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ARTICULO ORIGINAL
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*El presente estudio ha sido presentado parcialmente como comunicacion libre del 6to Congreso de Osteologia: Lasalvia S,
Sedlinsky C, Schurman L, McCarthy AD, Wanionok NE. “Metformina oral previene la adiposidad de la médula 6sea femoral
inducida por un Sindrome Metabdlico experimental”. Ciudad de Cérdoba, Cérdoba, Argentina. 16 al 18 de agosto de 2023.

RESUMEN

Objetivo. Determinar el efecto de un tratamiento con metformina (MET) sobre la predisposicién adi-
pogénica de células progenitoras de médula 6sea (CPMO), adiposidad de la médula 6sea y propiedades
biomecanicas dseas. Materiales y métodos: 20 ratas Wistar machos adultos jovenes fueron separados en
cuatro grupos, recibiendo en agua de bebida: 100% agua (C); 20% de fructosa (F); metformina 100 mg/
kg peso/dia (M); o fructosa mas metformina (FM). Tras cinco semanas se sacrificaron los animales, se
diseccionaron ambos hiimeros para obtener CPMO, y ambos fémures para evaluar adiposidad medular
(histomorfometria) y propiedades biomecdnicas (flexién a 3 puntos). Las CPMO se cultivaron in vitro en
medio adipogénico para evaluar expresion de RUNX2, PPAR-y y RAGE por RT-PCR, actividad de lipasa
y acumulacion de triglicéridos. Resultados. La dieta rica en fructosa (grupo F) produjo un aumento
tanto de triglicéridos in vitro, como de la adiposidad medular in vivo; siendo parcial o totalmente preve-
nido por un co-tratamiento con metformina (grupo FM). No se observaron diferencias en las pruebas
biomecanicas femorales in vivo, ni en actividad de lipasa y relacion RUNX2/PPAR-y in vitro. La DRF
aumento la expresion de RAGE en CPMO, siendo prevenido por co-tratamiento con MET. Conclusio-
nes. El sindrome metabdlico inducido por una dieta rica en fructosa aumenta la adiposidad medular
femoral y, en parte, la predisposicion adipogénica de las CPMO. A su vez, esto puede ser prevenido total
o parcialmente por un co-tratamiento oral con MET.

Palabras clave: Metformina; sindrome metabdlico; adipocitos; células madre mesenquimales de médula
osea; tejido dseo (fuente: DeCS BIREME).

METFORMIN TREATMENT PREVENTS EXPERIMENTAL
METABOLIC SYNDROME-INDUCED FEMORAL BONE
MARROW ADIPOSITY IN RATS

ABSTRACT

Objetive. To determine the effect of metformin (MET) treatment on adipogenic predisposition of bone
marrow progenitor cells (BMPC), bone marrow adiposity and bone biomechanical properties. Materials
and methods. 20 young adult male Wistar rats were sorted into four groups. Each of the groups received
the following in drinking water: 100% water (C); 20% fructose (F); metformin 100 mg/kg wt/day (M); or
fructose plus metformin (FM). After five weeks the animals were sacrificed. Both humeri were dissected
to obtain BMPC, and both femurs were dissected to evaluate medullary adiposity (histomorphometry)
and biomechanical properties (3-point bending). BMPC were cultured in vitro in adipogenic medium to
evaluate RUNX2, PPAR-y and RAGE expression by RT-PCR, lipase activity and triglyceride accumulation.
Results. The fructose-rich diet (group F) caused an increase in both triglycerides in vitro, and medullary
adiposity in vivo; being partially or totally prevented by co-treatment with metformin (group FM). No
differences were found in femoral biomechanical tests in vivo, nor in lipase activity and RUNX2/PPAR-y
ratio in vitro. DRF increased RAGE expression in BMPC, being prevented by co-treatment with MET.
Conclusions. Metabolic syndrome induced by a fructose-rich diet increases femoral medullary adiposity
and, in part, the adipogenic predisposition of BMPC. In turn, this can be totally or partially prevented by
oral co-treatment with MET..

Keywords: Metformin; metabolic syndrome; adipocytes; mesenchymal stem cells; bone tissue (source:
MeSH NLM).
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INTRODUCCION

Se llama sindrome metabolico (SM) a la concurrencia de tres
o mas factores de riesgo para enfermedad cardiaca, accidente
cerebrovascular y diabetes mellitus tipo 2. Estos factores in-
cluyen: presion arterial elevada, obesidad central, disminu-
cion de colesterol asociado a lipoproteinas de alta densidad
(HDLc), niveles elevados de triglicéridos (TG) plasmaticos y
glucemia plasmatica en ayunas alterada, con o sin intoleran-
ciaala glucosa V. Este sindrome se caracteriza por tener una
composicion heterogénea y, en la actualidad, se encuentra
en franco crecimiento debido a estilos de vida sedentarios
y dietas ricas en grasas y aztcares @. Si bien, no existe un
consenso general, gran parte de los estudios demuestran que
el SM tendria efectos negativos sobre el tejido 6seo ©. En
particular, se observo que el SM se asocid con una disminu-
cién en la densidad mineral 6sea (DMO) del cuello femoral
y columna lumbar **, un deterioro en la microarquitectura
dsea ©7), y un mayor riesgo de fractura osteopordtica, que a
su vez aumenta al incrementarse el nimero de componentes
del SM @9, Asimismo, la disglucemia y el estrés oxidativo
asociados al SM, promueven la formacién y acumulacién de
productos finales de glicacion avanzada (AGE), que pueden
interactuar con su receptor RAGE y asi alterar la fisiologia de
células dseas, y/o generar entrecruzamientos aberrantes en-
tre moléculas de colageno que afecten su desempeiio biome-
canico. Hemos demostrado previamente que la acumulacién
de AGE en la matriz extracelular 6sea reduce su remodelado,
con acumulacién progresiva de imperfecciones que pueden
afectar la calidad del hueso 1.

En estudios anteriores, encontramos que el SM experi-
mental inducido en ratas Wistar por una dieta rica en fruc-
tosa (DRF) durante 5 semanas, disminuy¢ la capacidad os-
teogénica de células progenitoras de médula ésea (CPMO)
y alter6 la microarquitectura de huesos largos; y que dichos
cambios fueron prevenidos por un tratamiento oral con me-
tformina. Esto podria ocurrir por un desbalance osteogéni-
co/adipogénico de las CPMO hacia este ultimo linaje, lo cual
provocaria una disminucién en la formacion y el recambio
6seo, a la vez que incrementaria la expansion del tejido adi-
poso medular 113,

Metformina (MET) es un fairmaco insulino-sensibilizante,
muy frecuentemente utilizado para el tratamiento de pacientes con
diabetes mellitus tipo 2, SM y/o intolerancia a la glucosa. Hace casi
20 afos, demostramos por primera vez efectos osteogénicos de
MET sobre osteoblastos en cultivo 4. Desde entonces se ha inves-
tigado la potencial accién osteogénica de MET, tanto en modelos
preclinicos, como en un contexto clinico. En el caso de los trabajos
clinicos, en la mayoria de los mismos no se observaron cambios
inducidos por el tratamiento con MET sobre la DMO o la inci-
dencia a fracturas >'”). Sin embargo, en la mayoria de los estudios
preclinicos se demostraron efectos positivos de MET sobre el siste-
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Motivacion para realizar el estudio. La mayoria de las
investigaciones respaldan una asociacidn negativa entre
el sindrome metabdlico y la salud 6sea, aunque existe una
falta de consenso general. Por lo tanto, es necesario realizar
investigaciones en esta drea que permitan desarrollar un mejor
conocimiento.

Principales hallazgos. El sindrome metabdlico inducido
por una dieta rica en fructosa incrementa la predisposicion
adipogénica de células progenitoras de médula dsea y la
adiposidad medular femoral en ratas. Ademas, esto puede
prevenirse parcialmente mediante un co-tratamiento con
metformina.

Implicancias. El sindrome metabdlico experimental posee
efectos negativos sobre el tejido seo, pudiendo ser prevenidos
mediante un tratamiento oral de metformina como farmaco
normoglucemiante.

ma dseo, aumentando la DMO y mejorando la microarquitectura
0sea, tanto en ratones normales y resistentes a la insulina, como en
ratas ovariectomizadas ‘2. Similarmente, en nuestro laboratorio
observamos que tres semanas de tratamiento con MET previno la
disminucién de densidad osteocitica en hueso trabecular, inducida
por un SM experimental ¥. En una serie de estudios disefiados
para evaluar los efectos in vitro y ex vivo de MET sobre CPMO,
encontramos que este farmaco promueve la osteoblastogénesis y
la formacion 6sea mediante la activacion de la via AMPK (protei-
na quinasa activada por monofosfato de adenina) y aumento de la
expresion de Runx2 (Runt related transcription factor 2) (13142023),

En el presente estudio, hemos investigado el efecto del
SM experimental inducido por una DRF (con o sin un tra-
tamiento oral con MET) sobre la adiposidad de la médula
6sea, las propiedades biomecanicas de huesos largos, y la
predisposicion adipogénica de CPMO.

MATERIALES Y METODOS

Cuidado y manejo de animales

Utilizamos ratas Wistar machos de tres meses de edad al
inicio del ensayo, las cuales fueron obtenidas en la Facul-
tad de Veterinaria de la Universidad Nacional de La Plata
(UNLP), Argentina. Las ratas se alojaron en jaulas con cama
de viruta de madera, comida estindar de laboratorio para
roedores (Asociaciéon de Cooperativas Argentinas, Buenos
Aires, Argentina) y agua ad libitum, permitiendo su aclima-
tacion bajo supervision durante 3 dias previo al inicio de los
tratamientos. La sala de alojamiento se mantuvo a 23 + 3 °C
con una humedad del 30 al 70 % y un ciclo de luz:oscuridad
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de 12:12 h. El protocolo con animales de experimentacion
fue aprobado por el Comité Institucional para el Cuidado de
Animales de Laboratorio de la Facultad de Ciencias Exac-
tas, UNLP (Protocolo # 001-00-15). Ademads, los procedi-
mientos in vivo siguieron las Directrices para el Manejo y
Entrenamiento de Animales de Laboratorio publicadas por
la Federacion de Universidades para el Bienestar Animal @%.

Diseiio del estudio

Veinte ratas Wistar machos clinicamente sanas [al inicio: 12
semanas de edad, peso corporal 300-330 g] se distribuyeron
aleatoriamente en diferentes grupos. Inicialmente, a las 12 se-
manas de edad, la mitad de las ratas recibieron fructosa al 20
% p/v (Biopack, Buenos Aires, Argentina) en el agua potable
ad libitum durante dos semanas para inducir SM. La otra mi-
tad de los animales continuaron solamente con agua esterili-
zada. El tiempo de duracion de la administracion de fructosa
utilizada en esta investigacién se basd en nuestros estudios
anteriores "> y en otros que informaron que dos semanas de
DREF fueron suficientes para inducir anomalias metabolicas en
ratas, compatibles a las observadas en humanos con SM, tales
como valores elevados de glucemia post-prandial, insulinemia,
indice de insulino-resistencia HOMA, triglicéridos plasmaticos
y adiposidad mesentérica ®>*9. Luego de estas dos semanas de
tratamiento, los dos grupos iniciales se dividieron una vez mas,
en forma aleatoria, en dos subconjuntos de 5 ratas cada uno. En
ellos, ademas de sus tratamientos previos en el agua de bebida,
se les administré 100 mg/kg/dia de MET (Quimica Montpe-
llier, Buenos Aires, Argentina) a la mitad de los animales (5 de
ellos correspondientes al grupo inicial fructosa al 20 % p/vy
otros 5 al de solo agua) durante 4 semanas adicionales. Por lo
tanto, la duracion total del estudio in vivo fue de 6 semanas.
La dosis de MET (100 mg/kg/dia) empleada es mas alta que la
dosis utilizada para humanos debido a que la vida media plas-
matica de este firmaco en ratas es de solamente dos minutos
en comparacién con cinco horas en humanos, observandose
marcadas diferencias farmacodindmicas entre las especies ).
Por lo tanto, el disefio del estudio contempld cuatro grupos ex-
perimentales: 1) control (C), 2) metformina (M), 3) fructosa (F)
y 4) fructosa y metformina (FM).

Una vez finalizados los tratamientos, las ratas fueron
pesadas en condicién de ayuno y anestesiadas con clorhi-
drato de ketamina/xilazina (Richmond, Buenos Aires, Ar-
gentina). Se realiz6 una incision quirtrgica en el abdomen
y se obtuvieron 2 mL de sangre de la vena cava caudal. Se
separd suero de la manera habitual, para evaluar pardmetros
del metabolismo lipidico e hidrocarbonado (glucemia, tri-
gliceridemia, colesterolemia, HDL-colesterol, relacion TG/
HDL como marcador surrogante de insulino-resistencia). A
continuacidn, las ratas anestesiadas se sacrificaron median-
te dislocacion cervical. Se disecciond la grasa mesentérica y
epididimal; ambas fueron pesadas con el fin de relacionarlas
con el peso corporal y asi calcular indices de grasas parcia-
les y totales ©®). Luego, ambos himeros fueron disecados y
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procesados para obtener CPMO. También se extrajeron los
fémures, a los cuales se le despoj6 la musculatura, y se fijaron
en formalina tamponada con fosfato al 10 % durante 48 h, se
descalcificaron en EDTA al 10% y se procesaron para histo-
morfometria dsea como se describe a continuacion.

Analisis de adiposidad medular

Los fémures izquierdos se incluyeron en parafina, se seccio-
naron perpendicularmente al eje longitudinal del hueso en
un grosor de 5 um con un micrétomo RMT-20 Tipo Erma
(TechLabs, India) y se tifieron con hematoxilina y eosina
(H&E). Se definié una region de interés estandarizada para
el andlisis de la adiposidad medular ® correspondiente a la
cabeza del fémur, excluyendo 200 pum a partir del cartilago
de crecimiento con la finalidad de descartar la region corres-
pondiente a la espongiosa primaria. Se tomaron fotomicro-
grafias de las secciones histologicas con una camara digital
Nikon Coolpix 4500 en un microscopio Eclipse E400 Nikon
(Nikon, Tokio, Jap6n). Las imagenes se analizaron utilizan-
do el programa Image ] (www.macbiophotonics.ca/imagej)
con un complemento de escala de microscopio de 40X.

Prueba de flexion de tres puntos

Se evalud el comportamiento biomecanico ¢seo mediante una
prueba de flexion a tres puntos en el fémur derecho de cada
animal con una maquina de prueba electromecanica (Digimess
TC500) en el eje medio. Se utiliz6 una celda de carga de 200 N
de capacidad (Interface, AZ, EE. UU.) a temperatura ambiente,
con una longitud de separacion de 20 mm y una velocidad de
carga de 8 mm/min. Se registro la carga F (aplicada en sentido
anteroposterior) y el desplazamiento D hasta la rotura. A partir
de los datos obtenidos, se realizé una grafica de la curva ten-
sion-deformacion. Se defini6 a la fuerza maxima (Fmax) como
la méaxima carga soportada por el hueso antes de la fractura. Se
calcul6 la rigidez estructural del eje medio en el punto de fluen-
cia (Fy/Dy) para cada muestra a partir de la deflexion elstica
maxima (Dy) y la carga méxima soportada elésticamente (Fy).
Por ultimo, la tenacidad se definié como la cantidad de energia
absorbida por el hueso mientras se deformaba (Eabs) y se de-
termind como el drea bajo la curva de tensién-deformacion .

Aislamiento e incubacion de células progenitoras
de médula 6sea (CPMO)

Se obtuvieron las CPMO a partir de ambos humeros de to-
das las ratas. Se seccionaron las dos epifisis de cada hueso, y
la médula 6sea se obtuvo lavando el canal medular diafisa-
rio con medio esencial modificado de Dulbecco (DMEM)
(Invitrogen, Buenos Aires, Argentina) en condiciones esté-
riles. Las suspensiones celulares resultantes se sembraron
en frascos de cultivo de 25 cm?. Las células se cultivaron en
DMEM suplementado con suero fetal bovino (SFB) al 10%
(Natocor, Cérdoba, Argentina), penicilina (100 UI/mL) y
estreptomicina (100 pug/mL); y se mantuvieron a 37 °C en
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atmoésfera humidificada con 95% de aire y 5% de CO,. Las
células no adherentes se eliminaron cambiando el medio de
cultivo luego de 24 h, y a partir de entonces dos o tres veces
por semana hasta alcanzar la confluencia. La monocapa ce-
lular se separd por digestion limitada con tripsina al 0,025 %
(GIBCO, Invitrogen, Buenos Aires, Argentina) en EDTA 1
mM y se subcultivo en placas de cultivo de tejidos 2.

Posteriormente, se cultivaron CPMO de todos los animales
hasta su confluencia en placas de 24 pocillos en DMEM suple-
mentado con SFB al 10 % con la finalidad de inducir su diferen-
ciacion adipogénica. Para ello, las células se cultivaron durante
10 dfas adicionales con medio que contenfa: DMEM-SFB al 10
% mds 0,5 mmol/L de 3-isobutil-1-metilxantina (IBMX), dexa-
metasona 1 uM (Decadron, Sidus, Argentina) e insulina 200
nmol/L (Lilly, Buenos Aires, Argentina). Finalmente, las células
se lisaron con Triton-X100 al 0,1% 3.

Se analizaron los depdsitos de triglicéridos intracelulares
y la actividad lipasa mediante los respectivos kits enzima-
ticos comerciales (Wiener, Rosario, Argentina) de acuerdo
con las instrucciones del fabricante. Se utilizaron alicuotas
de los mismos extractos para la determinacién de proteinas
celulares totales mediante la técnica de Bradford @2

Adicionalmente, se evalud la expresién génica de regula-
dores de osteogénesis (RUNX2) y de adipogénesis (PPAR-Y),
como también del receptor de AGEs (RAGE), a través de la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) semicuantitativa
utilizando la transcriptasa inversa (RT) del virus de la leuce-
mia murina de Moloney (Invitrogen, Argentina). A partir de
CPMO de todos los animales cultivadas durante 10 dias en
medio adipogénico, se extrajo el ARN total con el reactivo
TRIZOL de acuerdo a las instrucciones del fabricante (Invi-
trogen, Argentina). La expresion de ARNm para f-actina se
utilizé como gen housekeeping para normalizar la expresion
génica de RUNX2, PPARy y RAGE. Los cebadores especificos
para dichos reguladores fenotipicos se disefiaron a partir de
la base de datos de secuencias del NCBI (National Center for
Biotechnology Information) utilizando el software CLC Geno-
mics Workbench (QIAGEN) (Tabla suplementaria 1), y fueron
sintetizados por Macrogen (Seul, Reptblica de Corea del Sur).
Los productos de RT-PCR se separaron mediante electrofore-
sis en gel de agarosa con GelRed. La intensidad de las bandas
se cuantificé mediante el software Image]. Finalmente, se cal-
culé la relacion RUNX2/PPARY, normalizada a -actina.

Tabla 1. Peso corporal e indices de tejido adiposo de ratas.

Analisis estadistico

Se utilizé la prueba de Kolmogorov-Smirnov para determinar
la distribucion gaussiana, y el estudio de homogeneidad de va-
rianzas se realizo mediante la prueba de Bartlett. Las diferen-
cias significativas entre los grupos se determinaron mediante
un andlisis de varianza de una via (ANOVA), seguido de las
pruebas de comparaciones multiples post hoc de Tukey (Gra-
phPad Software, San Diego, CA, EE. UU.). Valores de p<0,05
se consideraron estadisticamente significativos.

RESULTADOS

Observaciones generales y perfiles séricos

La totalidad de los animales completaron el ensayo experi-
mental sin presentar ningun tipo de incidentes adversos. Se
observé un aumento significativo en la glucemia, trigliceri-
demia y relacién TG/HDL en los animales expuestos a una
DREF vs. C, p<0,05; (resultados no mostrados). Asimismo,
se encontrd un incremento en la adiposidad (visceral y to-
tal, pero no epididimaria) inducida por la DRF (p<0,05 vs
C); pero no se registraron diferencias significativas en los
pesos corporales entre los distintos grupos experimentales
estudiados (Tabla 1).

Adiposidad medular

La adiposidad de la médula ésea femoral fue significativa-
mente mayor en las ratas tratadas con una DRF (grupo F)
que en los animales del grupo C. Asimismo, el co-tratamien-
to con MET (grupo FM) previno totalmente este incremento
en la adiposidad medular; siendo su valor significativamen-
te menor que las ratas expuestas a fructosa (grupo F), y sin
existir diferencias con respecto al grupo Control (Figura 1).

Pruebas biomecanicas

Se estudiaron los pardmetros de fuerza mdaxima (Fmax),
fuerza maxima eldstica (Fy), rigidez estructural (Fy/Dy) y
tenacidad (Eabs) para cada uno de los grupos. No se obser-
varon diferencias significativas entre grupos, para ninguno
de los parametros evaluados (Tabla 2).

Potencial adipogénico de las CPMO
Actividad lipasa y acumulacion de triglicéridos (TG)
En extractos celulares obtenidos a partir de CPMO cultivadas

Control

Metformina Fructosa Fructosa + metformina

Peso corporal (gr)
284,00 +/- 9,80

272,00 +/- 20,61

288,00 +/- 10,19 276,00 +/- 20,42

Indice de grasa mesentérica (%) 1,36 +/- 0,12
Indice de grasa epididimaria (%) 1,94 +/- 0,21
Indice adiposo total (%) 3,30 +/- 0,25

1,53 +/- 0,09 1,94 +/- 0,10* 1,62 +/- 0,12
2,04 +/- 0,12 2,20 +/- 0,13 1,96 +/- 0,12
3,57 +/- 0,20 4,14 +/- 0,15* 3,58 +/- 0,13

Los resultados se expresan como la media +/- EE (error estandar). Diferencias: *p<0,05 vs Control.
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C Adiposidad medular
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C M
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C: control; M: metformina (100 mg/kg peso/dia) en agua de bebida; F: fructosa (20% p/v) en agua de bebida; FM: fructosa (20% p/v) + metformina

(dosis 100 mg/kg peso/dia) en agua de bebida; Ad: adipocitos.

Los resultados se expresan como la media +/- EE (error estandar). Diferencias: * p<0,01 vs Control.

Figura 1. Efecto de los diferentes tratamientos orales sobre la adiposidad medular femoral de ratas. A. Microfotografia de corte
histolégico tefiido con hematoxilina - eosina, correspondiente al grupo C (40X). B. Microfotografia de corte histoldgico tefiido con
hematoxilina - eosina del grupo F (40X). C. Efecto de los tratamientos orales sobre la adiposidad medular.

10 dias en medio adipogénico, se encontré un mayor conte-
nido de TG en los que provenian de animales tratados con
una DRF (grupo F); efecto que fue parcialmente prevenido en
el caso de animales co-tratados con MET (grupo FM). No se
observaron diferencias significativas en la actividad de lipasa
para todos los grupos experimentales (Figura 2).

Expresion génica relativa de reguladores
osteogénicos y adipogénicos

Las CPMO obtenidas de animales co-tratados con fructo-
sa y MET (grupo FM), mostraron una menor expresion de
RUNX2 y de PPARy (normalizada a f-actina) respecto de
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los otros tres grupos experimentales (grupos C, F y M, sin
diferencias entre sf). Sin embargo, cuando se calculd la rela-
ciéon RUNX2/PPARy (mas informativa para evaluar la pre-
disposicion osteogénica versus adipogénica de las CPMO),
no se encontraron diferencias significativas entre los grupos
experimentales (Figura 3). Por otro lado, los animales trata-
dos con una DRF (grupo F) mostraron una mayor expresion
de RAGE (normalizada a -actina) en relacién al grupo con-
trol, lo cual fue prevenido totalmente por el co-tratamiento
oral con MET (grupo FM) (Figura 3). Sin embargo, la MET
por si sola (grupo M) no se asoci6 con cambios en la expre-
sion relativa de RAGE.
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Tabla 2. Pardametros biomecanicos femorales (prueba flexion a 3 puntos)

Control Metformina Fructosa Fructosa + metformina
Fmiéx (N) 111,92 +/- 9,75 109,86 +/- 4,24 102,90 +/- 7,05 112,05 +/- 6,14
Fy (N) 2,24 +/- 0,20 2,20 +/- 0,08 2,06 +/- 0,14 2,24 +/- 0,12
Fy/Dy (N/mm) 7,12 +/- 1,06 7,70 +/- 1,28 6,80 +/- 2,74 7,15 +/- 2,38
Eabs (N.mm) 50,72 +/- 3,83 47,84 +/- 1,64 47,83 +/- 4,78 46,39 +/- 4,11

Metformina (dosis 100 mg/kg peso/dia) en agua de bebida; Fructosa (20% p/v) en agua de bebida. Los resultados se expresan como la media +/- EE (error estandar).

DISCUSION

En el presente estudio hemos demostrado que el SM experi-
mental inducido por una DRF aumenta tanto la adiposidad
medular femoral como también, en parte, la predisposicion
adipogénica de las CPMO; efectos que podrian ser media-
dos por un incremento en la expresion relativa del receptor
RAGE. Asimismo, encontramos que el co-tratamiento oral
con metformina de animales con SM previno todos estos
efectos, mostrando valores similares a los animales control
en los parametros estudiados. Estos resultados son compati-
bles con los encontrados por gran parte de los estudios que
se han realizado (aunque no todos), que establecen que el
SM podria ser perjudicial para el tejido dseo y, adicional-
mente, que la metformina promueve un mayor potencial
osteogénico de manera indirecta.

El SM se describi6 por primera vez hace mas de tres dé-
cadas. Su incidencia se encuentra en aumento, y actualmente
afecta aproximadamente a un 20% de la poblacion adulta en
paises occidentales. Estas caracteristicas transforman al SM
en un verdadero problema de salud publica, ya que quienes
lo padecen tienen un riesgo elevado de enfermedad cardio-
vascular asociada. La elevada ingesta de fructosa constituye
un importante inductor del desarrollo de este sindrome, atin
mas teniendo en cuenta que su consumo ha aumentado des-
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de la introduccion del jarabe de maiz con alto contenido de
fructosa (JMAF) en la industria alimentaria. La fructosa no
estimula la secrecién de insulina de las células  pancredticas
debido a la ausencia del transportador GLUTS5 en dichas cé-
lulas. A su vez, el metabolismo de la fructosa no se encuentra
regulado por la enzima fosfofructoquinasa, como si ocurre
con el metabolismo glucolitico de la glucosa. Una ingesta ex-
cesiva de fructosa puede provocar estrés oxidativo y sobre-
produccién de citocinas inflamatorias, desencadenando una
resistencia a la insulina.

Se han descripto varios modelos experimentales anima-
les de SM, que muestran similitudes metabdlicas y fisiopato-
légicas con el SM humano. Uno de ellos consiste en exponer
ratas a una DRF (fructosa disuelta en el agua de bebida) (!9,
y es el modelo que hemos utilizado en la presente investiga-
cién. Los animales expuestos a una DRF mostraron hiper-
glucemia, hipertrigliceridemia y aumento de la adiposidad
visceral y total, comprobando la validez del modelo experi-
mental. A su vez, estos efectos metabdlicos fueron preveni-
dos por un co-tratamiento oral con metformina (grupo FM).

Las CPMO son células pluripotentes, capaces de diferen-
ciarse a osteoblastos, adipocitos o condrocitos. E1 SM induce
estrés oxidativo y un estado proinflamatorio en la médula
Osea, aun en ausencia de una hiperglucemia franca. Esto
puede afectar el destino fenotipico de las CPMO, aumentan-
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C: control; M: metformina (dosis 100 mg/kg peso/dia) en agua de bebida; F: fructosa (20% p/v) en agua de bebida; FM: fructosa (20% p/v) + metformina (dosis 100 mg/
kg peso/dia) en agua de bebida. Los resultados se expresan como la media +/- EE (error estandar). Diferencias: * p<0,001 vs C; # p<0,001 vs Metformina.

Figura 2. Efecto de los tratamientos orales sobre el potencial de diferenciacién adipogénico in vitro de CPMO. A. Acumulacién de triglicéridos; B. Actividad lipasa.
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C: control; M: metformina (dosis 100 mg/kg peso/dia) en agua de bebida; F: fructosa (20% p/v) en agua de bebida; FM: fructosa (20% p/v) + metformina (dosis 100 mg/
kg peso/dia) en agua de bebida.Los resultados se expresan como la media +/- EE (error estandar). Diferencias: * p<0,001 vs Fructosa.

Figura 3. Efecto de los tratamientos orales sobre la expresion de marcadores osteogénicos y adipogénicos. A. Relacion RUNX2/PPARYy. B. Expresion relativa de RAGE.

do su expresion de PPARY, lo cual a su vez genera una dismi-
nucion en la relacién Runx2/PPARy que provoca una mayor
diferenciacién adipogénica de las CPMO, e incrementa el
nimero de adipocitos en la médula 6sea (9.

En el presente trabajo, por evaluacién morfométrica de
cortes histologicos, pudimos demostrar una mayor densi-
dad de adipocitos en la médula 6sea femoral de los animales
expuestos a una DRF (grupo F), respecto de los animales
control. Asimismo, al aislar CPMO vy cultivarlos in vitro du-
rante 10 dias en un medio de diferenciacién adipogénico,
encontramos que las células provenientes del grupo F mos-
traban mayor acumulacién intracelular de TG (si bien no
observamos diferencias para la relacion de expresion génica
Runx2/PPARY). Nuestros resultados actuales estan de acuer-
do con los de experimentos previos en modelos murinos de
Diabetes o SM, donde encontramos que la alteracion del
metabolismo hidrocarbonado generé una disminucion del
potencial osteogénico in vitro de CPMO (menor expresion
de RUNX2, produccién de coldgeno tipo 1, actividad de fos-
fatasa alcalina dsea y mineralizacion extracelular) asi como
alteraciones in vivo en la microarquitectura trabecular dsea
(leves en ratas con SM, mayores en ratas diabéticas) 121329,

Nuestros resultados previos y actuales indican que altera-
ciones en el metabolismo glucémico podrian afectar al hueso.
En particular, promoverian en la médula dsea la diferencia-
cién adipocitica de CPMO en desmedro de la osteoblastogé-
nesis, con un incremento en la adiposidad medular y afecta-
cion de la arquitectura dsea. Un mecanismo que podria alterar
el metabolismo y la calidad dsea, es la acumulacién de AGE
sobre fibras de colageno tipo 1 de su matriz extracelular. Los
AGE por un lado alteran en forma directa las propiedades
tensiles del coldgeno (por afectar sus entrecruzamientos); y
por otro lado pueden interactuar con el receptor RAGE que
es expresado por células dseas, induciendo una disminucién en
el remodelado del hueso con acumulacién de imperfecciones °.

34 |

En estudios previos con ratas diabéticas encontramos que
la interaccion AGE-RAGE constituye una via relevante que
puede afectar la calidad dsea, en esos estudios observamos un
deterioro del hueso trabecular que se pudo atribuir a un au-
mento en la expresion de RAGE, inducido, como mecanismo
de retro-regulacion positiva, por un incremento en los niveles
tisulares de AGEs generados por la hiperglucemia diabética.
Sin embargo, el tratamiento de animales diabéticos con MET
mejoro la arquitectura 6sea al prevenir este incremento de
RAGE inducido por AGE @Y. En la presente investigacién ob-
servamos un aumento en la expresion del receptor RAGE en
las CPMO provenientes de las ratas tratadas con DRF (grupo
F), lo que estaria relacionado con una disminucién en el po-
tencial osteogénico de dichas células. Ademas, resulta concor-
dante con el aumento de la adiposidad medular observado en
este estudio y con los cambios levemente desfavorables en la
microarquitectura 6sea reportados en nuestras investigacio-
nes anteriores 1>, Si bien en el presente estudio no hemos
cuantificado el nivel de AGE en el hueso, al ser mucho meno-
res los niveles de glucemia en animales con SM respecto de
los observados en ratas diabéticas, es esperable que sea mucho
menor la acumulacién 6sea de estos productos de glicacién
avanzada y, por ende, no se observan grandes alteraciones so-
bre la microarquitectura del hueso. No obstante, esta situacién
podria agravarse debido a la acumulacién continua de AGE
en el tejido 6seo con el transcurso del tiempo.

En este trabajo, para evaluar la integridad y el compor-
tamiento biomecanico de huesos largos, realizamos pruebas
de flexién a tres puntos del fémur hasta su punto de fractura.
Sin embargo, no observamos diferencias significativas entre
grupos, lo que puede explicarse por los efectos relativamen-
te leves del SM tanto sobre la adiposidad de la médula 6sea
(observada en este estudio), como sobre la arquitectura 6sea
trabecular (reportada en nuestros estudios previos) 219, y
sobre la acumulacion extracelular de AGE.
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Hace mds de una década, reportamos por primera vez
efectos osteogénicos directos de MET sobre osteoblastos en
cultivo y CPMO, mediado por activaciéon de AMPK 1), pro-
moviendo la proliferacion de osteoblastos y, en consecuen-
cia, favoreciendo la formacién y el remodelado 6seo *. Esto
ha sido confirmado por otros autores, tanto in vitro, como
in vivo en animales sin patologia o en modelos de Diabetes
y osteoporosis 1%. En el presente trabajo hemos encontrado
que, ademas de sus efectos osteogénicos, un tratamiento oral
con MET durante 4 semanas también puede tener efectos an-
ti-adipogénicos en la médula 6sea de animales con SM.

Asi, encontramos que el co-tratamiento con MET pre-
viene parcialmente la predisposicion adipogénica de CPMO,
y previene totalmente el incremento en la adiposidad medu-
lar, ambas inducidas por una DRE Aunque los estudios de
diferenciacion adipogénica in vitro de CPMO no mostraron
diferencias entre grupos para la expresion génica relativa
Runx2/PPARY; en base a los resultados que hemos encontra-
do para la adiposidad medular (y a nuestros resultados ante-
riores ¥, es de esperar que, en los animales expuestos sdlo a
la DRE, la relacién Runx2/PPARY pueda encontrarse dismi-
nuida en las CPMO in situ (es decir, en su microambiente de
la médula 6sea); y que esta disminucién sea prevenida in situ
por la MET en los animales co-tratados (grupo FM).

En relacion a las limitaciones de este trabajo, somos conscien-
tes que serfa importante realizar estudios que verifiquen la relacion
Runx2/PPARY y la expresion de RAGE de las CPMO en su nicho
de la médula dsea (asi como los niveles de AGEs a los que se en-
cuentran expuestas estas células in vivo), con la finalidad de asegu-
rar que el mecanismo es el propuesto. Asimismo, otra limitacién
podria ser la medicion de la bebida ingerida por cada animal. Si
bien, segun nuestros controles, lo ingerido en cada una de las jaulas
fue similar en todos los casos, no tenemos el dato exacto del volu-
men de liquido consumido por cada animal en particular.
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En conclusion, encontramos que el SM experimental indu-
cido por una DRF aumenta la adiposidad medular femoral y,
en parte, la predisposicion adipogénica de las CPMO. A su vez,
esto puede ser prevenido total o parcialmente por un co-tra-
tamiento oral con MET. Dado que la DRF aumenta la expre-
sion de RAGE en CPMO, y que este efecto puede ser preve-
nido por co-tratamiento con MET, proponemos al eje AGEs/
RAGE como un posible mecanismo relevante. Actualmente,
nos encontramos realizando estudios adicionales para poder
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