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Resumen

Introduccion. El sindrome metabdlico (SM) se define por la presencia de tres o mas factores de
riesgo cardiovascular en un individuo, incluyendo: obesidad central, triglicéridos elevados,
colesterol de lipoproteinas de alta densidad (HDL) reducido, hipertension, glucemia por encima
del intervalo de referencia en ayunas y/o intolerancia a la glucosa. Ademas, los pacientes que se
encuentren medicados para controlar su hipertrigliceridemia, colesterol HDL bajo, hipertension
y/o hiperglucemia también se incluyen en esta definicion.

La metformina (MET), insulino-sensibilizante, se prescribe con frecuencia para el tratamiento del
SM y/o diabetes mellitus tipo 2. Hemos demostrado previamente efectos osteogénicos directos
de MET sobre los osteoblastos y células progenitoras mesenquimaticas presentes en la médula
0sea (MSC). En ratas, el tratamiento con esta droga previene alteraciones dseas inducidas por
una diabetes experimental con déficit parcial de insulina, dado que aumenta en MSC la
expresion del factor de transcripcidn Runx2, produccién de coldgeno tipo 1, expresion de
fosfatasa alcalina (FAL) y capacidad de mineralizacion de la matriz extracelular. Ademas, MET
mejora la formacion y reparacion 6sea en ratas no diabéticas.

Numerosos estudios epidemiolégicos han proporcionado evidencia convincente que relaciona el
consumo de fructosa con el riesgo de obesidad, diabetes, enfermedad cardiovasculary SM. La
introduccion del jarabe de maiz con alto contenido de fructosa como edulcorante principal para
bebidas gaseosas ha aumentado considerablemente el problema. Para imitar el estado de la
enfermedad en humanos, muchos modelos animales con SM se basan en la administracion de
un solo tipo de dieta 0 una combinacion de las mismas, como altas en carbohidratos y/o altas en
grasas. En roedores, una dieta rica en fructosa induce cambios metabolicos y clinicos
compatibles con el SM, como aumento de peso corporal y adiposidad, hiperlipidemia con
hipertrigliceridemia, hiperuricemia, hipertension, intolerancia a la glucosa y disminucion de la
sensibilidad a la insulina. Ademas, esta dieta puede generar una acumulacion sistémica de
productos finales de glicacion avanzada (AGEs) como resultado de la presencia de
hiperglucemia. Nuestros estudios experimentales y los de otros autores han demostrado que los
AGEs pueden causar reacciones inflamatorias y estrés oxidativo que es perjudicial para el
desarrollo y la supervivencia de las células éseas.

Aungue existe evidencia clinica contradictoria con respecto a las consecuencias del SM sobre la
integridad esquelética, la mayoria de los estudios apuntan a efectos negativos. El SM también se
ha asociado con una mayor incidencia de periodontitis con pérdida de hueso alveolar y caida de
piezas dentarias. En estudios preclinicos, hemos demostrado previamente que las ratas



alimentadas con una dieta rica en fructosa durante 5 semanas desarrollan SM, con efectos anti-
osteogénicos en las MSCs, pero sin cambios en la microarquitectura dsea (evaluado por
tomografia computada periférica cuantitativa (pQCT) e histomorfometria estatica/dinamica). En
dichos estudios, la microarquitectura 6sea tampoco se vio afectada por un tratamiento de 3
semanas con MET, aunque el tratamiento conjunto con dicho farmaco y fructosa previno los

efectos anti-osteogénicos del SM sobre MSC.

Hipotesis. El aumento en el tiempo de exposicion a una dieta rica en fructosa inducira efectos
negativos en la microarquitectura Osea, los cuales pueden ser prevenidos mediante el

tratamiento simultdneo con MET.

Objetivos. Se planted el objetivo general de investigar la posible asociacién entre el SM y las
alteraciones del tejido 6seo en ratas, para lo cual se plantearon los siguientes objetivos
especificos: a) investigar in vivo las posibles alteraciones 6seas consecutivas a la induccion de
resistencia insulinica, dislipidemia e hipertension, en un modelo de ratas alimentadas con una
dieta rica en fructosa; b) investigar el efecto ex vivo del SM sobre el potencial osteogénico de
MSCs; c) evaluar la posible modulacion de las alteraciones dseas consecutivas a un SM

inducido por fructosa, con un tratamiento con MET.

Materiales y métodos. Los estudios se hicieron en ratas que recibieron solucion de fructosa al
20% ad libitum (grupo F) para generar el SM. Como vehiculo (grupo Veh), se usaron ratas que
recibieron agua corriente ad libitum. En los ensayos en los que se evaluaron los efectos de la
MET, esta se administré en el agua de bebida en una dosis de 100 mg/kg/dia (grupos My FM).
Se hicieron estudios de histomorfometria estatica y dinamica de la metéfisis tibial proximal y el
cuerpo de la segunda vértebra lumbar, estudios de histomorfometria dindmica de la diafisis tibial,
analisis por tomografia computada cuantitativa periférica (pQCT), pruebas biomecanicas, e
histomorfometria de maxilar superior para evaluar pérdida de hueso alveolar. Ademas, se evalu6
el potencial osteogénico de las MSCs, y se midio la expresion de factores de transcripcion de

cada linaje celular.

Resultados. Una dieta rica en fructosa de 12 semanas indujo anomalias en el metabolismo de
glucosa y lipidos compatibles con SM en ratas Wistar, pero no se presentaron alteraciones
esqueléticas. Asimismo, 10 semanas de co-tratamiento con MET previnieron las anomalias
metabdlicas del SM; sin embargo, también aument¢ la pérdida de hueso alveolar maxilar y alterd

varios parametros estructurales tanto del hueso trabecular como del cortical. Es importante



destacar que estas alteraciones estructurales parecieran reflejarse en el desempefio
biomecanico de los huesos. Se estan realizando mas estudios para evaluar los mecanismos
celulares y moleculares por los que la MET podria estar afectando el metabolismo dseo en este
modelo experimental, asi como sus posibles consecuencias a largo plazo.

En cuanto a los experimentos ex vivo, las MSCs derivadas de animales tratados con fructosa
presentaron un menor potencial osteogénico, el cual fue completamente prevenido por el co-
tratamiento con MET (grupo FM). Sin embargo, las MSCs derivadas de animales tratados solo
con MET (grupo M, frente a Veh) mostraron una reduccion significativa en la actividad de FAL y

produccién de colageno tipo 1.

Conclusion. En este modelo de ratas con SM inducido por fructosa durante un tiempo
prolongado (12 semanas) no se observaron alteraciones biomecanicas déseas, ni cambios
detectables por histomorfometria estatica o dinamica. Sin embargo, el tratamiento prolongado
con MET (en presencia o0 ausencia de SM) se asocid con pérdida de hueso alveolar maxilar y
alteraciones en la microarquitectura del hueso trabecular y cortical apendicular que afectarian su

comportamiento biomecanico.
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l. 1. Tejido dseo

l. 1. 1. Esqueleto

El sistema déseo retne los diferentes huesos del esqueleto mas los cartilagos,

ligamentos y tendones que sirven para estabilizarlos o interconectarlos [Martini, 2009]. Tiene

varias funciones vitales:

Soporte: ofrece apoyo estructural a todo el cuerpo, proporcionando un armazon sobre el

que fijar los tejidos blandos y los 6rganos.

Proteccion: los tejidos y los 6rganos mas delicados suelen estar rodeados por elementos
0seos.

Asistencia en el movimiento: la mayoria de los musculos esqueléticos se fijan a los huesos;
cuando se contraen, traccionan de ellos para producir el movimiento.

Homeostasis mineral (almacenamiento y liberacién): almacena diversos minerales,
especialmente calcio y fosforo.

Produccion de células sanguineas: dentro de algunos huesos, en un tejido conectivo
denominado médula dsea roja, se produce la hemopoyesis.

Almacenamiento de triglicéridos: la médula 6sea amarilla esta constituida principalmente
por adipocitos que conforman una posible fuente de energia [Martini, 2009; Tértora, 2011].

l. 1. 2. Estructura general de los huesos

Los huesos son considerados organos debido a que se encuentran compuestos

primordialmente por tejido 6seo, pero también se relacionan con cartilago, tejido conectivo

denso, epitelio, tejido adiposo y tejido nervioso [Tértora, 2011]. Segun sus caracteristicas, los

huesos pueden ser clasificados anatdmicamente en seis categorias:

K2
L4

o
3

Huesos largos, en la cual son relativamente largos y delgados, formando parte de las
extremidades como el fémur y el humero.

Huesos cortos, poseen dimensiones similares a un cubo, estan compuestos por tejido
compacto y en su interior por el tejido esponjoso, por ejemplo: los huesos del carpo y del
tarso.

Huesos planos, poseen superficies delgadas de hueso y generalmente protegen tejidos
blandos, como el caso de los que forman el techo del craneo.

Huesos irregulares, presentan formas complejas con superficies pequefas, planas y



surcadas por escotaduras o crestas. Ejemplo de este tipo de hueso son las vértebras.
% Huesos neumaticos, son huecos o contienen numerosas bolsas de aires como el etmoides.

% Huesos sesamoideos, suelen ser pequefios, redondos y planos, se forman en el interior de
los tendones, como la rétula [Martini, 2009].

En las siguientes lineas se hara hincapié en la caracterizacion anatdmica de los huesos
largos, vértebras lumbares y maxilar superior; para comprender luego los analisis realizados

durante esta Tesis.

La estructura macroscdpica de los huesos largos posee diferentes regiones (Figura I. 1.
2. 1). Al centro se lo llama diafisis, la cual es cilindrica y hueca, y contiene la cavidad medular. Su
superficie externa se encuentra recubierta por el periostio, que consta de una capa fibrosa
externa de tejido conjuntivo fibroso denso y una capa celular interna que contiene células
osteoprogenitoras. Los extremos de los huesos largos son voluminosos y se les da el nombre de
epifisis proximal y distal. Estas regiones son revestidas por cartilago hialino articular, que tiene

como funcion reducir la friccion y absorber los impactos en las articulaciones méviles con otros

huesos.
caribmmardiiir A su vez, las regiones comprendidas
— . Jém':iﬁ? o A entre la diafisis y cada una de las epifisis se
;:::: - \::,::;: ::Zac:.:i:miemo Ie.s da el ?ombre de metéﬁs.is, proximal o
— distal segun corresponda. Si el hueso se
encuentra en etapa de crecimiento, cada
metafisis contiene la placa epifisaria (placa
Hueso compacto
Endostio de crecimiento), que es una capa de cartilago
’ .,\ hialino que permite a la diéfisis crecer en
P , Cavidad medular longitud. Cuando un hueso deja de crecer
-"' i longitudinalmente, el cartilago de la placa
' ‘ epifisaria se remplaza por hueso, y la
. 1 estructura dsea remanente se conoce como
| linea epifisaria [Tortora, 2011].
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entre las trabéculas del tejido esponjoso.

Figura I. 1. 2. 1 - Estructura general de un Todas estas cavidades se encuentran
hueso largo. Adaptado de Tortora, 2011.



recubiertas por una membrana llamada endostio, que contiene una sola capa de células
formadoras de hueso y escaso tejido conectivo, y es donde se aloja la médula dsea.

En cuanto a las caracteristicas generales de las vértebras, como se observa en la Figura
[. 1. 2. 1, se componen por: un cuerpo, que ocupa la parte anterior de este huesoy posee forma
de cilindro con dos caras. Hacia posterior encontramos el agujero vertebral (donde se aloja la
médula espinal) delimitado por el cuerpo vertebral en su parte anterior, los pediculos en sus
paredes laterales, y la apdfisis espinosa en su cara posterior, la cual se dirige hacia atras en
forma de una larga espina. Este hueso también comprende otras apdfisis que son las articulares,
dos ascendentes y dos descendentes, que como su nombre lo indica, tienen la funcion de
articular con otras vértebras; y las transversas que son dos, una derecha y otra izquierda, y se
dirigen transversarmente hacia afuera. Al referirnos especificamente a las vértebras lumbares,
debemos reconocer que estas poseen un cuerpo bastante voluminoso, el agujero vertebral es

triangular y la apdfisis espinosa es cuadrilatera y horizontal [Testut, 1983].

Apafisiz espincsa

Lamina

— Apdfisiz articular supsrior

Apofisiz articular
superior
Apafisis
transversa

Padiculo

S

‘—— Apdfisis articular inferior

Carilla articulsr inferior

Figura I. 1. 2. 2 - Estructura de la segunda vértebra lumbar. Adaptado de Martini, 2009.

El dltimo hueso a describir es el maxilar superior, el cual es parte de los huesos
craneofaciales, especificamente de los que forman la mandibula superior. Es un hueso par, de
forma cuadrilatera, ligeramente aplanada de afuera hacia adentro. En la cara interna, presenta la
apofisis palatina, la cual se articula con la de su lado opuesto, constituyendo el piso de las fosas
nasales. En la cara externa se situa la apofisis piramidal o frontal, la cual es una gran eminencia
transversal que forma parte del suelo de la 6rbita y del reborde orbitario. En el borde inferior,
también llamado borde alveolar, se hallan los alvéolos de los dientes, que son cavidades mas o

menos espaciosas. Por ultimo, en su interior encontramos el seno maxilar [Testut, 1983].
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Figura I. 1. 2. 3 - Estructura del maxilar superior. Adaptado de Martini, 2009.

l. 1. 3. Tejido éseo

El tejido dseo es una forma especializada de tejido conjuntivo que tiene como principal
caracteristica poseer una matriz extracelular mineralizada, lo que produce un tejido muy duro

capaz de proporcionar sostén y proteccion [Ross, 2007].

I. 1. 3. A. Clasificacion del tejido 6seo

Existen dos tipos de tejido dseo: el tejido 6seo compacto o cortical y el tejido 6seo
esponjoso o trabecular, que varian de acuerdo al tamafio y distribucion de espacios que se
encuentre en los mismos. Aproximadamente el esqueleto se encuentra compuesto por un 80%
de hueso cortical y por un 20% de hueso trabecular [Tortora, 2011]. A su vez, los diferentes
huesos y sitios esqueléticos dentro de estos tienen diferentes proporciones de hueso cortical a
trabecular. Por ejemplo, la vértebra estd compuesta de hueso cortical a trabecular en una

proporcion de 25:75 y esta relacion es 50:50 en la cabeza femoral [Clarke, 2008].

% Tejido 6seo cortical 0 compacto: es una estructura densa y sélida. Se encuentra por
debajo del periostio de todos los huesos y forma la mayor parte de las diafisis de los huesos
largos. A pesar de su remodelado de sélo el 2-3% anual, cumple sus funciones de brindar
proteccion y soporte, y ofrecer resistencia a la tension causada por el peso y el movimiento. Este
tipo de tejido esta formado por unidades estructurales repetidas llamadas osteonas o sistema de
Havers. Las mismas se componen de matriz dsea dispuesta en laminillas concéntricas,
conteniendo aproximadamente 15 de ellas, formadas casi exclusivamente por fibras de colageno
tipo 1. Las laminillas rodean un cilindro central llamado conducto de Havers, que posee:

capilares, fibras nerviosas y tejido conectivo en su interior, y tienen un trayecto paralelo a la



superficie del hueso. Otros conductos, llamados conductos de Volkmann, comunican a los
conductos de Havers entre siy con las superficies externa e interna del hueso, atravesando el
tejido 6seo en sentido casi transversal. En diferencia con el conducto principal, los de Volkmann
no estan rodeados por laminillas concéntricas.

Entre este tipo de laminillas hay pequefios espacios denominados lagunas, que
contienen los nucleos de los osteocitos. Estos poseen numerosas prolongaciones que
transcurren en unos canales estrechos que tienen el nombre de canaliculos, los cuales tienen
ramificaciones que permiten realizar una red de union con otras lagunas y los demas conductos
de la osteona. De esta manera, los osteocitos pueden recibir y secretar sustancias entre ellos y
desde/hacia los vasos sanguineos.

Entre los sistemas de Havers se encuentran restos de laminillas provenientes de estos
sistemas ya degradados, denominados laminillas intersticiales. Por ultimo, justo por debajo del
periostio y el endostio se encuentra una capa relativamente delgada de laminillas, las laminillas

circunferenciales externas e internas.
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Figura I. 1. 3. A. 1 -Estructura del tejido 6seo. A) Anatomia macroscépica del himero. B) Vista
esquematica sobre la organizacion histologica del hueso compacto y esponjoso. Adaptado de
Martini, 2009.

Tejido 6seo trabecular o esponjoso: se encuentra organizado en laminas gruesas
ramificadas llamadas trabéculas, que poseen un patrdn irregular y tienen gran cantidad de

interconexiones entre si. Entre estas laminas existen numerosos espacios, donde se aloja la



médula 6sea roja (que produce las células sanguineas) o médula dsea amarilla (tejido adiposo)
segun cada hueso. La ramificacion de las trabéculas otorga al tejido esponjoso una considerable
resistencia, aunque tenga un peso relativamente liviano, lo que sirve para aligerar el esqueleto y
facilitar que los musculos pongan en movimiento a los huesos. Estas tienen una orientacion
precisa a lo largo de las lineas de fuerza, caracteristica que permite al hueso resistir y transmitir
fuerzas sin romperse. Este tipo de tejido se aloja siempre en el interior del hueso recubierto por
tejido dseo cortical, encontrandose en la profundidad de: huesos cortos, planos, sesamoideos e
irregulares, y en el seno de las epifisis de los huesos largos.

Su unidad funcional es la osteona trabecular, que tiene la forma de un disco planoy se
encuentra formada por alrededor de 20 laminillas dispuestas de manera paralela a la superficie
de dicho disco. Estas laminillas estan compuestas de idéntica forma que las corticales.

En el tejido 6seo trabecular no hay vasos sanguineos, por lo que la nutricién de los
osteocitos se produce por difusién desde la superficie del endostio a través de los canaliculos

comunicantes.

{/, Canaliculos
Espacio donde se &
aloja la médula .
osearoja QOsteoclasto N
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Osteoblastos

Figura I. 1. 3. A. 2 - Estructura histoldgica del hueso trabecular o esponjoso [Tortora, 2011].

I. 1. 3. B. Composicion del tejido 6seo

Como todos los tejidos conectivos, el tejido 6seo esta formado por células y matriz

extracelular.



I. 1. 3. B. i. Matriz extracelular

El tejido 6seo se diferencia del resto de los tejidos conjuntivos debido a que posee una
matriz extracelular mineralizada. Esta se encuentra compuesta por una matriz organica, que le
brinda propiedades elasticas y de resistencia a la traccién, y por sales minerales, que son las
encargadas de dar resistencia a la compresion [Geneser, 2006].

La matriz organica esta formada principalmente por fibras coldgenas incluidas en una
sustancia fundamental, y representa entre un 20 y 40% del hueso. Las fibras colagenas del tejido
0seo se componen fundamentalmente de colageno de tipo | y en menor medida de colageno tipo
V. También se han encontrado vestigios de otros tipos de colageno, como los tipos I, XI, XIII.
Todas las moléculas de colageno constituyen alrededor del 90% del peso total de las proteinas
de la matriz 6sea [Ross, 2007].

La sustancia fundamental posee proteoglucanos compuestos principalmente por una
proteina central con diferentes cantidades de cadenas laterales de glucosaminoglucanos (GAG)
como: hialuronano, condroitin sulfato y queratan sulfato, y otras proteinas no colagenas. Dentro
de estas, comprenden proteinas séricas, derivadas de manera exégena, como la albumina
sérica, la a2-SH-glicoproteina y factores de crecimiento (factor de crecimiento similar a la
insulina (IGF), factor de necrosis tumoral a (TNFa), el factor de crecimiento transformante 8
(TGF-B), los factores de crecimiento derivados de plaquetas (PDGF), las proteinas morfogénicas
6seas (BMP), entre otros) que colaboran en regular la mineralizacion de la matriz y la
proliferacién de células dseas. Otras proteinas no colagenas sintetizadas por osteoblastos se
clasifican en: proteinas glicosiladas, como la fosfatasa alcalina y la osteonectina; proteinas que
contienen &cido y-carboxiglutamico, que es el caso de la osteocalcina; y glicoproteinas
adhesivas, como la osteopontina y la sialoproteina dsea.

El componente inorganico representa 50-70% del hueso. Estda compuesto
mayoritariamente por fosfato de calcio cristalino en forma de cristales de hidroxiapatita, con
formula general Ca10(PO4)s(OH)2. Tienen aspecto de varas o placas finas y se disponen entre los
extremos de las moléculas de colageno de las fibrillas y entre las propias fibrillas colagenas
[Geneser, 2006]. Ademas del fosfato de calcio, la matriz inorganica contiene magnesio, potasio,
sodio, carbonato y citrato. Una serie de elementos normalmente extrafios al tejido 6seo también
son capaces de unirse a los cristales de hidroxiapatita, por ejemplo, estroncio, fluoruro, iones de

plomo, oro y otros metales pesados [Geneser, 2006].



. 1. 3. B. ii. Células

En el hueso existen
diferentes tipos de células. En
esta seccion se describiran
aquellas presentes en el tejido
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Canaliculo Osteocito

Osteocito: célula 6sea madura que
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Figura I. 1. 3. B. ii. 1 - Células del tejido 6éseo. Adaptado
de Martini, 2009.

Célula osteoprogenitora: célula
progenitora cuyas divisiones
producen osteoblastos

osea, las células estromales

mesenquimaticas.

a. Células estromales mesenquimaticas

Las células estromales mesenquimaticas (MSC, siglas del inglés mesenchymal stromal
cells) son células indiferenciadas provenientes de tejidos mesenquimaticos, como tejido adiposo
y médula ésea; y poseen la capacidad de autorreplicarse y diferenciarse [Keating, 2012].

Son caracterizadas principalmente por: su capacidad de proliferar en cultivo al tener la
capacidad de adherirse al plastico, tomando una morfologia fibroblastica en forma de huso, bien
extendida y unida; definirse como multipotentes, debido a que se diferencian en osteoblastos,
adipocitos y condroblastos al utilizarse condiciones estandar de diferenciacion de tejidos en
cultivos in vitro; y expresar diferentes antigenos especificos de superficie (CD 105, CD 73 y
CD90) [Pittenger, 1999; Deans, 2000; Dominici, 2006].

En la médula 6sea encontramos, ademas de las células estromales mesenquimaticas, a
las células progenitoras hematopoyéticas (CPH).

Los factores involucrados en la diferenciacion selectiva de las células estromales

mesenquimaticas hacia el fenotipo osteoblastico seran tratados en la Seccién 1.1.4.

b. Células osteoprogenitoras

Las células osteoprogenitoras se originan en el mesénquima fetal cerca de los centros

de osificacion, diferenciandose a partir de las MSC. Aparecen en médula dsea, endostio y en la
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capa profunda del periostio después del parto y durante el resto de la vida posnatal. Son
similares a los fibroblastos, dado que poseen nucleos ovales claros y citoplasma claro con
limites irregulares. Durante la formacién del hueso, que comprende la vida fetal y la etapa de
crecimiento, se dividen y se diferencian a osteoblastos. En la edad adulta, esto puede

observarse en la reparacion de fracturas, modelado y remodelado [Geneser, 2006].

c. Osteoblastos

Los osteoblastos son células diferenciadas a partir de las células osteoprogenitoras, y
estan involucradas en la formacion de hueso. Los precursores de osteoblastos cambian su forma
de huso a osteoblastos diferenciados cuboides grandes en las superficies de la matriz 6sea
después de que los pre-osteoblastos dejan de proliferar. Aquellas células maduras y activas se
observan en las regiones donde se esta sintetizando nueva matriz como una Unica capa de
células cubicas. Tienen nucleos grandes que suelen localizarse en la porcion de la célula
orientada en direccion opuesta a la del hueso recién formado, un citoplasma muy basdfilo,
estructuras de Golgi prominentes, un reticulo endoplasmico extenso y tienen prolongaciones que
los comunican con los osteocitos vecinos [Ross, 2007; Clarke, 2008; Geneser, 2006].

Estas células secretan tanto el colageno tipo 1 como las proteinas de la matriz 6sea
(proteinas fijadoras de calcio como la osteocalcina y la osteonectina, las glucoproteinas
multiadhesivas como las sialoproteinas oOseas, la trombospondina, proteoglucanos y sus
agregados), que constituyen la matriz no mineralizada inicial, llamada osteoide. También
secretan FAL con el fin de mineralizar la matriz nombrada anteriormente [Ross, 2007].

La vida de un osteoblasto puede continuar de tres maneras diferentes: transformarse en
un osteocito, en una célula de revestimiento o sufrir una muerte celular programada [Manolagas,
2010].

d. Osteocitos

Los osteocitos son las células mas abundantes en los huesos (diez veces méas que los
osteoblastos) y se encuentran ubicadas regularmente dentro de la matriz 6sea. Provienen de las
MSC a través de la diferenciacidn de osteoblastos, lo que ocurre al quedar inmersos dentro de
lagunas de matriz mineralizada. Estas células experimentan una transformacion dramética, de
una forma poligonal a una célula con un citoplasma reducido que extiende prolongaciones
citoplasmaticas hacia el frente de mineralizacion, al espacio vascular o la superficie 6sea. A su

vez, a través de estas prolongaciones pueden comunicarse entre si [Manolagas, 2010;
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Bonewald, 2011]. También tienen contacto en forma indirecta mediante distintas moléculas sefal
con osteoblastos, pericitos de vasos sanguineos y otras células dseas distantes [Ross, 2007].

A medida que el osteoblasto se diferencia en un osteocito, la FAL se reduce y la caseina
quinasa Il se eleva, al igual que la osteocalcina, galectina 3 y CD44, un receptor para hialuronato
que sirve para la adhesion celular [Clarke, 2008; Bonewald, 2011].

En los ultimos afios, interesantes descubrimientos han demostrado que los osteocitos
son en realidad células multifuncionales con muchas acciones reguladoras claves en la
homeostasis 0sea y mineral [Dallas, 2013]. Estas funciones se detallan a continuacion.

Los osteocitos tienen el rol de mecanorreceptores y mecanotransductores. La carga
mecanica que recibe el esqueleto regula la osteogénesis y la resorcion dsea, a través de la
actividad de osteoblastos y osteoclastos. Los osteocitos registran la presencia o ausencia de
cargas mecanicas Yy las transforman en sefiales bioquimicas para enviar a las células de la
superficie 6sea. Cuando un hueso se carga mecanicamente, el osteocito puede detectar varios
estimulos posibles. Estos incluyen la deformacion fisica de la matriz 6sea en si, y el flujo de
fluido canalicular inducido por la carga que es capaz de deformar el cuerpo de la célula en la
laguna, y las prolongaciones en los canaliculos [Bonewald, 2011; Dallas, 2013]. Por altimo, el
osteocito convierte la sefial de deformacion mecanica percibida en una respuesta bioldgica. La
carga normal del esqueleto provoca que estas células envien sefiales que inhiben la actividad de
osteoclastos como: o6xido nitrico (NO), prostaglandina E2, IGF, ATP y elevacion del Ca2*
intracelular. Cuando existe falta de carga, como en el caso de la inmovilizacidn, hay sefiales para
activar la resorcion 6sea: RANKL y M-CSF que promueven la formacion de nuevos osteoclastos,
y esclerostina que inhibe la actividad de osteoblastos [Dallas, 2013].

Los osteocitos modifican su matriz perilacunar. Estas células pueden eliminar y
reemplazar su matriz perilacunar, por ejemplo, durante los procesos relacionados con la funcién
reproductiva normal. Esto sugiere que los osteocitos pueden desempefiar un papel en la
homeostasis mineral durante condiciones de alta demanda de calcio, como la lactancia, y
también por la accion de la hormona paratiroidea (PTH). A causa de esto, Dallas propone que “el
término "ostedlisis osteocitica" se reserve para afecciones patologicas, mientras que el término
"remodelacion perilacunar" se use para la funcién del osteocito sano”.

Los osteocitos como fuente de factores y requladores del metabolismo mineral. La
esclerostina es un antagonista de un regulador positivo de la masa 6sea, proteina relacionada
con el receptor de lipoproteinas de baja densidad 5 (LRPS5), por lo que inhibe la actividad de los
osteoblastos. Los osteocitos secretan esta proteina. La carga mecanica reduce sus niveles en
hueso, mientras que la descarga aumenta la expresion. El factor de crecimiento fibrobastico 23

(FGF23) es altamente expresado
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en los huesos, predominantemente por los osteocitos, teniendo como acciones inhibir la
reabsorcion de fosfatos por el tubulo contorneado proximal, promover la disminucién de los
niveles de calcitriol al disminuir la actividad de la 1a-hidroxilasa renal y bloquear la
sintesis/liberacion de la PTH [Dallas, 2013].

El osteocito puede morir por: necrosis, apoptosis y autofagia, cada uno de los cuales
puede tener efectos reguladores especificos sobre otras células del tejido dseo. Por ejemplo, al
dafarse el hueso, este requiere reemplazo. Las microgrietas generadas pueden dafar el
osteocito y sus procesos, lo que induce a la célula a enviar sefales de reclutamiento de
osteoclastos para iniciar la resorcién del hueso y continuar posteriormente con la reparacion.
Ademas, los osteocitos apoptoticos pueden apoyar la formacion de osteoclastos al aumentar la
liberacion de RANKL y disminuyendo la produccion de osteoprotegerina (OPG). La apoptosis de
los osteocitos suele darse en personas con deficiencia de estrégenos o expuestos a un

tratamiento con glucocorticoides [Clarke, 2008; Dallas, 2013].

e. Osteoclastos

Los osteoclastos son células gigantes multinucleadas que degradan el hueso y se
encuentran directamente sobre la superficie 6sea en proceso de resorcion. Poseen un diametro
de hasta 100 pm y pueden contener entre 5y 10 nucleos. En un principio, sus citoplasmas son
algo basofilos, pero al madurar adquieren una acidofilia que les es caracteristica debido a la gran
cantidad de mitocondrias. También contienen muchos lisosomas que poseen en su interior
catepsina K, metaloproteinasas de la matriz (MMP) y fosfatasa acida resistente al tartrato
(TRAP) [Geneser, 2006; Ross, 2007].

Estas células derivan de las células progenitoras de granulocitos/monocitos (CFU-GM),
lo que la diferencia del resto de las células del tejido 6seo. Las CFU-GM se diferencian a células
progenitoras de osteoclastos, las cuales llegan al tejido 6seo por el torrente sanguineo o por
migracion directa, asociandose con las células del estroma de la médula ésea, que secretan
factor estimulante de colonias de monocitos (M-CSF), factor de necrosis tumoral (TNF) y varias
interleucinas (IL), con el fin de lograr su diferenciacion a pre-osteoclastos. Finalmente, por fusion
de las mismas se obtienen los osteoclastos maduros multinucleados [Geneser, 2006; Ross,
2007].

Para producirse la osteoclastogénesis, es necesario un contacto directo entre una serie
de moléculas que son expresadas en la membrana de los osteoblastos con otras que se

expresan en la membrana de los pre-osteoclastos. Una de ellas es el ligando del receptor
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activador de NFkB (RANKL), un miembro de la superfamilia del factor de necrosis tumoral (TNF),
que se expresa en la superficie de las células formadoras de hueso e interactlia con su receptor
RANK en precursores de osteoclastos [Novack, 2008]. Ademas, tiene como funcion la
remodelacion del hueso, estimulando la resorcion 6sea por osteoclastos, lo que a su vez
estimula la sintesis 6sea por osteoblastos muy adyacentes, proceso llamado "acoplamiento”
[Boyle, 2003]. TNFa, una citoquina inflamatoria, también promueve la diferenciaciéon de
osteoclastos al actuar sinérgicamente con RANKL. Cuando existe una cantidad minima de uno,
se mejoran las propiedades osteoclastogénicas del otro, aunque se sabe que TNFa requiere
niveles constitutivos de RANKL [Novack, 2008].

Otra molécula participante en la diferenciacidn de osteoclastos es el factor estimulante
de colonias macrofagicas, M-CSF. Promueve la proliferacion de precursores y la supervivencia
de todos los miembros del linaje de osteoclastos, al unirse al receptor de tirosina quinasa c-Fms
presente en la membrana de los precursores de osteoclastos. En procesos inflamatorios, el
TNFa estimula la expresion de M-CSF vy, por lo tanto, este factor desempefa un papel

fundamental en la pérdida 6sea en enfermedades como la ostedlisis inflamatoria [Novack, 2008].

Por ultimo, receptores ITAM (immunoreceptor tyrosine-based activation motif) son
expresados en los pre-osteoclastos, los cuales se unen a sus ligandos, presentes en las
membranas de los osteoblastos. Este contacto provoca una sefial adicional para la
diferenciacion de las células resortivas.

Una proteina secretada por osteoblastos, que regula negativamente la
osteoclastogénesis, es la OPG. Regula la densidad y masa dsea al actuar como un receptor
sefiuelo de alta afinidad para RANKL, lo que impide la unién de este ligando con RANK
[Roodman, 1999; Boyle, 2003].

Como factores pro-resortivos encontramos: 1,25(0OH) vit-Ds, PTH, PTHrP, PGE2, IL-1,
IL-6, TNF, prolactina, corticoesteroides, entre otros. Ejemplos de factores anti-resortivos o
anabdlicos son: estrogenos, calcitonina, BMP 2/4, TGF-B, IL-17, factor de crecimiento derivado de
plaquetas (PDGF), niveles de calcio plasmatico [Boyle, 2003].

El proceso de resorcion 6sea provoca la polarizacion del osteoclasto, la cual comienza
con la unién de estas células a la matriz dsea mediantelos receptores de integrina de su
membrana. La superficie de resorcion dsea desarrolla un borde ondulado que se forma cuando
las vesiculas acidificadas que contienen MMP y catepsina K se transportan a través de los
microtubulos para fusionarse con la membrana. Primeramente, para la desmineralizacion de la
matriz dsea, los osteoclastos secretan iones H* mediante una ATPasa. Luego por accion de las

enzimas liberadas por exocitosis digieren la matriz proteica [Clarke, 2008]. Son capaces de
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fagocitar los restos de osteocitos, colageno y mineral [Geneser, 2006].
Los osteoclastos pueden sufrir apoptosis, que es caracterizada por condensacion

nuclear y citoplasmatica, y fragmentacion de su ADN [Roodman, 1999].

f. Células de revestimiento

Al finalizar la formacion 6sea, aproximadamente del 50 al 70% de los osteoblastos
sufren apoptosis, y el resto se convierte en osteocitos o células de revestimiento [Clarke, 2008].
Esto ultimo se logra reduciendo su citoplasma y maquinaria de organelas para transformarse en
células quiescentes [Teti, 2011]. Se organizan en una capa simple de células planas sobre una
capa delgada de osteoide (matriz 6sea no mineralizada) en las superficies dseas internas y
externas en las que no hay remodelado 6seo, tomando el nombre de células endosticas y
periosticas respectivamente [Geneser, 2006].

Poseen prolongaciones citoplasmaticas con las que se involucran en funciones como
regular el flujo de entrada y salida de iones minerales (calcio y fdsforo) dentro y fuera del fluido
extracelular dseo, e intervienen en el mantenimiento y el soporte nutricional de los osteocitos
incluidos en la matriz 6sea [Ross, 2007]. A su vez, conservan la capacidad de rediferenciarse en

osteoblastos tras la exposicion a PTH o fuerzas mecanicas [Clarke, 2008].

l. 1. 3. C. Proceso de mineralizacion de la matriz 6sea

La mineralizacion, también llamada calcificacion, comprende el depdsito de minerales en
la matriz orgénica del cartilago y el tejido 6seo, que recibe el nombre de osteoide [Geneser,
2006]. Este proceso es un fendmeno regulado por células y proporciona rigidez mecanica y
resistencia de carga al hueso [Ross, 2007; Clarke, 2008]. Consta de dos etapas: la
mineralizacion primaria, comienza entre los 10 y 20 dias posteriores a la formacidon de la matriz
organica y tiene una duracion de 3 a 4 dias. En ella se deposita el 80% del mineral dseo. La
finalizacién del proceso ocurre en la mineralizaciéon secundaria, donde los cristales de
hidroxiapatita (HA) crecen al reemplazar el agua ligada a ellos por mineral [Geneser, 2006]. Esto
permite la reduccion del nivel de impurezas y el incremento de tamafio de dichos cristales por su
crecimiento o agregacion [Clarke, 2008].

En el proceso de mineralizacion, los minerales son depositados en los “huecos”
disponibles entre los extremos de las fibrillas de colageno. Primeramente, condrocitos y

osteoblastos desarrollan vesiculas matriciales, que incorporan iones calcio mediante diferentes
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proteinas de union a calcio, e iones fosfato por actividad de fosfohidrolasas (principalmente FAL).
Estas vesiculas funcionan como microambientes protegidos en los que las concentraciones de
estos minerales pueden aumentar lo suficiente como para precipitar. A continuacion, comienza la
liberacion de cristales de HA preformados en el osteoide que rodea a los osteoblastos
[Anderson, 2003; Clarke, 2008].

La maduracion de la matriz extracelular se asocia con la expresion de FAL y proteinas
no coldgenas como osteocalcina, osteopontina y sialoproteina 6sea; que ayudan al depdsito
ordenado de minerales al regular la cantidad y el tamafio de los cristales de HA formados
[Clarke, 2008]. A su vez, los colagenos tipo Il y X unidos a las superficies externas de las
vesiculas matriciales pueden servir como puente en la propagacion de cristales sobre las fibrillas
de colageno en una matriz orientada espacialmente [Anderson, 2003].

l. 1. 3. D. Modelado y Remodelado Oseo

Se denomina osificacion a la formacién de tejido dseo y tiene lugar cada vez que los
osteoblastos sintetizan y secretan matriz dsea organica que poco después se mineraliza. El
desarrollo del hueso se clasifica en osificacion endocondral y osificacion intramembranosa, y la
diferencia entre estos procesos radica en si un modelo de cartilago funciona como precursor
0seo o si el hueso esta formado por un método més sencillo, sin la intervencion de un cartilago

precursor [Geneser, 2006; Ross, 2007].

La formacion 6sea intramembranosa tiene lugar en las placas membranosas densas de
mesénquima del feto, lo cual ocurre cuando las células mesenquimaticas se diferencian a
osteoblastos. Estos secretan matriz 6sea organica que luego es mineralizada. Los huesos
planos del craneo, partes de la mandibula y la mayor parte de la clavicula se desarrollan de esta
manera. El resto de los huesos se forman por osificacion endocondral, que es realizada sobre un
molde preformado de cartilago hialino embrionario rodeado de pericondrio. La formacion 6sea
comienza en las cercanias del centro de la futura diafisis, donde aparecen los centros de
osificacién primarios [Geneser, 2006]. Durante la vida, los huesos crecen longitudinal y
radialmente, y experimentan procesos de modelado y remodelado.

El modelado es el proceso por el cual los huesos cambian su forma general en
respuesta a influencias fisiolégicas o fuerzas mecanicas. Estos pueden aumentar su ancho o
cambiar de eje ya que la formacién de hueso puede ocurrir en superficies 6seas inactivas sin

que ocurra resorcion ésea por medio de los osteoclastos. A su vez, estos procesos no se
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encuentran acoplados y lo que predomina es la sintesis 6sea [Kobayashi, 2003; Clarke, 2008]. El
modelado ocurre durante la etapa de crecimiento (infancia y primera juventud), donde la masa
0sea total posee un incremento constante. El esqueleto alcanza su masa 6sea maxima alrededor
de los 30 afios, cuando el mismo ya adquirié su tamafio y forma definitivos [Geneser, 2006].

El remodelado es el proceso por el cual el hueso se renueva para mantener la resistencia
6sea y la homeostasis mineral. Comienza antes del nacimiento y continia hasta la muerte,
enlenteciéndose con el envejecimiento. Cuando disminuye la actividad de modelado, la
remodelacion se convierte en la principal actividad de recambio 6seo. La resorcion de hueso
viejo precede a la formacién del hueso nuevo, lo que permite evitar la acumulacion de
microdafios. Cada una de estas actividades se realizan de manera acoplada creando una unidad
remodeladora 6sea (BRU) compuesta por osteoclastos y osteoblastos [Kobayashi, 2003; Clarke,
2008]. Este proceso se compone de cinco etapas secuenciales:

1- Activacion: se produce el reclutamiento de los precursores osteoclasticos de la
circulacion, desprendimiento de las células de revestimiento del endostio y fusion de los
precursores para formar osteoclastos maduros [Clarke, 2008].

Los microdafios acumulados o los cambios de tensiones afectan las tensiones locales cerca
de los osteocitos o dafian la red que los conecta, lo que induce la apoptosis de estas células.
Esto desencadena un aumento de la osteoclastogénesis que posteriormente se vera reflejada en
el incremento de la resorcidn de la matriz dsea deteriorada [Burr, 2002; Henriksen, 2009].

2- Resorcién: Los osteoclastos resorben preferentemente hueso viejo ya que contienen
menos osteocitos vivos [Henriksen, 2009] constituyendo un cono de corte que se desplaza por el
hueso que tendra una forma cilindrica con un didmetro correspondiente al de la osteona
[Geneser, 2006]. Este proceso es acabado por los macrofagos y permite la liberacion de los
factores de crecimiento contenidos en la matriz, fundamentalmente TGF-B (factor transformante
del crecimiento B), PDGF (factor de crecimiento derivado de las plaquetas), IGF-I y Il (factor
insulino-simil 1 y II).

La formacidn, activacién y resorcion de los osteoclastos estan reguladas por la relacién
RANKL/OPG, IL-1, IL-6, M-CSF, PTH, 1,25- dihidroxi vitamina D y calcitonina [Clarke, 2008].

3- Inversion: en esta etapa se comienza a detener la resorcion para darle lugar a la
formacion 6sea. Las células de revestimiento y los pre-osteoblastos median la limpieza de las
lagunas de resorcion antes de iniciar la diferenciacion en osteoblastos maduros que permitan la
formacion de hueso. Las células que revisten el hueso eliminan las fibras de colageno sobrantes
a través de la sintesis de colagenasas [Hauge, 2001; Henriksen, 2009].

Existen moléculas de la familia ephrin que funcionarian como sefiales que favorecen tanto la
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degradacion del colageno como la diferenciacion osteoblastica [Henriksen, 2009].

4- Formacibn: los osteoblastos sintetizan una nueva matriz organica de colageno y regulan
su mineralizacion. Aquellos que quedan rodeados y enterrados dentro de la matriz se convierten
en osteocitos [Clarke, 2008]. La formacion 6sea podria comenzar como respuesta a sefales
paracrinas sintetizadas por los osteoclastos 0 a moléculas liberadas durante la resorcion, como
TGF-B e IGF-I [Henriksen, 2009].

5- Terminaci6n: al finalizar la formacidn ¢sea, aproximadamente del 50 al 70% de los
osteoblastos sufren apoptosis, y el resto se convierte en osteocitos o células de revestimiento
[Clarke, 2008]. Si bien no se saben exactamente los mecanismos que regulan esta etapa,
existen evidencias que la esclerostina producida por osteocitos podria participar en la regulacion
del equilibrio entre los osteoblastos formadores de hueso y las células de revestimiento
[Henriksen, 2009].

Pre-osteoclastos

Osteoclastos ] Pre-osteoblastos
activados Células Osteoblastos
mononucleares Osteocitos
KOS
el el o) 2 oy .‘l‘
Superficie 0sea -
g et Resorcion Inversion Formacion Mineralizacion

Osea

Figura I. 1. 3. D. 1 - Etapas del remodelado 6seo. Adaptado de Aydin, 2016.

l. 1. 4. Diferenciacion de células estromales mesenquimaticas hacia el fenotipo

osteoblastico

Las MSC ubicadas en la médula 6sea tienen el potencial de diferenciarse en
osteoblastos, condrocitos y adipocitos. La eleccién del fenotipo dependera de las condiciones de
su microambiente, involucrando numerosos factores de transcripcion y vias de sefalizacion que
regularan este proceso.

Se llama osteoblastogénesis al proceso por el cual las MSC se diferencian en células
progenitoras, para posteriormente hacerlo en pre-osteoblastos y, por ultimo, en osteoblastos
maduros. Runx2 (Runt related transcription factor 2) es el principal regulador transcripcional
requerido para la determinacion de este linaje, pero también se encuentran implicados otros

como: osterix, f-catenina y CREB2 (cCAMP response elements binding protein2) [Marie, 2008].
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Runx2 es un miembro de la familia de factores de transcripcion Runt y es expresado por
células mesenquimales desde el inicio del desarrollo del esqueleto. Su expresion aumenta de
pre-osteoblastos a osteoblastos inmaduros, pero se reduce durante la maduracién de estas
células. Esto explica su regulacion durante la etapa de diferenciacion 6sea sobre los principales
genes de la matriz dsea, como colageno tipo 1, osteocalcina, osteopontina y sialoproteina 6sea;
y su rol no esencial en mantener estas expresiones en osteoblastos maduros. A su vez, Runx2
debe ser suprimido para formar hueso maduro y controla negativamente la proliferacion de
osteoblastos al actuar sobre su ciclo celular [Marie, 2008; Komori, 2010; Liu, 2013].

Existen diferentes evidencias, logradas a partir de estudios realizados en modelos
experimentales con ratones, que marcan una conexion entre osteoblastogénesis y adipogénesis.
La presencia de sustancias en el medio promueve la expresion de factores osteoblastogénicos y
la inhibicion de factores adipogénicos o viceversa. Se ha demostrado que la supresion de PPARy
(del inglés peroxisome proliferator actived receptor gamma) desarrollé una notoria mejora en la
osteoblastogénesis en simultaneo con un detrimento en la diferenciacion adipogénica. Asimismo,
muchos factores como tratamientos farmacoldgicos, dietas o condiciones metabdlicas, pueden
alterar este balance concluyendo en la modificacion de la relacién osteoblastos/adipocitos en la
médula 6sea [Nuttall; 2004; Kawai, 2013].
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Figura l. 1. 4. 1 - Rol de los factores de transcripcion Runx2 y PPARy. Adaptado de Kawai,
2013.
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l. 1. 5. Técnicas para la evaluacion de la microarquitectura y masa 6sea en modelos

animales

l. 1. 5. A. Técnicas histolégicas

La histomorfometria es el Unico método que permite analizar directamente in situ las
células dseas, posibilitando evaluar su nimero, estado y actividad [lwaniec, 2008]. Su utilizacién
también puede proporcionarnos informacién sobre indices dinamicos de la remodelacion dsea y
de la microarquitectura del hueso mediante andlisis estereoldgicos [Rosen, 2000].

Segun el analisis del hueso deseado, se utilizaran muestras calcificadas o
descalcificadas. Las primeras son inmersas en resinas, como metilmetacrilato, donde quedan
incluidas en un bloque solido. Posteriormente se realizan las secciones con micrétomos
equipados de una cuchilla de carburo de tungsteno, que tiene las propiedades necesarias para
poder realizar cortes en estos tipos de tejido. En cambio, cuando se desea descalcificar las
muestras se utilizan agentes quelantes (como EDTA) o soluciones acuosas de &cidos fuertes
(HCI 0 HNO3) o débiles (&cido férmico) para remover y eliminar los minerales de la matriz dsea.
Luego se las incluyen en parafina y se seccionan con micr6tomos convencionales.

Una vez realizados estos pasos, las secciones son coloreadas segun el analisis a
realizar, utilizando tinciones como: Hematoxilina & Eosina, Fosfatasa acida tartrato resistente,

von Kossa con Tetrachrome como contracoloreante, entre otras.

Utilizacion de fluorocromos para determinacion de superficies de mineralizacion activa

Los fluorocromos son sustancias utilizadas para realizar marcaciones en las superficies
Oseas mineralizadas con el fin de realizar una medicién cuantitativa de la formacion 6sea y de la
dinamica de remodelacion del hueso. Pueden visualizarse en muestras histologicas por su
fluorescencia bajo excitacidn con ultravioleta (UV) [An, 2003; Iwaniec, 2008].

Su administracion puede ser por inyeccion subcutanea, por via oral o parenteral,
ingresando en el torrente sanguineo para finalmente incorporarse de manera irreversible al
frente del nuevo tejido dseo mineralizado. Esto sucede ya que los fluorocromos se unen al
mineral mediante la quelacion de iones de calcio de los cristales de HA recién formados, lo que
se deberia al menor tamafio de los cristales de apatita durante las etapas iniciales de este
proceso. Es por esta razon, que las muestras no deben descalcificarse ya que perderian las
marcaciones realizadas con estas sustancias [An, 2003].

Generalmente se utilizan dos o tres fluorocromos diferentes para generar marcaciones
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dobles o triples que permitan observar las
superficies 6seas que fueron mineralizadas
en el momento de sus inyecciones. El
intervalo de las mismas es mayor en las
ratas mayores para compensar la
disminucién de depésito y mineralizacion
de la matriz generado por la edad [Iwaniec,
2008].

Los compuestos més utilizados Figura I. 1. 5. A. 1 - Marcacion doble con
demeclociclina y calceina en diafisis de tibia de

para realizar marcaciones de este tipo son
ratas.

las tetraciclinas (demeclociclina,

clortetraciclina y oxitetraciclina) y fluoresceinas (calceina y calceina azul). El uso de
fluorocromos de diferentes colores permite ver distintas marcaciones a distintos tiempos [An,
2003].

l. 1. 5. B. Técnicas con imagenes

Las técnicas con imagenes se utilizan generalmente para estudiar efectos sobre: el
esqueleto en diferentes situaciones como traumatismos, envejecimiento, distintos tipos de
patologias asociadas con metabolismo, mutaciones génicas, cancer, entre otras; y como

funcionan sus tratamientos. Las técnicas frecuentemente realizadas son:

% Radiografias: Se basa en la emision de un haz de rayos X que translumina a la muestra
y de acuerdo a la densidad de los tejidos provocara regiones mas claras y oscuras en la placa
reveladora que se coloca detras de dicha muestra. En las regiones donde los haces alcanzan la
placa se obtendran zonas oscuras. En cambio, los tejidos densos, como el hueso cortical,
absorben mayor cantidad de radiacion que otros menos densos como el hueso trabecular o
tejidos blandos, y se corresponderan con las zonas blancas en la placa reveladora. Las
radiografias se utilizan para evaluar aspectos generales de la morfologia esquelética en dos
dimensiones, teniendo la ventaja de ser rapidas y muy econémicas.

< Absorciometria de rayos X de doble energia (DXA): Es uno de los métodos mas usados

para medir la densidad mineral 6sea (DMO). DXA utiliza haces altamente colimados que
atraviesan los tejidos blandos y dseos del cuerpo y son captados por un detector colocado en el

lado opuesto. La intensidad del haz que sale del cuerpo y luego se refleja en el detector es
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inversamente proporcional con la densidad de los tejidos evaluados [Chun, 2011].

La DMO es evaluada generalmente en columna vertebral (anteroposterior) y cadera ya
que son los sitios mas comunes de fracturas por osteoporosis, aunque pueden realizarse
medidas en huesos periféricos e incluso obtener la DMO corporal total [Chun, 2011]. Posee una
buena precision, baja dosis de radiacion ionizante y cortos tiempos de exposicion [Rosen, 2008].
Existen algunas desventajas debido a que las imagenes obtenidas son proyecciones
bidimensionales y los resultados dependen del tamafio de los huesos, observandose diferencias
por edad, género y etnia [Rosen, 2008]. Otra limitacion es que los algoritmos utilizados para
convertir las mediciones de rayos X en DMO toman a la composicion del tejido blando de
manera homogénea afectando tanto a la médula dsea y tejidos blandos externos al hueso en la
trayectoria del haz [Blake, 2008; Rosen, 2008].

% Tomografia computada cuantitativa periférica (pQCT): la imagen se forma cuando la

fuente de rayos X rota alrededor de la muestra y en el sector opuesto son absorbidos por un
detector. Las mediciones de absorcion de rayos X tomadas en los diferentes angulos se graban
en una computadora y son integradas [Lang, 2010]. Se utiliza tanto in vivo como ex vivo. Permite
obtener: la geometria tridimensional de los huesos, con buena resolucion sélo para el tejido
cortical, y con ella el momento de inercia transversal que da una apreciacion de la fortaleza en
huesos largos; CMO (contenido mineral 6seo) y DMO volumétricos, diferenciandose de DXA
que mide DMO en dos dimensiones [Rosen, 2008].

Si bien la exposicion a la radiacién es baja, el nivel de la misma depende del nivel de
resolucién de imagen deseada, la ubicacion de la region de medicidn (proximidad a los 6rganos
sensibles a la radiacion) y el tamafo de la region de interés [Rosen, 2008].

% Tomografia microcomputarizada (uCT): Proporciona imagenes de mayor resoluciéon que

la pQCT, lo que permite el estudio de la microarquitectura 6sea tanto cortical como trabecular. Se
utiliza habitualmente en la evaluacion de muestras ex vivo, pero en la actualidad se ha extendido
a animales in vivo e imagenes de extremidades humanas. Utiliza multiples rayos X que inciden
en diferentes angulos para reconstruir una representacion tridimensional de la muestra [Rosen,
2008].

. 1. 6. Pruebas mecanicas
Las pruebas mecénicas son ensayos experimentales utilizados para evaluar las
caracteristicas funcionales de huesos provenientes de animales de laboratorio con el

metabolismo 6seo alterado [Brodt, 1999]. Generalmente se realizan estas pruebas para estudiar
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las propiedades de las diafisis de huesos largos. Pueden ser monoténicos, comprendiendo una
unica velocidad de carga, o ejecutarse con multiples ciclos de carga. A su vez, estos ensayos
pueden ser de flexion, compresion y torsion. En huesos largos, las cargas in vivo suelen incluir
flexién y torsidn, por lo que estos modos de carga son los mas utilizados en su estudio [Jepsen,
2015].

Existen ciertas consideraciones que se deben tener en cuenta al momento de plantear
una prueba mecanica. Entre ellas, se encuentra la edad al momento de la evaluacioén de los
huesos. Hay que tener en cuenta si el esqueleto se encuentra en la etapa de modelado o
remodelado, y si la madurez esquelética ha sido alcanzada [Brodt, 1999].

Las pruebas mas utilizadas son las monotonicas y durante su realizacion son medidos la
carga y el desplazamiento. Los datos son representados en una curva que se utilizara para
calcular las propiedades mecanicas del hueso completo. Los valores de carga se ubican en el
eje Y, mientras que los valores de desplazamiento forman parte del eje X [Jepsen, 2015].

Una de las diferencias entre las pruebas de flexién y torsion, es que la primera nos
brinda distintos datos que la segunda. Un ensayo de torsién proporciona una medida de rigidez y
resistencia al corte, mientras que una de flexion proporciona una medida de rigidez y resistencia
a la traccion [Brodt, 2015]. También debe considerarse que los huesos largos tienden a fallar de
manera quebradiza mayormente durante las pruebas de torsion [Jepsen, 2015].

Existen dos tipos de ensayos de flexion: de tres o cuatro puntos, siendo faciles de
disefiar e interpretar. Son sensibles a los cambios en la matriz 6sea y se utilizan para evaluar el
impacto de la perturbacion en una fractura. En cuanto a los ensayos de torsidn, no aplican
cargas en el centro del hueso y no dependen de la orientacion de la seccion transversal (a tener
en cuenta en pruebas de flexion para un estudio correcto), por lo que son usados para evaluar la

curacién de huesos fracturados [Jepsen, 2015].
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Figura I. 1. 6. 1 -Diagrama esquematico de un ensayo biomecanico de flexion de tres puntos.
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l. 2. Sindrome Metabélico (SM)

l. 2. 1. Definicion

El SM es un desorden heterogéneo y multifactorial asociado con riesgo cardiovascular
elevado [Alberti, 2006]. Se caracteriza por poseer diferentes sintomas que son cominmente
encontrados en pacientes que incluyen: resistencia a la insulina, dislipidemia (especificamente
triglicéridos altos, niveles bajos de lipoproteinas de alta densidad (HDL) y lipoproteinas de baja
densidad (LDL) pequefias y densas), obesidad central, hipertension, intolerancia a la glucosa o

Diabetes mellitus y elevada incidencia de enfermedad aterosclerética [Miranda, 2005a].

l. 2. 2. Criterios diagnésticos del SM

Se ha intentado desarrollar un sistema unico para poder definir e identificar el SM.
Existen diferentes definiciones que corresponden a distintos grupos de expertos, pero todos
concuerdan en que los componentes centrales de este sindrome son: obesidad, resistencia a la
insulina, dislipidemia e hipertension. Asimismo, cada uno de ellos proporciona diferentes criterios
clinicos para su identificacion [Alberti, 2006].

% Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS): debe existir una alteracion del metabolismo de
la glucosalinsulina (Diabetes mellitus tipo 2, tolerancia a la glucosa alterada, o tolerancia a la
glucosa normal con insulinorresistencia -definido como el cuartil mas alto del HOMAIR-).
Acompafiando esta alteracion, deben de hallarse al menos dos de los siguientes componentes:
hipertension bajo medicacién o >140/90 mmHg sin tratamiento; dislipidemia con triglicéridos
plasméticos elevados (>150 mg/dL) y/o bajos niveles de HDL (<35 mg/dL en hombres, <39
mg/dL en mujeres); obesidad con indice de masa corporal (IMC) >30 kg/m? o adiposidad central
(relacién cintura:cadera >0,90 en hombres, >0,85 en mujeres); y microalbuminuria (excrecién
urinaria de albumina >20 g/min o relacion albumina:creatinina >30 mg/g) [Alberti y Zimmet,
1998].

% European Group for the Study of Insulin Resistance (EGIR) propuso el uso de niveles de
insulina en ayunas para estimar la resistencia a la insulina y la glucosa en ayunas alterada como
sustituto de la intolerancia a la glucosa (> 110 mg/ dl para no diabéticos). También propone
puntos de corte ligeramente modificados para hipertension (2 140/90 mmHg), triglicéridos (>178
mg/dl), colesterol de lipoproteinas de alta densidad (HDL) (<39 mg/dl) y medidas y puntos de
corte alterados para la obesidad central basados en la circunferencia de la cintura (> 94 cm en
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hombres y > 80 cm en mujeres).
Ademas, si los sujetos estaban siendo tratados por dislipidemia o hipertension, se consider6 que
tenian las anomalias correspondientes [Alberti, 2006].

% American Diabetes Asociation (ADA): reconoce que el “sindrome de resistencia a la
insulina” reune una serie de hallazgos clinicos o de laboratorio que incluyen: intolerancia a la
glucosa, obesidad central, dislipidemia (triglicéridos elevados, HDL disminuido, LDL pequefas y
densas elevadas), hipertension, aumento de factores protrombéticos y antifibrinoliticos, y
propension a enfermedad vascular aterosclerética. Sin embargo, no establece valores de corte ni
algun tipo de orden para los distintos pardmetros nombrados [Miranda, 2005a].

% National Cholesterol Education Program - Third Adult Treatment Panel (NCEP-ATP Ill):
establece que el SM requiere de al menos 3 de los siguientes criterios: obesidad abdominal
(circunferencia de cintura en hombres >40 pulgadas y en mujeres >35 pulgadas), triglicéridos
plasmaticos 2150 mg/dL, colesterol HDL <40 mg/dL en hombres o <50 mg/dL en mujeres,
presion arterial 2130/85 mmHg y glucosa plasmatica en ayunas de 110 a 125 mg/dL. En
particular, la definicion del NCEP no incluye una medida de resistencia a la insulina y se basa en
la medicion de la glucosa en ayunas en lugar de la determinacion de tolerancia a la glucosa.
Segun el NCEP, el SM aumenta el riesgo para diabetes mellitus tipo 2, pero no la incluye; lo que
si ocurre por parte de la OMS [Miranda, 2005a].

% American College of Endocrinology/American Association of Clinical Endocrinologists
(ACE/AACE): se fijan una serie de factores de riesgo para el desarrollo de SM, que comprenden
los siguientes signos: sobrepeso, haciendo hincapié en la obesidad abdominal (IMC 225 kg/m2,
circunferencia de cintura >102 cm en hombres 0 >88 cm en mujeres); triglicéridos elevados o
cercanos al punto de corte (2150 mg/dL); HDL colesterol bajo (<40 mg/dL en hombres y <50
mg/dL en mujeres); hipertensién moderada o importante (2130/85 mmHg); y tolerancia a la
glucosa alterada (>140 mg/dL, 2 hs luego de una carga de 75¢g de glucosa) o glucosa plasmatica
en ayunas alterada (110 a 125 mg/dL). También se reconocen otros factores de riesgo como
sindrome de ovario poliquistico, diabetes gestacional, estilo de vida sedentario, edad, raza, e
historia familiar de Diabetes mellitus tipo 2, hipertension o enfermedad cardiovascular. No se
especifica el nimero minimo de factores que deben existir para diagnosticar el sindrome, pero si

que es mas probable su desarrollo a medida que su cantidad sea mayor [Miranda, 2005a].

l. 2. 3. Prevalencia del SM

El aumento de la prevalencia mundial del sobrepeso se ha relacionado con el
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incremento de la incidencia de Diabetes mellitus tipo 2 y la intolerancia a la glucosa [Kolovou,
2007], la cual se asocia muy fuertemente con el SM. A su vez, este sindrome se encuentra en
amplio crecimiento debido al aumento de la obesidad y de los estilos de vidas sedentarios
[Yamaoka, 2012].

Existen varios estudios realizados a partir de la recoleccion de datos de diferentes partes
del mundo que demuestran lo que se ha mencionado anteriormente. Un buen ejemplo es el
analisis propuesto por Marquez-Sandoval y colaboradores en el 2011. Se basaron en trabajos
publicados que evaluaban la prevalencia del SM en América Latina. Analizaron once estudios
transversales seleccionados, los cuales realizaron el diagnéstico del SM de acuerdo a los
criterios establecidos por el NCEP-ATP Il

La prevalencia hallada en los paises latinoamericanos fue de aproximadamente 25%
(con oscilaciones entre 18,8% y 43,3%). EI SM fue poco mas frecuente en mujeres que en
hombres (25,3% vs 23,2%). Ademas, encontraron que los componentes mas frecuentes del
mismo fueron: disminucion de los valores de colesterol HDL y presencia de obesidad abdominal.
También se hall que el grupo etario de mayor riesgo eran las personas mayores de 50 afios.

En otro estudio transversal llamado CARMELA, en el cual se evaluaron hombres y
mujeres de 24 a 65 afios de edad, los resultados fueron muy similares. El rango de prevalencia
en Latinoamérica se sostuvo entre 14% y 27%; también en este caso fue ligeramente mayor en
mujeres que en hombres (22% vs 20%). Asimismo, determinaron que la prevalencia del SM
aumentaba con la edad [Escobedo, 2009].

En 2017, Moore y sus colaboradores compararon los datos de la poblacion de Estados
Unidos en tres periodos diferentes: 1988-1994, 1999-2006 y 2007-2012. Encontraron que la
prevalencia del SM aument6 de 1988 a 2012 para cada uno de los grupos sociodemograficos
estudiados. En 2012, mas de un tercio de todos los adultos estadounidenses cumplian con la
definicién y los criterios para dicho sindrome acordados conjuntamente por varias
organizaciones internacionales. Ademas, observaron que la prevalencia de la obesidad en
adultos aumentd constantemente desde la década de 1990; encontrando en la actualidad cifras
mayores a los dos tercios de adultos con sobrepeso u obesidad.

La prevalencia en la poblacion de Estados Unidos se encuentra entre 21,8% y 23,7%, y
también se incrementa con la edad [Ford, 2002]. Pero al separarse en grupos étnicos se
observan algunas diferencias. La prevalencia es similar en caucasicos (23,8%), superior en
personas de origen mexicano posiblemente por una mayor prevalencia de obesidad (31,9%) y
menor en los de origen africano (21,6%) [Kolovou, 2007]. Por otro lado, en Europa existen

valores similares de prevalencia para el SM y también se reporté un aumento relacionado con la
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edad [Scuteri, 2015].

l. 2. 4. Complicaciones asociadas al SM

El SM produce diferentes alteraciones a nivel sistémico. Entre las mas frecuentes se
encuentra su causalidad en el desarrollo de enfermedades cardiovasculares como enfermedad
coronaria e infarto de miocardio [Alberti, 2006]. Otra complicacién asociada muy relevante es el
elevado riesgo de diabetes mellitus tipo 2 (de hasta cinco veces mayor que en personas sin SM);
relacionado con el aumento del tamafo de los adipocitos abdominales subcutaneos [Miranda,
2005a).

En el higado, se incrementa el depdsito de lipidos debido al aumento de afluencia de
acidos grasos por lipélisis asociado con la obesidad y resistencia a la insulina. Esto provoca la
induccién de esteatosis y esteatohepatitis no alcohdlica, fibrosis y cirrosis [Cornier, 2008;
Panchal, 2011].

Asimismo, se ha demostrado que pacientes con SM presentan un mayor riesgo de
enfermedad renal crénica y microalbuminuria, hipogonadismo, y neuropatias [Cornier, 2008].
También se encuentra asociado con el desarrollo de diferentes tipos de cancer, como el de

mama, prostata y pancreas [Handelsman, 2009].

l. 2. 5. Patofisiologia del SM

No se conoce el mecanismo preciso por el cual se produce el SM, pero pareceria que la
resistencia a la insulina y la adiposidad abdominal estén en el centro de la patofisiologia de este

sindrome y de sus componentes [Cornier, 2008].

l. 2. 5. A. Mecanismos moleculares de la resistencia a la insulina

El SM se vincula estrechamente con la resistencia a la insulina. Las células beta del
pancreas sensan la situacion y aumentan la secrecion de esta hormona para intentar compensar
el defecto planteado. Igualmente, esta no es la unica causa del desarrollo de dicho sindrome y
tampoco una consecuencia directa del accionar alterado de la insulina [Miranda, 2005a; Di Pino,
2019].

Los mecanismos que permitirian explicar el resultado de la resistencia insulinica son:

efectos de la hiperglucemia leve a moderada, efectos de la hiperinsulinemia compensatoria y
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efectos de los desequilibrios ocurridos en las distintas vias de accion en las que se encuentra
involucrada esta hormona [Miranda, 2005a].

La hiperglucemia corresponde principalmente a la posprandial y se encuentra por debajo
de los niveles de un paciente diabético. Esto aceleraria la aterogénesis por formacion de
productos de glicacion avanzada (AGEs), principalmente sobre el colageno presente en las
paredes vasculares; promoviendo complicaciones micro y macrovasculares [Miranda, 2005b].

Asimismo, el consumo excesivo de glucosa y fructosa estimula los procesos
inflamatorios en los adipocitos subcutaneos, y como consecuencia se obtiene un aumento en el
cortisol intracelular con el fin de disminuirlos. Este incremento conduce a un mayor flujo de
acidos grasos hacia el exterior de estos adipocitos, lo que genera mas sustrato para la
lipogénesis. Los 6rganos diana de este proceso son generalmente higado, pancreas, musculo
esquelético y corazoén, lo que puede alterar los procesos metabdlicos y deteriorar la funcién de
los 6rganos [Dinicolantonio, 2017].

La accidn de la insulina se encuentra dada por medio de diferentes vias intracelulares
que diferirian en su respuesta. En el SM y Diabetes mellitus tipo 2, la via correspondiente a la
activacion de la fosfatidilinositol 3-quinasa (PI-3K), encargada de los efectos metabdlicos de la
insulina, esta parcialmente bloqueada. Esto provoca la inhibicion del metabolismo de la glucosa,
pero también promueve la hipertension y la aterogénesis. A su vez, la via de la MAP (proteina
activada por mitdgenos) quinasa de la accion de la insulina, interviene en efectos
proinflamatorios, proliferacion de células del musculo liso vascular y aterogénesis. Esta via,
debido a la alta concentracién de insulina y la inhibicién de la via PI-3K, permanece activa y

hasta podria estar hipersensibilizada [Cusi, 2000; Di Pino, 2019].

Fructosa

— 3

Vasos Higado Pancreas Rifén
{endotelio) {hepatocito) (islotes) (Tabulos proximales)

~Baja concentracion de =Alta produccion de TG oo =Proliferacién celular

NO *Agotamiento de ATP =Aumento de
=Alta produccion de quimiocinas (MCP-1)
acido Grico l
Hipertension Higado graso Diabetes Enfermedad renal

Insulinorresistencia

Figura I. 2. 5. A. 1 - Efectos de la fructosa en el desarrollo de hipertension, higado graso,
diabetes y enfermedad renal. Adaptado Johnson, 2010.
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l. 2. 5. B. Alimacenamiento de energia disfuncional y obesidad

El almacenamiento disfuncional de energia se deberia a anomalias en el procesamiento
y almacenamiento de acidos grasos y triglicéridos, que correlaciona con la obesidad de los
pacientes [Miranda, 2005a].

En el momento en que se excede la capacidad de los adipocitos periféricos pequefios,
los triglicéridos comienzan a acumularse en hepatocitos, células musculares esqueléticas y
adipocitos viscerales. Su consecuencia podria ser la resistencia a la insulina, tomando como
organos diana el higado y el musculo esquelético [Miranda, 2005a]. Esto ocurre muy
frecuentemente por una mayor cantidad de ingesta energética y de fructosa, lo que aumenta la

lipogénesis de novo y los triglicéridos postprandiales [Stanhope, 2009].

Dislipidemia Hipertension

Exceso energético

y obesidad

Estado Resistencia a
pro-inflamatorio lainsulina

Hiperglucemia

Figura 1. 2. 5. B. 1 - Relaciones entre exceso energético/obesidad y factores de riesgo del
sindrome metabdlico. Adaptado de Grundy, 2016.

. 2. 6. Consumo de fructosa y SM

La fructosa es una hexosa de férmula

Glucosa Fructosa D
quimica idéntica a la de la glucosa (CsH120g), pero
O\ A , CH,0H difieren en que la fructosa posee un grupo cetona
1
H——OH 2 =0 en su segundo carbono (cetohexosa), y la glucosa
2
HO——H HO H dispone de un grupo aldehido en el primero
i S H——OH
H H o | (aldohexosa) [Tappy, 2010].
H——OH . g
CH-.OH La fructosa puede ser obtenida por hidrélisis de
CH,OH ?

sacarosa, un disacarido compuesto por una
Figura I. 2. 6. 1 - Estructuras quimicas de

la glucosa y la fructosa molécula de fructosa y otra de glucosa, a partir de
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cafia de azucar o remolacha azucarera. A su vez, su produccion se da por hidrélisis de inulina
(polisacarido de fructosa) o de almidon [Metha, 2005].

Frecuentemente, es clasificada en “mala fructosa” y “buena fructosa” segun su fuente
alimenticia. La “buena fructosa” proviene de frutas y verduras enteras, productos lacteos y jugos
100% de frutas; y se asocia con vitaminas, minerales y fibra presentes en estos productos. Se
denomina “mala fructosa” a la que se encuentra en alimentos y bebidas refinados que
generalmente tienen pocos nutrientes, y se endulzan utilizando como base el jarabe de maiz con
alto contenido de fructosa (JMAF) [Bray, 2010].

La exposicion a la fructosa se ha acelerado debido a la introduccién del JMAF al ser el
edulcorante mas utilizado por la industria en alimentos procesados y bebidas [Pollock, 2012],
debido a sus propiedades organolépticas, larga vida util y su bajo costo [Tappy, 2010]. Este se
elabora convirtiendo la glucosa en fructosa mediante enzimas cultivadas en bacterias y luego
realizando su dilucion al 42% o 55% [Bray, 2010].

En las Ultimas décadas ha aumentado notablemente el consumo de fructosa de la mano
del uso de este jarabe, ya que este monosacérido se encuentra en su forma libre y no unido a la
glucosa como en el caso de la sacarosa. Segun lo establecido en los reportes de la USDA
Nationwide Food Consumption Survey, el consumo de fructosa en EEUU era de 37 g/dia en
1977-1978; siendo los refrescos azucarados no alcohdlicos la principal fuente de esta
cetohexosa. Asimismo, estudios mas recientes como NHANES 1999-2004 estimaron que el
consumo de fructosa promedio aumento a 49 g/dia, siendo un 32% mayor a lo consumido casi
25 afios atras. Nuevamente, la fuente principal de este hidrato de carbono eran las gaseosas,
siendo los adolescentes y los adultos jovenes los principales consumidores [Tappy, 2010],
proporcionando entre el 29% y 45% de la ingesta promedio de fructosa [Bray, 2010]. Estas
bebidas proporcionan grandes cantidades de azucares refinadas, implicando una gran carga de
hidratos de carbono sin que generen sensacion de saciedad. Estadisticas del afio 2010
remarcan que los paises con mayor consumo fueron México, Estados Unidos y Argentina; y se
estima que el aumento continte en todo el mundo, pero en mayor medida para los paises con
ingresos bajos y medios [Basu, 2013]. A su vez, este tipo de bebidas contiene cafeina, que
puede inducir una retroalimentacién positiva en su consumo debido a su capacidad de estimular
el sistema nervioso central [Bray, 2014].

En el mundo, América del Sur y Oceania son los mayores consumidores de azucar,
seguidos de cerca por Europa. En los ultimos afios, este consumo ha aumentado en todo el
planeta menos en el continente oceanico; representando Asia el mayor incremento relativo con
un 50% [Tappy, 2010].
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Existe abundante evidencia asociando el consumo de fructosa con la prevalencia y
riesgo de obesidad, diabetes, enfermedades cardiovasculares, SM, entre otros; asociado a nivel
poblacional en todo el mundo, incluyendo paises de niveles de ingresos bajos y medios [Bray,
2010; Basu, 2013; Tappy, 2010].

Los efectos de la ingesta prolongada de fructosa seran descriptos en la Seccion . 2. 8.

l. 2. 7. Metabolismo de la fructosa

La fructosa se absorbe en el yeyuno a través de los transportadores GLUT-5, que se
encuentran en la membrana apical de los enterocitos, sin la necesidad de hidrolisis de ATP y de
absorcién de sodio como si ocurre en el caso de la glucosa [Dinicolantonio, 2017; Tappy, 2010].
Dentro de esta célula, este azucar difunde hacia los vasos sanguineos transportada mediante
GLUT-2, ubicados en la membrana basolateral. Posteriormente, esta cetohexosa llega al higado
a través de la vena porta e ingresa a los hepatocitos por los transportadores GLUT-2. En su
primer paso, lo hace casi en un 100%, por lo que su concentraciéon sanguinea no sera mayor a
50-500 pM posterior a su ingesta [Tappy, 2010].

En el higado, se produce la fosforilacion a fructosa 1-fosfato por medio de la enzima
fructoquinasa, caracterizada por su alta especificidad para la fructosa y su no inhibicién por ATP
o citrato, por lo que no posee una etapa de control. En contraste, el metabolismo de la glucosa
es inhibido a altas concentraciones de ATP o citrato. Por lo tanto, aun siendo elevado el nivel
energético en este drgano, la fructoquinasa continua catalizando dicha reaccion y la fructosa es
absorbida y metabolizada de forma no controlada [Stanhope, 2012; Dinicolantonio, 2017].

Posteriormente, la fructosa 1-fosfato se transforma en dos triosas, dihidroxiacetona
fosfato y gliceraldehido por accion de la fructosa 1-fosfato aldolasa [Lehninger, 2001]. Estos
productos pueden converger facilmente en la via glucolitica. Mientras el metabolismo de la
glucosa se regula negativamente por la fosfofructoquinasa, la fructosa puede producir de manera
incontrolable glucosa, glucogeno, lactato y piruvato; y proveer el glicerol y los acidos grasos

libres para la produccion de triglicéridos [Basciano, 2005].
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Figural. 2. 7. 1 - Metabolismo hepatico de la fructosa y comparacion con el metabolismo

de la glucosa. Adaptado de Tappy, 2010.

En el higado, aproximadamente el 50% de la carga de fructosa ingerida se transforma en

glucosa, que es liberada a la circulacién sistémica y luego es oxidada en tejidos extrahepaticos.

Asimismo, cerca del 25% de la carga se convierte en lactato y un 17% se almacena como

glucégeno. En menor cantidad, es convertida en &cidos grasos mediante lipogénesis de novo y

son liberados a la circulacion sistémica como lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL) [Tappy,

2010].

A su vez, la conversion de glucosa en piruvato es regulada por la insulina, activando las

enzimas glucoliticas en relacion al estado energético celular. Mientras que el metabolismo de la

fructosa ocurre independientemente de esta enzima y no produce una elevacion importante de

sus niveles plasmaticos. Sin embargo, este minimo incremento provoca la inhibicién de la

hidrélisis de TG y la liberacién de acidos grasos libres; debido a la gran sensibilidad por esta

hormona del tejido adiposo [Tappy, 2010].
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l. 2. 8. Efectos del consumo sostenido de fructosa

Un problema de la ingesta de fructosa y su gran asociacion al consumo de bebidas
azucaradas, es que estas no suprimen la ingesta de los alimentos sélidos. En consecuencia, las
elevadas calorias provenientes de las llamadas gaseosas se sumarian a las de su ingesta total
[Bray, 2010]. Simultaneamente, este consumo sostenido agrava la desregulacion de diferentes
hormonas relacionadas al metabolismo como la insulina, grelina y leptina [Teff, 2004]

provocando distintas alteraciones metabdlicas como las que se desarrollaran a continuacion.

. 2. 8. A. Dislipidemia

La fructosa puede proporcionar una gran cantidad de triosas fosfatos, a partir de las
cuales se podrian obtener moléculas de glicerol o acidos grasos para futuros TG; y también
induce la transcripcion de enzimas sintetizadoras de lipidos, por lo que es considerada una
molécula altamente lipogénica [Le, 2009; Tappy, 2010; Hu, 2017].

La proteina de union al elemento de respuesta a esteroles (SREBP, sterol regulatory
element binding protein) es un regulador transcripcional vinculado a la sintesis de lipidos. Existen
tres isoformas, 1a, 1c y 2; las primeras encargadas de la regulacion de la sintesis de enzimas
lipogénicas, y la ultima correspondiente a la regulacion de la sintesis de colesterol [Matsuzaka,
2004].

Su isoforma SREBP-1c es expresada predominantemente en el higado y necesitaria de
la protein quinasa C (PKC) para su activacién. Se une al elemento de respuesta a esteroles
(SER, sterol response element) estimulando la sintesis de acidos grasos y TG al aumentar la
transcripcion de la sintasa de acidos grasos, acetil-CoA carboxilasa y estearoil-CoA desaturasa
[Yamamoto, 2010].

Asimismo, la expresion de SREBP es regulada de manera positiva por la insulina, lo que
tiene lugar en higado, musculo esquelético y tejido adiposo mediante la via de las MAP
quinasas. En sus estudios, Matsuzaka y colaboradores demostraron que en ratones inyectados
con estreptozotocina, la alimentacion con fructosa, glucosa o sacarosa inducia la expresién de
SREBP-1c; encontrandose en mayor medida cuando se realizaba so6lo con fructosa. A causa de
estos resultados, podria plantearse que la lipogénesis de novo seria independiente de la accion

de la insulina si el consumo de los carbohidratos mencionados es excesivo.
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l. 2. 8. B. Deposicion ectdpica de lipidos en higado y musculo esquelético

La fructosa no sélo genera un desequilibrio en los niveles plasmaticos de lipidos, sino
que también lo hace en su disposicion intracelular. Estos lipidos ectopicos se depositan
principalmente en higado y musculo esquelético como consecuencia de la resistencia a la
insulina especifica de cada tejido. En roedores este efecto se deberia a la estimulacion de la
sintesis de novo de lipidos, una disminucion en su oxidacién y un incremento en la expresion de
genes lipogénicos [Tappy, 2010]. En estudios realizados en varones sobrealimentados con un
contenido de fructosa equivalente a dos litros de gaseosa estandar por dia, no se indujo un
aumento en el deposito de lipidos hepaticos y musculares [Le, 2006]. A pesar de esto, cuando la
administracion tomaba el doble de contenido de fructosa, en 7 dias ese aumento resulto
significativo [Le, 2009].

Estudios recientes han demostrado que la inflamacion producida por la ingesta excesiva
de fructosa conduce a un aumento de la actividad de la 1-f hidroxiesteroide deshidrogenasa tipo
1. Esta enzima cataliza la activacién de cortisol con el fin de combatir dicha inflamacion, y su
concentracion aumentara en mayor medida en el tejido adiposo y el higado. Al mismo tiempo
que este glucocorticoide colabora a disminuir la inflamacién, promueve el almacenamiento de
grasas. Como consecuencia, esto conduce a la resistencia a la insulina y el aumento del flujo de
acidos grasos fuera de los adipocitos subcutaneos, lo que permite un mayor sustrato para el
almacenamiento de grasas en los tejidos viscerales como higado, pancreas, musculo esquelético
y corazén. Por lo tanto, una persona podria verse “delgada por fuera, pero tener grasa por

dentro” debido al consumo excesivo de fructosa [Dinicolantonio, 2017].

. 2. 8. C. Homeostasis de la glucosa alterada y resistencia a la insulina

Existen diferentes causas por las que un consumo de fructosa podria afectar la
tolerancia a la glucosa e incluso una posterior resistencia a la insulina. Gran cantidad de los
mecanismos propuestos fueron estudiados mayormente en roedores, aunque existen varios
realizados en humanos.

El consumo excesivo de fructosa se encuentra estrechamente relacionado con la
regulacion de la inflamacion metabdlica. Bajo estas condiciones, el tejido adiposo secreta una
mayor cantidad de citoquinas inflamatorias. Esto provocara un incremento en el reclutamiento de
macréfagos que tendrd como consecuencia un nuevo aumento en la produccion de la hormona

ya mencionada [Dinicolantonio, 2017]. Ademas, se sabe que el consumo de este azucar provoca
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resistencia a la leptina, siendo menor su efecto en el tejido graso, teniendo como resultado una
mayor inflamacién en el mismo [Shapiro, 2011]. Esto generara alteraciones sobre la cascada de
sefiales mediante las que actua la insulina, induciendo la resistencia a esta hormona [Chen,
2006].

Por otro lado, existen asociaciones entre una elevada cantidad de fructosa ingerida en la
dieta y un aumento en la produccién de TG; dandose como consecuencia de una disminucion en
la sintesis de glucdgeno y aumentos en la glucogendlisis y glucogénesis en el higado; logrando
una resistencia hepatica a la insulina [Pollock, 2012]. A su vez, el aumento de los TG y acidos
grasos libres en plasma pueden depositarse en otros tejidos, produciendo metabolitos como
diacilglicerol, responsables de la activacion de la proteina quinasa C (PKC) conduciendo a una
disminucion de la sensibilidad del receptor de insulina, y a una posterior resistencia a la misma
[Pollock, 2012; Dinicolantonio, 2017].

El estrés del reticulo endoplasmatico (RE) es definido como el desequilibrio que ocurre
entre el plegamiento necesario del nimero de proteinas requeridas y la capacidad de
plegamiento de esta organela; estimulando la acumulacion de proteinas plegadas
incorrectamente [Cnop, 2012]. Una posible causa de estrés del RE podria ser el aumento de la
sintesis y la acumulacién de proteinas y/o lipidos, al incorporar una dieta rica en fructosa. Se ha
comprobado que en roedores esto no ocurre al consumir cantidades excesivas de grasa, pero si
de este azucar [Collison, 2009; Ren, 2012]. Cuando este estrés se hace cronico altera la sintesis
de insulina y puede producir la apoptosis de células B pancredticas. Por esta razon, se suele
relacionarlo con la resistencia a la insulina y Diabetes mellitus tipo 2 en condiciones de obesidad
[Cnop, 2012].

En adicion, Collison y colaboradores han sugerido que ratones alimentados con una
dieta con JMAF-55 al 20% producian deterioros a nivel mitocondrial. Observaron que en los
hepatocitos la actividad de la enzima citocromo C se encontraba reducida, activando una via
proapoptotica en estas células. Los defectos en la fosforilacion oxidativa en mitocondrias han
sido implicados como parte de los mecanismos para el desarrollo de resistencia a la insulina
[Collison, 2009].
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Figura I. 2. 8. C. 1 - Resumen de los posibles mecanismos involucrados en la resistencia a la
insulina inducida por fructosa [Tappy, 2010].

l. 2. 8. D. Metabolismo del acido urico

En los ultimos 100 afios, ha habido un aumento progresivo de los niveles séricos de
acido urico, especialmente en los paises occidentales. Una de las principales causas se basa en
el aumento del consumo de azlcares que contienen fructosa, lo que fue demostrado en estudios
in vitro e in vivo. Asimismo, si el consumo permanece de manera sostenida durante varios dias
pueden ser asociado con aumentos en los niveles sanguineos en ayunas [Caliceti, 2017; King,
2018; Russo 2020]. Segun Carran et al, podria existir una dosis-respuesta entre la ingesta de
fructosa y los aumentos posprandiales en las concentraciones de acido urico sérico. Ademas,
considera que existe un valor umbral de fructosa, por debajo del cual no se produciria este
compuesto organico. Vale aclarar que su estudio fue realizado en adultos jovenes sanos, donde
encontraron pequefios aumentos de acido Urico luego de tomar una bebida comercial azucarada
de 355 ml[Carran, 2016].

Como se describid en la Seccion I. 2. 7, la fosfofructoquinasa provoca rapidamente la
fosforilacion de la fructosa disminuyendo los niveles intracelulares de ATP, GTP y fosfato; lo que
desencadena la acumulacién de AMP y la inhibicion transitoria de la sintesis de proteinas.
Finalmente, esto aumentara la produccién de acido Urico en las células, incrementando su

concentracion paulatinamente [King, 2018].
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La mayor parte de este acido es filtrada por los rifiones y eliminada en orina; el resto se
dirige hacia el intestino y es desechado por medio de las heces. Cuando la excrecion renal no se
desarrolla de forma dptima, se convierte en la principal causa de hiperuricemia [Russo, 2020]. A
su vez, la administracion de fructosa afecta la excrecion del acido a la luz intestinal [Kaneko,
2017].

FRUCTOSA » Fructosa-1-fosfato

ATP e ADP

v 4

Bajo Pi como consecuencia AMP

del consumo de ATP
/v IMP

Activacion de

AMP deaminasa

ACIDO URICO

Figura I. 2. 8. D. 1 - Via por la cual la fructosa se metaboliza en acido urico. FK,
fosfofructoquinasa; ATP, adenosin trifosfato; ADP, adenosin difosfato; AMP, adenosin
monofosfato; IMP, inosina monofosfato. Adaptado de Johnson, 2010.

El 4cido urico induce inflamacién, oxidacion y dafio endotelial; pudiéndose relacionar con
la resistencia a la insulina y el SM. Esto se produce ya que inhibe la enzima endotelial 6xido
nitrico sintasa (eNOS); la cual es activada por la insulina con el fin de aumentar el flujo
sanguineo hacia el musculo esquelético permitiendo la llegada de nutrientes como la glucosa. Al
mismo tiempo, sus niveles séricos altos son utilizados como biomarcadores de morbilidad y

mortalidad por enfermedades cardiovasculares [Tappy, 2010; Russo, 2020].

. 2. 8. E. Hipertension arterial

Si bien existen certezas sobre la relacion indirecta entre el consumo de fructosa y la
hipertension, son numerosos los mecanismos propuestos que aun se encuentran en estudio.
Uno de ellos se basa en que una vez generada la resistencia a la insulina por una dieta con
elevadas cantidades de fructosa, la hiperinsulinemia produciria un aumento en la presion arterial
por un incremento en la actividad de la division simpatica del sistema nervioso auténomo.
Asimismo, este aumento en las concentraciones séricas de insulina elevaria la absorcién renal

de sodio, lo que podria llevar a una hipertension. Ademas, el metabolismo de la fructosa produce
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altas cantidades de gliceraldehido y dihidroxiacetona fostato, que pueden ser convertidos en
metilglioxal. Este compuesto es precursor de AGE, puede reaccionar con grupos sulfhidrilo de
proteinas y alterar su funcion. Esto sucede con aquellas presentes en los canales L de calcio en
el musculo liso de los vasos sanguineos, provocando el incremento del ingreso de este ion y
aumentando la contraccion muscular en dicho tejido; elevando la resistencia vascular y por ende
la presién sanguinea [Tappy, 2010].

Otros estudios demostraron que la hiperuricemia produciria una respuesta hipertensiva
debido al estrés oxidativo y la disfuncidn endotelial. EI acido urico disminuye la biodisponibilidad
de dxido nitrico, actuante como vasodilatador, lo que induce los efectos mencionados. Existe la
hipétesis que la actividad de la xantina oxidasa y el aumento de radicales de oxigeno actuarian
sobre la disfuncion endotelial [Sanchez-Losada, 2008; Caliceti, 2017].

Es importante aclarar que no se ha encontrado que la hipertension haya sido incidida por

azucares provenientes de yogurt, frutas y jugos 100% de fruta [Liu, 2019].

l. 2. 9. Modelos animales utilizados en el estudio del SM

Un modelo animal es un organismo vivo que desarrolla un proceso patoldgico. Este
puede ser heredado, adquirido de forma natural o inducido; reproduciendo una o varias
caracteristicas de dicho proceso ocurrido en un ser humano [Varga, 2010]. Debe ser
reproducible, simple, confiable, no poseer desventajas, y en caso de presentarlas que sean
minimas [Wong, 2016].

Los roedores son muy utilizados para representar enfermedades humanas teniendo el
objetivo de comprender las causas y la progresion de los sintomas de la enfermedad, como
también las posibles y futuras intervenciones terapéuticas [Panchal, 2011].

Existen dos grandes grupos de modelos animales relacionados al SM; aquellos que lo
inducen por medio de la dieta o los que son modificados genéticamente mediante mutaciones.

% Modelos con alteraciones genéticas: se utilizan para evaluar mecanismos moleculares

especificos implicados en el desarrollo de enfermedades. En lo que respecta al SM, estos
modelos se relacionan con el desarrollo de la obesidad en roedores; aunque este sindrome no
es monogénico. Ademas, la mayoria de estos modelos producen una mutacién en el gen de la
leptina o en el de su receptor, por lo que se debe prestar atencion a si estos cambios genéticos
se manifiestan de manera similar a lo que ocurre en el SM humano; siendo estas mutaciones
muy raras en humanos [Wong, 2016].

Ratén ob/ob (C57BL/6J-ob/ob): estos ratones heredan una mutacion autosémica recesiva
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unica en el gen de la leptina. La falta de esta hormona provoca una desregulacion en la
inhibicion del apetito y una disminucién en el gasto energético. Por lo tanto, desarrollan
obesidad, hiperinsulinemia, hiperglucemia, intolerancia a la glucosa, complicaciones
cardiovasculares y esteatosis e inflamacion hepatica. Sin embargo, este modelo se diferencia de
lo observado en humanos en que demuestra una disminucion de la presion arterial y no
desarrolla dislipidemia [Panchal, 2011; Wong, 2016].

Ratén db/db (C57BL/Ks-db/db): poseen una mutacion autosdmica recesiva en el gen
codificante del receptor de leptina, permitiendo la unién de dicha hormona, pero siendo no
funcional su transduccién de sefales [Fellmann, 2013]. Estos ratones obtienen mayores pesos
corporales, glucemia, trigliceridemia, y colesterol total en sangre. Asimismo, se observd
hiperinsulinemia e intolerancia a la glucosa, esteatosis hepatica y disfuncién vascular; aunque sin
hipertension e inflamacion del higado [Panchal, 2011; Wong, 2016].

Rata Zucker: tienen una mutacion en el gen codificante para el receptor de leptina, teniendo
como consecuencia la sintesis de receptores con menor afinidad por dicha hormona;
aumentando su nivel circulante. Debido a esta mutacion, las ratas poseen un mayor consumo de
alimento y, por ende, obesidad. Ademas, presentan hiperinsulinemia, resistencia a la insulina,
intolerancia leve a la glucosa y dislipidemia. También desarrollan disfunciéon endotelial y
aumentos moderados en la presion arterial con el transcurso de su edad [Panchal, 2011;
Fellmann, 2013; Wong, 2016].

% Modelos inducidos mediante dieta alimentaria; se emplean combinaciones de diferentes

componentes dietarios ricos en carbohidratos y grasas con el fin de provocar la induccién del SM
de manera similar a lo que ocurre en seres humanos. Las cepas de roedores mas comunmente
utilizadas en este tipo de modelos incluyen ratas Sprague-Dawley, ratas Wistar, ratones
C57BL/6J y hdmster sirio dorado [Wong, 2016].

Dieta rica en fructosa: este tipo de dieta se desarrolla generalmente de forma ad libitum
pudiendo disolverse el carbohidrato en agua potable utilizando diferentes concentraciones, o ser
incluido en el alimento sélido; ambas maneras bajo distintos tiempos de estudio. Las ratas bajo
esta alta ingesta caldrica desarrollan un aumento en su peso corporal, mayor adiposidad,
hipertrigliceridemia, hiperlipidemia, hiperuricemia, hipertension, intolerancia a la glucosa y
disminucion de la sensibilidad a la insulina. A su vez, en el corazén se induce dilatacion e
hipertrofia ventricular, funcién contractil ventricular disminuida, como infiltracion de células
inflamatorias. En el higado se observa esteatosis tanto micro como macrovesicular; y en rifion

causa lesion tubular renal y la infiltracién de macrofagos en ellos. Por Gltimo, algunos autores
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han descripto el desarrollo de obesidad, aunque no ha sido confirmado [Panchal, 2011; Wong,
2016].

Dieta rica en grasas: la fuente del componente graso puede ser aceites vegetales como
maiz, oliva o cartamo; o de grasa de origen animal como sebo y manteca de res. Suelen
emplearse diferentes tipos de esta dieta, en las que el contenido graso varia entre 20 y 60% de
la energia total [Wong, 2016]. Sin embargo, el uso de grasa animal es mas efectivo ya que
contiene mayor cantidad de acidos grasos saturados [Fellman, 2013].

Este tipo de dieta induce aumento de peso, masa grasa, glucosa plasmatica, colesterol, TG,
acidos grasos libres, leptina y niveles de insulina; de manera dependiente de la cantidad de
grasa incorporada en el alimento [Wong, 2016]. Asimismo, se describen aumentos en la presion
arterial sistolica y la induccion de disfuncion endotelial. La complicacion de este tipo de dieta es
que, si bien reproduce los sintomas del SM humano en roedores, no tiene la misma complejidad
de la dieta que produce dicho sindrome en las personas [Panchal, 2011].

Combinacion de dieta rica en carbohidratos y grasas: poseen diferentes combinaciones
de leche condensada, sebo de res o cerdo, fructosa, alimento en polvo de roedores, sales y
agua. Son muy utilizadas debido a que de cierta forma son similares a las dietas humanas que
inducen el SM. Los animales expuestos a este tipo de alimento desarrollan hipertension,
intolerancia a la glucosa, aumento de la deposicion de grasa abdominal, y alteracién del perfil
lipidico [Wong, 2016]. También se ha observado hipertension, hipertrofia e inflamacion cardiaca,
disfuncion endotelial, dafios renales leves y aumento en la masa de islotes pancreaticos
[Panchal, 2011].

Existen modelos animales que inducen el SM por medio de farmacos, como
glucocorticoides o antipsicdticos. Son utilizados generalmente para investigaciones del SM
desarrollado en humanos a través de tratamientos con estas drogas [Wong, 2016].

. 2. 10. Estrategias terapéuticas para pacientes con SM

La primera estrategia planteada para el tratamiento del SM es promover un estilo de vida
saludable, teniendo como ejes la nutricion y la actividad fisica de cada paciente. El principal
objetivo es generar un balance energético negativo debido a una disminucién en la ingesta
caldrica y un aumento en la realizacion de ejercicio fisico [Alberti, 2005; Miranda, 2005b; Cornier,
2008]. Disminuir el peso corporal entre un 5 a 10% tendra importantes efectos beneficiosos en

cada uno de los factores de riesgo metabolico [Cornier, 2008; Han, 2015; Grundy, 2016].
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En cuanto a la dieta, debe evitarse o reducir el consumo de grasas saturadas debido a
que estimulan un aumento de la insulinemia en periodos de ayuno, los niveles de colesterol en
sangre y la probabilidad de eventos cardiovasculares; e introducir o aumentar las grasas
insaturadas. A su vez, se desea una baja en el consumo de los azucares simples y agregados;
ya que estos alimentos tienen gran cantidad de estos carbohidratos y no se encuentran
acompafados de nutrientes como vitaminas y minerales. Otra restriccion necesaria es la ingesta
de sal, la cual se asocia con hipertension y eventos cardiovasculares. Asimismo, las dietas bajas
en carbohidratos optimizan el metabolismo de estos. Paralelamente, es necesario el incremento
de la ingesta de frutas, verduras, pescados y carnes magras; aportantes de buenos nutrientes
[Miranda, 2005b; Cornier, 2008; Grundy, 2016].

Seria suficiente realizar actividad fisica de forma moderada (como caminar a paso ligero)
durante aproximadamente 30 minutos en 5 dias a la semana; y en caso de realizar ejercicios con
mayor vigorosidad se necesitarian unos 60 minutos semanales. No solamente previene el SM,
sino que ya desarrollado puede revertir los componentes del mismo y su nueva incidencia
[Alberti, 2005; Miranda, 2005b; Han, 2015]. El ejercicio reduce la resistencia a la insulina y el
tejido adiposo visceral, mejora la dislipidemia y la hipertension. Ademas, favorece el transporte
de glucosa y la accion de la insulina en el musculo esquelético en funcionamiento. Estas
condiciones tienen como consecuencia una mejor aptitud cardiorrespiratoria, disminucion de
enfermedades cardiovasculares y en la resistencia a la insulina [Cornier, 2008; Grundy, 2016]. A
su vez, existen evidencias que el entrenamiento de resistencia reduce la masa de grasa corporal
total y el tejido adiposo visceral de forma independiente de la restriccion dietética;y mejora los
perfiles lipidicos y glucémicos [Strasser, 2010].

Aquellos pacientes en los que no se observan cambios favorables en concordancia con
los cambios en sus estilos de vida, suelen ser tratados farmacoldgicamente con el fin de manejar
individualmente los componentes del SM. Los fa&rmacos mas utilizados son la metformina y las
tiazolidenedionas, ambos relacionados con un aumento en la tolerancia a la glucosa y una
mejora en el perfil lipidico. En pacientes con resistencia a la insulina, retrasan o previenen el
desarrollo de Diabetes mellitus tipo 2 [Alberti, 2005; Han, 2015]. Las estatinas son administradas
con el objetivo de controlar la dislipidemia. Estas drogas poseen escasos efectos secundarios y
débil interaccion con otros medicamentos; a la vez de tener efectos beneficiosos sobre eventos
inflamatorios y cardiovasculares, y sobre la funcion endotelial. Por otra parte, para tratar la
hipertension se recomienda usar inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina o
bloqueantes del receptor de angiotensina; debido a que diuréticos y bloqueadores beta en dosis

altas pueden empeorar la resistencia a la insulina y la dislipidemia [Alberti, 2005; Cornier, 2008].
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l. 2. 11. Metformina (MET) y SM

CH, La metformina (MET), clorhidrato de 1,1-

i H

HC” N \”/ M \I_/‘ NH dimetilbiguanida, es una molécula hidréfila relativamente

NH an plana, monoprotonada a pH neutro; y derivada de un
Figura I. 2. 11. 1 - Estructura producto natural. Se comercializa como clorhidrato de
quimica de la metformina. metformina en una gran cantidad de paises debido a su
bajo costo y a poseer efectos adversos minimos. Es utilizada de forma oral como
normoglucemiante, generalmente en personas que han sido diagnosticadas con intolerancia a la
glucosa o recientemente con Diabetes mellitus tipo 2. Asimismo, tiene la particularidad de no
haber sido disefiado para accionar contra una via de una cierta enfermedad; y en la actualidad,
sus mecanismos de accion siguen siendo ampliamente debatidos [Bailey, 2017; Rena, 2017;
Sanchez-Rangel, 2017].

La MET disminuye los niveles glucémicos en ayunas y posprandiales al actuar sobre el
higado, su principal 6rgano diana. En este dérgano, reduce la sintesis de glucosa al inhibir
principalmente la gluconeogénesis independientemente de la estimulacion de la insulina; por lo
que no causa hipoglucemia o hiperinsulinemia [Bailey, 2017]. Ademas, aumenta la captacion
periférica de glucosa y su metabolismo anaerobico en el intestino. En adicién a estos efectos,
posee actividad anti-aterogénica promoviendo una disminucion de eventos cardiovasculares,
posiblemente en parte por ser un scavenger de carbonilos precursores de los AGEs [Fuijita,
2017; Oliveira, 2021].

La eficacia de este farmaco es dependiente de la dosis, variando de 500 - 2000 mg por
dia. Cuando la dosis utilizada suele ser la méxima, esta es administrada en dos tomas diarias
[Sanchez-Rangel, 2017]. Luego de su administracion oral, aproximadamente el 70% de la MET
es absorbida en el intestino delgado; excretandose el resto de manera inalterada a través de las
heces. Dentro del organismo, se distribuye fundamentalmente en higado, rifion e intestino
delgado; eliminandose en su totalidad en la orina sin ser metabolizada [McCreight, 2016; Bailey,
2017; Rena, 2017].

En la actualidad, aun no se conocen con exactitud los mecanismos moleculares por los
cuales actua la MET. Sin embargo, existen grandes certezas de sus acciones. Este farmaco
inhibe el complejo | de la cadena respiratoria mitocondrial, lo que aumenta las relaciones
AMP/ATP y ADP/ATP; y como consecuenciaes activada la AMPK (del inglés 5’ AMP-activated
protein kinase), que actlia como sensor de energia celular. Finalmente, esta quinasa incrementa

la sensibilidad ala insulinay reduce el AMPc; reduciendo la expresion de las enzimas
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gluconeogénicas. A la vez, la MET tiene efectos independientes de AMPK como por ejemplo la

inhibicion de la fructosa-1,6-bifosfatasa debido a las concentraciones de AMP [Rena, 2017].
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l. 3. Sindrome Metabélico y hueso

l. 3. 1. Alteraciones en el metabolismo 0seo asociados al SM

Se han realizado varios estudios que relacionan al SM con el deterioro de la salud 6sea,
teniendo en cuenta la DMO vy la incidencia de fracturas. Asimismo, aun no se ha logrado obtener
resultados concluyentes al respecto.

El primer ensayo en relacionar lo antes mencionado fue el Estudio Rancho Bernardo. Se
basé en un analisis prospectivo sobre poblacién caucasica adulta mayor del sur de California,
Estados Unidos. Se observo que aquellas personas con SM poseian una mayor DMO en cadera
y columna, por lo que primeramente se adjudicd como un efecto protector de dicho sindrome. Sin
embargo, al realizar un ajuste mediante el IMC, esta DMO disminuy0 significativamente en el
cuello femoral. Ademas, se encontrd que la incidencia de fracturas osteoporéticas no vertebrales
era significativamente mayor en los participantes con SM, concluyendo que el mismo podria ser
un factor de riesgo independiente para el desarrollo de fracturas osteoporoticas [von Muhlen,
2007].

Existen otros estudios que han reportado resultados similares como el de Hwang y Choi,
donde se inform6 que mujeres adultas coreanas con SM presentaron una menor DMO en la
columna vertebral lumbar que el grupo control, al ser ajustada por edad, peso y altura [Hwang y
Choi, 2009]. De manera similar, Kim y colaboradores en un estudio realizado en Corea del Sur,
hallaron una disminucién en la DMO del cuello femoral en hombres mayores de 40 afios de edad
y mujeres posmenopausicas con SM, posterior a efectuar un ajuste con el peso corporal [Kim,
2010]. Ademas, el grado de disminucion de DMO correlacionaba con el numero de componentes
del SM [Hwang y Choi, 2009; Kim, 2010].

No obstante, multiples estudios han informado una relacion positiva entre SM y DMO. La
encuesta Third National Health and Nutrition Examination Survey (NHANES III) mostré un
aumento en la DMO del cuello femoral en los sujetos con SM en comparacidn con aquellos que
no padecian este sindrome. Sin embargo, al realizar un ajuste por IMC, los resultados entre
ambos grupos eran similares [Chin, 2020]. Por ultimo, en el estudio de Rotterdam se analiz6 a
hombres y mujeres mayores de 55 afios de edad mediante el uso de una correccion por edad,
IMC, estilos de vida y usos de medicamentos. Se relaciond al SM con una mayor DMO femoral,
pero también con un incremento en la inestabilidad y un menor espesor 6seo. Sin embargo, no
se detectaron asociaciones con el riesgo de fracturas, posiblemente al no acumularse

microfisuras corticales como si ocurre en individuos diabéticos [Muka, 2015].

44



Como se menciond al principio de este apartado, los resultados de los diferentes
estudios no son concluyentes, por lo que resulta interesante la continuacion de mas estudios. De
igual manera, no es menor remarcar que el SMy las fracturas dseas se relacionan a su vez en
sus factores de riesgo como envejecimiento, tabaquismo, consumo de alcohol y sedentarismo.
Por lo tanto, la aparicion de fracturas podria relacionarse a alguno de estos factores y no al SM
en si [Sun, 2014].

Adicionalmente, el SM puede incluir varias combinaciones de sus componentes por lo
que aquellos sujetos que lo padecen suelen representar un grupo bastante heterogéneo. En
conclusion, no seria desacertado promover la realizacion de estudios longitudinales que tengan
como objetivo evaluar la relacion de los componentes individuales y las fracturas dseas [Sun,
2014].

l. 3. 1. A. Alteraciones en el metabolismo de la glucosa y la insulina

Se han realizado varios estudios que evidencian que las personas con Diabetes mellitus
tanto de tipo 1 como de tipo 2 tienen un mayor riesgo a sufrir una fractura en comparacion con
aquella poblacion que no posee esta enfermedad [Vestergaard, 2007; Kanazawa, 2017; Murray,
2019]. Asimismo, un metanalisis hecho por Vestergaard indica que en la cadera de pacientes
con Diabetes mellitus tipo 2 se observa un incremento de DMO, mientras que en Diabetes
mellitus tipo 1 existe una disminucion [Vestergaard, 2007]. Algo similar se establecio en el
estudio de Napoli y colaboradores, al ver de manera simultanea una correlacién entre un
aumento del indice de resistencia a la insulina (HOMA-IR) con la DMO [Napoli, 2019]. Por otro
lado, de Araujo indica que el HOMA-IR, el tejido adiposo visceral y los lipidos hepaticos no se
encuentran relacionados negativamente con la DMO sino con la calidad 6sea [de Araujo, 2020].
Asi, encuentran que la fragilidad 6sea no se deberia principalmente a la DMO de estos
pacientes; sino que podria estar ligada a la acumulacién de AGEs sobre el coldgeno 6seo, lo que
impediria su remodelado disminuyendo la calidad dsea [Schwartz, 2009; Kanazawa, 2017,
Murray, 2019].

De igual manera, existen otros estudios que encuentran que la resistencia a la insulina
se asocia de forma inversa con el volumen de hueso trabecular y cortical, aumentando la

incidencia de fracturas asociadas a Diabetes mellitus tipo 2 [Verroken, 2017].
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l. 3. 1. B. Obesidad

Inicialmente se consideraba a la obesidad como un factor protector para las fracturas
osteopordticas debido a la acumulacion de tejido blando que protegeria al tejido 6seo. Sin
embargo, en los Ultimos afios se ha revelado que pacientes obesos pueden tener mayor riesgo a
ciertos tipos de fracturas; y principalmente, las diferencias estarian basadas de acuerdo a la
zona anatdémica [Hou, 2020].

La masa de tejido 6seo se adapta como consecuencia de los cambios del peso corporal,
con la finalidad de brindar soporte a los tejidos blandos. Por lo tanto, varios autores establecieron
una correlacion positiva entre el peso corporal y la DMO [Naot, 2014]. Esto fue corroborado por
Evans y colaboradores, quienes concluyeron que los individuos obesos tenian una mayor DMO
en todos los sitios evaluados que aquellos de peso normal. Es importante aclarar que, no
existieron diferencias en el espesor trabecular, sino que esta mayor DMO se debia a un
incremento en el numero de trabéculas. Asimismo, se observo un mayor grosor de las paredes
corticales y una menor porosidad cortical en personas obesas [Evans, 2015]. Por su parte, Tang
y colaboradores realizaron un metanalisis con més de tres millones de participantes,
concluyendo que los adultos obesos tuvieron un riesgo significativamente menor de desarrollar
una fractura de cadera que aquellos no obesos, probablemente por el factor protector [Tang,
2013]. En conclusion, resulta muy relevante determinar los mecanismos responsables que
relacionan el incremento de la DMO en pacientes obesos; lo que permitira mejorar el
conocimiento sobre la osteoporosis y sus posibles estrategias terapéuticas.

No obstante, mediante el estudio GLOW (Global Longitudinal study of Osteoporosis in
Women) se ha demostrado que la obesidad es un factor de riesgo para fracturas de tobillo, parte
superior de la pierna y mufieca (debido a la direccién de caidas) [Compston, 2011]. En parte,
podria relacionarse con una menor resistencia 6sea en relacion a la carga al tener mayores
fuerzas de impacto en las caidas [Ishii, 2015]. Ademas, se demostré que un incremento en el
riesgo de fracturas de cadera estaria asociado a la circunferencia de la cintura; siendo pertinente
una medida mayor a 100 cm, aun existiendo un incremento de la DMO [Li, 2017].

Como vimos, la relacion entre obesidad y metabolismo 6seo incluye varios factores. La
carga mecanica debido al peso corporal ejerce efectos positivos sobre el tejido 6seo, y la
inflamacion sistémica mediada por citocinas es perjudicial para el mismo. A la vez, existen otros
aspectos a tener en cuenta para la salud 6sea como: edad, sexo bioldgico, consumo de
nutrientes (vitamina D, calcio y fosforo), sitios dseos anatdmicos y ubicacién de tejido adiposo
[Savvidis, 2018; Hou, 2020].
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. 3. 1. C. Hipertension

La hipertension arterial ha sido relacionada con una disminucion en la DMO, siendo
demostrado en varios estudios. Esto se ha observado en diferentes zonas anatomicas, siendo
las estudiadas con mayor frecuencia el cuello femoral y la columna lumbar [Tsuda, 2001; Yang,
2013; Yang, 2015; Ye; 2017]. Ademas, la hipertensiéon se asocia con un mayor riesgo de
fracturas de manera independiente de la DMO, siendo mas fuerte dicha asociacién en mujeres
que en hombres [Yang, 2013; Yang, 2015; Li; 2017]. En particular, Li y colaboradores
concluyeron que existe una mayor asociacion entre hipertension y las fracturas de caderas, que
para cualquier otro sitio 6seo [Li, 2017].

Se ha demostrado que aquellas personas hipertensas, principalmente mujeres,
presentan un metabolismo de calcio alterado, con hipercalciuria e hipocalcemia [Young, 1992;
Tsuda, 2001; Barzilay, 2017; Li, 2017]. Por esto ultimo, se activa la secrecién de la hormona
paratiroidea, lo que acelera el recambio dseo y disminuye la calidad de los huesos [Cappuccio,
2000; lli¢, 2013].

Por otra parte, la hipertension se asocia con un aumento en la actividad de la division
simpatica del sistema nervioso auténomo, lo que desencadenaria en una disminucién de la
densidad 6sea [Barzilay, 2017]. Esto se basa en la estimulacion de la actividad de los
osteoclastos y la inhibicion de la actividad de los osteoblastos, mediante la actividad adrenérgica
de los receptores 2 presentes en dichas células [Togari, 2005].

A su vez, otros estudios revelaron un mecanismo adicional relacionado a la disminucién de
la DMO a causa de la hipertension, en el que tendria relevancia la angiotensina Il. Este péptido
se encuentra ligado al aumento de la presion arterial, y podria promover la diferenciacion y
activacion de osteoclastos a través de la regulacién de la expresion de RANKL por osteoblastos
[Shimizu, 2008].

. 3. 2. Metformina y metabolismo 6seo

La MET posee efectos favorables sobre el SM como se describié previamente en la
seccion |. 2. 11. Esta droga previene parcial o totalmente algunos de los componentes de dicho
sindrome que podrian estar afectando perjudicialmente al hueso. Por lo tanto, existen evidencias
que indican que la MET actuaria mejorando la condicién dsea de forma indirecta.

Por otro lado, en nuestro laboratorio se han realizado numerosos estudios que, hasta el
momento, demuestran que esta droga posee efectos osteogénicos directos in vitro, in vivo y ex

vivo, los cuales concuerdan con un gran numero de publicaciones, y seran enumerados y
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descriptos a continuacion.

En los estudios realizados in vitro se demostrd que la MET estimula la proliferacion
osteoblastica de las lineas UMR106 y MC3T3E1 de manera dosis dependiente. Ademas, esta
droga incrementa la actividad de FAL, produccién de colageno tipo 1y la formacion de nddulos
de mineralizacion en los osteoblastos MC3T3E1; lo que marca un aumento en su diferenciacion
osteoblastica [Cortizo, 2006]. En otro ensayo, la MET previno los efectos deletéreos de los AGEs
sobre la apoptosis y diferenciacion osteoblastica, en cultivos de osteoblastos de las lineas
celulares ya mencionadas [Schurman, 2008].

Posteriormente, se estudiaron los efectos de un tratamiento oral con MET en ratas,
sobre cultivos ex vivo de MSC aisladas de la médula 6sea. Estas demostraron una mayor
predisposicion hacia el perfil osteogénico al desarrollar un incremento en la actividad de FAL,
produccion de colageno tipo 1y mineralizacidn extracelular; y un aumento en la expresién de los
marcadores Runx2 y osteocalcina [Molinuevo, 2010]. Conjuntamente, en un modelo de lesion
6sea se encontré que el tratamiento oral con MET mejoro la reparacion 6sea en comparacion
con las ratas controles y diabéticas no tratadas.

En un modelo de ratas con diabetes con déficit parcial de insulina (inducido mediante
inyeccion de nicotinamida seguida por otra de estreptozotocina), el tratamiento con MET
aumentd la relacion Runx2/PPARy en MSC aisladas de la médula 6sea. Asimismo, previno
varias alteraciones en la estructura microscopica 6sea inducida por la diabetes, como la
reduccion de: la densidad osteocitica, cantidad de hueso trabecular, actividad TRAP en la
espongiosa primaria y espesor del cartilago de crecimiento [Tolosa, 2013].

Finalmente, en otro trabajo demostramos que tres semanas de tratamiento oral con esta
droga en ratas Wistar con SM inducido por fructosa, aumento el potencial osteogénico de las
MSC de médula 6sea y mejor¢ algunos parametros histomorfométricos de huesos largos [Felice,
2017].

Sin embargo, no todos los resultados reportados para esta droga muestran un beneficio
para el tejido dseo. Jeyabalan y colaboradores no pudieron demostrar efectos de la MET sobre la
microarquitectura 6sea o la reparacion de fracturas después de ocho semanas de tratamiento en
ratas jovenes, o luego de un tratamiento de cuatro semanas en ratones ovariectomizados
[Jeyabalan, 2013]. Ademas, La Fontaine y colaboradores encontraron que seis semanas de
tratamiento con MET tuvieron un efecto adverso sobre la reparacion de fracturas femorales y sus
propiedades biomecanicas en ratas diabéticas [La Fontaine, 2016].

Sobre la base de estas consideraciones, si bien tanto nuestros estudios previos como los

de otros investigadores demuestran que la MET posee efectos positivos sobre las MSC de
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médula dsea y la microarquitectura del hueso, tanto la duracion del tratamiento con este farmaco
oral, como la alteracién metabdlica especifica del modelo de roedor utilizado en el estudio,

podrian influir en lo anteriormente mencionado.
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Capitulo Il
Hipotesis y
Objetivos



La hipétesis de este trabajo es que el SM induce una disminucion en el potencial osteogénico
de las células mesenquimaticas presentes en la médula 6sea, generando en consecuencia
alteraciones en la celularidad, microarquitectura, metabolismo y biomecanica oOsea.
Adicionalmente, que dichas alteraciones pueden ser prevenidas mediante un tratamiento oral
con MET.

Para probar esta hipétesis, se propuso utilizar un modelo de ratas con SM inducido por una dieta
rica en fructosa. Una vez establecido el SM, los animales fueron sometidos o no a un tratamiento

con MET por via oral durante tres meses.

Como objetivo general se plante6 determinar las consecuencias del SM y/o su tratamiento

con MET sobre diferentes tipos de huesos.
Los objetivos especificos del proyecto fueron investigar las acciones del SM y/o MET sobre:

1. El potencial osteogénico de las MSC presentes en la médula dsea de los animales.

2. La estructura microscopica de huesos largos, cortos y craneofaciales; en especial su
celularidad (densidad de osteoblastos, osteocitos y osteoclastos) y microarquitectura
(volumen vy area trabecular, resorcion trabecular; separacion, espesor y numero de trabéculas
oseas). Evaluado por analisis histomorfométrico estatico de huesos.

3. La formacion dsea en huesos largos y cortos, evaluando: area de mineralizacion, tasa de
aposicion mineral, tasa de formacion dsea relativa. Estudiado mediante histomorfometria
dindmica.

4. El contenido, densidad y distribucion espacial del mineral dseo trabecular y cortical de
huesos. Determinado mediante Tomografia Computada Cuantitativa periférica (pQCT).

5. Propiedades mecanicas de huesos: modulo elastico, resistencia a la flexién/compresion,
estrés maximo a ruptura. Investigado mediante ensayos de flexion a tres puntos en huesos

largos.
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Capitulo Il
Materiales y

Meéetodos



lll. 1. Estudios in vivo

Se procedié a evaluar los posibles efectos del SM inducido mediante una elevada
ingesta de fructosa sobre el metabolismo y la microarquitectura 6sea. Al mismo tiempo, se
estudio el efecto de un tratamiento oral con MET para observar si era posible prevenir los
supuestos cambios provocados por el SM. Para ello se utilizaron ratas machos Wistar de tres
meses de edad al comienzo del ensayo con un peso inicial de 300 a 330 gramos. Los animales
fueron obtenidos del biotero de la Facultad de Ciencias Veterinarias, UNLP, y trasladados al
bioterio de la Facultad de Ciencias Exactas, UNLP. Se los mantuvo en un ambiente con
temperatura controlada de 23°C, con ciclos de luz-oscuridad de 12 horas. Los ensayos se
llevaron a cabo teniendo en cuenta la Guia de Manejo y Entrenamiento de Animales de
Laboratorio publicada por la UFAW [UFAW, 2011].

Inicialmente, los animales fueron divididos de forma aleatoria en dos grupos de 18 ratas
cada uno. Uno de ellos recibié como bebida una solucién de fructosa 20% p/v (Biopack, Buenos
Aires, Argentina) ad libitum, mientras que al otro se le ofrecié agua corriente estéril ad libitum. A
su vez, ambos grupos recibieron alimento balanceado estandar (Asociacion de Cooperativas
Argentinas, Buenos Aires, Argentina). Luego de 14 dias de tratamiento, a la mitad de los
animales de cada grupo se le adiciond MET (100 mg/kg/dia) en su bebida. Asi, se conformaron 4
grupos de 9 animales cada uno, nombrandolos: Vehiculo (Veh), Metformina (M), Fructosa (F) y
Fructosa + Metformina (FM). Estas condiciones se mantuvieron hasta cumplirse los 3 meses de
tratamiento.

Cada uno de los animales recibié una inyeccion de dos fluorocromos (calceina y
demeclociclina, subcutaneas, 3 y 10 dias previos al sacrificio respectivamente) con el objetivo de
reconocer los sitios de mineralizacién activa.

Al finalizar los tratamientos, los animales fueron pesados y anestesiados con
inyecciones sucesivas de xilacina (intramuscular, 5 mg/kg peso corporal) y ketamina
(intraperitoneal, 80 mg/kg peso corporal). Bajo anestesia, se obtuvieron muestras sanguineas
provenientes de la vena cava inferior. Posteriormente, los animales fueron sacrificados mediante
dislocacion cervical.

Tibia izquierda, fémur derecho, segunda vértebra lumbar y maxilar superior izquierdo de

cada animal fueron disecados y procesados como se describen en las siguientes secciones.
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Fructosa +
Metformina (FM)

i as Y 2027 Alimento balanceado
m, m/ } Solucién de Fructosa
/ 20% plv ad libitum
Fructosa (F) Metformina 100 mg/kg/dia
Alimento balanceado

Solucién de Fructosa

20 % plv ad libitum \ Fructosa (F)

Py Alimento balanceado

Solucién de Fructosa
20 % p/v ad libitum

ml m Metformina (M)

Vehiculo (Veh) —_— % Alimento balanceado

Alimento/balanceado Agua estéril ad libitum

Agua estéril ad libitum Metformina 100 mg/kg/dia
+ Fructosa * Metformina Sacrificio aa%) Vehiculo (Veh)
} Alimento balanceado
l l l Agua estéril ad libitum
0 dias 15 dias 90 dias

Figura lll. 1. 1 - Disefio experimental utilizado para evaluar el efecto del SM inducido por una
dieta rica en fructosa, en conjunto 0 no con un tratamiento con MET, sobre el metabolismo
0seo.

lll. 1. 1. Determinacion de parametros séricos

Con el objetivo de evaluar el estado metabolico de los animales, se obtuvieron muestras
de sangre posprandial. El suero fue separado del resto de los componentes sanguineos por
centrifugacion a 3500 rpm durante 15 minutos.

Los valores de glucosa, triglicéridos (TG), creatinina, colesterol total y colesterol HDL
(HDLc) se determinaron mediante kits comerciales (WienerLab, Argentina), y la concentracion de
insulina mediante un kit ELISA especifico para ratas (Cayman Chemical, EE.UU.). La resistencia
a la insulina se calcul6 con el indice de evaluacion del modelo de homeostasis-resistencia a la
insulina (HOMA-IR), utilizando la siguiente ecuacion: ([Glucosa (mg/dL)] x [Insulina (mU/L)]/2430)
[Cacho, 2008]. Como marcador subrogante adicional de insulinorresistencia, evaluamos la
relacion TG/HDLc que puede estar relacionada con un mayor riesgo de enfermedad

cardiovascular y aterogenicidad [da Luz, 2008].
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lll. 1. 2. Protocolo de inyecciones de fluorocromos para la determinacion de superficies
6seas de mineralizacion activa

Se realiz6 la administracion de dos fluorocromos por via subcutanea. Diez dias previos
al sacrificio, los animales recibieron cloruro de demeclociclina (15mg/kg de peso corporal; Sigma,
St Louis; MO, EEUU) y en el tercer dia previo recibieron calceina (15mg/kg de peso corporal;
Sigma, St Louis; MO, EEUU) [Aguirre et al., 2009; Felice et al., 2017]. Las soluciones fueron
preparadas en solucion fisiolégica 1 hora antes de ser administradas y fueron esterilizadas por
filtracion [An, 2003].

lll. 1. 3. Estudio de parametros estructurales 6seos por Tomografia Computada
Cuantitativa Periférica (pQCT)

lll. 1. 3. A. Obtenciéon de las muestras

Posterior al sacrificio, las tibias izquierdas y las segundas vértebras lumbares fueron
disecadas y despojadas de la musculatura. Se fijaron durante 24 hs en Formalina Neutra
Tamponada (NBF, neutral buffered formalin), sumergidas posteriormente en etanol 70% y

conservadas a 4°C hasta el momento de su transporte a la Universidad de Florida.

lll. 1. 3. B. Mediciones

Estos estudios se realizaron en el Laboratorio del Dr. Aguirre en la Universidad de
Florida, EEUU, en el marco de un proyecto cooperativo. Los huesos fueron escaneados
utilizando un equipo Stratec XCT Research M (Norland Medical Systems, Fort Atkinson, WI)
equipado con el software version 6.20. Se realizaron dos medidas en las tibias izquierdas: la
primera en la metafisis proximal (25% de la longitud total del hueso) para evaluar parémetros
0seos trabeculares, y la segunda en la diafisis (50% de la longitud total) para evaluar los
parametros corticales [Aguirre, 2009]. Las segundas vértebras lumbares se escanearon a 25% y
75% de la longitud del cuerpo vertebral.

El sitio del hueso donde se realizaron las medidas fue determinado utilizando el escaneo

previo (scout scan) que realiza el equipo.

lll. 1. 3. C. Parametros evaluados

Los pardmetros medidos para la evaluacion del tejido 6seo en la metafisis de tibias y en
cuerpo vertebral fueron:

% Contenido mineral 6seo total (CMO 1), [mg/mm]
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% Densidad mineral dsea total (DMO i), [mg/cm?]
% Contenido mineral 6seo trabecular (CMO tab), [mg/mm]

% Densidad mineral 6sea trabecular (DMO tap), [mg/cm3]

Los parametros evaluados a nivel de la diafisis fueron los siguientes:
% Contenido mineral dseo cortical (CMO con), [mg/mm]

% Densidad mineral dsea cortical (DMO cor), [mg/cm3]

% Espesor de hueso cortical, [mm]

% Circunferencia del periostio, [mm]

% Circunferencia del endostio, [mm]

Metafisis_ i CMO y DMO,
proximal [ total y trabecular
A .
i CMO y DMO cortical 5% —-1——4— CMOYy DMO
Diafisis ———— Espesor cortical F ot ytr‘abect:llar'
Circunferencia del 75%

! endostio y periostio
Figuralll. 1. 3. C. 1 - Regiones analizadas por tomografia computada cuantitativa periférica

(pQCT) en tibias y segundas vértebras lumbares. CMO: contenido mineral 6seo; DMO:
densidad mineral dsea.

lll. 1. 4. Analisis histomorfométrico

lll. 1. 4. A. Obtencion y procesamiento de las muestras

Metéfisis de tibias izquigrdas y sequndas vértebras lumbares

Los huesos se deshidrataron en soluciones de concentraciones crecientes de etanol
(70%, 95% y 100%) y xileno. Las muestras fueron orientadas y se utilizaron soluciones de
composiciones variables de metilmetacrilato, dibutil (n-butil) ftalato y perdxido de benzoilo hasta
quedar inmersas en la resina solida resultante. Se realizaron cortes longitudinales con un
micrétomo rotativo Leica RM 2025 (Leica Microsystems, Wetzlar, Alemania) con cuchilla de
carburo de tungsteno para obtener muestras de 8um de espesor, las cuales se mantuvieron sin
tefiir con el fin de evaluar los parametros de histomorfometria dindmica; y muestras de 4 pm de
espesor que fueron deplastificadas con 2-metoxietil acetato para luego realizar la tincion de von
Kossa con Tetrachrome como contracolorante (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) [Aguirre, 2009].

Para evaluar solamente el modelado y remodelado 6seo en el tejido trabecular se evitan:
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las superficies de espongiosa primaria, para descartar los fendmenos de crecimiento 6seo; y la
superficie endocortical con el fin de no tener en cuenta este tipo de tejido. Se delimitd una region
de interés entre 0,5 y 4 mm desde la placa de crecimiento, y 0,25 mm de las superficies

endocorticales.

Diafisis de tibias izquierdas

Las difisis de las tibias izquierdas se deshidrataron en soluciones de concentraciones
crecientes de etanol y xileno, y fueron incrustadas sin descalcificar en TAP Clear-Lite Casting
Resin (Tap Plastics, San Leandro, CA). Las muestras se seccionaron longitudinalmente (200-350
um de espesor) con un cortador de precision Isomet de baja velocidad (Buehler, Lake Bluff, IL), y
fueron montadas en un portaobjetos Exakt Plexiglass con adhesivo Technovit Exakt mediante
vacio y luz UV utilizando una prensa adhesiva Exakt 402 (EXAKT Advanced Technologies
GmbH, Norderstedt, Alemania). Posterior a estos pasos, las muestras se rebajaron con una
amoladora Exakt 400 CS (EXAKT Advanced Technologies GmbH, Norderstedt, Alemania) para
obtener muestras de 50-100 pm de espesor. Finalmente, se colocaron los cubreobjetos

utilizando como pegamento Entellan® (Merck KGaA, Darmstadt, Alemania).

Maxilares superiores

Luego de la eutanasia, los maxilares superiores izquierdos fueron diseccionados para
estudiar la pérdida de tejido dseo alveolar en los espacios intermolares. Estos huesos fueron
fijados en NBF y posteriormente descalcificados en solucion de acido formico 5% v/v durante 30
dias, cambiando la solucién cada 3 dias. Luego de este paso, las muestras se deshidrataron por
inmersion en soluciones de concentraciones crecientes de etanol (70%, 95% y 100%) y xileno, y
finalmente fueron incluidas en parafina de bajo punto de fusion.

Se realizaron cortes de 5um en el plano mesiodistal utilizando un micré6tomo Microme
HM 325 (GMI Inc., Ramsey, MN, EE. UU.), los cuales posteriormente se tifieron con hematoxilina
y eosina (H&E). Las secciones se realizaron desde el paladar hacia la superficie vestibular. El
bloque fue orientado para visualizar las raices mesiales y distales de todos los molares como un
indicador de alineacién adecuada. Cincuenta secciones consecutivas de 10 pm se descartaron
para obtener finalmente dos secciones consecutivas mas adyacentes a la superficie vestibular

(secciones de la superficie vestibular) [Aguirre, 2012; Aguirre, 2017].
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lll. 1. 4. B. Tinciones realizadas

Hematoxilina — eosina

Estos colorantes se unen a diferentes estructuras celulares o de la matriz extracelular
que poseen carga por medio de una interaccion electroestatica. La hematoxilina es un colorante
basico que tifie a las estructuras con carga negativa al pH que se realiza la tincion (estructuras
basoéfilas) en tono violéceo. La eosina, colorante con naturaleza acida, tifie componentes que
poseen una carga positiva al pH al que realiza la tincion (estructuras acidéfilas) de color rosado.
Son ejemplos de estructuras basofilas los acidos nucleicos y de estructuras eosindfilas las
proteinas.

Los cortes descalcificados, desparafinados e hidratados fueron colocados en
hematoxilina por 3 minutos y luego fueron lavados en agua corriente. Posteriormente se
colocaron en eosina durante 30 segundos y se lavaron con agua destilada. Los preparados
tefiidos fueron deshidratados utilizando soluciones de etanol de concentracidn creciente y luego

xileno para poder ser montados con Permount® (Fischer Chemical, Fischer Scientific, EEUU).

von Kossa con Tetrachrome como contracolorante

Se utiliza para detectar el componente mineral del hueso (fosfato de calcio). Es una
tincion negativa para el osteoide y suelen usarse distintos contracolorantes (Tetrachrome en este
caso) para diferenciarlo del material mineralizado [Bancroft, 2013].

Se utilizaron cortes de hueso calcificado de 4 um de espesor previamente
deplastificados e hidratados. Los cortes fueron colocados por 15 minutos en solucion de nitrato
de plata 5% (Fischer Chemical, Fischer Scientific, EEUU) en oscuridad. Se lavaron con agua
destilada y luego se colocaron en solucion de carbonato de sodio 5% (Fischer Chemical, Fischer
Scientific, EEUU) en formaldehido:agua destilada (1:3) por 2 minutos. Luego de lavar con agua
destilada, los cortes se colocaron durante 20 segundos en reductor de Farmer, que contiene
tiosulfato de sodio 9,5% vy ferricianuro de potasio 0,5%. Los preparados se lavaron con agua
corriente por 20 minutos y finalmente se tifieron con la solucion de Tetrachrome 2,5% (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, EEUU) durante 6 minutos [Hilton, 2014]. Los cortes se deshidrataron y
fueron montados con Permount® (Fischer Chemical, Fischer Scientific, EEUU).

La reduccion del cation Ag* presente en el nitrato de plata produce un depésito negro en
donde existe componente mineral. Por lo tanto, el hueso y el cartilago mineralizado se veran
negros. El osteoide se vera de color cian, los nucleos celulares se veran azul oscuro, los

citoplasmas azul mas claro y el cartilago aparecera de color azul-violaceo.

98



lll. 1. 4. C. Evaluacion de parametros de histomorfometria estatica

Metéfisis tibial proximal y sequnda vértebra lumbar

Los cortes fueron analizados con el software Osteomeasure (Osteometrics Inc., Decatur, GA,
EEUU).
Con los cortes tefiidos de 4 um de espesor se determino:

% Volumen de hueso trabecular/volumen total (BV/TV), [%]: porcentaje del &rea total del corte
analizado que corresponde a hueso trabecular.

< Numero de trabéculas (Tb.N), [#/mm]

% Espesor de las trabéculas (Tb.Th), [um]

% Separacion entre trabéculas (Tb.S), [um]

< Numero de osteoblastos/superficie de hueso trabecular (Ob.N/BS), [#/mm]
% Numero de osteoclastos/superficie de hueso trabecular (Oc.N/BS), [#/mm]
% Superficie de osteoblastos/superficie de hueso trabecular (Ob.S/BS), [%]
< Superficie de osteoclastos/superficie de hueso trabecular (Oc.S/BS), [%]

% Superficie erosionada/superficie de hueso trabecular (ES/BS), [%]: porcentaje de la
superficie del hueso trabecular que ha sido erosionada por osteoclastos.

\ o ) \ i ‘*6...5' -
P it 40 TRt
Figura lll. 1. 4. C. 1 - Fotos de cortes de la metéfisis tibial proximal con la tincién de von
Kossa y contracoloreados con Tetrachrome. Ob: osteoblasto, Oc: osteoclasto, ES: superficie

erosionada.

lll. 1. 4. D. Evaluacion de parametros de histomorfometria dinamica

Evaluacion de hueso trabecular en la metafisis proximal de tibia y en el cuerpo de la sequnda

vértebra lumbar
Los parametros dinamicos fueron medidos con el software Osteomeasure (Osteometrics

Inc., Decatur, GA, EEUU). Se utilizaron cortes de 8 um de espesor de hueso calcificado que
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fueron observados en un microscopio (Nikon Labophot-2, Nikon Instruments Inc., Melville, NY,
EEUU) utilizando luz UV. Esto pone en evidencia las zonas de la superficie 6sea que captaron
los fluorocromos inyectados. Las longitudes de onda de excitacién y emision son,
respectivamente, 470 nmy 509 nm para la calceina (datos del fabricante del reactivo), y 458 nm
y 535 nm para el cloruro de demeclociclina [Pautke, 2010].

Este software nos permite determinar donde se encuentra una marcacién simple (sLS) o
una marcacion doble (dLS) en la superficie del hueso trabecular. Luego se ingresa el tiempo, en
dias, que hubo entre las inyecciones que dieron lugar a las marcas, y el software calcula los
siguientes parametros:

% Superficie de mineralizacién/superficie total de hueso trabecular (MS/BS), [%]: porcentaje de
la superficie del hueso trabecular donde existi6 marcacion. El algoritmo que utiliza el
software es MS/BS =dLS +1/2sLS.

K2

% Indice de aposicién mineral (MAR), [um/d]: es calculado por el programa teniendo en cuenta
el tiempo que hubo entre las inyecciones de los dos fluorocromos y la distancia media entre

ambas marcas fluorescentes.

R
%

Indice de formacion dsea/superficie de hueso (BFR/BS), [um3/um2/dia]: se obtiene realizando
el producto entre los dos parametros nombrados anteriormente.

Evaluacion de hueso cortical en la diafisis media de la tibia

Se utilizé el software Osteomeasure (Osteometrics Inc., Decatur, GA, EEUU) para
analizar las secciones de 50-100um de espesor, las cuales fueron observadas en un
microscopio (Nikon Labophot-2, Nikon Instruments Inc., Melville, NY, EEUU) utilizando luz UV.
Las longitudes de onda de excitacidn y emision fueron las mismas que en las metafisis y cuerpos
vertebrales. Los parametros estudiados tanto en el periostio como el endostio fueron:

% Superficie de mineralizacion/superficie total de hueso trabecular (MS/BS), [%].
% Indice de aposicién mineral (MAR), [um/d].

% Indice de formacién 6sea/superficie de hueso (BFR/BS), [um3/um2/dia].

lll. 1. 5. Evaluacion de resorcion dsea en el hueso maxilar superior izquierdo

La pérdida de la altura vertical del hueso alveolar (AHA) se determiné midiendo la

distancia desde una linea trazada entre las uniones cemento-esmalte (UCE) de los molares
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adyacentes hasta la cresta del hueso alveolar (CHA) entre el primer y el segundo molar (M1-M2),
y segundo y tercer molar (M2-M3) en cortes histolégicos descalcificados de la superficie palatina
y bucal coloreados con H-E, utilizando el Sistema OsteoMeasure (OsteoMetrics Inc., Atlanta, GA,
EEUU) con un aumento de 100X [Aguirre, 2012; Messer, 2020].

lll. 1. 6. Analisis biomecanico mediante ensayo de flexion en tres puntos

lll. 1. 6. A. Obtencion y procesamientos de muestras

Luego del sacrificio, los fémures derechos fueron disecados y despojados de su
musculatura. Se conservaron en glicerina a 4°C hasta el momento de su transporte a la
Universidad de Florida.

La prueba de flexion en tres puntos se realizo al 50% de la longitud total del hueso,
utilizando una maquina de prueba electromecanica (Bose® ElectroForce® 5500 Test Instrument)
con una celda de carga de 200 N de capacidad a temperatura ambiente, con una longitud de
separacion de 18 mm y una velocidad de carga de 1 mm/seg. La carga (F) y el desplazamiento
(D) fueron registrados hasta la ruptura [Alvarez Lloret, 2018].

lll. 1. 6. B. Analisis de los parametros biomecanicos

Los datos de carga y desplazamiento de cada muestra se usaron para obtener cada una
de las curvas de tensién-deformacion. Se analizo:
% Fuerza maxima soportada por el hueso antes de la ruptura (Fmax): considerada como su

maxima resistencia.

R
%

Rigidez estructural del eje en el punto de fluencia (Fy/Dy): relacién entre la deflexion elastica
maxima (desplazamiento del punto de fluencia Dy) y la carga méxima soportada
elasticamente en el punto de fluencia (Fy).

2
%

Trabajo de fractura (Eabs): cantidad de energia absorbida por el hueso mientras se
deformaba. Se determina como el &rea bajo la curva tension-deformacion.

% Momento de inercia: medida de la inercia rotacional del cuerpo. Depende de la geometria del
mismo y de la posicion del eje de giro. Se calcula como: (rex*fint?).N/4; rext €S €l radio externo

de la diafisis, rint €s el radio interno.
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% Modulo de Young o médulo elastico: se define mediante la formula E = KL3/(48l), donde K
es larigidez, L es la longitud de separacion entre los apoyos, € | es el momento de inercia.

Este mddulo caracteriza el comportamiento del hueso mientras se deforma.
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lll. 2. Estudios ex vivo

lll. 2. 1. Obtencion e incubacion de células estromales mesenquimaticas (MSC) de rata

Las MSC fueron obtenidas del canal medular de ambos humeros. Posteriormente al
sacrificio, estos huesos fueron disecados y despojados de los tejidos blandos. Se seccionaron
las epifisis y se inyectd medio de cultivo esencial modificado por Dulbecco (DMEM, Dulbecco’s
modified essential medium, Invitrogen, Buenos Aires, Argentina) a través del canal medular en
condiciones de esterilidad [Tropel, 2004].

La suspension obtenida fue incubada en frascos de cultivo de 25 cm2 con el mismo
medio de cultivo suplementado con suero fetal bovino (SFB) 10% (Natocor, Cérdoba, Argentina),
penicilina (100 Ul/ml) y estreptomicina (100 pg/ml). Los cultivos se mantuvieron a 37°C en
atmosfera humidificada conteniendo 5% de CO2y 95% de aire. Luego de 24hs de incubacion, se
procedié a cambiar el medio de cultivo por lo que se descartaron las células que no se adhirieron
al plastico [Molinuevo, 2010]. Dicho medio se cambid entre dos y tres veces por semana.

Cuando las células alcanzaron confluencia (luego de aproximadamente 10 dias), la
monocapa celular fue despegada utilizando una solucion 0,025% de tripsina (GIBCO, Invitrogen,
Buenos Aires, Argentina) en PBS - EDTA 1TmM. Las células se resuspendieron en DMEM con
suero fetal bovino (SFB) 10% y fueron repicadas en frascos de 75 cm2. Por ultimo, se repicaron

nuevamente, esta vez en platos de cultivo multipocillos para su posterior anélisis.

lll. 2. 2. Diferenciacion osteoblastica de MSC

Las MSC se repicaron a una densidad de 5x104 células/pocillo en platos de 24 pocillos
conteniendo medio DMEM - SFB al 10% y se incubaron a 37°C con atmdsfera humidificada
conteniendo 5% de CO2 y 95% de aire. Después de que las células alcanzaran la confluencia, se
las indujo a una diferenciacién osteogénica utilizando como medio DMEM - SFB al 10%, al cual
se le adicion6 25 mg/ml de acido ascérbico y 5 mM de B-glicerol-fosfato de sodio durante 15
dias. El medio de cultivo se cambié entre dos y tres veces por semana [Molinuevo, 2010]. Estos
compuestos agregados al medio inducen la expresion fenotipica osteoblastica. El acido
ascorbico es necesario para la acumulacion de coldgeno en la matriz extracelular y para inducir
la actividad de la FAL. El B-glicerol-fosfato acentua notablemente los efectos producidos por el
acido ascérbico actuando de forma sinérgica. A la vez, es necesario para la mineralizacion
extracelular, relacionandose su catabolismo con la liberacion de fosfato inorganico.

Antes de iniciar la diferenciacion osteoblastica, y luego de 15 dias de la misma, se midi6
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la actividad especifica de FAL, la produccion de coladgeno tipo 1, y la acumulacién de depdsitos

extracelulares de calcio.

lll. 2. 3. Determinacion de parametros de diferenciacion osteoblastica

Actividad especifica de Fosfatasa Alcalina (FAL)

Para la obtencion del extracto celular sobre el cual se realizo el analisis, se lavd la
monocapa con PBS y se lis6 la misma con 200 pl de Tritén X-100 0,1%. Se utilizé una alicuota
de 50 pl para medir la concentracion de proteinas por el método de Bradford [Bradford, 1976].
Los 150 pl restantes se usaron para evaluar la actividad de esta enzima.

La fosfatasa alcalina se determind por un método colorimétrico cinético en el cual se
evalla la produccion de p-nitrofenol (p-NP) a partir de la hidrdlisis del sustrato p-nitrofenilfosfato (p-
NPP). La reaccion se lleva a cabo a 37°C, pH = 10,4 y durante un tiempo que dependera de la
coloracién que toma la solucion. El p-NP es un compuesto coloreado por lo que se registra su
produccion espectrofotométricamente a 405 nm [Cortizo, 1995].

Los resultados calculados como nmoles de p-NP/mg de proteina/minuto se expresaron

como porcentaje (%) del control antes de la diferenciacidn osteogénica (tiempo a 0 dias).

Produccion de colageno tipo |

Las células cultivadas en los pocillos fueron fijadas con solucioén de Bouin (compuesta
por acido picrico, formaldehido y acido acético glacial en proporcion 15:5:1) durante 1 hora.
Luego se realiz6 un lavado con HCI 0,1 N y se tifid con solucién del colorante Sirius Red por 1
hora. El colorante retenido en las fibras de colageno se extrajo en 1mL de NaOH 0,1N y se
midid la absorbancia a 550nm [Tullberg-Reinert & Jundt, 1999].

Los resultados calculados como g de coladgeno/pocillo se expresaron como porcentaje

(%) del control a 0 dias.

Produccion de nodulos de mineralizacion extracelulares

Anteriormente a la diferenciacion osteogénica y luego de 15 dias de la misma, se evalud
la produccion de nddulos de mineralizacion mediante un método colorimétrico [Ueno, 2001]. Las
monocapas celulares fueron fijadas con formalina y se tifieron con Rojo de Alizarina. El colorante
adherido a los depdsitos de calcio se extrajo con 1 mL de solucion de NaOH 0,1 N y se evalud la
absorbancia a 548 nm. Los resultados se expresaron como porcentaje (%) del control antes de la

diferenciacion osteogeénica.
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lll. 2. 4. Determinacion de niveles de expresion de marcadores osteogénicos,
adipogénicos y pro-resortivos mediante la reaccion en cadena de la polimerasa con
transcriptasa reversa (RT-PCR)

Para los estudios de RT-PCR se aislo el ARN total de las células MSC cultivadas sobre
placas de 6 pocillos con y sin diferenciacion osteogénica mediante el método del reactivo
TRIZOL (Invitrogen, Argentina), segun indicaciones del fabricante.

Se analizé la expresion de marcadores osteogénicos (Runx2, FAL, osteocalcina (OC),
osteoprotegerina (OPG)), adipogénicos (PPARY) y pro-resortivos (RANKL) mediante la técnica
semicuantitativa RT-PCR utilizando Moloney Murine Leukemia Virus Reverse Transcriptase,
MMLV-RT (PB-L Productos Bio-Ldgicos, Argentina), oligo dT (Biodinamics) y ADN polimerasa
termoestable (Taq pegasus; PB-L Productos Bio-Logicos, Argentina). El oligo dT funciona como
cebador de la reaccion para retrotranscribir ARN mensajero (ARNm) y asi obtener ADN
codificante. Para esta técnica se prosiguié segun el protocolo indicado por el fabricante. Los
primers especificos para los marcadores se disefiaron a partir de datos de secuencia del NCBI
(National Center for Biotechnology Information), utilizando el software CLC Genomics Workbench
(QIAGEN). La temperatura de alineamiento (Ta) para cada par de primers se calculé usando el
software disponible en www.appliedbiosystems.com. Luego los productos de la RT-PCR fueron
sembrados en un gel de agarosa al 2% p/v en buffer TAE (0.5% p/v Tris (Sigma-Aldrich, Bs. As.,
Arg.), 0.1% vl/v acido acético glacial y 0.001 M de EDTA, pH 8) con Gel-Red (Sigma-Aldrich, Bs.
As., Arg.) como colorante de visualizacion. El gel se corri6 a 150V durante 20 minutos y la
cuantificacion de la intensidad de las bandas se realizo utilizando la herramienta de analisis de
geles del programa MBF ImagelJ.

Los resultados se expresaron como intensidad relativa y representan el cociente entre la
intensidad de sefial de la banda especifica de cada marcador evaluado y la intensidad de sefal

de B-actina como proteina constitutiva (housekeeping) [Lino, 2019].

lll. 2. 5. Analisis estadistico

Los resultados se expresaron como la media * error estandar de la media (SEM). Las
diferencias entre los grupos se evaluaron mediante un analisis de varianza unidireccional
(ANOVA) seguido de la prueba posterior de Tukey utilizando el software InStat Graph Pad 3.0
(Graph Pad Software, San Diego, CA, EE. UU.). Las diferencias se consideraron significativas

cuando p<0,05 para todos los analisis estadisticos.
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Capitulo IV

Resultados



IV.1. Peso corporal y evaluacién bioquimica de los grupos experimentales

La evaluacion de los pesos corporales mostrd sélo diferencias significativas entre los
grupos Vehiculo (Veh) (387,78 £ 11,03 g) y Fructosa (F) (442,50 £ 15,78 g). En tanto que el
grupo Metformina (M) tuvo un peso promedio de 412,00 £ 11,33 g y el de Metformina + Fructosa
(FM) de 398,89 + 13,17. Ninguno de estos grupos mostr¢ diferencias significativas respecto del
grupo de ratas control (Veh). Asi, pudimos observar que el tratamiento con MET previno el
aumento de peso provocado por tres meses de SM inducido por fructosa.

La Tabla IV. 1. 1 resume los resultados obtenidos al evaluar los perfiles bioquimicos

postprandiales de los distintos grupos experimentales.

Tabla IV. 1. 1 - Perfiles de sueros posprandiales luego de 12 semanas de tratamientos con

fructosa y/o metformina.

Veh M F FM
Glucosa 2144463 242.3 +10.9% 314.8436.0" 244.0 +12.3%
[mg/dL]
3L 1.94 £0.35 2.32+0.52 3.87 £ 040 3.55 £ 0.61
[ng/ml]
HOMA-IR 4.18+0.70 5.66 £ 1.15# 12.32 £ 1.617 8.77+1.56
Colesterol
HDL 94.3+2.8 49.0+2.7 55.9+24 60.9+ 2.6
[mg/dL]
Colesterol
total 217.8+7.4 200.0+8.3 232.5+£16.0 226.7 4.1
[mg/dL]
Trigicenidos 79494 199 743£86%  1886+346" 1134 £ 15.8
[mg/dL]
Relacion " "
TG/HDLc 0.35£0.07 0.4310.07 0.78+0.10 0.500.07
el 0.74 £0.02 0.82:+0.02 0.79:40.02 0.76+0.02
[mg/dL]
Veh: grupo vehiculo; F: grupo de ratas que recibieron 20% de fructosa en agua de bebida; M: grupo de
metformina oral; FM: grupo de ratas que recibieron fructosa mas metformina. HOMA-IR: homeostatic model
assessment of insulin resistance; TG: triglicéridos; HDLc: colesterol HDL. Diferencias: ™ p<0,01, *"p<0,001 vs.
Veh; #p<0,05, #p<0,05, #p<0,01 vs. F. Resultados expresados como la media + SEM.
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Los valores de glucemia mostraron un aumento en el grupo al cual se le administrd una
dieta rica en fructosa con respecto al grupo Veh. En los valores de los animales co-tratados con
fructosa y MET se observa una normalizacion de la glucosa en sangre debido al tratamiento de
prevencion con este farmaco, no encontrdndose diferencias con Veh. En el grupo M tampoco se
vieron diferencias significativas respecto de Veh, lo que concuerda con la accidn
normoglucémica del mencionado farmaco.

De manera similar, los valores correspondientes a la insulinemia y al indice HOMA-IR
expresan un incremento en las ratas del grupo F versus Veh, indicando hiperinsulinemia y
resistencia a la insulina en estos animales. Ademas, la MET previno estas alteraciones al no
encontrarse diferencias entre los grupos FM y Veh.

Los niveles de triglicéridos plasmaticos también registraron un incremento en el grupo F
en relacion a Veh. MET no modificd este parametro al ser administrada sola, pero en las ratas
tratadas con esta droga en conjunto con fructosa se vio una disminucion con respecto al grupo F,
aunque no teniendo un valor significativo; y a su vez, no se encontraron diferencias significativas
comparado con los valores del grupo Veh.

El colesterol total y colesterol HDL en sangre no resultaron modificados por los
diferentes tratamientos, por lo que no existieron diferencias entre los grupos estudiados. Pero si
la relacion TG/colesterol HDL fue mayor en el grupo al que se le indujo el SM (grupo F) en
relacion al vehiculo, lo que es prevenido en las ratas co-tratadas con dicho azucar y MET. Por lo
tanto, la dieta rica en fructosa induce alteraciones en el metabolismo hidrocarbonado y lipidico
compatibles con el desarrollo de un SM inducido de manera experimental, y estos cambios son

prevenidos de forma parcial por un tratamiento oral con MET.

IV. 2. Andlisis de la longitud de huesos

Se midieron las longitudes de las tibias izquierdas y los cuerpos de las segundas
vértebras lumbares. Para el caso de los huesos largos no se observaron diferencias entre los
distintos grupos experimentales, siendo: 39,33 + 0,33 mm para el grupo Veh, 39,85 £+ 0,32 mm
para el grupo F, 40,46 + 0,33 mm para el grupo My 39,80 % 0,39 mm para el grupo FM.

Tampoco se observaron diferencias en las mediciones de los cuerpos vertebrales,
obteniéndose longitudes de 6,66 £ 0,13 mm para el grupo Veh, 6,69 = 0,13 mm para el grupo F,
6,61+ 0,12 mm para el grupo My 6,83 £ 0,13 mm para el grupo FM.
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IV. 3. Andlisis estructural por tomografia computada cuantitativa periférica (pQCT)

IV. 3. 1. Estudio del tejido 6seo trabecular

El SM experimental de las ratas tratadas con fructosa (grupo F) no indujo cambios en los
parametros estudiados mediante pQCT en la metéfisis proximal de tibia en comparacion con las
ratas vehiculos (grupo Veh).

Por el contrario, MET disminuy6 significativamente el CMO y la DMO trabecular, y el

CMO total en las ratas M con respecto a Veh, y en los animales del grupo FM en comparacién
con aquellos del grupo F (Figura IV. 3. 1. 1).

A CMO trabecular B DMO trabecular
0,80 250
0,60 1 200 A
e * %% * kK - 150 4 ok -
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Figura IV. 3. 1. 1 - Analisis de tomografia computarizada cuantitativa periférica (pQCT) de la
metafisis tibial proximal.

Veh: grupo de vehiculos; F: grupo de ratas que reciben un 20% de fructosa en el agua de bebida; M:
grupo de metformina oral; FM: grupo de ratas que reciben fructosa mas metformina. Analisis de los
parametros del hueso trabecular que incluyen: (A) contenido mineral del hueso trabecular (CMO
trabecular), (B) densidad mineral del hueso trabecular (DMO trabecular), (C) CMO total; (D) DMO
total. Los resultados se expresan como la media £ SEM. Diferencias: * p <0,05, ** p <0,01, ** p
<0,001 vs. Veh; # p <0,05, ## p <0,01, ### p <0,001 vs. F.

mg/cm
Y
mg/cm?

Veh M F FM

A su vez, las medidas realizadas en las segundas vértebras lumbares (Tabla IV. 3. 1. 1)

no arrojaron diferencias entre grupos, tanto a 25% como a 75% del cuerpo vertebral.
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Veh M F FM
CMO Total
o 4.76 +/- 0.37 4.49 +/-0.18 5.05 +/- 0.24 442 +/-0.23
[mg/cm]
DMO Total
o 701 +/- 21 690 +/- 16 716 +/- 15 685 +/- 17
[mg/cm3]
CMO Trabecular
! 1.05 +/- 0.09 1.05 +/- 0.05 1.14 +/- 0.06 1.10 +/- 0.08
[mg/cm]
DMO Trabecul
raeelial 5454123 529 +- 17 539 +- 16 557 +- 30
[mg/cm3]
Veh: grupo de vehiculos; F: grupo de ratas que reciben un 20% de fructosa en el agua de bebida; M:
grupo de metformina oral; FM: grupo de ratas que reciben fructosa mas metformina. CMO: contenido
mineral 6seo; DMO: densidad mineral dsea. Los resultados se expresan como la media + SEM.

IV. 3. 2. Estudio del tejido 6seo cortical

Como se observa en la Tabla IV. 3. 2. 1, en el escaneo de hueso cortical, realizado en la
diafisis de tibias, no se encontraron diferencias entre las ratas a las que se le indujo el SM y las
del grupo Veh en todos los parametros estudiados. A su vez, MET disminuy6 significativamente
el espesor cortical comparando los animales del grupo M con los Veh, y el CMO cortical y el

espesor cortical en las ratas cotratadas con fructosa y MET (grupo FM) en relacién con las

tratadas solamente con fructosa (grupo F).

70



Tabla IV. 3. 2. 1 - Analisis estructural por pQCT a nivel de la diafisis de tibia.

Veh M F FM
CMO cortical
8.69 +/- 0.95 8.01 +/- 0.59 899 +-0.37  8.04 +/- 0.53*
[mg/cm]
DMO cortical
1346 +/- 15 1337 +/- 14 1344 +/- 11 1342 +/- 16
[mg/cm3]
Espesor cortical
] 0.87 +/- 0.04 0.82 +/- 0.05" 0.88+/-0.02  0.83 +/- 0.02#
mm

Circunsferencia
10.40 +/- 0.72 10.03 +/- 0.39 10.38 +/-0.60  9.93+/-0.55
del periostio [mm]

Circunsferencia del
5.00 +/- 0.66 4.84 +/-0.30 4.89 +/- 0.56 4.67 +/-0.48
endostio [mm]

Veh: grupo de vehiculos; F: grupo de ratas que reciben un 20% de fructosa en el agua de bebida; M:
grupo de metformina oral; FM: grupo de ratas que reciben fructosa mas metformina. CMO: contenido
mineral 6seo; DMO: densidad mineral 6sea. Diferencias: *p<0,05 vs. Veh; # p<0,05 vs. F. Los
resultados se expresan como la media £ SEM.

IV. 4. Andlisis histomorfométrico
IV. 4. 1. Histomorfometria dinamica

IV. 4. 1. 1. Estudio de parametros de histomorfometria dinamica de la metéfisis tibial
proximal

La Tabla IV. 4. 1. 1. 1 muestra la evaluacion de las marcas registradas en la metafisis
tibial proximal como resultado de la inyeccion de fluorocromos. Este analisis reveld que la
superficie activa de mineralizacion (MS/BS) y la tasa de aposicion de mineral (MAR) no
presentaron diferencias significativas en las distintas condiciones experimentales. Por lo tanto, la
tasa de formacion 6sea (BFR/BS), equivalente al producto de estos dos parametros, tampoco

registro variaciones entre los diferentes tratamientos.
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Tabla IV. 4. 1. 1. 1 - Parametros de histomorfometria dindmica en la metéfisis tibial

Veh M F FM
M[Sofls 243+-18  246+-121  215+-36  266+-21
| [mg] 208+-016  206+-012  2114-032  203+-0.14
[uﬁq';Z’rEf; q 51669 BIBT1 5054120 557479

Veh: grupo de vehiculos; F: grupo de ratas que reciben un 20% de fructosa en el agua de bebida; M:
grupo de metformina oral; FM: grupo de ratas que reciben fructosa mas metformina. MS/BS: superficie
de mineralizacion/superficie total de hueso trabecular; MAR: indice de aposicion mineral; BFR/BS: indice
de formacion dsea/superficie de hueso. Los resultados se expresan como la media + SEM.

IV. 4.1. 2. Estudio de parametros de histomorfometria dinamica del cuerpo de la
segunda vértebra lumbar

De manera similar a lo obtenido en la metafisis proximal de tibia, al analizar los cuerpos

de las segundas vértebras lumbares no se encontraron diferencias entre los grupos evaluados

para ninguno de los parametros dindmicos estudiados (Tabla IV. 4. 1. 2).

M[SOZB]S 8.68 +/- 0.95 6.84 +/-1.34 6.27+-1.22  7.58 +/-0.53
[Lh,l,IrQIZ] 1.03 +/- 0.18 1.09 +/- 0.23 114 4/-026  0.89+/-0.10
[HE;Z/nEZS/d] 9.52 +/- 1.81 6.43 +/- 1.51 71.33+-2.09  6.94+/-194

Veh: grupo de vehiculos; F: grupo de ratas que reciben un 20% de fructosa en el agua de bebida; M:
grupo de metformina oral; FM: grupo de ratas que reciben fructosa mas metformina. MS/BS: superficie
de mineralizacion/superficie total de hueso trabecular; MAR: indice de aposicion mineral; BFR/BS: indice
de formacion dsealsuperficie de hueso. Los resultados se expresan como la media + SEM.
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IV. 4. 1. 3. Estudio de parametros de histomorfometria dinamica de la diafisis tibial

Como se observa en la Tabla IV. 4. 1. 3. 1, en la superficie peridstica no existieron
diferencias significativas para ninguno de los parametros dinamicos que han sido estudiados. Sin
embargo, al analizar el endostio, se observaron importantes reducciones en la superficie de
mineralizacion (MS/BS) en todos los grupos evaluados con respecto al grupo Veh. A su vez, se
demostrd una disminucion en el indice de formacion dsea para todas las ratas tratadas con MET
(grupos M y FM) y un decrecimiento en el indice de aposicion mineral solo para el grupo FM,
siempre en relacion al grupo Veh.

Tabla IV. 4. 1. 3. 1 - Parametros de histomorfometria dindmica en la diafisis de tibia

Superficie endostica Veh M F FM
Mﬁ/ﬁs 19.14/-2.8 8.6 +-1.7" 7.34-13" 10.1 +/-2.4”
MAR \
[um/dial 2.40 +/- 0.69 154 4/-052  068+-032  051+-0.13
BFR/BS . .
[um3/um2/da] 479 +-157  19.7+4-9.3 5.6 +-33 6.8 +-29
Superficie periostica Veh M F FM
Mﬁ/ﬁs 33.5+/-4.2 45.7 +/- 6.1 37.2+-35 456 +/-5.2
MAR
[um/day] 3.02 +/- 0.64 2.72 /- 0.41 2.18 +/- 0.30 1.99 +/- 0.24
BFR/BS
[um3/um2/day] 120.7 +-344 1273 +/-262  80.1+/-12.6 94.8 +/-17.9

Veh: grupo de vehiculos; F: grupo de ratas que reciben un 20% de fructosa en el agua de bebida; M:
grupo de metformina oral; FM: grupo de ratas que reciben fructosa mas metformina. MS/BS: superficie de
mineralizacion/superficie total de hueso trabecular; MAR: indice de aposicién mineral; BFR/BS: indice de
formacion dsealsuperficie de hueso. Los resultados se expresan como la media £ SEM.
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IV. 4. 2. Histomorfometria estatica

IV. 4. 2. 1. Estudios de parametros de histomorfometria estatica de la metafisis tibial
proximal

IV. 4. 2. 1. A. Parametros estructurales

Todas las ratas tratadas con MET experimentaron una reduccién del volumen 6seo
trabecular (BV/TV), rea trabecular y espesor de trabéculas (Figura IV. 4. 2. 1. A. 1, Panel A, By
C), al comparar el grupo M con respecto al Veh, y el grupo F en relaciéon al FM. No se
observaron diferencias significativas entre las ratas de los grupos Veh y F (Figura IV. 4. 2. 1. A. 1,
Panel A - E). Asimismo, no se encontraron diferencias en los parametros: separacion trabecular
y nimero de trabéculas entre todos los grupos experimentales.

En la figura IV. 4. 2. 1. A. 2 se observan las fotografias representativas de cortes
histologicos de la tibia proximal de animales de todos los grupos experimentales, con el fin de

demostrar los diferentes efectos de los tratamientos sobre la microarquitectura dsea.

B Area trabecular C  Espesor trabecular
30 2,5 100

BV/TV
* * * * * *
Z # # 20 # # 75 # #
18 15
t E 50
12 < 10
6 05 22
0 T T 0,0 T T 0
Vehn M F M Veh M F  FM

>

porcentaje

D Separacion trabecular E Numero de trabéculas
330 4
220 3
:Ex #* 2

110
1
0 , : 0
Veh M F M Veh M F  FM

Figura IV. 4. 2. 1. A. 1 - Parametros estructurales de la metafisis tibial proximal.

(A) Volumen de hueso trabecular/volumen total (BV/VT). (B) Area trabecular. (C) Espesor
trabecular. (D) Separacion trabecular. (E) Nimero de trabéculas. Los resultados se expresancomo la
media + SEM. Diferencias: * p<0.05; ** p<0.01 vs Veh; # p<0.05 vs F.
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Figura IV. 4. 2. 1. A. 2 - Efectos de diferentes tratamientos sobre la microarquitectura de la
tibia. Fotografias representativas de cortes histoldgicos de la tibia proximal de animales de todos los grupos
experimentales. Veh: grupo de vehiculos; F: grupo de ratas que reciben un 20% de fructosaen el agua de
bebida; M: grupo de metformina oral; FM: grupo de ratas que reciben fructosa mas metformina. Las tibias
se diseccionaron, se procesaron como se indica en la Seccion Ill. 1. 4. A., se tifieron con tincién de von Kossa y
Tetrachrome. Obj. (x10).

IV. 4. 2. 1. B. Parametros celulares

Como puede apreciarse en la Tabla IV. 4. 2. 1. B. 1, al cuantificar el revestimiento
trabecular de la metéfisis proximal por osteoblastos (Ob) y osteoclastos (Oc), no se encontraron
diferencias en el numero de dichas células por unidad de superficie entre los distintos grupos
experimentales. A su vez, la superficie trabecular cubierta por osteoblastos (Ob.S/BS) y por
osteoblastos (Oc.S/BS) tampoco se modificé en relacion a los diferentes tratamientos. A pesar
de estos resultados, se evidencié una mayor cantidad de superficie erosionada en los grupos
tratados con MET, sola o con fructosa, con respecto a las ratas vehiculos.

Finalmente, la densidad de osteocitos en las trabéculas sélo mostré diferencias en el
grupo en el cual fue inducido el SM experimental en comparacion al resto de los mismos (grupo
F respecto de Veh, My FM).
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Ob.S/BS

%) 13204121 1052+-079  1035+-124  11.63+-1.46
N.Ob/B.Pm
] 1751 +-160  1409+-126 14274166 1501 +-1.85
Oct;ez?s 6.07+-075  521+-054  440+-044 678 +-069
N.Oc/B.Pm
] 1444018 1244012 1.03+-008  1.47+-0.11
E?!/(I,B]S 2562+-145  3194+-114°  3124+-251 3468 +-1.07"

Veh: grupo de vehiculos; F: grupo de ratas que reciben un 20% de fructosa en el agua de bebida; M:
grupo de metformina oral; FM: grupo de ratas que reciben fructosa mas metformina. Oc.S/BS: superficie
de osteoblastos/superficie de hueso trabecular; Ob.N/B.Pm: numero de osteoblastos/superficie de hueso
trabecular; Oc.S/BS: superficie de osteoclastos/superficie de hueso trabecular; N.Oc/B.Pm: ndmero de
osteoclastos/superficie de hueso trabecular; ES/BS: superficie erosionada/superficie de hueso
trabecular. Diferencias: "p<0.01, ** p<0.05 vs. F. Los resultados se expresan como la media £ SEM.

IV. 4. 2. 2. Estudios de parametros de histomorfometria estatica del cuerpo de la
segunda vértebra lumbar

Al evaluar los parametros histomorfométricos en la segunda vértebra lumbar (volumen,
area, numero, espesor y separacion de trabéculas), las ratas provenientes de todos los grupos
estudiados mostraron resultados similares a los realizados en tibia, sin existir diferencias
significativas entre los mismos, lo que se observa en la Tabla IV. 4.2. 2. 1.
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Tabla IV. 4. 2. 2. 1 - Andlisis histomorfométrico del cuerpo de la segunda vértebra lumbarpara

evaluar parametros estéticos del hueso trabecular

Veh M F EM
B\[ﬁg]\’ 2810 +-124 3098 +-079  3374+-122 3056 +-1.24
Espesor
trabecular 7458 +-168 7930 +-155  8538+-266  82.62+-397
[um]
Separacién

trabecularfpum]  193.7 +/- 9.7 173.5 +/-6.3 168.4 +/-5.8 183.2 +/- 3.4

Numero de
trabéculas 3.76 +/- 0.13 3.91+/-0.08 3.95 +/- 0.08 3.72 +/- 0.08
[#]
Veh: grupo de vehiculos; F: grupo de ratas que reciben un 20% de fructosa en el agua de
bebida; M: grupo de metformina oral; FM: grupo de ratas que reciben fructosa mas metformina.Los
resultados se expresan como la media + SEM.

IV. 5. Estudio para la determinacion de pérdida de altura vertical del hueso alveolar
(AHA)

En el andlisis de la AHA para el espacio intermolar M1-M2 (Figura IV. 5. 1, panel A1) se
observé que el grupo co-tratado con fructosa y MET (grupo FM) present6 una mayor distancia
desde la unidn cemento-esmalte (UCE) a la cresta del hueso alveolar (CHA), lo que es
equivalente a una mayor pérdida de AHA, en comparacion con el grupo Veh. Ademas, no se
observaron diferencias entre los grupos Veh y F.

Similar a lo ocurrido en el espacio intermolar M1-M2, en M2-M3 (Figura IV. 5. 1, panel
A2) se observd que las ratas tratadas solamente con MET (grupo M) obtuvieron un incremento
significativo en la pérdida 6sea en comparacion con el grupo Veh (Figura IV. 5. 1, paneles B1'y

B2). Aqui tampoco se encontraron diferencias entre Veh y F.
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Figura IV. 5. 1 - Cuantificaciéon de la pérdida 6sea alveolar maxilar. Veh: grupo de
vehiculos; F: grupo de ratas que reciben un 20% de fructosa en el agua de bebida; M: grupode
metformina oral; FM: grupo de ratas que reciben fructosa mas metformina. (A1) Grado de pérdida de
AHA en el espacio interdental entre los primeros y segundos molares (M1-M2). (A2) Grado de
pérdida de AHA en el espacio interdental entre segundos y terceros molares (M2-M3). Los resultados
se expresan como la media + SEM. Diferencias: * p <0,05 vs. Veh. (B1-B2) Iméagenes
representativas que demuestran la distancia desde la union cemento- esmalte (UCE) a la cresta
del hueso alveolar (CHA) en el espacio interdental M2-M3 en los grupos vehiculo (Veh) y
metformina (M). Obyj. (x10).

IV. 6. Analisis biomecanico mediante ensayo de flexién en tres puntos

Los fémures derechos fueron sometidos a una prueba de flexién en tres puntos para
observar las propiedades biomecanicas observandose una reduccion significativa en el
parametro de trabajo de fractura en las ratas que fueron tratadas solamente con MET (grupo M)
en relacion al grupo Veh. No se observaron diferencias en el resto de los parametros estudiados
entre todos grupos (Tabla IV. 6. 1).
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Veh M F FM

FuerzamaximalN] 1010, 08 1516487  16364-114 1422 +-84

RigidezNMM] 3938 41464 302741177 4367+-374 3091 +-124
Estrés final
/] 2489+-201  2568+-197 2384 +4-269 2203 +- 162
Médulo de Young
N/mm] 7474066  804+-098  689+-058  652+-0.94
TrabaJFNd;':;a]Ct”ra 8100+-724  57.21+-298"  60.14+-391 7829 +-478

Momento de inercia

[mme] 5.12 +/- 0.33 4.47 +/-0.17 4.95 +/- 0.26 4.64 +/-0.24

Veh: grupo de vehiculos; F: grupo de ratas que reciben un 20% de fructosa en el agua de bebida;M: grupo
de metformina oral; FM: grupo de ratas que reciben fructosa mas metformina.
Diferencias: ** p<0,01 vs. Veh. Los resultados se expresan como la media + SEM.

IV. 7. Evaluacion del potencial osteogénico en MSC

IV. 7. 1. Evaluacion de actividad especifica de FAL, produccion de colageno tipo 1y
acumulacién de mineral extracelular

Para evaluar los efectos deletéreos del Sindrome Metabdlico experimental sobre la
diferenciacion osteogénica in vitro de las MSC y su posible prevencion debido al tratamiento con
metformina oral, estas células fueron aisladas de los canales medulares de ambos himeros de
las ratas, luego de su sacrificio (Seccién lll. 2. 1.).

Después de 15 dias de induccion osteogénica, las MSC derivadas de ratas tratadas con
F mostraron una disminucion significativa en la actividad de FAL, secrecion de colageno tipo 1y
mineralizacion extracelular, en comparacion con las MSC del grupo Veh. Todos estos efectos
anti-osteogénicos ex vivo de la fructosa fueron completamente prevenidos por el co-tratamiento
con metformina (grupo FM). Por otro lado, las MSC derivadas de animales tratados s6lo con
metformina (grupo M, comparado con Veh) mostraron una reduccion significativa en FAL y

colageno tipo 1, y un incremento significativo en su mineralizacion (Figura IV. 7. 1. 1)
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Figura IV. 7. 1. 1 - Efecto ex vivo de todos los tratamientos orales con animales sobre el
potencial de diferenciaciéon osteogénico de MSC. Veh: grupo de vehiculos; F: grupo de ratas que
reciben un 20% de fructosa en el agua de bebida; M: grupo de metformina oral; FM: grupo de ratasque
reciben fructosa mas metformina. Se obtuvieron las MSC de ambos himeros de animales pertenecientes
a todos los grupos experimentales, se cultivaron en un medio osteogénico durante15 dias y se evaluaron
para: (A) actividad de fosfatasa alcalina (FAL), (B) produccién de colagenotipo 1 y (C) formacion de
nddulos extracelulares de mineralizacion. Diferencias; * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001 vs. Veh; # p<0,05; ##

p<0,01, ### p<0,001 frente a F. Los resultados se expresan como porcentaje de Veh a los 0 dias de
diferenciacion osteogénica y se dan como la media + SEM.

IV. 7. 2. Evaluacion de niveles de expresion génica de marcadores osteogénicos, anti-
osteogénicos y pro-resortivos

Se estudiaron las expresiones génicas relativas, luego de 15 dias de induccion
osteogeénica, de: fosfatasa alcalina (FAL), osteocalcina (OC), osteoprotegerina (OPG), ligando
del receptor activador del factor nuclear kB (RANKL), receptor gamma activado por proliferador

de peroxisoma (PPAR-y), y factor de transcripcién Runx2; los cuales fueron normalizados
utilizando B-actina como gen housekeeping.
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Tabla IV. 7. 2. 1 - Expresiones génicas relativas de diferentes marcadores normalizados conun

gen housekeeping (B-actina).

FAL oC OPG RANKL PPAR-y Runx2
Veh 0.92 +/- 0.03 126 +- 012  1.31+/-0.09 0.73 +/- 0.03 0.50 +/- 0.03 0.32 +/- 0.05
M 0.95 +/- 0.03 1.15+-0.16  1.51 +/-0.17 0.64 +/- 0.09 0.74 +/- 0.09 0.48 +/- 0.09

F 0.88+-0.04  1.13+-0.09 0.92+-0.10(*$) 1.18+-0.09(*)  0.62 +-0.05 0.48 +/- 0.09

FM 0.97 4/-0.05  1.01+-0.16 0.90 +-0.05 (*$) 0.79 +-0.02 (##) 0.56 +/- 0.07 0.50 +/- 0.05

Veh: grupo de vehiculos; F: grupo de ratas que reciben un 20% de fructosa en el agua de bebida; M: grupo de
metformina oral; FM: grupo de ratas que reciben fructosa mas metformina. Diferencias: * p<0,05, ** p<0,01 vs.
Veh; ## p<0,01 vs. F; $ p<0,05 vs M. Los resultados se expresan como la media + SEM.

Como se observa en la Tabla IV. 7. 2. 1, no se obtuvieron diferencias en la expresion de
Runx2 y PPARYy entre todos los grupos experimentales. Por lo tanto, los diferentes tratamientos
realizados sobre los animales no modificaron el balance osteogénico/adipogénico a nivel de la
expresion génica en nuestro estudio ex vivo.

En adicién, las ratas con SM experimental (grupo F) demostraron un mayor perfil pro-
resortivo, ya que se obtuvo un incremento en la expresion de RANKL con respecto al grupo Veh,y
esto fue prevenido en el tratamiento con MET (grupo FM). A su vez, vemos una concordancia para
la expresion génica de OPG en los animales tratados solamente con fructosa (grupo F), ya que
este nivel es mayor con respecto al grupo Veh. Sin embargo, en este caso la MET no previno
el efecto de este azucar (grupo FM).

No se observaron diferencias en las expresiones relativas de FAL y OC entre todos los

grupos estudiados.
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Capitulo V

Discusion



Sindrome metabdlico y fructosa

Un aumento en la prevalencia de la obesidad se ha relacionado con una mayor
incidencia de Diabetes mellitus tipo 2 e intolerancia a la glucosa, que a su vez esta fuertemente
asociada con el SM [Kolovou, 2007]. La incidencia de dicho sindrome esta incrementando a nivel
mundial, junto con un aumento del estilo de vida sedentario [Yamaoka, 2012]. En las ultimas
décadas, la ingesta de fructosa se ha acelerado debido a la introduccion del jarabe de maiz con
alto contenido de fructosa (JMAF) como edulcorante principal para bebidas no alcohdlicas y
alimentos procesados [Pollock, 2012]. EI consumo excesivo de este azucar se ha identificado
como un factor de riesgo importante para el desarrollo del SM [Yang, 2018], y por ende para
condiciones cronicas como Diabetes mellitus tipo 2 y enfermedad cardiovascular [Miranda,
2005a].

La fructosa induce una menor secrecion de insulina que la glucosa, debido a que no
estimula a las células beta pancreaticas. Asimismo, bajo esta condicion, la leptina tendra una
concentracion disminuida ya que su liberacion depende de la accion de la insulina. Como
resultado, se tendra una menor reduccion del apetito, pudiendo inducir un aumento del peso
corporal y/u obesidad [Basciano, 2005; Steinert, 2011; King, 2018]. Esta situacion combinada
con la alta lipogenicidad de la fructosa puede derivar en hiperinsulinemia y resistencia a la
insulina [Basciano, 2005], y a una acumulacion excesiva de triglicéridos que faciliten la formacion
de radicales libres de oxigeno y dafios oxidativos en el tejido adiposo [Furukawa, 2004]

Por otra parte, se sabe que una dieta rica en fructosa causa inflamacion. En conjunto
con la hiperglucemia, se producen AGEs a través de reacciones no enzimaticas entre los
azlcares y proteinas o lipidos. Esto es frecuente en el colageno y la elastina, contribuyendo con
la aterosclerosis. Ademas, los AGEs potencian la inflamacién y el estrés oxidativo, que se
relacionan también con la resistencia a la insulina y, a su vez, permiten la progresion del SM
[Dekker, 2010; King, 2018].

En base a estas cuestiones se han desarrollado modelos experimentales de SM
inducido. Los animales utilizados son sometidos a dietas ricas en hidratos de carbono, grasas o
una combinacion de ambos. Dichos modelos experimentales son capaces de mimetizar varias
anormalidades metabdlicas y fisiopatoldgicas del SM en humanos, tales como: intolerancia a la
glucosa, dislipidemia, resistencia a la insulina y aumento de la presion arterial [Thorbun, 1989;
Thresher, 2000; Oron-Herman, 2008; Maiztegui, 2009; Felice, 2014; Mamikutty, 2014; Dupas,
2017; Felice, 2017; Wong, 2018; Korkmaz, 2019].
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En el presente trabajo de Tesis utilizamos un modelo experimental de SM inducido por
fructosa previamente caracterizado en nuestro laboratorio, asi como por otros investigadores.
Luego de evaluar los parametros bioquimicos en el grupo tratado sélo con fructosa, se
observaron alteraciones metabdlicas muy similares a las del SM en humanos. Nuestro modelo
se asocié con aumento del peso corporal, hiperglucemia posprandial, hipertrigliceridemia,
hiperinsulinemia, una relacion de TG/HDLc elevada, y un mayor valor de HOMA-IR, lo que

sugiere que la fructosa oral indujo resistencia a la insulina y SM.

SM y sus posibles efectos sobre el tejido 6seo

Varios estudios clinicos han evaluado las consecuencias del SM en el tejido dseo; sin
embargo, los resultados informados no son del todo claros. En estos trabajos se han estudiado
los efectos del SM sobre la DMO y la predisposicién a fracturas. En varios estudios se ha
encontrado que los pacientes con SM tienen una disminucion de DMO y un incremento en la
incidencia de fracturas osteoporéticas, con un efecto mas pronunciado a medida que aumenta el
numero de componentes del SM [von Muhlen, 2007; Hwang, 2010; Kim, 2010]. Sin embargo,
otros estudios no han encontrado asociacion directa entre el SM y la DMO [Sun, 2014; Chin,
2020], o incluso han descripto una asociacion positiva [Muka, 2015].

Un paciente con SM puede presentar diferentes combinaciones de los componentes de
este sindrome, y ello sumado a que existen diferentes criterios diagndsticos propuestos por
distintas sociedades de expertos, hace que los sujetos con SM conformen un grupo con una
heterogeneidad considerable. También existe una pluralidad por fuera de estos componentes
que suele estar presente al momento de realizar algunas evaluaciones, como caracteristicas
propias de la poblacion en estudio (sexo, indice de masa corporal, rango etario, etc.) y sus
habitos personales (consumo de medicamentos, tabaquismo, sedentarismo, etc.). Estos datos
no son ajustados en todos los trabajos, por lo que se observa una diversidad de disefios que
complica trazar un paralelismo entre ellos. Otro punto de debate es si los efectos del SM sobre el
tejido O6seo deberian realizarse considerando a este sindrome como un todo, o si deberian
evaluarse los efectos 6seos de cada uno de sus componentes en forma individual [Sun, 2014].

En este trabajo de Tesis, utilizamos un modelo bien caracterizado de SM inducido por
una dieta rica en fructosa, a fin de evaluar su efecto sobre el metabolismo y la arquitectura dsea.
Se estudio tanto el tejido 6seo trabecular como el cortical de huesos representativos del
esqueleto axial y apendicular, con el fin de abarcar la mayor parte posible de estos supuestos

cambios. Dado que en nuestros experimentos anteriores no pudimos demostrar alteraciones en
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el hueso trabecular y cortical después de 3 a 5 semanas de una dieta rica en fructosa [Felice,
2014; Felice, 2017] (aunque si una menor capacidad osteogénica de las células
mesenquimaticas presentes en la médula dsea), planteamos la hipétesis de que una exposicion
més prolongada a dicha dieta podria inducir diferencias significativas.

Primeramente, decidimos evaluar el tejido 6seo trabecular ya que posee una alta tasa de
recambio [Clarke, 2008] y es donde se deberian observar los mayores efectos. Asimismo, si bien
la tasa de recambio 6seo es mucho mas baja en el tejido 6seo cortical, se propuso también
evaluar el efecto del SM en el mismo con el propésito de observar el comportamiento en ambos
tipos de tejido 6seo.

El hueso trabecular fue evaluado a nivel de la metéfisis proximal de tibia y del cuerpo de
la segunda vértebra lumbar debido a que son regiones con alto contenido de trabéculas,
permitiendo un analisis correcto y preciso. EI CMO y DMO del hueso trabecular para estas dos
regiones 6seas de las ratas con SM, no mostraron diferencias con respecto al grupo control
(Veh) al ser evaluados por tomografia computada periférica cuantitativa (pQCT). Similarmente,
en estudios publicados por otros autores tampoco se observaron diferencias por pQCT en tibia y
fémur después de una dieta alta en fructosa de 15 semanas [Tzansi, 2008]; y en cuerpo entero
luego de una dieta alta en fructosa/alta en grasas (HF/HF) de 20 semanas [Wong, 2018].

En cortes histoldgicos sin descalcificar (también de metafisis tibial proximal y cuerpo de
la segunda vértebra lumbar) se evaluaron parametros estructurales: volumen de hueso
trabecular relativo (BV/TV), nimero de trabéculas (Tb.N), su espesor (Th.Tb) y la separacién
entre las mismas, no existiendo diferencias entre las ratas con SM y los animales control (Veh).
Estos resultados fueron concordantes con los obtenidos mediante el escaneo por pQCT.

Estas nulas diferencias observadas en la cantidad y densidad mineral dsea trabecular no
necesariamente se trasladan a una misma calidad del tejido 6seo. Frecuentemente se utiliza la
DMO para realizar un pronostico sobre posibles fracturas. Sin embargo, no siempre este
pronostico es acertado debido a que la DMO es un indicador de la cantidad y distribucién de
mineral 6seo, pero no siempre de su calidad. Ademas, existe evidencia que la fragilidad 6sea no
se encuentra necesariamente relacionada con una disminucion de este parametro [Vilaca, 2020].
En patologias metabdlicas como Diabetes Mellitus o SM, esto puede explicarse debido al
aumento de la formacion de AGEs. En estas situaciones, el colageno tipo 1 presente en la matriz
extracelular 6sea puede formar menos entrecruzamientos secundarios y terciarios de origen
enzimatico, debido a que sufre glicosilaciones no enzimaticas que pueden alterar la resistencia

0sea aun en ausencia de una DMO disminuida [McCarthy, 2013; Asadipooya, 2019].
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En este trabajo también se evaluaron pardmetros histomorfométricos estéticos en la
metéfisis proximal de tibia, cuantificando superficies recubiertas/niumero tanto de osteoblastos
(Ob.S/BS y N.Ob/B.Pm) como de osteoclastos (Oc.S/BS y N.Oc/B.Pm), asi como la superficie
trabecular erosionada (ES/BS). No se hallaron diferencias significativas en estos parametros
entre los animales con SM y las ratas control (Veh), similarmente a lo observado en nuestro
laboratorio para exposiciones mas cortas al SM [Felice, 2014; Felice, 2017].

Por histomorfometria dinamica del hueso trabecular se evalu6 también la superficie
mineralizada (MS/BS), la tasa de aposicion mineral (MAR) y la tasa de formacion Osea
(BFR/BS). No se observaron alteraciones inducidas por el SM experimental tanto en la metafisis
proximal de tibia como en el cuerpo de la segunda vértebra lumbar. Esto concuerda con los
pardmetros estaticos obtenidos, ya que como se menciono, no existieron diferencias en las
superficies recubiertas/nimero de osteoblastos y osteoclastos. A su vez, esto es similar a lo
reportado por otros autores en el fémur de animales con SM inducido por una dieta alta en
fructosa/alta en grasas [Wong, 2018].

En el hueso cortical se evaluaron parametros estructurales y funcionales. Primeramente,
se realizd un escaneo por pQCT de la diafisis de tibias, regidon conformada mayoritariamente por
tejido dseo cortical. No se observaron cambios inducidos por el SM en DMO, CMO ni en la
geometria diafisiaria. De igual manera, por histomorfometria dinamica no se observaron
diferencias endosticas ni peridsticas asociadas al SM.

Se evalud la biomecénica diafisaria femoral mediante un ensayo de flexion a tres puntos.
Diferencias en los parametros mecanicos se basarian principalmente en alteraciones de la
arquitectura y/o calidad del tejido cortical, predominante en esta regién del hueso. No
encontramos diferencias para ningun indice biomecanico entre animales con SM y ratas control
(Veh), lo cual es coincidente con lo hallado por pQCT e histomorfometria estatica y dinamica.
Esto indicaria que en nuestro modelo de SM, los principales determinantes de la fortaleza 6sea
son estructurales mas que de calidad del material. Aunque no lo evaluamos en forma directa,
seria esperable que en nuestro modelo de SM la acumulacion de AGEs sobre las fibras de
colageno tipo 1 del fémur no sea suficiente como para disminuir la calidad ésea y aumentar su
fragilidad, como si ocurre en el caso de Diabetes mellitus [Manolagas, 2010; McCarthy, 2013;
Asadipooya, 2019]. Otros autores tampoco han encontrado alteraciones biomecanicas 6seas
asociadas a SM [Tsanzi, 2008; Yarrow, 2016].

En esta Tesis también estudiamos el posible efecto del SM sobre huesos craneofaciales.
En cortes descalcificados del maxilar superior, evaluamos la pérdida de hueso alveolar

interradicular. No se observaron alteraciones en este parametro asociadas al SM. Si bien se ha
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descripto previamente que la incidencia y/o el desarrollo de periodontitis se correlacionan
positivamente con el numero de componentes del SM [Nibali, 2013; Lamster, 2017]; y, a su vez,
que la periodontitis provoca un aumento tanto de la inflamacidn periodontal como de la pérdida
de hueso alveolar [Li, 2015], no pudimos observarlo en nuestro modelo de SM.

En vista de nuestros resultados actuales y los de otros investigadores, pareceria que en
roedores los modelos de SM experimental inducidos por una dieta rica en fructosa no se asocian

con alteraciones Oseas estructurales y/o funcionales.

Células estromales mesenquimaticas

Los osteoclastos provienen de células vasculares progenitoras de
granulocitos/monocitos (CFU-GM); mientras que las células estromales mesenquimaticas de la
médula 6sea (MSC) son capaces de diferenciarse hacia diferentes tipos celulares como
osteoblastos, adipocitos y condrocitos. EI microambiente en el que se encuentren las MSC hara
expresar ciertos genes que las comprometeran a diferenciarse en alguno de estos tipos
celulares. Ademas, distintos factores como el uso de farmacos, tipos de dietas o condiciones
metabolicas pueden marcar tendencias en dicha diferenciacion celular [Nuttall; 2004; Kawai,
2013]. El balance de sefiales osteogénicas/adipogénicas/osteoclastogénicas en el
microambiente celular (y la duracion de los estimulos) modula la formacion y remodelado dseo, y
asi podria afectar la estructura y funcion del hueso.

En esta Tesis se realizaron cultivos ex vivo de MSC, a los que se les indujo una
diferenciacion osteogénica con el fin de cuantificar marcadores osteoblasticos como: actividad de
fosfatasa alcalina (FAL), produccién de colageno tipo 1y mineralizacion de la matriz extracelular.
Encontramos que el SM inducido por dieta rica en fructosa disminuyé el potencial osteogénico de
las MSC (versus MSC de ratas Veh), obteniéndose una menor produccioén de colédgeno tipo 1y
depositos de mineral extracelular.

Ademas, se determinaron por RT-PCR los valores de diferentes relaciones de niveles de
expresion de factores de transcripcion osteogénicos/adipogénicos/osteoclastogénicos. Para los
animales con SM, no existieron diferencias en las expresiones de FAL, osteocalcina, Runx2 y
PPARYy en comparacion al grupo control (Veh). Por otro lado, se observd una mayor expresion
relativa de RANKL y una menor expresion de osteoprotegerina en relacion con lo demostrado en
las ratas vehiculo (grupo Veh), indicando un perfil pro-resortivo y siendo concordantes con los

resultados obtenidos para cultivo celular.
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Sin embargo, esto no se reflejo en lo observado en huesos largos. Es importante tener
en cuenta que en los ensayos ex vivo se brindaron diferentes tipos de sustancias a través del
medio de cultivo con el fin de obtener un entorno favorable para la diferenciacion osteogénica de
las MSC. Por lo tanto, el ambiente en el que se encontraron estas células podria ser diferente al
que poseen en el interior del hueso, viéndose afectadas de distinta manera de acuerdo al
entorno que las rodea y a los diferentes factores que actuan dentro de este drgano.

Los resultados obtenidos con las MSC en este trabajo de Tesis, son similares a los ya
descriptos en nuestros trabajos previos. Anteriormente, el tratamiento con fructosa se realiz6
durante 3 a 5 semanas, y también indujo una disminucion del potencial osteogénico de las MSC
[Felice, 2014; Felice, 2017]. A su vez, demostramos previamente en un modelo de Diabetes con
deficiencia parcial de insulina, que las MSC de animales diabéticos poseen una menor

capacidad osteogénica [Tolosa, 2013].

Efectos de la metformina sobre el SM experimental

La metformina (MET) es una biguanida insulino-sensibilizante. Es la droga mas utilizada
para el tratamiento de Diabetes mellitus tipo 2 y se prescribe con frecuencia para pacientes con
SM y/o intolerancia a la glucosa. Actua disminuyendo los niveles de glucemia en ayunas y
posprandiales al reducir la gluconeogénesis en el higado y al mejorar la captacién de glucosa en
los tejidos periféricos [Bailey, 2017; Fujita, 2017].

En nuestro modelo de SM, el tratamiento con MET mejor¢ las alteraciones metabolicas
inducidas por la dieta rica en fructosa (grupo FM versus F). Esta droga normaliz6 los valores de
glucemia posprandial, trigliceridemia, insulinemia, relaciéon TG/HDLc e indice HOMA-IR, no
encontrandose diferencias respecto del grupo control (Veh); lo cual es coincidente con el
accionar de la misma al disminuir la gluconeogénesis y lipogénesis, y aumentar la utilizaciéon de
la glucosa circulante [Rena, 2017].

Es importante destacar que la dosis de MET utilizada (100 mg/kg de peso/dia) es mayor
que la empleada en humanos debido a las diferencias farmacodinamicas entre las especies. La
vida media plasmatica de esta droga en ratas es de sélo dos minutos, mucho menor en

comparacion con la de humanos que es de cinco horas [Choi, 2008].
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Efectos de la metformina en el tejido dseo

El unico ensayo clinico prospectivo donde se evalu6 el efecto de hipo- y normo-
glucemiantes sobre el metabolismo dseo y riesgo de fracturas, fue el Asian Diabetes Outcomes
Prevention Trial (ADOPT). En este trabajo se encontrd que, aunque la incidencia de fracturas fue
similar en pacientes asignados a cohortes de MET o sulfonilureas, el tratamiento con MET se
asocié con una disminucion significativa en los marcadores séricos de formacion y resorcion,
indicando un menor remodelado 6seo [Zinman, 2010]. Importantemente, una disminucién en el
recambio 6seo también se ha asociado con complicaciones esqueléticas de la Diabetes mellitus
[McCarthy, 2013]. Todos los demés trabajos clinicos publicados son de tipo observacional, la
mayoria de los cuales no muestran efectos de MET sobre el hueso [Vestergaard, 2005;
Solomon, 2009; American Diabetes Association, 2013; Choi, 2016], aunque otros encuentran un
menor riesgo de fractura dsea asociado con dicho tratamiento [Meier, 2008; Monami, 2008; Oh,
2020]. Sin embargo, segun una investigacion reciente este farmaco tiende a prescribirse en
pacientes con un menor riesgo global de fractura [Colhoun, 2012].

Se han publicado también diferentes estudios preclinicos que evaltian los efectos in vivo
de la MET sobre el esqueleto, aunque sus resultados son controversiales. Por un lado, 4-8
semanas de tratamiento con esta droga mejoraron la DMO y la microarquitectura esquelética en
ratones normales [Marycz, 2016] y resistentes a la insulina [Wang, 2012], asi como en ratas
adultas ovariectomizadas [Gao, 2010]. Por otro lado, tras seis semanas de tratamiento, La
Fontaine y colaboradores encontraron efectos adversos de MET sobre la reparacion de fracturas
femorales y sus propiedades biomecanicas en ratas diabéticas [La Fontaine,2016]. En otros
estudios, Jeyabalan y col. no encontraron ningun efecto de la MET sobre la arquitectura 6sea o
sobre la reparacion de fracturas, tanto en ratas jovenes tratadas 8 semanas como en ratones
ovarieoctomizados tratados durante 4 semanas [Jeyabalan, 2013]. Finalmente, en un estudio
previo realizado en nuestro laboratorio, 3 semanas de tratamiento con MET previno la pérdida de
densidad osteocitica causada por SM, pero sin inducir mayores cambios en la arquitectura dsea
[Felice, 2017].

En conjunto, estos estudios indican que los efectos 6seos de la MET podrian depender
tanto de la duracién del tratamiento con este farmaco oral, como de la alteracion metabdlica
especifica del modelo de roedor utilizado en el estudio. Por tal motivo, en este trabajo de Tesis
se propuso investigar los efectos sobre el tejido 6seo de un tratamiento con MET oral durante 3
meses (es decir, mayor que en cualquier estudio preclinico previamente publicado), en animales

cony sin SM.
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De manera sorpresiva para nosotros, encontramos que dicho tratamiento con MET
provoco alteraciones sobre la arquitectura del hueso cortical y trabecular en tibias.

En primera medida, realizamos un escaneo de la metafisis proximal tibial por pQCT
encontrando una disminucion significativa en la DMO y el CMO, en ambos grupos tratados con
MET (grupos My FM, versus Veh y F). Este hallazgo a su vez coincidié con lo observado para
varios de los parametros determinados por histomorfometria estatica en la metéfisis tibial
proximal: ambos grupos tratados con MET mostraron una reduccion del volumen 6seo (BV/TV),
area trabecular y espesor trabecular, respecto de las ratas control y aquellas tratadas con
fructosa. Sin embargo, no se observaron diferencias en el numero de trabéculas ni en su
separacion. En cuanto a los parametros estructurales, la MET provocd un aumento en la
superficie erosionada (aunque sin afectar el numero y densidad de osteoblastos y osteoclastos),
lo que correlaciona con la reduccion observada en los parametros estaticos.

Todos estos estudios fueron también realizados en el cuerpo de la segunda vértebra
lumbar, aunque no se observaron diferencias entre grupos para ningun parametro cuantificado.
Esto indicaria que esta droga afectaria a los huesos de manera diferencial segun su tipo y tasa
de recambio 6seo.

Otro andlisis efectuado en hueso trabecular fue la histomorfometria dindmica, basado en
el depdsito de calceina y demeclociclina, medido bajo iluminacién ultravioleta. Tanto en la
metéfisis tibial proximal como en cuerpo de la segunda vértebra lumbar, la capacidad de
formacion dsea no fue afectada por el tratamiento con MET, en presencia de SM o no, al
momento de las inyecciones de los fluorocromos.

Como ya fue mencionado, el hueso cortical fue estudiado en la region de la diafisis tibial.
Aqui también se realizo un andlisis por pQCT, encontrando alteraciones en las ratas tratadas con
MET (grupos My FM): se observé una reduccion en el CMO en el grupo FM con respecto al
grupo F, y un menor espesor cortical en el grupo M en relaciéon con Veh y en el FM versus F,
demostrando que el tratamiento con este farmaco también afectd a este tipo de hueso. No se
encontraron efectos de la MET sobre la formacion dsea en el periostio medido mediante
histomorfometria dindmica. Sin embargo, en la superficie del endostio se demostré una
reduccion en la superficie mineralizada en todos los grupos evaluados con respecto al grupo
Veh; como también una disminucién en el indice de formacién 6sea para todas las ratas tratadas
con MET (grupos M y FM) y un decrecimiento en MAR solo para el grupo FM, siempre en
relacion al grupo Veh.

Para completar el estudio funcional de huesos largos, se realizaron las pruebas

biomecanicas en fémur. Aqui se encontrd una reduccion significativa en el trabajo de fractura en
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las ratas tratadas solamente con MET (grupo M versus Veh), lo cual se puede asociar a una
disminucion de las propiedades mecénicas funcionales del hueso cortical.

En el maxilar superior, evaluamos el efecto del tratamiento con MET sobre la pérdida de
hueso alveolar interradicular. Los resultados obtenidos mostraron la misma tendencia observada
para huesos largos: se encontré una mayor pérdida alveolar en todas las ratas tratadas con MET
(grupos My FM, versus Veh). Si bien se ha reportado previamente que la metformina tiene
efectos beneficiosos sobre la pérdida de hueso alveolar y la periodontitis [Sun, 2022], esto podria
depender tanto de la concentracidn utilizada de la droga [Cortizo, 2006; Sun, 2022] como de la
duracion del tratamiento, mucho mas prolongado en nuestro estudio que en los reportados con
anterioridad. Ademas, la mayoria de los trabajos previos se basaron en un modelo de
periodontitis inducida, mientras que nosotros no realizamos ningun tipo de induccién de
inflamacion periodontal [Bak, 2010; Pradeep, 2013; Malta, 2020; Sun, 2022)].

A modo de resumen, se demostrd que el tratamiento de ratas con MET durante 3 meses
(en presencia o ausencia de SM) afectd negativamente varios parametros estructurales del
hueso trabecular y cortical en tibia, produjo una disminucion del trabajo de fractura en fémury
aumentd la pérdida de hueso alveolar en maxilares superiores. Sin embargo, se debe tener
precaucion al traducir nuestros hallazgos a un contexto clinico. Los resultados de varios estudios
clinicos en humanos indican que el tratamiento con esta droga probablemente no esté asociado
con un aumento en el riesgo de fracturas 6seas [Meier, 2008; Monami, 2008; Oh, 2020], lo que
sugiere que el efecto de este farmaco insulino-sensibilizante sobre el tejido 6seo podria ser

especie-especifico.

Metformina y MSC

Previamente, hemos demostrado efectos pro-osteogénicos directos in vitro de la
metformina tanto en osteoblastos como en MSC [Cortizo, 2006; Molinuevo, 2010; Tolosa, 2013].
También encontramos que el tratamiento de ratas no diabéticas con dicha droga durante dos
semanas, aumentd la reparacion del tejido 6seo [Molinuevo, 2010], lo que sugiere que la
exposicion a corto plazo podria inducir efectos positivos en el mismo. A su vez, demostramos
previamente que el tratamiento con MET durante dos semanas en ratas diabéticas con déficit
parcial de insulina, indujo en sus MSC un aumento en la expresién del factor de transcripcion
Runx2, en la produccion de colédgeno tipo 1, en la expresion de FAL y en la capacidad de

mineralizacion extracelular [Tolosa, 2013].
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La mayoria de los estudios in vitro han informado efectos proosteogénicos de MET,
promoviendo el equilibrio fenotipico de las MSC hacia la osteoblastogénesis, aumentando la
capacidad de formacion de hueso de los osteoblastos y disminuyendo el reclutamiento y la
actividad de resorcion 6sea de los osteoclastos [Gao, 2008; Lee, 2010; Mai, 2011; Marycz,
2016]. Sin embargo, también se ha reportado que esta droga podria tener un efecto perjudicial
dependiendo de la concentracion utilizada [Cortizo, 2006; Sun, 2022], que disminuye la
proliferacién de cultivos primarios de células del nucleo pulposo de discos intervertebrales
humanos [Kaya, 2020] y que aumenta la apoptosis de células estromales mesenquimaticas de
origen humano [Marycz, 2016].

En este trabajo de Tesis, encontramos que el tratamiento de ratas con MET por un lado
indujo una disminucion significativa en la actividad de FAL y en la secrecién de colageno tipo 1
de las MSC (grupo M versus Veh), aunque por otro lado previno la reduccion de la actividad
osteogénica provocada por el SM (grupo FM versus F). Ademas, el monotratamiento con MET
no indujo cambios en las expresiones de todos los marcadores estudiados por RT-PCR. Sin
embargo, esta droga previno el aumento en la expresion relativa de RANKL provocado por el SM
(grupo FM), pero no pudo hacerlo con la disminucion en la expresion de osteoprotegerina.

Comparado con nuestro estudio previo [Felice, 2017], observamos un decaimiento del
potencial osteogénico de las MSC obtenidas de animales tratados con MET. Esto podria deberse
a la diferencia en el tiempo de exposicidn a esta droga, casi cuatro veces mayor en el presente
estudio (3 meses versus 3 semanas).

Asi, en animales tratados con MET, los presentes resultados obtenidos para las MSC se
encuentran mayormente alineados con los efectos negativos que encontramos para la
arquitectura y biomecanica de huesos largos, y para la pérdida de hueso alveolar. De todas
formas, entendemos que es necesario ampliar esta investigacion para evaluar el estado de
activacion de los factores de transcripcion y las vias de sefalizacion con el fin de dilucidar
mecanismos de accién celulares especificos para la MET, que permitan explicar los efectos

0seos deletéreos a largo plazo reportados en este trabajo de Tesis.
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Capitulo VI
Conclusiones
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v La dieta rica en fructosa indujo un Sindrome Metabdlico (SM) caracterizado por aumento
de peso y alteraciones en el metabolismo de hidratos de carbono y lipidos (F versus Veh).

v Las alteraciones metabdlicas inducidas por el SM fueron prevenidas por un co-
tratamiento con metformina (FM versus F).

v No se observaron cambios inducidos por el SM en la cantidad ni en la distribucién del
mineral 6seo, evaluada por pQCT (F versus Veh).

v A través de estudios histomorfométricos estaticos y dinamicos se observo que el SM no
indujo cambios en la estructura ni la arquitectura dsea (F versus Veh).

v Las células estromales mesenquimaticas (MSC) derivadas de animales con SM
presentaron un menor potencial osteogénico (F versus Veh).

v El co-tratamiento con metformina previno total o parcialmente los efectos
antiosteogénicos del SM sobre las MSC (FM versus F). Sin embargo:

v El tratamiento so6lo con metformina provocé una disminucion en la capacidad
osteogénica de las MSC (M versus Veh).

v Todas las ratas tratadas con metformina tuvieron una mayor pérdida de hueso alveolar
maxilar, y un efecto negativo sobre varios pardmetros estructurales trabeculares y corticales de
huesos del esqueleto apendicular pero no axial (M versus Veh, FM versus F).

v El tratamiento con metformina afecté negativamente el desempefio biomecanico femoral
(M versus Veh).

El Sindrome Metabdlico inducido por fructosa no se asocio a largo plazo con cambios en el
contenido mineral, distribuciéon mineral, arquitectura y estructura 6sea en ratas machos Wistar,
aunque en el analisis ex vivo las células estromales mesenquimaticas hayan presentado una
reduccion en su potencial osteogénico. El tratamiento con metformina durante 3 meses indujo
alteraciones trabeculares y corticales en el esqueleto apendicular, asi como pérdida de hueso

alveolar maxilar, y afectd negativamente la biomecénica 6sea femoral.
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