basal. Para medir el crecimiento ce-
lular se empleó el método de reducción me-
tabólica del bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-
2-ilo)-2,5 difeniltetrazol (MTT), por la enzima 
succinato-deshidrogenasa mitocondrial de 
células viables, en un compuesto coloreado 
de color azul (formazán). El formazán es de-
tectado espectrofotométricamente a 570 nm 
luego de haberse provocado su disolución 
con dimetilsulfoxido (DMSO).17

Actividad de fosfatasa alcalina
Luego de 14 días de diferenciación os-

teoblástica, la monocapa de células se lavó 
con PBS y se solubilizó en Tritón X100 al 
0,1%. Una alícuota del extracto celular se usó 
para determinar proteínas por el método de 
Bradford. La actividad de fosfatasa alcalina 
se midió espectrofotométricamente utilizando 
p-nitrofenilfosfato (p-NPP) como sustrato. El 
p-nitrofenol (producto coloreado de la hidró-
lisis) se determinó por absorbancia a 405 nm 
luego de incubar la mezcla de reacción a 37 
°C en buffer pH 10,4 durante un período de 
tiempo predeterminado.18 Los resultados se 
muestran como nmol pNP/min mg proteína.

Producción de colágeno tipo 1
Luego de 14 días de diferenciación osteo-

blástica, la producción de colágeno tipo 1 se 
determinó utilizando un microensayo colo-
rimétrico mediante la técnica de Sirius Red: 
las células se fijaron con solución de Bouin 
(ácido pícrico: formaldehído 35%: ácido acé-
tico glacial 15:5:1) durante 1 hora. Se lavó la 
monocapa celular con ácido clorhídrico 0,1 N 
y se tiñó con una solución de Sirius Red por 1 
hora. El material teñido se disolvió en 1 ml de 
hidróxido de sodio 0,1 N y se midió su absor-
bancia a 550 nm. Las medidas se interpolaron 
en una curva de calibración, expresando los 
resultados como μg de colágeno/mg de pro-
teína.19 

Mineralización
Los depósitos de calcio extracelular (nó-

dulos de mineralización) se evaluaron luego 
de 21 días de cultivo en el medio de diferen-
ciación osteoblástico. Brevemente, la mono-
capa celular se fijó con formalina y se tiñó con 
rojo de alizarina S. Los depósitos de calcio 
teñidos se extrajeron con 1 ml de solución de 
hidróxido de sodio 0,1 N y la densidad óptica 
se midió a 548 nm.19 Los resultados se expre-
san como μg Ca/mg proteína.

Análisis estadístico
Los resultados se expresan como la 

media±SEM. Las diferencias entre grupos 
fueron analizadas por el test de ANOVA (one-
way) y el test de Tukey. Se utilizó el software 
GraphPad Prism 5 (GraphPad Software, San 
Diego, CA, Estados Unidos).

Resultados y discusión
En este trabajo evaluamos el efecto de un 

tratamiento oral durante seis semanas con ra-
nelato de estroncio (RaSr) en ratas controles 
y diabéticas, sobre el potencial osteogénico 
de CPMO obtenidas y cultivadas poseuta-
nasia de los animales. Para la inducción de 
DM utilizamos un modelo de insulinopenia 
por destrucción parcial de la masa de célu-



las b de los islotes del páncreas. En nuestro 
modelo de diabetes, la nicotinamida previene 
parcialmente la depleción de NAD inducida 
por la estreptozotocina sobre las células b, 
disminuyendo así su efecto tóxico.14 La glu-
cemia plasmática hallada fue de 3,67±0,44 g/l 
en el grupo D, versus 1,46±0,15 g/l en el grupo 
C. La insulinemia encontrada fue de 1,31±0,15 
ng/ml (grupo C) y de 0,27±0,15 ng/ml (grupo 
D). El tratamiento oral con RaSr no modificó 
los valores de glucemia e insulinemia. 

Una vez obtenidas las CPMO, en primer 
lugar determinamos el efecto in vivo del RaSr 
sobre su proliferación basal (es decir, de las 
células cultivadas en un medio basal). Como 
puede observarse en la Figura 1, encontra-
mos: a) un incremento en la capacidad de 
proliferación de las CPMO obtenidas de ani-
males no diabéticos tratados con RaSr (grupo 
C+RaSr: 128±2% respecto de C, p<0,001) y 
una disminución en la proliferación de CPMO 
de ratas diabéticas (grupo D: 67±3% respecto 

de C, p<0,001). Fundamentalmente, el trata-
miento de animales diabéticos con RaSr (gru-
po D+RaSr) permitió recuperar la capacidad 
de proliferación de las CPMO a valores del 
control (91±3% respecto de C, diferencia no 
significativa).

En una segunda etapa cultivamos las 
CPMO obtenidas de animales de los cuatro 
grupos en un medio basal adicionado con 
ácido ascórbico y b-glicerofosfato, con el ob-
jeto de inducir su diferenciación osteogénica 
in vitro. Estos cultivos fueron realizados du-
rante 14 días (Figura 2A, actividad específica 
de FAL; Figura 2B, producción de colágeno 
de tipo 1) o durante 21 días (Figura 3, acu-
mulación de nódulos extracelulares de hidro-
xiapatita). Los resultados obtenidos fueron 
concordantes entre sí y, además, consisten-
tes con los observados para la proliferación 
celular. Las CPMO del grupo C+RaSr mostra-
ron un aumento significativo en la diferencia-
ción osteogénica (colágeno 143% vs. C, FAL 
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Figura 1. Efectos de la diabetes y el tratamiento con ranelato de estroncio sobre la proliferación 

de células progenitoras de médula ósea (CPMO). Se obtuvieron CPMO a partir de los cuatro grupos 

experimentales y se cultivaron en medio basal durante 2 horas y 1, 2, 3 y 6 días, evaluando el número de 

células viables mediante el ensayo de MTT. La proliferación celular se estimó a partir de la pendiente de 

las rectas obtenidas para cada grupo experimental.
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168% vs. C, mineralización 117% vs. C). Por 
otro lado, la diabetes mellitus (grupo D) dis-
minuyó significativamente la diferenciación 
osteoblástica de las CPMO (colágeno 83% 
vs. C, FAL 61% vs. C, mineralización 62% vs. 
C). El tratamiento con RaSr (grupo D+RaSr) 
previno significativamente estos efectos anti-
osteoblásticos de la DM. 

En estudios previos utilizando este mismo 
modelo in vivo de diabetes insulinopénica 7 
demostramos un aumento de la expresión del 
receptor RAGE en las CPMO. En esta pato-
logía existe una acumulación de AGEs sobre 
el colágeno óseo, y así encontramos que la 
mayor interacción AGEs-RAGE inducía en las 
CPMO una disminución en la expresión del 

Figura 2. Efectos de la diabetes y el tratamiento con ranelato de estroncio sobre la diferenciación 

osteoblástica de células progenitoras de médula ósea (CPMO). Las CPMO aisladas de los cuatro 

grupos experimentales fueron cultivadas durante 14 días en un medio de diferenciación osteoblástico. Al 

término de ese período, se determinó la actividad específica de fosfatasa alcalina (A) y la producción de 

colágeno tipo 1 (B). * p<0,05 vs. grupo C; ** p<0,01 vs. grupo C; # p<0,001 vs. grupo D.

A

B



factor de transcripción osteoblástico Runx-
2 y un aumento en el factor proadipocítico 
PPAR-g, lo cual disminuyó su potencial os-
teogénico y provocó alteraciones deletéreas 
en la microarquitectura de huesos largos. En 
otro estudio reciente in vitro probamos que 
el ranelato de estroncio, en concentraciones 
similares a las que se han descripto en el 
plasma de mujeres posmenopáusicas en tra-
tamiento antiosteoporótico con este fármaco, 
prevenía los efectos pro-inflamatorios y anti-
osteogénicos de los AGEs sobre osteoblas-
tos en cultivo.10 

Nuestras observaciones previas están de 
acuerdo con las del presente trabajo y sugie-
ren que el estroncio puede inducir el com-
promiso de células osteoprogenitoras hacia 
el linaje osteoblástico y la formación de hue-
so, ejerciendo efectos directos sobre células 
óseas, aun en el contexto de la acumulación 
de AGEs inducida por DM. Específicamente, 

en el presente trabajo hemos podido verificar 
en un modelo de diabetes con disminución en 
la reserva pancreática de insulina, que el tra-
tamiento oral con ranelato de estroncio pue-
de prevenir parcial o totalmente los efectos 
antiosteogénicos de dicha patología metabó-
lica sobre CPMO. 

El ranelato de estroncio se encuentra 
aprobado para su utilización en varios países 
incluida la Argentina (aunque no en los Esta-
dos Unidos). Sin embargo, a instancias del re-
ciente reporte del Comité para la Evaluación 
de Riesgos en Farmacovigilancia Europeo 
(PRAC), a nivel global se han implementado 
cambios regulatorios en el uso de este me-
dicamento. Ello implica su utilización actual 
solo para pacientes con osteoporosis severa 
para los cuales no sea posible un tratamien-
to antiosteoporótico alternativo, y adicional-
mente que no posean contraindicaciones que 
incluyen: hipertensión no controlada, o ante-
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Figura 3. Efectos de la diabetes y el tratamiento con ranelato de estroncio sobre la mineralización 

de células progenitoras de médula ósea (CPMO). Las CPMO aisladas de los cuatro grupos experi-

mentales fueron cultivadas durante 21 días en un medio de diferenciación osteoblástico. Al término de 

ese período, se determinó la formación de nódulos de mineralización extracelulares. * p<0,05 vs. grupo 

C; ** p<0,01 vs. grupo C; # p<0,001 vs. grupo D.
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cedentes previos o actuales de cardiopatía 
isquémica, enfermedad vascular periférica o 
enfermedad cerebrovascular.12 Dado que la 
DM es un factor de riesgo cardiovascular, la 
indicación de este fármaco en el contexto de 
dicha patología debe evaluarse muy cuidado-
samente. 

En conclusión, en nuestro modelo experi-
mental in vivo, la diabetes mellitus disminuye 
el potencial osteogénico de CPMO, efecto 
que puede ser prevenido por un tratamiento 
oral con ranelato de estroncio. 
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