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Resumen

Introduccion. ElI Sindrome Metabolico (SM) se define como un conjunto de anormalidades
fisioldgicas y metabdlicas que incluyen obesidad central y global, tolerancia a la glucosa alterada
con insulinorresistencia, dislipidemia e hipertension. Desde su descripcion en 1988, la incidencia
del SM ha aumentado draméticamente, y se ha reportado que se presenta en mas del 20% de la
poblacion adulta en los paises en desarrollo. La prevalencia del SM aumenta con la edad y se
asocia con alto riesgo de Diabetes mellitus y sus consecuencias cardiovasculares mas
importantes.

Desde hace un tiempo se ha reconocido que existe una asociacion entre la Diabetes mellitus y
alteraciones esqueléticas, lo cual podria llevar a un mayor riesgo de fracturas en esta condicién.
Sin embargo, se conoce menos sobre el efecto del SM (o de sus componentes individuales) en
la salud dsea. Algunos factores, como la obesidad y el sobrepeso protegerian de la excesiva
pérdida 6sea asociada con la edad. Otros, como la hiperglucemia, la hiperinsulinemia,
hipertrigliceridemia y bajos niveles de HDL, muestran resultados contradictorios en su asociacion
con la densidad mineral dsea.

Existen estudios clinicos que intentan relacionar el SM con el estado de la densidad mineral dsea
(DMO) ylo la predisposicion a fracturas. Los resultados estan lejos de ser concluyentes. En
algunos trabajos se encuentran efectos nocivos del SM sobre ciertas regiones del esqueleto,
mostrando DMO disminuida y/o mayor predisposicion a fracturas, pero otros trabajos no llegan a
las mismas conclusiones.

Existe una gran cantidad de evidencia en modelos animales y estudios en humanos,
demostrando que un alto consumo de fructosa en la dieta es un factor nutricional importante en
el desarrollo del SM. En el modelo de ratas alimentadas con dieta rica en fructosa, los animales
manifiestan las caracteristicas mas importantes del SM: se inducen hipertension,
hipertrigliceridemia, hiperinsulinemia, disminuida sensibilidad insulinica y tolerancia a la glucosa
alterada. Los productos de glicacion avanzada (AGEs) que se asocian con la hiperglucemia, son
producidos por reaccion no enzimatica de azlcares reductores con proteinas o lipidos.
Indirectamente, los AGEs desencadenan inflamacion y estrés oxidativo, lo cual también podria
contribuir tanto a la progresion del SM como de osteoporosis. En ratas alimentadas con fructosa
se ha reportado un incremento de AGEs en varios tejidos, asi como en los niveles de metiglioxal,
un intermediario del metabolismo de la fructosa y potente precursor de AGEs. Esto se asocia a
su vez con un incremento en la resistencia insulinica y los triglicéridos plasmaticos. En nuestro

laboratorio se ha demostrado previamente que los AGEs ejercen efectos deletéreos directos



sobre osteoblastos en cultivo, reduciendo su capacidad de proliferacion, diferenciacion y
mineralizacion.

La metformina es uno de los agentes mas comunmente usados en el tratamiento de estados
patoldgicos asociados a insulinorresistencia como son la Diabetes mellitus tipo 2 y el SM. Esta
droga es una biguanida que disminuye los niveles glucémicos sin afectar en forma directa la
secrecion de insulina. En nuestro grupo de trabajo se ha investigado el efecto de la metformina
sobre osteoblastos en cultivo, encontrando que induce en forma directa un incremento en su
proliferacion, diferenciacion y mineralizacién. Ademas, hemos demostrado que la administracion
oral de metformina induce efectos osteogénicos in vivo y ex vivo en animales de experimentacion

sin alteraciones metabdlicas o en un modelo de diabetes con deficiencia parcial de insulina.

Hipotesis. La induccion de Sindrome Metabdlico podria asociarse con alteraciones dseas,
consecutivas a cambios en el recambio dseo y en el metabolismo de las células dseas o de sus
progenitores, y consecuentemente, asociarse con un mayor riesgo de fracturas y/o disminuida
capacidad de regeneracién del tejido esquelético. Ademas, se postula que estas alteraciones
dseas asociadas al Sindrome Metabdlico, podrian ser prevenidas en forma parcial o total por la

administracién oral de metformina.

Objetivos. Se planted el objetivo general de investigar la posible asociacion entre el Sindrome
Metabolico y las alteraciones del tejido dseo en ratas, paro 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 hipertensién, en un modelo de ratas
alimentadas con una dieta rica en fructosa; b) investigar el efecto ex vivo del SM de este modelo
sobre el potencial osteogénico o adipogénico de células estromales mesenquimaticas (MSC); c)
investigar el efecto in vivo del SM inducido por fructosa, sobre la regeneracién del tejido dseo; y
d) evaluar la posible modulacién de las alteraciones 6seas consecutivas a un SM inducido por

fructosa, mediante una administracién oral de metformina.

Materiales y métodos. Los estudios se hicieron en ratas que recibieron solucion de fructosa al
10% ad libitum (grupo DRF) para generar el SM. Como control (grupo C), se usaron ratas que
recibieron agua corriente ad libitum. En los ensayos en los que se evaluaron los efectos de la
metformina, esta se administrd en el agua de bebida en una dosis de 100 mg/kg/dia (grupos CM
y DRFM). Se hicieron estudios de histomorfometria estatica de la metéafisis femoral proximal y

distal, estudios de histomorfometria dinamica de la metafisis femoral distal, analisis por



tomografia computada cuantitativa periférica, y se estudio la capacidad de regeneracion de una
lesion dsea parietal. Ademas, se evalud el potencial osteogénico y adipogénico de las células

estromales mesenquimaticas, y se midié la expresion de factores de transcripcion de cada linaje.

Resultados. La dieta rica en fructosa indujo un SM caracterizado por alteraciones en el
metabolismo de hidratos de carbono y lipidos. A través de estudios histomorfométricos estaticos
se observo que el SM indujo una disminucién significativa en la densidad de osteocitos y en la
actividad TRAP de la metafisis femoral. No se observaron cambios inducidos por el SM a través
de estudios de histomorfometria dindmica y de pQCT. Las MSC derivadas de animales con SM
presentaron un menor potencial osteogénico y una mayor predisposicion hacia el linaje
adipocitico, probablemente por modulacion de la relacion en la expresion de Runx2 y PPARYy. El
SM se asocidé con una disminucion de la reparacion 6sea en un modelo de lesion parietal
minima. Simultdneamente, redujo la densidad osteocitica y la actividad osteoclastica en el sitio
de lesién, sugiriendo una disminucién concertada de la formacion y remodelado 6seo. El
tratamiento oral con metformina previno la disminucién de la densidad osteocitica metafisaria
inducida por el SM, sin alterar la actividad TRAP. La metformina previno total o parcialmente los

efectos antiosteogénicos del SM sobre las MSC.

Conclusion. El Sindrome Metabdlico se asocia con alteraciones leves en la microarquitectura
metafisaria, con un menor potencial osteogénico en las células estromales mesenquimaticas y
con una importante disminucion en la regeneracion 6sea. El tratamiento oral con metformina fue

capaz de prevenir total o parcialmente la mayoria de estas alteraciones 6seas.
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1. Introduccion

l. 1. Tejido dseo

l. 1. 1. Esqueleto

El esqueleto estd formado por huesos, cartilagos, ligamentos y tendones. Los primeros
constituyen su parte mineralizada y los otros tres su parte no mineralizada [Llusa, 2006]. Tiene

diversas funciones:

e sirve de soporte estructural para el resto del cuerpo ya que a €l se unen los tejidos blandos;

e protege estructuras y 6rganos vitales internos;

¢ permite el movimiento y la locomocion al unirse a él los musculos esqueléticos;

e contribuye a mantener la homeostasis mineral y el equilibrio acido base;

e sirve como reservorio de factores de crecimiento y citoquinas;

e provee el microambiente para la hematopoyesis en los espacios donde se aloja la médula
6sea roja [Clarke, 2008; Tortora, 2011].

l. 1. 2. Estructura general de los huesos

Los huesos son o6rganos formados principalmente por tejido 6seo aunque también se
asocian a él otros tejidos: epitelios, tejido conectivo denso, cartilago, tejido nervioso y tejido
adiposo [Tortora, 2011]. Se los puede clasificar, segin su geometria, en cuatro categorias:
huesos largos como el fémur, el humero vy la tibia, huesos planos como los huesos del craneo y
la mandibula, huesos cortos como los huesos del carpo y del tarso, y huesos irrequlares como
las vértebras y el sacro [Testut, 1983; Clarke, 2008].

Anatomicamente, los huesos largos (Figura I. 1. 2. 1) pueden describirse formados por
una parte media, llamada cuerpo o diafisis, que por lo general es prismatica y triangular o
irregularmente cilindrica, y dos extremos mas voluminosos denominados epifisis. Entre la diafisis
y cada una de las epifisis existe una region dilatada con forma de cono denominada metafisis. Si
el hueso esta en crecimiento, en esta region existe una capa de cartilago hialino encargada del
crecimiento longitudinal del hueso denominada placa epifisaria o cartilago de crecimiento.
Cuando finaliza el periodo de crecimiento del esqueleto, este cartilago es reemplazado por tejido

6seo, dando lugar a la linea epifisaria.
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Figural. 1. 2. 1 — Estructura general de un
hueso largo. Adaptado de Tortora, 2011.

l. 1. 3. Tejido 6seo

1. Introduccion

Las epifisis presentan en su superficie exterior
una o varias regiones lisas que son puntos de
articulacion con otros huesos y estan recubiertas por
una fina capa de cartilago articular hialino que reduce
la friccion y absorbe parcialmente los impactos en las
articulaciones. La superficie externa del hueso esta
recubierta por una membrana denominada periostio
con excepcion de las zonas revestidas por cartilago
articular.

En el interior del hueso existen cavidades:
dentro de la diafisis encontramos un espacio
denominado cavidad medular y también existen
espacios entre las ldminas del hueso trabecular
(Seccion |. 1. 3. A). Todos ellos estan revestidos por
una membrana denominada endostio, y en ellos se

aloja la médula dsea.

El tejido 6seo es una forma especializada de tejido conectivo, siendo su caracteristica

saliente el poseer una matriz extracelular mineralizada. Es el principal componente de los huesos

y les provee dureza, resistencia y cierta elasticidad [Geneser, 2006].

I. 1. 3. A. Clasificacion del tejido dseo

El tejido 6seo puede disponerse de dos formas distintas que reciben el nombre de tejido

6seo cortical o compacto y tejido 6seo trabecular o esponjoso. El esqueleto humano esta

compuesto en un 80% por hueso cortical y en un 20% por hueso trabecular, siendo la proporcion

de ellos diferente para cada hueso o incluso para distintas regiones dentro de un mismo hueso

[Clarke, 2008].

v' Tejido 6seo cortical o compacto: es una estructura sin espacios apreciables a simple

vista. Suele encontrarse en la parte externa de los huesos, por ejemplo formando la mayor

parte de la diafisis de huesos largos, el exterior de huesos planos y la parte mas superficial
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de las epifisis de huesos largos. Microscopicamente esta formado por una serie de unidades
cilindricas con eje mayor paralelo al eje del hueso denominadas osteonas corticales o
sistemas de Havers (Figura I. 1. 3. A. 1). Cada una de ellas posee un conducto central, el
conducto de Havers, por el que transcurren vasos sanguineos y nervios. Alrededor de él se
disponen laminillas concéntricas, compuesta de matriz 6sea. Los conductos de Havers se
comunican entre si a través de conductos de Volkmann por los que también circulan vasos
sanguineos y nervios. Estos se reconocen por ser perpendiculares a las osteonas y por no
estar rodeados por laminillas concéntricas.

En las laminillas existen espacios denominados lagunas que alojan células denominadas
osteocitos (Seccién 1. 1. 3. B. ii. d). Estas células poseen numerosas prolongaciones que se
ubican en pequefios conductos de la matriz denominados canaliculos. Los canaliculos de
una laguna se comunican con los de las lagunas vecinas y con conductos de Havers o
Volkmann. Este sistema permite el intercambio de sustancias entre los osteocitos y los vasos
sanguineos.

Entre las osteonas hay zonas irregulares de tejido 6seo denominadas laminillas intersticiales,
que corresponden a restos de osteonas degradadas.

Rodeando las superficies externa e interna de la diafisis de los huesos largos existen

también laminillas llamadas laminillas circunferenciales.

Conducto de
Havers

o E 5
/8 B e W e A
= ! : f -4 N Conducto de
p : A Volkmann
P
2l

Osteona

(\

v Capa externa
Periostio
Capa |nterna

‘Y Canaliculos

Hueso
Trabecular

Hueso
Compacto

Figura I. 1. 3. A. 1 — Estructura histologica del hueso cortical o compacto
[Tortora, 2011].

La tasa de recambio del hueso cortical es baja (2 — 3 % por afio), pero es suficiente para

mantener la fuerza biomecanica del hueso [Clarke, 2008].
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v' Tejido 6seo trabecular o esponjoso: esta formado por finas laminas, las trabéculas
(trabéculas = pequefios rayos), que se entrecruzan formando un reticulado, y los huecos entre
ellas estan ocupados por la médula dsea. Siempre se encuentra en el interior del hueso
recubierto por tejido déseo compacto, por ejemplo en el interior de huesos planos, cortos o
irregulares y en la profundidad de las epifisis de huesos largos. La unidad estructural es la
osteona trabecular, que tiene forma de disco plano y esta formada por una serie de laminillas
que transcurren paralelas a la superficie del disco (Figura I. 1. 3. A. 2). En huesos que
soportan carga mecanica, como las vértebras, las trabéculas son méas gruesas en la direccion
de la carga.

La nutricion de los osteocitos se produce por difusion a partir de la superficie cubierta por
endostio mediante un sistema de canaliculos comunicantes.

La tasa de recambio del hueso trabecular es mayor que la del cortical, y mas que la necesaria
para mantener la fuerza mecanica del hueso, indicando que el recambio de este tejido 6seo es

importante para el mantenimiento de la homeostasis mineral [Clarke, 2008].

Laguna Laminillas

Espacio donde se
aloja la médula
Gsearoja

Trabéculas x ‘*’ y 4
) /

Figural. 1. 3. A. 2 — Estructura histoldgica del hueso trabecular o esponjoso [Tortora, 2011].

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

Como todos los tejidos conectivos, el tejido dseo estd formado por células y matriz

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

La matriz 6sea extracelular esta compuesta por un componente organico y sales

minerales. EI componente mineral provee a los huesos la dureza y la resistencia a la
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compresion, mientras que la matriz organica es la encargada de la flexibilidad, elasticidad y
resistencia a la traccion [Geneser, 2006; Clarke, 2008].

La matriz organica representa un 20 a 40% del hueso y se compone principalmente de
fibras de colédgeno incluidas en una sustancia fundamental. Las fibras de colageno se componen
de colageno tipo | (90%), cantidades pequefias de colédgeno tipo V, y trazas de colageno tipo Xl y
Xlll. La sustancia fundamental posee proteoglucanos, en especial compuestos por
condroitinsulfato, hialuronano y queratansulfato, y otras proteinas no colagenas. Existen
proteinas exdgenas, como la albumina sérica, la o2-SH-glicoproteina y factores de crecimiento,
como los factores de crecimiento insulinosimiles (IGFs) y las proteinas morfogénicas 6seas
(BMPs), implicados en los diferentes procesos que ocurren en el hueso (mineralizacion, actividad
y proliferacion celular, etc.). Otras proteinas sintetizadas por los osteoblastos pueden agruparse
en varias categorias: proteinas glicosiladas, como la fosfatasa alcalina y la osteonectina,
proteinas y-carboxiladas, dependientes de la vitamina K como la osteocalcina, y glicoproteinas
adhesivas, como la osteopontina y la sialoproteina ésea [Clarke, 2008].

El componente inorganico representa del 50 al 70% del tejido 6seo. Esta formado
principalmente por fosfato de calcio cristalino, con cristales casi idénticos a los del mineral
hidroxiapatita, de formula general Ca1o(POa4)e(OH)2. Estos cristales poseen forma de varas finas y
se disponen en forma paralela, en intima relacién con las fibras de coldgeno [Geneser, 2006].
Ademas, hay una pequefa proporcion de fosfato de calcio amorfo y también existen otros iones
diferentes, como magnesio, potasio, sodio, carbonato y citrato, posiblemente adsorbidos.
Metales como el estroncio, el plomo y otros metales pesados, pueden adsorberse o incorporarse

en los cristales de hidroxiapatita [Geneser, 2006].

. 1. 3. B. ii. Células

En esta seccion se describiran cinco tipos de células presentes en el tejido 6seo: células

osteoprogenitoras, osteoblastos, osteocitos, osteoclastos y células de revestimiento, y un tipo

celular presente en la médula 6sea, las células estromales mesenquimaticas (Figura |. 1. 3. B. 1).
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Figura I. 1. 3. B. 1 — Células del tejido 6seo [Ross, 2007].

a. Células estromales mesenquimaticas

Existe un grupo de células indiferenciadas que posee un potencial proliferativo elevado,
que tiene la capacidad de formar células idénticas a si mismas (autorrenovacién) y de generar
uno o mas tipos celulares que desempefian funciones especificas en el organismo
(pluripotencialidad). Estas son las células progenitoras [Flores-Figueroa, 2006].

El oocito fertilizado es la célula con mayor potencialidad y es capaz de formar todas las
células del embrion asi como de la placenta, es decir, es totipotencial. Las células progenitoras
embrionarias pueden diferenciarse a casi todos los tipos celulares que se generan de las tres
capas del embrion. Las células estromales mesenquimaticas (MSC, siglas del inglés
mesenchymal stromal cells) son células que derivan de tejidos mesenquimaticos (médula dsea,
tejido adiposo), que son multipotentes y que pueden diferenciarse a varios tipos celulares como
osteoblastos, adipocitos o condrocitos dependiendo del microentorno en el que se encuentren
[Spencer, 2011].

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 y adipogénico seran tratados en la Seccion 1. 1.
4.

b. Células osteoprogenitoras

Se originan por diferenciacion de células estromales mesenquimaticas. Aparecen en el
tejido mesenquimatico fetal cerca de los centros de osificacién, en el endostio y en el periostio
profundo después del parto. Son morfolégicamente parecidos a los fibroblastos. En la vida fetal y
en la etapa de crecimiento, estas células se dividen y se diferencian a osteoblastos. En la edad

adulta se las puede ver relacionadas con la reparacién de fracturas [Geneser, 2006].
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c. Osteoblastos

Los osteoblastos (Ob) son las células formadoras de hueso. Se originan a partir de
celulas osteoprogenitoras que se diferencian a pre-osteoblastos para luego convertirse en
osteoblastos maduros. Se encargan de secretar proteinas de la matriz extracelular dsea
(osteocalcina, osteonectina, sialoproteina dsea, osteopontina) y estan involucrados en el proceso
de mineralizacion ya que producen fosfatasa alcalina. También regulan la osteoclastogénesis
mediante contacto celular directo y mediante la secrecion de citoquinas [Neve, 2011].

Se observan en las regiones donde se esta sintetizando nueva matriz como una Unica
capa de células cubicas, con citoplasma bien basdfilo debido a la presencia de abundante
reticulo endoplasmatico rugoso, con el nucleo en la parte opuesta a la que corresponde a la
sintesis. También poseen un aparato de Golgi bien desarrollado. Tienen prolongaciones que los
comunican con los osteocitos vecinos [Ross, 2007].

Un osteoblasto puede seguir tres caminos: convertirse en un osteocito, en una célula de

revestimiento o sufrir una muerte celular programada [Clarke, 2008].

d. Osteocitos

Los osteocitos (Ot) son las células que se encuentran dispuestas regularmente a lo largo
de la matriz ésea. Derivan de los osteoblastos, luego de que quedan totalmente rodeados por
osteoide o por matriz mineralizada, y representan aproximadamente el 90% de las células del
hueso [Bellido, 2013]. Poseen vida media mas larga que los osteoblastos, que viven semanas, y
que los osteoclastos, que viven dias [Hekimsoy, 2008].

Cada osteocito se encuentra ubicado en una laguna dentro de la matriz que se adapta a
la forma de la célula. Son mas pequefios que los osteoblastos por la menor cantidad de
citoplasma que poseen. Tienen numerosas prolongaciones citoplasmaticas que se alojan en
canaliculos de la matriz a través de las cuales entran en contacto con osteocitos vecinos o
células de las superficies. También se comunican en forma indirecta mediante distintas
moléculas sefial con osteoblastos, pericitos de vasos sanguineos y otras células dseas distantes
[Ross, 2007].

Los osteocitos no expresan fosfatasa alcalina, pero expresan osteocalcina, galectina 3 y
CD44, un receptor para hialuronato que sirve para la adhesion celular [Clarke, 2008].

En la antigliedad se pensaba que los osteocitos eran células inactivas, pero hoy se sabe
que son metabdlicamente activas y multifuncionales. Las funciones que se les han asociado son
[Hekimsoy, 2008]:
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e Sensor mecanico: la carga mecanica que recibe el esqueleto regula la actividad de
osteoblastos y osteoclastos. La posicién que los osteocitos ocupan en la matriz seria la
adecuada para registrar la presencia o ausencia de cargas mecanicas y transformarlas en
sefiales bioquimicas para enviar a las células de la superficie 6sea. EI mecanismo propuesto
para explicar este fendmeno es que la carga mecanica produciria un flujo de liquido intersticial
entre la pared de los canaliculos y la membrana de la célula y esto generaria una presion
tangencial (shear stress) del fluido que deformaria el cuerpo de la célula en la laguna, las
prolongaciones en los canaliculos y los cilios presentes en la célula. La carga/descarga in vivo
produce variaciones en la expresion de genes de osteocitos [Bonewald, 2011]. Una carga
normal del esqueleto, provoca que los osteocitos envien sefiales que inhiben la actividad de
osteoclastos como 6xido nitrico, prostaglandina E2, IGF, ATP y elevacion del Ca?* intracelular.
También se activa la via de la B-catenina. Cuando existe falta de carga, por ejemplo por
inmovilizacion, hay sefiales para activar la resorcidon 6sea: RANKL y M-CSF que promueven la
formacion de nuevos osteoclastos, y esclerostina que inhibe la actividad de osteoblastos.

¢ Modificaciéon de su matriz pericelular: se ha descripto que los osteocitos son capaces de
formar nueva matriz en la regién confinada a su laguna o de remover la matriz presente en
esta region, al menos en un grado limitado [Bonewald, 2011]. Este Gltimo fenémeno ha sido
denominado ostedlisis osteocitica y puede ser inducido por la hormona paratiroidea (PTH) o
por una dieta con bajo contenido de calcio, dando lugar a un aumento de la concentracion
serica de este ion.

e Regulacion del metabolismo mineral: la esclerostina es un antagonista de un regulador
positivo de la masa dsea, el receptor de lipoproteina 5 (LPR5), por lo que inhibe la actividad
de los osteoblastos. Otras moléculas pueden regular la reabsorcién de fosfatos en el rifién, por
lo que se ha propuesto un caracter de estructura endocrina al sistema de lagunas y
canaliculos [Bonewald, 2011].

Los osteocitos pueden morir por senescencia, degeneracidn/necrosis, apoptosis o0 ser
fagocitados por osteoclastos. La apoptosis puede ser ocasionada por inmovilizacion,
microlesiones en el hueso, falta de estrégenos, o elevacion de los niveles de ciertas citoquinas
(como el TNF-a.). Los osteocitos dafiados liberan RANKL y M-CSF, activando la formacion de

osteoclastos [Hekimsoy, 2008].

e. Osteoclastos

Los osteoclastos (Oc) son las células encargadas de la degradacién (resorcion) del
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hueso y suelen encontrarse directamente sobre la superficie que esta sufriendo este proceso.

Son células grandes (hasta 100 um de didmetro) que por lo general tienen de 5 a 10
nucleos por célula, aunque puede haber hasta 50. Poseen un citoplasma bien acidéfilo ya que
estan provistos de numerosas mitocondrias [Geneser, 2006]. Producen la enzima fosfatasa acida
tartrato resistente (TRAP).

Su origen es distinto al del resto de las células del tejido 6seo. A partir de las células
madre de granulocitos y macrofagos (CFU-GM), alojadas en la médula 6sea, se diferencian las
células progenitoras de osteoclastos, que llegan al tejido 6seo por el torrente sanguineo o por
migracion directa, donde se ubican, proliferan y diferencian a pre-osteoclastos. Estas ultimas
células aun son mononucleares y se fusionan para forman osteoclastos maduros [Geneser,
2006].

Existe una serie de moléculas que se expresan en la membrana plasmatica de los
osteoblastos, que se unen a moléculas expresadas en la membrana de los precursores
osteoclasticos, necesitandose un contacto directo entre estas células para que se produzca la
osteoclastogénesis (Figura I. 1. 3. B. 2). La primera molécula involucrada es el RANKL, ligando
del receptor activador del factor nuclear k B (RANK). RANKL es expresado en la membrana de
los osteoblastos, e interactia con el RANK expresado en la membrana de los precursores
osteoclasticos [Ross, 2007]. EI RANKL es miembro de la superfamilia del factor de necrosis
tumoral (TNF) y también tiene como blanco los osteoclastos maduros, estimulando su actividad
resortiva [Novack & Teitelbaum, 2008].

El segundo factor expresado por osteoblastos es el factor estimulante de colonias
macrofagicas, M-CSF, una citoquina que promueve la proliferacion y supervivencia de los
precursores osteoclasticos. Este se une al receptor con actividad tirosinquinasa c-Fms
expresado en la membrana de los pre-osteoclastos [Novack & Teitelbaum, 2008]. EI M-CSF es
producido por varias células, en particular el endotelio, pero en este contexto, la produccidn por
parte de células del linaje osteoblastico es la mas importante.
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ligandos expresados en los osteoblastos [Novack & Teitelobaum, 2008].

La osteoprotegerina (OPG) es una proteina secretada por los osteoblastos y que se une
a RANKL con alta afinidad impidiendo su uniéon a RANK vy, por lo tanto, inhibiendo su accion
[Clarke, 2008]. Su produccién esta influenciada por numerosos factores como interleuquina-1,
TNF, TGF-B, vitamina D y prostaglandina Ez [Ross, 2007].

El proceso de resorcion implica que los osteoclastos se polaricen formando un borde
festoneado hacia la superficie mineralizada, a la cual se adhieren. Se produce el sellado de una
region, la laguna de resorcion, mediante moléculas de adhesion célula-matriz que forman una
zébnula alrededor de la porcién de tejido a resorber. Se liberan activamente H* que acidifican el
medio y desmineralizan la matriz, y proteinasas que se encargan de degradar el componente
organico de la matriz. Los componentes degradados son endocitados y liberados en vesiculas
por la membrana basolateral de los osteoclastos. Por ultimo, la célula puede morir por apoptosis
o volver a la forma no resortiva. La superficie librada de células y componentes de matriz queda

lista para la accion de los osteoblastos [Novack & Teitelbaum, 2008; Schindeler, 2008].

f. Células de revestimiento

Las células de revestimiento 6seo provienen de osteoblastos que luego de la etapa de
formacion de hueso no formaron un osteocito ni sufrieron apoptosis, sino que redujeron su
citoplasma y maquinaria de organelas convirtiéndose en células quiescentes [Teti, 2011].

Revisten las superficies externas e internas del hueso en las que no hay actividad de

osteoblastos ni osteoclastos, es decir, en las zonas donde no se esta llevando a cabo
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remodelado déseo. Las que se ubican en las superficies externas se denominan células
periosticas, y las que recubren las superficies internas se denominan células endésticas. Se
evidencian como un epitelio plano simple sobre una capa delgada de matriz 6sea no
mineralizada [Geneser, 2006; Ross, 2007].

Poseen prolongaciones citoplasmaticas que se extienden dentro de la matriz contigua y
se comunican con las prolongaciones de los osteocitos. Por eso se cree que intervienen en el
mantenimiento y la nutricién de los osteocitos y que regulan el movimiento de calcio y fosfato

desde la sangre hacia el hueso y viceversa [Ross, 2007].

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

Se conoce como mineralizacion o calcificacion al depdsito de minerales en la matriz
organica del tejido 6seo y del cartilago. La matriz 6sea no mineralizada recibe el nombre de
osteoide. En el hueso recién formado se deposita, al cabo de 3 6 4 dias aproximadamente, el
80% del mineral (mineralizacién primaria) mientras que la mineralizacién completa tiene lugar al
cabo de los siguientes 3 0 4 meses (mineralizacién secundaria) en los que los cristales de
hidroxiapatita crecen en tamafio y reducen sus niveles de impurezas [Geneser, 2006; Clarke,
2008].

El mecanismo por el cual se produce la mineralizacion no es conocido aun con exactitud.
En un inicio, el mineral seria depositado en “huecos” ubicados en los extremos de las fibras de
colageno. Para que se produzca el deposito de mineral, los niveles de calcio y fosfato deben
superar un nivel umbral. Ciertas proteinas de la matriz, como la osteocalcina y la sialoproteina
0sea, podrian secuestrar iones y asi aumentar las concentraciones locales de calcio y fésforo. La
fosfatasa alcalina producida por los osteoblastos también estaria implicada en regular el proceso
de mineralizacién aumentando la concentracion local de fésforo [Clarke, 2008].

En estas condiciones de concentraciones elevadas de estos iones, los osteoblastos
producen unas vesiculas matriciales, que sirven como microambientes en los que las
concentraciones de calcio y fosfato pueden aumentar lo suficiente para precipitar y formar
cristales [Ross, 2007]. Si bien ha sido propuesto que un deposito de fosfato de calcio amorfo
precede a la formacién de hidroxiapatita, no existe evidencia de esto [Clarke, 2008].

Si bien las vesiculas no son dirigidas a los extremos de las fibrillas, alli se produce la

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

La osificacion es el proceso por el cual se forma tejido 6seo, y puede desarrollarse de
dos formas. La osificacion intramembranosa se produce en el tejido mesenquimatico primitivo del
feto en el que células mesenquimaticas se diferencian a osteoblastos, que pueden comenzar a
secretar matriz. Los huesos que se originan por este mecanismo son los huesos planos del
craneo y parte de la mandibula y clavicula. La osificacion endocondral ocurre a partir de un
molde de cartilago hialino embrionario. Este proceso ocurre en los demas huesos del cuerpo
[Geneser, 2006].

Durante la vida los huesos crecen en largo y en ancho y ademas sufren los procesos de
modelado y remodelado.

El modelado es el proceso por el cual los huesos cambian su forma, y permite que el
esqueleto se adapte gradualmente a cambios fisiolégicos o a fuerzas mecanicas [Clarke, 2008].
Se produce durante todo el periodo de desarrollo en paralelo con el crecimiento longitudinal de
los huesos y es menos frecuente en los adultos. Se produce resorcion del hueso en algunas
regiones y formacion en otras, y se caracteriza porque las funciones de osteoblastos y
osteoclastos no estan acopladas sino que son independientes entre si [Geneser, 2006; Clarke,
2008]. En el periodo de crecimiento predomina la formacion y esto lleva a que la masa dsea
crezca continuamente, alcanzando un valor maximo a los 20 — 25 afios (‘masa dsea pico”),
momento en el que el esqueleto adquiere su tamafio y forma definitivos [Geneser, 2006].

El remodelado es un proceso por el cual se reemplaza tejido 6seo ya formado por tejido
nuevo, y por el cual se mantiene la fuerza del hueso y la homeostasis mineral. Ocurre desde
antes del nacimiento hasta la muerte y, por lo tanto, coexiste con el modelado en la etapa de
crecimiento [Clarke, 2008]. Se caracteriza por que existe una actividad acoplada de osteoblastos
y osteoclastos, que trabajan en conjunto formando una unidad remodeladora 6sea (BRU).

El ciclo de remodelado se compone de cinco etapas secuenciales (Figura I. 1. 3. D):

1. Activacion: consiste en 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]. Las sefiales que determinan las regiones en las
que se inicia un ciclo de remodelado podrian estar dadas por la apoptosis de osteocitos en las
zonas cercanas a microdaros [Henriksen, 2009] o ser en lugares aleatorios.

2. Resorcion: los osteoclastos resorben el hueso, formando un “cono de corte” que se desplaza

degradando una porcion cilindrica [Geneser, 2006]. La formacion, activacion y resorcion de los
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osteoclastos estan reguladas por la relacion RANKL/OPG, IL-1, IL-6, M-CSF, PTH, 1,25-
dihidroxi vitamina D y calcitonina [Clarke, 2008].

3. Inversion: se produce la transicidn de la resorcion a la formacién. No se conocen los
mecanismos subyacentes. La formacion de hueso nuevo se produce solamente en las
lagunas de resorcion que han sido removidas de restos de colageno, siendo esto ultimo
realizado por células de revestimiento 6seo. Existirian sefiales entre osteoclastos y células de
revestimiento mediadas por moléculas de la familia ephrin que iniciarian la diferenciacién
osteoblastica en esta fase [Henriksen, 2009].

4. Formacion: los osteoblastos sintetizan nueva matriz organica y regulan su mineralizacién. Las
sefiales implicadas en el inicio de esta etapa serian factores paracrinos secretados por los
osteoclastos 0o moléculas liberadas durante la resorcién reconocidos por los osteoblastos,
como el TGF-B e IGF-1 [Henriksen, 2009].

5. Terminacion: no se conocen aun los mecanismos involucrados en esta etapa, pero seria
importante la produccion de esclerostina por los osteocitos inmersos en la matriz mineralizada.
Esta molécula estaria implicada en la regulacién del balance entre osteoblastos formadores de

nuevo hueso y células de revestimiento [Henriksen, 2009].
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Figura I. 1. 3. D — Etapas del remodelado 6seo (Adaptado de Henriksen, 2009).
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l. 1. 4. Diferenciacion de células estromales mesenquimaticas hacia el fenotipo

osteoblastico y adipocitico

Como ya se menciond anteriormente, las células estromales mesenquimaticas (MSC)
presentes en la médula dsea son capaces de diferenciarse hacia distintos tipos celulares como
osteoblastos, adipocitos y condrocitos. Las condiciones en el microambiente al que se enfrentan
determinaran la expresion de distintos genes que las comprometerén hacia algun tipo celular en
particular.

La osteoblastogénesis implica que las MSC se diferencien a células osteoprogenitoras,
que éstas se diferencien a pre-osteoblastos, y que estos Ultimos se conviertan en osteoblastos
maduros. Estos procesos requieren principalmente de la expresion del factor de transcripcion
Runx2 (Runt related transcription factor 2) aunque otros factores como Osterix, también son
necesarios [James, 2013].

El Runx2, también conocido como Cbfa1 (core-binding factor alpha 1) es un factor de
transcripcion que pertenece a la familia de proteinas con domino de homologia de runt. Se
expresa en células del linaje osteoblastico, condrocitos hipertroficos, odontoblastos y
ameloblastos. Es esencial para la diferenciacion de osteoblastos, para la produccién de matriz y
para la mineralizacion 6sea, ya que controla la expresion de genes que codifican para proteinas
especificas del hueso como colageno tipo 1, osteocalcina, osteopontina y sialoproteina 6sea. No
es esencial para mantener la expresion de los genes de la mayoria de las proteinas de la matriz
en osteoblastos maduros, y debe ser suprimido para formar hueso maduro (Figura I. 1. 5) [Liu &
Lee, 2013].

Runx2 Runx2 Runx2 Runx2
MsC l > Célula j l QSteoblasto l Osteoblasto J‘ » Osteocito
osteoprogenitora inmaduro maduro

Figura I. 1. 5 — Rol del factor de transcripcion Runx2 en la diferenciacién del linaje osteoblastico
(Adaptado de Liu & Lee, 2013).

La adipogénesis implica una serie de procesos que inicialmente compromete a las MSC
hacia pre-adipocitos, que luego se diferencian a adipocitos, adquiriendo funciones como la
sintesis y deposito de lipidos. Estos eventos implican multiples cascadas de sefiales que
finalmente convergen para activar el factor de transcripcién PPARYy (peroxisome proliferator

actived receptor gamma) [James, 2013].
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Los PPAR son proteinas miembros de la superfamilia de receptores nucleares asociados
a factores de transcripcion inducidos por ligandos. En mamiferos existen tres tipos de PPAR:
PPARa, PPARp y PPARy. Estas moléculas se unen, como heterodimeros junto con el receptor X
de retinoides (RXR), a elementos regulatorios y controlan la expresion de genes involucrados en
la adipogénesis, el metabolismo lipidico, la inflamacion y la homeostasis [Ahmadian, 2013].

Existen varios estudios in vifro que sugieren que existe una relacion inversa entre
osteoblastogénesis y adipogénesis. En ellos, la presencia de sustancias en el medio promueve la
expresion de factores osteoblastogénicos y la inhibicion de factores adipogénicos o viceversa.
Existen vias de sefializacion que tienen accidn proosteogénica/antiadipogénica como la via de
Wnt dependiente de B-catenina y la via Hedgehog, aunque hay otras que tienen accion positiva
tanto sobre la osteoblastogénesis como la adipogénesis, como las BMPs y los IGFs.

Por lo tanto, el microambiente presente en la médula dsea es determinante en el balance
entre la formacion désea mediada por osteoblastos y la adipogénesis de la médula 6sea. Muchos
factores como tratamientos farmacolégicos, dietas o condiciones metabdlicas, pueden alterar

este balance modificando la relacion osteoblastos/adipocitos en la médula dsea [Nuttall, 2004].

l. 1. 5. Reparacion de lesiones 0seas

La reparacion de una fractura es un proceso particular ya que se producen eventos en la
vida postnatal que se asemejan a varios que tienen lugar en el embrion durante el desarrollo del
esqueleto [Hilton, 2014]. El proceso implica la actividad en conjunto de células, matriz
extracelular y factores de crecimiento.

En base a observaciones histologicas se ha elaborado un modelo dividido en cuatro
etapas (Figura |. 1. 6, A), aunque esta division es simplemente con fines de la comprension del
proceso ya que las fases se superponen considerablemente. Las etapas propuestas son
[Schindeler, 2008]:

1. Inflamacién: al producirse una fractura, se altera la integridad de los tejidos blandos, se dafian
los vasos sanguineos presentes en él y también la arquitectura de la médula ésea, por lo que
se activan mecanismos de reparacion de lesiones inespecificos. La sangre se extravasa y
queda contenida en los tejidos circundantes generando un hematoma el cual es invadido por
plaquetas, macréfagos, granulocitos, linfocitos y monocitos. Estas células seran las
encargadas de combatir posibles infecciones y de secretar citoquinas y factores de

crecimiento (TGF-B, PDGF, FGF-2, VEGF, M-CSF, IL-1, IL-6, BMPs, TNF-a) que coordinan las
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respuestas celulares. Los restos de células y de matriz extracelular son eliminados por las
celulas fagociticas. Los factores mencionados reclutaran mas células inflamatorias
(retroalimentacion positiva) y facilitaran la llegada de MSCs multipotentes, provenientes del
periostio, de la médula 6sea, de la circulacion o de tejidos aledafios, a la zona.

. Formacion de callo blando: en las fracturas que poseen cierto grado de inestabilidad, como
por ejemplo una fractura de algun hueso largo de los miembros, los condrocitos y los
fibroblastos son los encargados de producir un callo blando semirrigido que provee soporte
mecanico y sirve de molde para el callo duro que se formara posteriormente (mecanismo de
osificacion endocondral). La proliferacién de estas células se debe a la expresion coordinada
de factores de crecimiento que incluyen TGF-p2, TGF-3, PDGF, FGF-1, IGF, y BMP-2, -4, -5
y -6. Los condrocitos comienzan a formar pequefias placas de cartilago, que crecen y se
fusionan unas con ofras generando el callo que une todos los fragmentos dseos,
reemplazando todo el tejido conectivo inicial. Si alguna zona queda sin cartilago, los
fibroblastos producen tejido conectivo denso en ellas. En los Ultimos momentos de la
formacion del callo, los condrocitos se hipertrofian y mineralizan la matriz para luego morir por
apoptosis. La etapa inicial del callo es avascular, pero después se reemplaza por hueso
inmaduro que conlleva invasién vascular. La angiogénesis esta dada por ciertos factores pro-
angiogénicos, algunos de los cuales dependen de la expresion del gen Cbfa1/Runx2 tipico de
la diferenciacién osteoblastica que no se expresa en las etapas iniciales en el tejido
inflamatorio.

. Formacion de callo duro: también se conoce como formacion dsea primaria y en esta etapa se
forma matriz 6sea mineralizada en areas estables del callo inicial. El callo blando es removido
gradualmente y se produce revascularizacion. Células osteoprogenitoras se diferencian a
osteoblastos maduros por la presencia de factores osteogénicos, siendo la familia de las
BMPs los mas importantes. La existencia de vasos sanguineos aumenta la presion local de
oxigeno, también necesario para la diferenciacion osteoblastica. El hueso inmaduro inicial
posee proteinas y mineral, pero es irregular y no ha sido remodelado. La fuente de células
osteoprogenitoras es variada, y pueden provenir del periostio, de la médula dsea, de la
circulacion, de los vasos sanguineos o de tejidos locales.

. Remodelacion 6sea: también se conoce como formacion dsea secundaria y consiste en la
remodelacion del callo duro para recuperar la configuracion de hueso cortical o trabecular que
existia antes de la fractura. El proceso implica la actividad coordinada de osteoclastos y
osteoblastos, como se describio en la Seccién 1. 1. 3. D. Hay otros factores de crecimiento y

citoquinas presentes en la zona de la fractura que promueven la osteoclastogénesis:
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interleuquinas, TNF-o,, BMPs y TGF-f. También continta en esta etapa la neovascularizacién

del tejido.

En fracturas de huesos con alta estabilidad mecanica y que no soportan un peso
importante (por ejemplo los huesos del craneo), predomina la formacion por osificacion
intramembranosa de un callo duro sin la presencia de un callo blando cartilaginoso previo (etapa
2). Esto también ocurre en el crecimiento por aposicion del hueso, donde el tejido 6seo se forma
directamente adyacente a una superficie mineral preexistente.

Como ya se menciond, existe una superposicion importante en las etapas de este
modelo, e incluso varios procesos fundamentales como la proliferacién celular, diferenciacién o
sintesis de la matriz, no estan limitados a una sola fase. Es por eso que se ha planteado otro
modelo, el modelo anabdlico/catabélico, en el cual se postula que la reparacién de una
fractura sera el resultado del balance de las respuestas anabdlicas y catabdlicas. Como se
menciond anteriormente, algunos procesos que ocurren en la reparacién de fracturas no son
especificos del hueso, y se los ha denominado anabolismo y catabolismo no especificos. Los
procesos que si son propios del tejido 6seo han sido denominados anabolismo y catabolismo
especificos. La distribucion de los distintos procesos se esquematiza en la Figura I. 1. 6, B.
Schindeler y colaboradores proponen que la velocidad de la reparaciéon de una lesién dsea se

debe a los procesos no especificos y la fuerza de la reparacion se debe a los especificos del

hueso.
A Etapa 1 Etapa2 Etapa 3 Etapa 4
Lo Formacion de Formacion de
Inflamacién callo bland Remodelado
Modelo de
4 Etapas
catabolismo
B inespecifico
anabolismo  cataholismo especifico /
anabolismo Pipecticd remodeladg
Modfe!o inespecifico
Anabdlico-
Catabélico
Reparacién ésea tiempo
C Cél. inflamatorias
. Condrocitos —Condrocitos hipertréficos—
Células . —
F Progenit. quimat. Osteoblastos
involucradas
"Condroclastos"—————————Osteoclastos
Cél. vasculares

Figura I. 1. 6 — Reparacion de fracturas. (A) Modelo de reparacién en cuatro etapas. (B) Modelo
anabdlico / catabdlico de reparacién. (C) Poblaciones celulares involucrados en los distintos momentos
del proceso [Schindeler, 2008].
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l. 1. 6. Técnicas para la evaluaciéon de la microarquitectura y masa dsea en

modelos animales

I. 1. 6. A. Técnicas histolégicas

Han sido el estandar en el andlisis de la arquitectura del hueso trabecular y cortical.
Proveen informacion del estado de las células del hueso y pueden utilizarse para evaluar indices
dinamicos del proceso de remodelacion dsea. En cuanto a la informacién de la microarquitectura,
los parametros estructurales se calculan realizando anélisis estereoldgicos [Rosen, 2008].

Para el analisis histologico del hueso, pueden utilizarse muestras calcificadas o
descalcificadas. En el primer caso, las muestras se incluyen en resinas (metilmetacrilato,
glicolmetacrilato, por ejemplo) que solidifican, y luego se realizan las secciones con micrétomos
provistos de una cuchilla de carburo de tungsteno dada la dureza del tejido. En el caso de
muestras descalcificadas, inicialmente se utilizan agentes quelantes (EDTA, el mas utilizado) o
soluciones acuosas de acidos fuertes (HCI, HNO3) o débiles (acido férmico) para remover el
mineral de la matriz 6sea. Luego se las incluye en parafina y se realizan secciones con
micrétomos convencionales.

Las secciones son posteriormente utilizadas para tinciones de rutina y anélisis
histomorfométrico: Hematoxilina & Eosina, Fosfatasa &cida tartrato resistente, Azul Alcian, von

Kossa con Tetrachrome como contracoloreante, etc.

Utilizacion de fluorocromos para determinacion de superficies de mineralizacion activa

Los fluorocromos que se utilizan para realizar marcaciones en el hueso son sustancias
que poseen la capacidad de quelar Ca*2. Como también son capaces de emitir fluorescencia al
ser excitados con luz UV, se pueden observar los nuevos sitios de mineralizacion en los
preparados histologicos.

Luego de la administracién, oral o parenteral, los compuestos ingresan al torrente
sanguineo y se unen especificamente e irreversiblemente al frente de mineralizacion de las
superficies de huesos (o dientes) que estan en proceso de mineralizacion. Se cree que la razén
por la cual esta quelacion es especifica de superficies nuevas y no de sitios viejos de
mineralizacion en el tejido 6seo, dentina, esmalte y el cemento podria ser el menor tamafio de
los cristales de apatita durante las etapas iniciales de este proceso [An, 2003].

Entre los compuestos mas utilizados para estos estudios encontramos las tetraciclinas,
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las fluoresceinas y las alizarinas. Entre las tetraciclinas, las mas utilizadas son la demeclociclina,
la clortetraciclina y la oxitetraciclina, y entre las fluoresceinas, la calceina y la calceina azul.
Utilizando fluorocromos con distintos colores puede verse la incorporacién de las diferentes
marcas en el tiempo.

Debido a que estas sustancias se unen a los tejidos mencionados como complejos de
calcio, es un requisito que estos estudios se realicen en muestras sin descalcificar. La

descalcificacion produce una pérdida total o casi total de los fluorocromos [An, 2003].

l. 1. 6. B. Técnicas con imagenes

Las técnicas que utilizan imagenes son Utiles para estudiar los efectos sobre el
esqueleto de diversos procesos como el envejecimiento, patologias o cambios registrados por
terapias génicas, farmacoldgicas, alimenticias o mecanicas. Entre las mas utilizadas se

encuentran las siguientes:

Radiografias: Un haz de rayos X transilumina a la muestra y dependiendo de la
densidad de los tejidos se obtendran regiones mas claras u oscura en la placa reveladora
colocada detras. En las zonas donde los rayos X alcanzan la placa, se obtendran zonas oscuras.
Tejidos densos, como el hueso compacto, absorben més radiacién que otros menos densos
como el hueso trabecular o tejidos blandos, dando zonas blancas en el revelado. Las sustancias
densas se denominan radiopacas y las de menos densidad radiotransparentes. Las radiografias
pueden utilizarse para evaluar aspectos groseros de la morfologia esquelética. Tienen la ventaja

de ser rapidas y baratas, aunque se limitan a evaluaciones cualitativas en dos dimensiones.

Absorciometria periférica con rayos X de doble energia (pDEXA): Utiliza una fuente
compacta de rayos X para exponer la muestra a dos rayos X con diferentes niveles de energia.
Esto permite diferenciar el hueso de los tejidos blandos. Se usa para medir el contenido mineral
6seo (CMO), la densidad mineral 6sea (DMO) y el porcentaje de grasa y tejido magro. Se
obtienen medidas reproducibles de la masa 6sea y de la composicidn corporal. Las desventajas
que posee son la poca resolucion espacial que tiene, que mide DMO por unidad de area en vez

de por unidad de volumen y que no puede distinguir hueso cortical de trabecular.

Tomografia computada cuantitativa periférica (pQCT): Se utiliza un haz de rayos X

que rota en un plano alrededor de la muestra, y los detectores se ubican en el extremo opuesto
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de la fuente. En cada una de las posiciones se hacen registros (que varian segun la cantidad de
hueso, agua, grasa, etc. que exista), que pueden integrarse para formar imagenes del elemento
de volumen analizado. Se utiliza para la determinacion in vivo o ex vivo de la geometria dsea
tridimensional, CMO y DMO volumétrica. La resolucién que poseen los equipos comerciales no
permite tener una vision detallada de la arquitectura trabecular, pero han sido ampliamente
utilizados en ratas para monitorear cambios en la geometria del hueso cortical y la DMO del
hueso cortical y trabecular luego de tratamientos farmacoldgicos 0 mecénicos o para monitorear
una fractura. Ademas, los valores de momento de inercia transversal que pueden medirse

pueden utilizarse para estimar la fuerza de huesos largos [Rosen, 2008].

Tomografia microcomputarizada (uCT): Se ha convertido en el estandar de oro para
evaluar ex vivo la morfologia y microarquitectura de muestras de animales de experimentacion.
Utiliza multiples rayos X que inciden a distintos angulos para reconstruir una representacion
tridimensional de la muestra. Posee una resolucién mucho mayor que la pQCT, por lo que
permite calcular parametros del hueso trabecular como el espesor de las trabéculas o la

separacion entre ellas [Rosen, 2008].
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l. 2. Sindrome Metabolico

l. 2. 1. Definicion

La palabra sindrome hace referencia a un conjunto de sintomas y/o hallazgos fisicos o
bioquimicos reconocibles, de los cuales no se conoce una causa directa. En un sindrome, los
componentes coexisten con mayor frecuencia que lo que se esperaria simplemente por azar.
Cuando se identifican los mecanismos que los causan, el sindrome pasa a considerarse una
enfermedad [Alberti, 2006].

El Sindrome Metabdlico (SM) es un desorden heterogéneo y multifactorial asociado con
riesgo cardiovascular elevado [Alberti, 2006] definido inicialmente como Sindrome X en el afio
1988 por Reaven [Marquez-Sandoval, 2011]. Los hallazgos clinicos mas comunmente
encontrados en pacientes con SM incluyen resistencia a la insulina, dislipidemia (en particular
hipertrigliceridemia y bajos niveles de HDL), obesidad central, hipertension, tolerancia a la
glucosa alterada o Diabetes mellitus y tasas elevadas de enfermedad aterosclerética [Miranda,
2005a].

l. 2. 2. Criterios diagnésticos de SM

Existen varios criterios para identificar pacientes con SM. Todos ellos implican la
presencia de ciertas manifestaciones, que por lo general son las mismas entre definiciones pero
que difieren en la importancia que se les asigna en cada una [Marquez-Sandoval, 2011]. Los

mas utilizados son los elaborados por:

o American Diabetes Asociation (ADA) [American Diabetes Asociation, 1998]: 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 aterosclerotica. No se establecen valores de corte ni jerarquias para los distintos
parametros [Miranda, 2005a].

¢ Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) [Alberti and Zimmet, 1998]: debe existir una
alteracién del metabolismo de la glucosal/insulina (Diabetes mellitus tipo 2, tolerancia a la

glucosa alterada, o tolerancia a la glucosa normal con insulinorresistencia —definido como
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el cuartil mas alto del HOMARr-). Acompafiando esta alteracion, deben existir al menos
dos de los siguientes componentes: hipertension bajo medicacion o >140/90 mmHg sin
tratamiento; dislipidemia con triglicéridos plasmaticos 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 (excrecion urinaria de albumina >20
ug/min o relacion albumina:creatinina >30 mg/g). Este criterio asume que la resistencia a
la insulina es una de las principales causas del SM [Alberti, 2006].

e American College of Endocrinology/American Association of Clinical Endocrinologists
(ACE/AACE) [Miranda, 2005a]: se establece una serie de factores de riesgo para el
desarrollo de SM, que incluye las siguientes manifestaciones: sobrepeso u obesidad,
haciendo hincapié en la obesidad abdominal (IMC =25 kg/m2, circunferencia de cintura
>102 cm en hombres o >88 cm en mujeres); triglicéridos elevados o cerca del valor
maximo (=150 mg/dL); HDL colesterol bajo (<40 mg/dL en hombres y <50 mg/dL en
mujeres); hipertension moderada o importante (=130/85 mmHg); y tolerancia a la glucosa
alterada (>140 mmHg 2 hs luego de una carga de 75g de glucosa) o glucosa plasmatica
en ayunas alterada (110 — 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 cuantos factores deben existir para diagnosticar el
sindrome, pero si que sera mas probable su desarrollo a medida que el nimero aumente.

¢ National Cholesterol Education Program — Third Adult Treatment Panel (NCEP-ATP IlI)
[NCEP-ATPIII, 2001]: se necesitan al menos tres de los siguientes indicadores para
establecer que un paciente posee SM: obesidad abdominal (circunferencia de cintura
>102 cm en hombres, >88 cm en mujeres); triglicéridos plasmaticos >150 mg/dL;
colesterol HDL <40 mg/dL en hombres o <50 mg/dL en mujeres; presion arterial >130/85
mmHg; y glucosa plasmatica en ayunas entre 110 y 125 mg/dL. Es de remarcar que esta
definicion no incluye medidas de la resistencia insulinica sino que se basa en la medicion
de la glucemia en ayunas mas que en la determinacion de la tolerancia a la glucosa. A
diferencia del criterio de la OMS, el del NCEP establece que el SM es un precursor de la
Diabetes mellitus tipo 2 mientras que el primero considera que ambos se solapan en el
diagnédstico [Miranda, 2005a]. Esta clasificacién no establece niveles jerérquicos de los

cinco componentes [Marquez-Sandoval, 2011].
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l. 2. 3. Prevalencia del SM

El SM se estd convirtiendo en una epidemia como resultado del aumento en la
prevalencia de obesidad y de los estilos de vida sedentarios [Yamaoka, 2012].

En el afio 2011, Marquez-Sandoval y colaboradores realizaron una recopilacién y
andlisis de los trabajos publicados hasta esa fecha que evaluaban los niveles de prevalencia del
SM en paises de Latinoamérica. Analizaron once estudios transversales en los que se habia
realizado el diagndstico de SM utilizando el criterio establecido por el NCEP-ATP III.

Encontraron que la prevalencia en general en paises latinoamericanos fue de
aproximadamente 25% (rango entre 18,8% y 43,3%), que el SM fue ligeramente mas frecuente
en mujeres (25,3%) que en hombres (23,2%) y que el grupo etario con la mayor prevalencia
correspondia a personas mayores de 50 afios.

También analizaron la frecuencia de los componentes del SM y hallaron que los mas
encontrados eran la presencia de valores disminuidos de colesterol HDL (62,9%) y la presencia
de obesidad abdominal (45,8%).

En un estudio transversal (CARMELA), se encontraron resultados similares,
registrandose un rango de prevalencia global en Latinoamérica de entre 14% y 27%, siendo
mayor en mujeres (22% vs 20% en hombres) en la mayoria de las ciudades donde se llevo a
cabo el estudio. También encontraron que la prevalencia de SM aumentaba con la edad
[Escobedo, 2009].

En Europa se han encontrado valores similares de prevalencia [Scuteri, 2014] y lo mismo
ocurre en EEUU [Ford, 2002]. Incluso valores mas elevados fueron observados en ciertos grupos
étnicos alrededor del mundo [Ford, 2002].

La prevalencia del SM se correlaciona con el incremento en la prevalencia de obesidad,
con la edad y se asocia con elevado riesgo de desarrollar Diabetes mellitus con sus

complicaciones cardiovasculares asociadas [James, 2008].

l. 2. 4. Complicaciones asociadas al SM

Son varias las alteraciones que produce el SM a nivel sistémico (Figura I. 2. 4). Se
encuentra aumentada la incidencia de complicaciones del aparato cardiovascular como
enfermedad coronaria, infarto de miocardio y sus consecuencias cardiacas, y también la
prevalencia de Diabetes tipo 2. Pacientes con SM evidencian problemas hepaticos, como

esteatosis y esteatohepatitis no alcohdlica, fibrosis y cirrosis, y problemas renales como
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microalbuminuria, hipofiltracion e hiperfiltracion glomerular. Ademaés, existe evidencia de la
correlacion entre SM y cambios funcionales en los pulmones, cancer de mama, pancreas, vejiga
y prostata [Panchal, 2011; Kaur, 2014].

Obesidad
- Alteraciones cardiovasculares
- Aterosclerosis
- Alteraciones coronarias

Resistencia
a la insulina

- Higado graso no alcohdlico
- Esteatosis hepdtica
- Esteatohepatitis hepatica
- Cirrosis

Hipertensién

Sindrome
Metabdlico

- Cancer
- Pancreas
- Mama
- Vesicula Biliar/Vejiga

Tolerancia
a la glucosa
alterada

Dislipemia . o
- Disfuncién renal

- Disfuncién pancreatica

Figura I. 2. 4 — Complicaciones asociadas al SM (Adaptado de Panchal, 2011).

. 2. 5. Fisiopatologia 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 estan 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 asocia a resistencia insulinica, pero no es una consecuencia solamente de la
resistencia a esta hormona y tampoco es una consecuencia directa de la falta de accion de la
misma [Miranda, 2005a].

Los mecanismos propuestos para explicar el efecto de la resistencia a la insulina son
tres: los efectos de la hiperglucemia leve a moderada, los efectos de la hiperinsulinemia
compensatoria y los efectos en el desbalance en las distintas vias de la accién de la insulina.

La hiperglucemia, principalmente posprandial y por debajo de los niveles de un paciente
diabético, podria acelerar la aterogénesis por formaciéon de productos de glicacion avanzados
principalmente sobre el coldgeno de las paredes vasculares [Miranda, 2005a].

Hoy en dia se postula que las distintas vias mediante las cuales actua la insulina dentro

de una célula podrian diferir en su respuesta a esta hormona. En el SM y en la Diabetes mellitus
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tipo 2 la via que lleva a la activacion de la fosfatidilinositol 3-quinasa (PI-3K), una de las vias
encargadas de los efectos metabdlicos de la insulina, esta bloqueada, y la via de la MAP
quinasa, que interviene en los efectos mitogénicos y proinflamatorios de la accion de la insulina

permanece activa y hasta podria estar hipersensibilizada [Cusi, 2000].

. 2. 5. B. AlImacenamiento de energia disfuncional y obesidad

Algunos investigadores consideran que el almacenamiento disfuncional de energia es la
caracteristica principal del SM y que la resistencia a la insulina apareceria por anormalidades en
el procesamiento y almacenamiento de acidos grasos y triglicéridos. En muchos pacientes, la
anormalidad principal es simplemente la presencia de un exceso de triglicéridos o grasa corporal,
es decir, obesidad.

El cuerpo almacena ftriglicéridos en adipocitos periféricos pequefios. Si se excede la
capacidad de estas células, los trigliceridos pueden acumularse en hepatocitos, células
musculares esqueléticas y adipocitos viscerales. Esto Ultimo puede llevar a resistencia insulinica

a nivel hepatico y muscular. Esto se conoce como “hipotesis del desborde”.

. 2. 6. Consumo de fructosa y SM

N La fructosa es una hexosa de formula
N o
' ?HEOH f quimica idéntica a la de la glucosa (CsH120¢) pero
o C=0 H—C—OH o
I ] difieren en que la fructosa posee un grupo cetona
3 HO—(|'J—H HD——{I}--H .
T ?_ o IR en la posicion 2 (cetohexosa), y la glucosa posee
5 | H—~(|’;—OH H—?_OH un grupo aldehido en el carbono 1 (aldohexosa)
s |_cmow  cwon| (Figural.2.6)
D-Fructosa D-Glucosa

Naturalmente, la fructosa se encuentra en

Figura I. 2. 6 - Estructuras quimicas de la

frutas y en la miel y es el mas dulce de todos los
fructosa y de la glucosa.

azucares. Puede obtenerse por hidrélisis de la

sacarosa, un disacarido compuesto de una molécula de glucosa y otra de fructosa, presente en

la cafia de azlcar o en la remolacha azucarera. Comercialmente se obtiene de la hidrélisis de
inulina (un polisacarido de fructosa) o por hidrélisis del almidon [Metha, 2005].

En las ultimas décadas ha aumentado el niumero de calorias incorporado diariamente

(dietas occidentales), calculandose un aumento aproximado del 24%. De acuerdo con reportes

de la USDA Nationwide Food Consumption Survey, el consumo de fructosa en EEUU era de 37
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g/dia en 1977-1978. Los refrescos azucarados no alcohdélicos (soft drinks), como las gaseosas,
aparecian como la principal fuente de fructosa y los adolescentes y adultos jovenes (19 a 22
afios) de ambos sexos eran los principales consumidores [Tappy, 2010]. Estas bebidas poseen
grandes cantidades de azucares refinadas, por lo que implican una carga de hidratos de carbono
importante aunque no generen sensacion de saciedad. Por ello, se las asocia con aumento de
peso, SM y resistencia a la insulina [Basu, 2013]. Datos més recientes del estudio de NHANES
1999-2004, estimaron un consumo promedio de fructosa de 49 g/dia, que corresponde a un
incremento del 30% en la ingesta diaria. Otra vez las gaseosas aparecian como la principal
fuente de fructosa y los adolescentes y adultos jovenes como los principales consumidores
[Tappy, 2010].

En cuanto al consumo mundial, se calcula que el consumo de azlcar promedio per
capita se ha incrementado en un 16% en los ultimos 20 afios, pasando de 56 g/dia en 1986 a 65
g/dia en 2007. Sudamérica y Oceania son los mayores consumidores de azlcar. EI mayor
aumento relativo en el consumo se ha observado en Asia, registrandose un aumento del 50%.

El consumo de gaseosas se ha incrementado en los ultimos afios, calculandose un
aumento mundial aproximado del 20% desde el afio 1997 al 2010. Si bien en los paises con
mayores ingresos se ingiere mas cantidad, el grado de aumento en el consumo en los Ultimos
afios ha sido mayor en los paises de ingresos bajos y medianos. Este aumento de consumo se
ha asociado con sobrepeso, obesidad y diabetes. Ademas, se preve que en los proximos afios el
consumo siga aumentando asi como las alteraciones mencionadas anteriormente, lo que
representa un problema de la salud publica [Basu, 2013].

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

l. 2. 7. Metabolismo de la fructosa.

La fructosa se absorbe en el intestino delgado. Ingresa a los enterocitos a través de un
transportador especifico, el GLUT5, ubicado en la membrana apical de estas células. Este
proceso, a diferencia de lo que ocurre en la absorcion de la glucosa, no requiere hidrdlisis de
ATP y es independiente de la absorcion de sodio [Tappy, 2010]. La absorcién de fructosa podria
ser dependiente de la edad y estar modulada por otros constituyentes no carbohidratos de la
dieta. El paso a la circulacién sanguinea se produce a través de transportadores GLUT2
ubicados en la membrana basolateral de los enterocitos. Asi, la fructosa absorbida llega a la
vena porta hepatica para ingresar en el higado.

La captacién de fructosa por parte de los hepatocitos se realiza por el transportador de
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glucosa GLUT2, y es casi del 100% en el primer paso por el higado, por lo que las
concentraciones sanguineas de fructosa no son mayores de 50-500 uM luego de la ingesta de
una carga de este azucar. El metabolismo de fructosa casi no ocurre en tejidos extrahepaticos en
condiciones fisiolégicas [Tappy, 2010].

Dentro de este dérgano (Figura I. 2. 7. 1), se produce rapidamente la fosforilacion a
fructosa 1-fosfato por accién de la enzima fructoquinasa, altamente especifica para fructosa. La
fructosa 1-fosfato se transforma en dos triosas, dihidroxiacetona fosfato y gliceraldehido por
accion de la fructosa 1-fosfato aldolasa. La dihidroxiacetona fosfato es convertida en
gliceraldehido 3-fosfato por la enzima triosa fosfato isomerasa y el gliceraldehido es fosforilado
por la triosaquinasa. Asi, las triosas que se formaron por la hidrélisis de la fructosa ingresan en la
via glucolitica [Lehninger, 2001].

HO.
0,

HO OH HO OH

. OH

4
1 ) { )
GLUT2 GLUT2 N

Fructosa Glucosa

ATP - "
ADqu Fructoquinasa Glucoguinasa
AMP, Ac. Urico

Fructosa 1-fosfato Glucosa 6-fosfato —= Glucosa 1-fosfato

Fructosa 1-fosfato
\ aldolasa Fosfofructoquinasa

Dihidroxiacetona fosfato + Gliceraldehido Fructosa 6-fosfato Glucégeno

ATP "
Citrato_| Fosfofructoquinasa

/ Fructosa 1,6-bifosfato

Gliceraldehido 3-fosfato - Dihidroxiacetona fosfato

|

Piruvato

l

Acetil CoA

F o\
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¥ b}

Cco, Acidos grasos
Figura l. 2. 7. 1 — Metabolismo hepatico de la fructosa y comparacién con el metabolismo de
la glucosa.

X ATP —.]| Triosa
Triosa fosfato aorid quinasa

Isomerasa

Cabe destacar que el metabolismo hepatico de la fructosa carece de etapas de control
como si se observan en el metabolismo de la glucosa. La enzima glucoquinasa es la encargada
de controlar el ingreso de la glucosa en la via glucolitica. Como esta enzima tiene poca afinidad
por su sustrato, la tasa de fosforilacion de la glucosa varia con la concentracién portal de este
azucar. Los pasos siguientes de esta via (conversion de glucosa 6-fosfato a fructosa 6-fosfato y

de esta Ultima a fructosa 1,6-bifosfato) estan catalizados por la fosfofructoquinasa, cuya actividad
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se regula en base al nivel energético de la célula. Es inhibida por ATP, que no solo es su sustrato
sino también el producto final de la via glucolitica. Niveles altos de esta molécula indican que la
célula la esta produciendo mas rapido de lo que la consume, por lo que el exceso inhibe a la
enzima. El citrato es un intermediario clave en la oxidacion aerébica del piruvato, y una
concentracion alta aumenta el efecto inhibitorio del ATP [Lehninger, 2001].

Al saltear estas etapas de control, la fructosa puede entrar en la glucélisis continuamente
y producir glucosa, glucdgeno, lactato y piruvato, y proveer el glicerol y los acidos grasos libres

para la produccion de triglicéridos [Basciano, 2005).

En el higado, aproximadamente

r 5 el 50% de la carga de fructosa ingerida
licéridos ':
58

o, se transforma en glucosa que sera
liberada para ser utilizada en otros
érganos, aproximadamente 25% de la

carga se transforma en lactato y 17% se

almacena como glucogeno. Parte de la

Fructosa
Glucosa
Lactato

carga se convierte en acidos grasos, por
el proceso de sintesis de novo. Esto
ultimo sumado a que la fructosa inhibe
la oxidacion lipidica hepética favorece a
Figura I. 2. 7. 2 — Destino de una carga oral de fructosa o .
[Tappy, 2010]. la reesterificacion de los acidos grasos y
a la sintesis de VLDL (Figura I. 2. 7. 2)
[Tappy, 2010].
La fructosa no produce una elevacion importante de los niveles plasmaticos de insulina,
pero como el tejido adiposo es muy sensible a la accion de esta hormona, este aumento es

suficiente para inhibir la hidrolisis de triglicéridos y la liberacién de acidos grasos libres.

l. 2. 8. Efectos del consumo sostenido de fructosa

La fructosa posee un indice glucémico bajo, y su consumo no provoca alteraciones
importantes en los niveles plasmaticos de insulina (Figura I. 2. 8) por lo que en un principio se

penso que podria ser utilizada por personas diabéticas como substituto de la glucosa [Basciano,
2005].
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Figural. 2. 8 - (A) Niveles plasmaticos de glucosa y (B) concentraciones plasmaticas de insulina
en respuesta a una carga intragastrica de diversas sustancias [Steinert, 2011].

Sin embargo, el consumo prolongado de fructosa estd asociado con distintas

alteraciones metabdlicas. Entre ellas tenemos:

l. 2. 8. A. Dislipidemia

Debido a que la fructosa provee grandes cantidades de triosas fosfato que pueden
proveer el glicerol o los acidos grasos para la sintesis de triglicéridos, se la considera una
molécula altamente lipogénica.

Ademas, la fructosa puede aumentar la expresion de enzimas clave del metabolismo
lipidico en el higado. La proteina de union al elemento de respuesta a esteroles (SREBP, sus
siglas del inglés sterol regulatory element binding protein) es un factor de transcripcion que
regula la sintesis de colesterol y &cidos grasos. Esta proteina se une al elemento de respuesta a
esteroles (SRE, sus siglas del inglés sterol response element) presente en muchos genes y
promueve la expresion de enzimas involucrada en la sintesis de colesterol.

La expresion de SREBP es potenciada por insulina en los principales tejidos blanco de
esta hormona (higado, musculo esquelético y tejido adiposo) mediante la via de las MAP
quinasas. Sin embargo, se encontr6 que en ratones cuyas células B fueron destruidas por
inyeccién de estreptozotocina, la alimentacion con fructosa, glucosa o sacarosa inducia la
expresion de la isoforma hepéatica SREBP-1c, siendo mayor el aumento cuando se alimentaban
con fructosa. Por lo tanto, la lipogénesis podria ser independiente de insulina si existe acceso a

estos carbohidratos [Matsuzaka, 2004].
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l. 2. 8. B. Deposicion ectopica de lipidos en higado y musculo esquelético

El depdsito de triglicéridos en el citoplasma de células que no son adipocitos, en especial
hepatocitos y células musculares esqueléticas, estd asociado a la resistencia insulinica
especifica de estos tejidos. En roedores, este efecto de la fructosa podria deberse a una
estimulacion de la sintesis de novo de lipidos, a una oxidacion de lipidos reducida y a una
expresion aumentada de genes lipogénicos [Tappy, 2010]. En humanos esto ha sido menos

documentado.

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

La mayoria de los hallazgos que relacionan el consumo de fructosa con resistencia a la
insulina han sido en modelos animales y los resultados en humanos no son tan claros. Los
mecanismos propuestos son varios y se resumen en la Figura |. 2. 8. C.

Modelos de roedores con dietas ricas en fructosa o sacarosa muestran, en un comienzo,
aumento del contenido hepatico de triglicéridos acompafiado de un impedimento de suprimir la
produccion hepatica endogena de glucosa. Estos hallazgos muestran resistencia hepatica a la
insulina. Con el tiempo aparece hiperinsulinemia en ayunas, lo que evidencia resistencia a la
insulina sistémica. A nivel molecular, esto se deberia a alteraciones en la via de sefalizacion
post-receptor [Tappy, 2010].

El tejido adiposo es un 6rgano secretor que produce citoquinas que actuan a nivel local o
a nivel sistémico. En personas con ingesta elevada de nutrientes, los adipocitos cambian su
morfologia (son mas grandes) y también su patron de secrecién hacia uno pro-inflamatorio:
secretan resistina, TNF-o, IL-6 y MCP-1 (del inglés monocyte chemotactic protein 1). Esto
produce migracion de macrofagos hacia el tejido adiposo que secretan mas citoquinas pro-
inflamatorias [Powell, 2007], generando un estado de inflamacion crénico sistémico que produce
alteraciones sobre la cascada de sefiales mediante las que actta la insulina y, por lo tanto,
resistencia a la accion de la misma [Chen, 2006].

El estrés del reticulo endoplasmatico rugoso (RER) es un desbalance que se produce
cuando la demanda de proteinas que necesitan ser plegadas sobrepasa la capacidad del RER,
dando lugar a la acumulacién de proteinas plegadas incorrectamente y con funcién anormal. La
pérdida de la homeostasis del RER desencadena un mecanismo adaptativo que tiene como
objetivo aumentar la cantidad de RER y su capacidad de procesamiento de proteinas en

respuesta a este estrés. La obesidad aumenta la demanda de la maquinaria de sintesis en
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muchos 6rganos, generando en ellos la respuesta mencionada. El estrés del RER en el higado
se asocia a desarrollo de esteatosis y resistencia a la insulina. En hipotalamo y tejido adiposo
contribuye a la inflamacion y resistencia a la leptina. Estrés del RER cronico produce
alteraciones en la sintesis de insulina y produce apoptosis de células  pancreaticas. Por lo
tanto, algunos autores consideran que el mecanismo que relaciona la obesidad con la resistencia
alainsulina y la Diabetes tipo 2 es el estrés del RER [Ozcan, 2004; Cnop, 2012].

El consumo de fructosa se ha relacionado con cambios en la permeabilidad intestinal y
alteraciones en la flora normal que produce aumento en la concentracion plasmatica de

endotoxinas. Esto activaria vias inflamatorias que alteran la accion de la insulina [Tappy, 2010].

Fructosa

Lipogénesis t Grasa corporal Hiperuricemia
Dislipidemia t Grasa visceral
1 v
Grasa ectdpica Estrés de' RER  vasodilatacién

l l alterada

Metabolitos =————— \/ia de |la insulina alterada
lipidicos

Resistencia
a la insulina

Figura I. 2. 8. C — 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

Como se vio en la Seccion I. 2. 7, la fructosa es rapidamente fosforilada a fructosa 1-
fosfato en el higado. Este proceso consume ATP y genera una consecuente elevacion de la
concentracion de AMP que lleva a un aumento en la sintesis de acido Urico. El consumo de
dietas con alto contenido de fructosa se ha relacionado con concentraciones elevadas de &cido
urico en sangre y, mas aun, se las ha relacionado con patologias del metabolismo del acido urico
(gota y célculos renales) [Tappy, 2010].

Existe también una hipétesis para explicar la asociacidén entre ingesta de fructosa,
hiperuricemia y resistencia a la insulina. Se basa en el hecho de que la utilizacién de glucosa por

el musculo esquelético no solo implica la activacion de ciertas vias dentro de las células, sino
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que también requiere un aumento en el flujo sanguineo en este tejido. Esto se produce ya que la
insulina activa la enzima endotelial éxido nitrico sintasa (eNOS). En personas obesas, esta
vasodilatacién en musculo esta alterada y esto contribuye a la resistencia a la insulina “pre-
receptor”. Debido a que el acido Urico inhibe potentemente a la eNOS, la hiperuricemia producida
por la ingesta elevada de fructosa podria contribuir en parte a la resistencia a la insulina (Figura
. 2. 8. C) [Tappy, 2010].

l. 2. 8. E. Hipertension arterial

En ratas, se ha encontrado que la alimentacién con altas concentraciones de fructosa
produce hipertension [Hwang 1987; Tran, 2009] y se han propuesto numerosos posibles
mecanismos. La resistencia a la insulina generada por la dieta rica en fructosa produce niveles
elevados de esta hormona en sangre, y esta hiperinsulinemia produce elevacion de la presion
arterial posiblemente por un aumento en la actividad del sistema nervioso simpatico. La
hiperinsulinemia también aumenta la absorcidn renal de sodio pudiendo asi aumentar la presion
arterial. Por ultimo, el metabolismo celular de la fructosa produce altas cantidades de
gliceraldehido y dihidroxiacetona fosfato que pueden ser convertidos en metilglioxal, una
molécula muy reactiva que puede reaccionar con grupos sulfhidrilo de proteinas alterando su
funcion. Entre las moléculas alteradas se encuentran canales L de calcio que llevan a un
aumento de la concentracion intracelular de este ion en células de musculo liso de vasos
sanguineos, aumentando la resistencia vascular [Tappy, 2010].

En humanos la relacion entre ingesta de fructosa y aumento de presion arterial pareceria
también ser indirecta, habiendo poca evidencia del efecto per se de la fructosa. La conexién
estaria en que la ingesta de fructosa produce aumento de las calorias ingeridas, aumento de
peso corporal y resistencia a la insulina estando todos estos hechos relacionados con presion
sanguinea elevada. Ademas, la ingesta de fructosa no produce una mayor actividad del sistema

nervioso simpatico, como si ocurre por ejemplo con la glucosa [Tappy, 2010].

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

Un modelo animal es un organismo vivo que posee un proceso patologico heredado,
adquirido naturalmente o inducido que en uno o varios aspectos reproduce algin fenéomeno que
ocurre en el hombre. Por lo tanto, no se debe esperar que los modelos animales sean ideales ni

que puedan ser utilizados en cualquier situacion [Varga, 2010].
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Podemos dividir a los modelos animales usados en general para evaluar patologias
como el Sindrome Metabdlico, la Diabetes mellitus, etc. en dos categorias que tienen en cuenta
el mecanismo de produccidn: modelos espontaneos y modelos inducidos. Dentro de cada uno de
estos grupos, existen algunos que tratan de simular la enfermedad humana, los llamados
modelos analogos, y otros que no tratan de imitarla sino que intentan reproducir algun aspecto
especifico de la misma. Esta ultima division suele ser mas Util en los modelos espontaneos
[Arias-Diaz, 2007].

e Modelos espontaneos: se han usado varios modelos con alteraciones genéticas
(monogénicas o poligénicas) que evidencian caracteristicas presentes en el SM humano,
principalmente obesidad y Diabetes tipo 2. Suelen ser utiles para evaluar mecanismos
moleculares especificos implicados en el desarrollo de la obesidad en roedores, pero se
sabe que el SM no es una alteracion monogénica [Panchal, 2011]. Entre ellos encontramos:

Raton ob/ob (C57BL/6J-0b/ob): poseen una mutaciéon autosémica recesiva en el gen que

codifica para la leptina, por lo que estos ratones presentan un déficit de esta hormona. Esto
hace que presenten hiperfagia y gasto de energia reducido, lo que lleva a obesidad severa.
Estos ratones muestran también hiperinsulinemia, resistencia a la insulina e hiperglucemia
en ayunas [Fellmann, 2013]. También se ha observado que desarrollan hipertrofia del
ventriculo izquierdo, fibrosis cardiaca y esteatosis e inflamacién hepatica. A diferencia del
SM en humanos, estos ratones no desarrollan hipertension arterial [Panchal, 2011].

Raton db/db (C57BL/Ks-db/db): poseen una mutacion autosémica recesiva en el gen que

codifica para el receptor de leptina, lo que genera un receptor defectuoso con un dominio
intracelular truncado que puede unir leptina pero la transduccién de sefiales no es funcional
[Fellmann, 2013]. Estos ratones desarrollan hiperfagia y obesidad. Presentan hiperglucemia
en ayunas y niveles de triglicéridos, colesterol y acidos grasos libres elevados, sumados a
una relacién HDL/LDL reducida. También presentan hiperinsulinemia y tolerancia a la
glucosa alterada. Se ha registrado infiltracidn con células inflamatorias y fibrosis en el
corazon, disfuncion endotelial y esteatosis hepatica. No presentan hipertension ni fibrosis o
inflamacion hepatica [Pachal, 2011].

Rata Zucker: Estas ratas poseen una mutacion en el gen que codifica para el receptor de
leptina, produciendo proteinas con su dominio extracelular modificado, dando lugar a
receptores con menor afinidad por esta hormona. Por lo tanto, se necesitan mayores dosis
de leptina que en ratas normales para producir un efecto similar (resistencia a la leptina).

Estas ratas poseen un consumo de alimento elevado y obesidad. Los niveles plasmaticos de
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triglicéridos y colesterol aumentan con la edad. Son insulinorresistentes, pero no llegan a
exhibir hiperglucemia en ayunas. Con la edad también desarrollan hipertension [Fellmann,
2013].

e Modelos inducidos: suelen utilizarse modelos con cambios en la alimentacion o animales
modificados genéticamente. Las dietas modernas, sobre todo las de los paises occidentales,
son hipercaldricas, ricas en hidratos de carbono como la fructosa y la sacarosa, y en grasas
saturadas y se las asocia con complicaciones como el SM y enfermedades cardiovasculares.
Con la intencién de reproducir signos y sintomas del SM humano, se han hecho
combinaciones de dietas ricas en hidratos de carbonos y grasas [Panchal, 2001]. Las dietas
empleadas comunmente son:

Dieta rica en fructosa: La forma de administrar la fructosa puede ser en el alimento sélido o en

el agua de bebida y se han usado distintas concentraciones del monosacarido durante
diversos periodos de tiempo. Ratas sometidas a esta dieta desarrollan sintomas de SM:
hipertension, resistencia a la insulina, tolerancia a la glucosa alterada y dislipidemia
(triglicéridos elevados, colesterol normal). También se registran niveles elevados de acido
urico. A nivel cardiaco se ha observado dilatacion e hipertrofia ventricular, disminucion de la
fuerza contractil e infiltracion inflamatoria. A nivel hepatico se ha observado esteatosis con
fibrosis periportal e inflamacion. A nivel renal se observa deposicion de colageno entre los
tubulos con infiltracion de macréfagos y alteraciones tubulares como hiperplasia de tubulos
proximales. Se ha observado resistencia a la leptina, pero sin cambios en el peso corporal o la
adiposidad. Algunos autores describen que existe obesidad, pero esto no ha sido confirmado
[Panchal, 2011].

Dieta rica en grasas: Si bien no existe un valor exacto que defina qué es una dieta con alto o

bajo contenido en grasas para animales, por lo general las dietas tradicionales tiene
aproximadamente un 10% de la energia proveniente de las grasas. Las dietas con alto
contenido en grasa poseen 30 — 50 % vy las dietas con muy alto contenido en grasa poseen
mas de 50%. El suplemento con grasa animal es mas efectivo que el suplemento con aceites
vegetales porque contiene mas é&cidos grasos saturados [Fellman, 2013]. Estas dietas
producen aumento del peso corporal, hiperglucemia y tolerancia a la glucosa alterada. Los
ratones alimentados con estas dietas muestran hipertension sistdlica y disfuncion endotelial,
acompanadas de fibrosis e hipertrofia cardiaca. También muestran alteraciones renales como
albuminuria, acumulacion de lipidos, deposicion de coldgeno en los glomérulos e infiltracion

de macréfagos en la médula [Panchal, 2011]. La efectividad del tratamiento depende de la
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cepa utilizada. La mayoria de las cepas de ratones muestran obesidad, pero puede haber
variaciones entre cepas en las alteraciones de peso, en la tolerancia a la glucosa, en la
resistencia a la insulina y en la dislipidemia. En ratas, puede no ser uniforme la respuesta a
este tipo de dietas [Fellman, 2013]. Si bien esta dieta es capaz de reproducir los componentes
del SM humano, las dietas humanas que causan complicaciones son mas complejas [Panchal,
2011].

l. 2. 10. Estrategias terapéuticas para pacientes con SM

Los tratamientos del Sindrome Metabdlico implican el abordaje de sus distintos
componentes mediante modificaciones en el estilo de vida para disminuir el peso corporal, y/o
terapia farmacolégica.

Con el objetivo de lograr un descenso de peso, se pueden implementar dietas
deficientes en calorias, aumentar la actividad fisica y, en los casos que estas opciones no den
resultado (pacientes con indice de masa corporal muy elevado), utilizar terapia farmacoldgica. Si
bien la pérdida de peso no es un objetivo facil de alcanzar, el simple hecho de realizar ejercicio y
cambiar la dieta puede lograr descensos de la presion arterial y mejorar los niveles de lipidos, lo
que mejorara la resistencia a la insulina aun si no se registra descenso de peso [Kaur, 2014]. El
analisis de varios estudios aleatorios controlados informados por varios autores [Yamaoka, 2012]
mostrd que la implementacion de cambios en el estilo de vida produjo una resolucion del SM dos
veces mayor que en pacientes controles, lograndose reducciones en las presiones sistdlica y
diastdlica, en los triglicéridos, en el perimetro de la cintura y en los niveles de glucemia en
ayunas. Sin embargo, no se evidenciaron cambios en los niveles de HDL-C.

En pacientes que no mejoran con los cambios en el estilo de vida, suele recurrirse a
terapia farmacoldgica para tratar individualmente los componentes del SM. Los farmacos que
suelen usarse mas comunmente son los destinados a tratar la resistencia a la insulina, y los méas
empleados son la metformina y las tiazolidinedionas. No suelen utilizarse secretagogos de
insulina ni terapia con esta hormona [Miranda, 2005b]. Para tratar la dislipidemia, suelen
utilizarse estatinas (combinadas o no con fibratos y niacina) ya que poseen minimas
interacciones con otras drogas y efectos secundarios. Para controlar la hipertension la mayoria
de los pacientes puede necesitar mas de un compuesto, pero se recomienda que los primeros
agentes utilizados sean inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina o bloqueantes del
receptor de angiotensina. Otros autores proponen la utilizacion de diuréticos o -bloqueantes
[Kaur, 2014].
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l. 2. 11. Metformina en el tratamiento del SM

La metformina es una de las drogas que mas se prescribe en el mundo y es el agente
oral de primera linea utilizado para tratar la Diabetes mellitus tipo 2, aunque también es recetada
a pacientes con SM o con sindrome de ovario poliquistico. Quimicamente es una biguanida que
se forma por la combinacion de dos grupos guanidino con pérdida de amoniaco (Figura |. 2. 11).
Para Diabetes mellitus, suele administrarse en monoterapia 0 combinada con otros agentes
antidiabéticos, como sulfonilureas, tiazolidinedionas, inhibidores de la DPP-4 o insulina [Gong,
2012].

La metformina disminuye los niveles plasmaticos de glucosa en ayunas y posprandiales,
principalmente por inhibir la produccion hepatica de glucosa excesiva a través de una reduccion
de la gluconeogénesis. Otros potenciales efectos sobre el higado serian aumento en la captacion
de glucosa, aumento en las sefiales intracelulares desencadenadas por la insulina, disminucion
en la sintesis de acidos grasos Yy triglicéridos, y un aumento en la B-oxidacion de acidos grasos.
También podria aumentar la utilizacion de glucosa en tejidos periféricos y podria reducir el

apetito y la absorcion intestinal de glucosa [Gong, 2012].

¢Hy . Como no estimula la secrecién de insulina, no
HN_ ~NH, N N _NH, . : Co
\ﬂ/ H.C \ﬂ/ \ﬂ/ causa hipoglucemia o hiperinsulinemia, como ocurre
NH NH NH , . e Loz .
o ) comunmente con otras terapias antidiabéticas. Es bien
Guanidina Metformina

_ o tolerada por la mayoria de los pacientes y existe cierta
Figura I. 2. 11 — Estructura quimica de la

guanidina y la metformina, una Vvariabilidad en la respuesta glucémica.
biguanida. En cuanto a su farmacocinética, la droga se
absorbe en el intestino delgado y se distribuye ampliamente por el organismo. No es
metabolizada y se excreta sin modificaciones en la orina.

Los mecanismos moleculares mediante los que actia la metformina no se conocen con
precision. Se sabe que estimula la enzima AMPK (del inglés 5’ AMP-activated protein kinase), un
sensor energeético celular y regulador de la homeostasis energética, y que esto produce
inhibicion de la produccion de glucosa, disminuye la sintesis de lipidos y aumenta la oxidacién de
acidos grasos libres en hepatocitos. También hay otros efectos que son independientes de AMPK
[Rena, 2013]. Por ejemplo, la regulacion del balance energético, caida en ATP y aumento en
AMP podrian modular la gluconeogénesis independientemente de la accién de AMPK [Gong,
2012].

En el estudio prospectivo de diabetes del Reino Unido (UK Prospective Diabetes Study,

UKPDS) se evalu6 el tratamiento con metformina (y otros antidiabéticos) en pacientes obesos
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que recientemente habian sido diagnosticados con Diabetes y que no poseian sintomas de
hiperglucemia. El grupo tratado con metformina mostr6 reduccion en infarto de miocardio y
mortalidad asociada con la Diabetes [Miranda, 2005b).

Existen estudios clinicos que comparan la eficacia terapéutica de un cambio en el estilo
de vida con un cambio en el estilo de vida suplementado con metformina. Harden y
colaboradores [Harden, 2007] realizaron un estudio en adolescentes, en el que encontraron que
ambos tratamientos producian pérdida de peso aunque los pacientes que recibian metformina
disminuyeron un poco mas su masa corporal. Sin embargo, este descenso no fue
estadisticamente significativo. Encontraron que la metformina podria también disminuir la presion

sistdlica.
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l. 3. Sindrome Metabdlico y hueso

I. 3. 1. Alteraciones en el metabolismo dseo asociadas al SM

Se han llevado a cabo varios ensayos para registrar la asociacion entre el SM, la
densidad mineral 6sea (DMO) y la incidencia de fracturas, pero los resultados obtenidos no son
concluyentes.

En el estudio Rancho Bernardo [von Muhlen, 2007] se midi6 la DMO de cadera, de
cuello femoral y de columna en la region lumbar. Se observd que pacientes con SM poseian
mayores valores de DMO, pero que si los datos se ajustaban por indice de masa corporal (IMC),
esta tendencia se revertia y en el cuello femoral existia una disminucion de DMO significativa.
Atribuyeron este “efecto protector” observado, previo al ajuste por IMC, al mayor peso corporal
de los pacientes con SM. Ademas, encontraron mayores valores en la incidencia de fracturas
osteopordticas no vertebrales en personas con SM, siendo significativo el aumento de fracturas
en mujeres.

En concordancia con estos hallazgos, Yaturu y colaboradores reportaron disminuciones
en la DMO de cadera y mayores niveles de osteoporosis y osteopenia en hombres de edad
avanzada con SM. Sin embargo, los valores que obtuvieron en columna vertebral no
evidenciaron alteraciones 6seas [Yaturu, 2009]. Hwang y Choi midiendo valores de DMO en
columna vertebral y ajustando los resultados teniendo en cuenta edad, sexo, IMC y algunos
habitos, concluyeron que las mujeres con SM estudiadas presentaban menor DMO que el grupo
control y que, ademas, la DMO era menor a medida que aumentaba el numero de componentes
del SM presentes [Hwang and Choi, 2010]. Si bien en estos dos trabajos no se estudié la
incidencia de fracturas, ambos remarcan al SM como un factor de riesgo para osteoporosis y las
fracturas asociadas.

Por otro lado, los resultados obtenidos de la encuesta NHANES IlI (Third National Health
and Nutrition Examination Survey) mostraron que personas con SM tenian disminucion de la
DMO de cuello femoral, pero que si los valores se ajustaban por IMC, resultaban similares a los
del grupo control. Mas aun, al aumentar el numero de componentes del SM presentes, los
valores de DMO del cuello femoral aumentaban [Kinjo, 2007]. En este estudio no se analizo la
incidencia de fracturas. En el estudio MINOS, se encontré que hombres con SM poseian
menores valores de DMO pero una menor incidencia de fracturas [Szulc, 2010].

Como se observa, los resultados obtenidos en los diversos ensayos son heterogéneos y

no son concluyentes, por lo que es necesario realizar mas estudios longitudinales como el de
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Rancho Bernardo para llegar a nuevas conclusiones [Sun, 2014]. Frente a este escenario, los
mecanismos subyacentes a las posibles alteraciones tampoco han podido dilucidarse.

Algunos autores consideran que de existir alteraciones en el hueso o aumento en la
incidencia de fracturas en el SM, estos podrian deberse a la presencia de alguno de sus
componentes, mas que al sindrome en conjunto. Remarcan que se dispone de varios criterios
para hacer el diagnostico de SM y que, como ellos implican la presencia de un cierto nimero de
signos clinicos dentro de un conjunto, los pacientes representan un grupo heterogéneo. En base
a esto, postulan que seria mas apropiado evaluar el efecto de los componentes individuales del
SM sobre la DMO y el riesgo de fracturas [Sun, 2014].

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

Los pacientes con Diabetes mellitus tipo 1 (DMT1) muestran, en la mayoria de los
estudios, una reduccién de la DMO tanto en columna lumbar como en fémur, y los pacientes con
Diabetes mellitus tipo 2 (DMT2) por lo general poseen valores elevados o iguales que pacientes
control. Tanto personas con DMT1 como DMT2 presentan una mayor incidencia de fracturas no
traumaticas, mostrando que si bien la DMO suele utilizarse para predecir el riesgo de fracturas,
no refleja la calidad 6sea [Montagnani, 2013].

Todavia no ha sido determinada con precision la relacion entre resistencia a la insulina y
masa Osea. En teoria, como la insulina es una hormona anabdlica, la presencia de
hiperinsulinemia deberia aumentar la masa 6sea. También afectaria negativamente sobre la
globulina que une hormonas sexuales, aumentando los niveles de hormonas sexuales libres que
poseen funciones protectoras contra la pérdida dsea. Sin embargo, los estudios realizados no
han podido encontrar una relacién positiva e incluso algunos muestran una relacion negativa
entre resistencia a la insulina y masa 6sea, mostrando que la via por la cual éstas se encuentran

vinculadas no es directa [Shin, 2014].

. 3. 1. B. Obesidad

El esqueleto es capaz de adaptarse a los cambios registrados en el peso corporal,
ajustando la masa de tejido 6seo a la cantidad necesaria para dar soporte a los tejidos blandos
existentes (sin ser mas de la necesaria). Existe, por lo tanto, una correlacién positiva entre el
peso corporal y la densidad mineral 6sea (DMO) y varios autores concuerdan que la masa de

tejido adiposo es el principal responsable de esta observacion [Naot, 2014].
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Un peso corporal por debajo de lo normal predispone a fracturas, por lo que siempre se
sostuvo que el exceso de peso tendria un efecto benéfico sobre la masa 6sea. Sin embargo,
existen ensayos que muestran que pacientes obesos poseen mayor predisposicion a fracturas y
que el riesgo de fracturas depende de la zona de cuerpo (relacion inversa con el IMC en cadera,
columna y mufieca; relacion positiva con el peso en tobillo) y de la edad [Naot, 2014].

Existen varios mecanismos por los cuales el tejido adiposo podria considerarse protector

frente a fracturas traumaticas y osteopordticas y otros que lo harian perjudicial:

Protector Perjudicial

El aumento de peso incrementa la masa e Se producen citoquinas pro-inflamatorias

Osea. (TNF-a., IL-1, IL-6) que alteran la formacion

Almohadilla protectora frente a fracturas  dseay aumentan su resorcion.

traumaticas (por caidas). e Los acidos grasos libres estimulan la

Niveles elevados de leptina tienen efectos resorcion dsea.

anabdlicos directos sobre el hueso. e Niveles elevados de leptina podrian tener

Mayores niveles de estrégenos disminuyen efectos adversos sobre el hueso al activar el
la resorcion 6sea por inhibicion de RANKL. sistema nervioso simpatico.
e La hiperglucemia altera la formacion dsea.
¢ Se activa el factor de transcripcion PPARy,
que inhibe la formaciéon y estimula la
resorcion dsea.
e Personas obesas suelen poseer déficit de
vitamina D  con hiperparatiroidismo
secundario.

Tabla I. 3. 2 — Mecanismos por los cuales el tejido adiposo puede ser protector o perjudicial en la
incidencia de fracturas [Rosen & Bouxsein, 2006; Compston, 2013; Naot, 2014].

l. 3. 1. C. Hipertension

La hipertension arterial se relaciona negativamente con la DMO. Los principales
mecanismos fisiopatologicos que describen la relacion entre hipertension y disminucion de la
masa Osea son: incorporacion y niveles disminuidos de calcio, deficiencia de vitaminas D y K,
ingesta elevada de sodio y niveles bajos de dxido nitrico [lli¢, 2013].

Personas con hipertension poseen una capacidad de absorcion intestinal de calcio
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reducida y un aumento en la eliminacion urinaria de calcio. Esto da lugar a una reduccion en la
concentracion plasmatica de este idn. Este descenso produce secrecion de hormona paratiroidea
por parte de las glandulas paratiroides y como consecuencia de ello se activa la resorcion 6sea.
Ademas, cuando los niveles séricos de calcio son bajos, los niveles de calcio en células
musculares lisas de la pared de vasos sanguineos son elevados, lo que produce resistencia
vascular y vasoconstriccion [lli¢, 2013]. Estudios clinicos muestran que, en mujeres, al aumentar
la presidn arterial sistolica, se incrementa la velocidad de pérdida de masa 6sea en el cuello
femoral [Cappuccio, 1999], y que en hombres también existe una relaciéon positiva entre
hipertension y la pérdida de masa 6sea [Metz, 1999].

La vitamina D regula la absorcién de calcio y fésforo en el intestino delgado y aumenta la
reabsorcion de calcio en los tubulos renales. En cuanto al metabolismo dseo, estimula la sintesis
de osteocalcina, reduce la sintesis de colageno y estimula la activacién y maduracion de
osteoclastos indirectamente. Ademas, inhibe la proliferacion de células musculares lisas en
vasos sanguineos, inhibe la calcificacion vascular y modula el sistema renina-angiotensina.
Varios estudios epidemiologicos mostraron una asociacion entre niveles bajos de vitamina D y
falla cardiaca, hipertension e hiperparatiroidismo. También se ha encontrado una correlacién
positiva entre niveles de 25 hidroxivitamina D y 1,25 dihidroxivitamina D con los niveles de
dilatacion de vasos producida por el flujo sanguineo [lli¢, 2013].

La vitamina K actua como coenzima de la y-glutamil carboxilasa, enzima necesaria para
la formaciéon de proteinas y-carboxiladas, como la osteocalcina. Un déficit de esta vitamina
produce formas de osteocalcina con menos grupos carboxilo, que las vuelve menos afines hacia
la hidroxiapatita y por lo tanto una menor cantidad de calcio se incorpora a los huesos y la DMO
disminuye [lli¢, 2013].

Una ingesta elevada de sodio produce aumento del volumen del intersticio renal,
promoviendo una mayor filtracion glomerular y una consecuente mayor excrecion de calcio.
Como el sodio y el calcio compiten por la reabsorcion, la reabsorcion renal de calcio se ve
disminuida. Esto lleva a una disminucion del calcio plasmatico y movilizaciéon de este ién desde
el hueso, con consecuente disminucion de la DMO.

El 6xido nitrico (NO) produce vasodilatacién y contribuye a la regulacién de la presion
sanguinea. El efecto directo sobre el tejido dseo no es tan concluyente, y algunos estudios
clinicos encuentran que la administracion de farmacos dadores de NO producen un aumento de

la DMO y una disminucion en la incidencia de fracturas [lli¢, 2013].
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. 3. 2. Metformina y metabolismo 6seo

En la seccion I. 2. 11 se describieron los efectos de la metformina sobre el Sindrome
Metabolico. Mejorando alguno de los componentes que pudieran tener efecto negativo sobre el
hueso, la metformina mejoraria en forma indirecta la condicion dsea. Por otro lado, en nuestro
laboratorio hemos demostrado que la metformina posee efectos directos sobre células dseas in
vitro, in vivo y ex vivo. En esta seccion se enumeraran los efectos de la metformina sobre el
tejido y metabolismo 6seo.

Estudios in vitro muestran que la metformina tiene efectos directos sobre cultivos de
células del linaje osteoblastico. El tratamiento de células UMR106 y MC3T3E1 con metformina
aumenta la proliferacion celular en forma dosis dependiente. Ademas, en las células MC3T3E1 la
droga induce un aumento en la diferenciacion osteoblastica, mostrando mayor produccion de
colageno tipo 1, mayor actividad de fosfatasa alcalina y mayor formacion de nddulos
extracelulares de mineralizacion [Cortizo, 2006]. También se ha encontrado que la metformina
produce un aumento en la expresion de OPG y una disminucién de la expresion de RANKL en
osteoblastos primarios y en osteoblastos MC3T3E1, y que sobrenadantes de estos cultivos
originan menor cantidad de células TRAP positivas cuando se agregan a cultivos de células
Raw264.7 [Mai, 2011].

Cultivos de osteoblastos expuestos a productos de glicacion avanzados (AGEs) por
periodos prologados muestran alteraciones en la proliferacion, diferenciacion y mineralizacion,
siendo estos efectos prevenidos por el agregado de metformina en el medio de cultivo
[Schurman, 2008].

En cuanto a ensayos in vivo, ratas ovariectomizadas (un modelo de osteoporosis)
mostraron una DMO elevada en el grupo que recibié metformina y menor cantidad de células
TRAP positivas en la tibia proximal [Mai, 2011]. Células estromales mesenquimaticas (MSC)
aisladas de la médula 6sea de ratas que recibieron metformina en el agua de bebida mostraron
una mayor predisposicion a ser diferenciadas a osteoblastos, mostrando mayores niveles de
marcadores como actividad de fosfatasa alcalina, produccidn de colageno tipo 1y osteocalcina, y
depdsitos extracelulares de calcio, acompafiado de una elevada expresion del factor de
transcripcién Runx2 [Molinuevo, 2010]. En este ultimo ensayo, la metformina también mejoré la
reparacion de una lesion dsea practicada tanto en ratas controles como diabéticas.

En un modelo de ratas con deficiencia parcial de insulina, la metformina previno las
alteraciones en la microarquitectura dsea de la metafisis femoral proximal producidas por la

Diabetes (disminucion en la cantidad de hueso trabecular, reduccion en la densidad osteocitica,
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reduccion en el espesor del cartilago de crecimiento y de la actividad TRAP en la espongiosa
primaria). Ademéas, MSC provenientes de estas ratas mostraban una relacion Runx2/PPARy
disminuida indicativa de una predisposicién para diferenciarse a adipocitos, lo que fue también
prevenido al administrar metformina [Tolosa, 2013].

En contraposicion con estos resultados que muestran efectos pro-osteogénicos de la
metformina, otro estudio mostrd que en un modelo de ratones ovariectomizados y en ratas
Wistar de tres meses, la administracién de metformina no fue capaz de prevenir las alteraciones
inducidas por el déficit de estrogenos en la arquitectura del hueso cortical ni trabecular, ni en la
reparacion de fracturas en este modelo de osteoporosis post-menopausica [Jeyabalan, 2013].
Estos resultados indicarian que la metformina no debe ser considerada un farmaco anti-
osteoporético, sino que es esencialmente un agente que mejora el metabolismo de la glucosa y
la accion de la insulina, y que secundariamente posee efectos beneficiosos sobre la densidad y
calidad dsea.

En general, la mayoria de los resultados indican que la metformina posee efectos
benéficos sobre el metabolismo 6seo, actuando en forma directa sobre las células presentes en
este tejido y también por via indirecta, mejorando la condicion metabolica sistémica. Por lo tanto,

seria interesante evaluar si esto mismo se reproduce teniendo al SM como patologia de base.
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Il. Hipétesis y objetivos

Se propone la hipdtesis que la induccién de Sindrome Metabdlico podria asociarse con

alteraciones 0seas, consecutivas a cambios en el recambio dseo y en el metabolismo de las

celulas 6seas o de sus progenitores, y consecuentemente, asociarse con un mayor riesgo de

fracturas y/o disminuida capacidad de regeneracion del tejido esquelético. Ademas, se postula

que estas alteraciones dseas asociadas al Sindrome Metabdlico, podrian ser prevenidas en

forma parcial o total por la administracion oral de metformina.

Para comprobar esta hipétesis, se plantearon los siguientes objetivos:

Objetivo general:

Investigar la posible asociacién entre el Sindrome Metabdlico y las alteraciones del tejido

0seo en ratas.

Objetivos especificos:

1.

Investigar in vivo las posibles alteraciones 6seas, consecutivas a la induccion de Sindrome

Metabdlico en un modelo de ratas alimentadas con una dieta rica en fructosa.

. Investigar el efecto ex vivo del Sindrome Metabdlico, inducido en ratas por una dieta rica en

fructosa, sobre el potencial osteogénico o adipogénico de células estromales
mesenquimaticas (MSC).

. Investigar el efecto in vivo del Sindrome Metabdlico inducido por fructosa, sobre la

regeneracion del tejido dseo.

. Evaluar la posible modulacion de las alteraciones dseas consecutivas a un Sindrome

Metabdlico inducido por fructosa, mediante la administracion oral de metformina.
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lll. Materiales y Métodos

1l. 1. Estudios in vivo

lll. 1. 1. Disefio experimental N°1: Efecto del Sindrome Metabélico inducido por una

dieta rica en fructosa sobre el metabolismo 6seo

Para evaluar el posible efecto de un Sindrome Metabodlico inducido por una ingesta
sostenida de una cantidad elevada de fructosa sobre el metabolismo déseo, se utilizaron dos
grupos experimentales llamados Control (C) y Dieta Rica en Fructosa (DRF). Cada uno estuvo
compuesto por 6 ratas Sprague-Dawley machos adultos jévenes con un peso inicial de 200 a
220 g. Los animales fueron mantenidos en un bioterio (Catedra de Histologia B, Facultad de
Ciencias Médicas, UNLP) con temperatura controlada en 23°C con ciclos de luz — oscuridad de
12 horas. El grupo C recibi¢ alimento balanceado estandar (Asociacion de Cooperativas
Argentinas, Buenos Aires, Argentina) y agua corriente ad libitum, mientras que el grupo DRF
recibié el mismo alimento balanceado y solucion de fructosa 10% p/v (Biopack, Buenos Aires,
Argentina) ad libitum [Peredo, 2006; Rebolledo, 2008].

Los ensayos se llevaron a cabo teniendo en cuenta la Guia de Manejo y Entrenamiento
de Animales de Laboratorio publicada por la UFAW (Universities Federation for Animal Welfare)
[2011]. La evaluacion y aprobacion de los ensayos animales fue obtenida del comité de
acreditacion institucional (Certificado de Bienestar Animal No A5647-01 - INIBIOLP).

A los 14 dias de iniciado el tratamiento se realizd una lesion en el parietal derecho
(Seccion 1ll. 1. 4.). Los animales se mantuvieron en las condiciones mencionadas previamente
otros 14 dias para permitir la regeneracion del tejido lesionado.

Luego de 28 dias totales de tratamiento, los animales fueron pesados y posteriormente
sacrificados bajo anestesia por dislocacion cervical. Se obtuvieron muestras para realizar los
siguientes analisis:

e Evaluacién de parametros séricos (Seccion Ill. 1. 3)

e Andlisis histomorfométrico de la metafisis femoral proximal (hueso descalcificado)

(Seccion 1ll. 1. 7)

e Evaluacién del proceso de reparacion de una lesion dsea (Seccion lll. 1. 4)

e Obtencién de células estromales mesenquimaticas y su diferenciacion a

osteoblastos y adipocitos. Evaluacion de marcadores y expresion de factores de

transcripcién (Seccion 11, 3)
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Figura Ill. 1 - Disefio experimental utilizado para evaluar el efecto del Sindrome Metabdlico inducido por
una dieta rica en fructosa sobre el metabolismo éseo.

lll. 1. 2. Disefio experimental N°2: Efecto de un tratamiento oral con metformina sobre
las alteraciones en la microarquitectura 6sea producidas por el Sindrome Metabdlico
inducido por una dieta rica en fructosa

Posteriormente se procedié a evaluar si el tratamiento oral con metformina podia
prevenir las alteraciones del tejido dseo ocasionadas por la dieta rica en fructosa. Para ello se
utilizaron ratas machos adultos jovenes Wistar con un peso inicial de 200 a 220g. Los animales
fueron obtenidos del bioterio de la Facultad de Veterinaria, UNLP y trasladados al bioterio de la
Facultad de Ciencias Exactas, UNLP. Una vez en este bioterio, se permitio la aclimatacion de los
animales durante 2 dias. Se los mantuvo en un ambiente con temperatura controlada en 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].

Los animales fueron divididos aleatoriamente en dos grupos de dieciséis ratas cada uno.
Un grupo recibié solucién de fructosa 10% p/v (Biopack, Buenos Aires, Argentina) ad libitum y el
otro grupo recibié agua corriente estéril ad libitum. Ambos grupos recibieron alimento balanceado
estandar (Asociacion de Cooperativas Argentinas, Buenos Aires, Argentina). Luego de 14 dias de
tratamiento, a la mitad de cada grupo se le adiciond metformina (100 mg/kg/dia) en el agua de
bebida y se continud el tratamiento por otros 21 dias. Quedaron conformados, entonces, cuatro
grupos experimentales con ocho animales cada uno: Control (C), Control + Metformina (CM),
Dieta Rica en Fructosa (DRF) y Dieta Rica en Fructosa + Metformina (DRFM). La razon de la
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eleccion de este tiempo de tratamiento con la droga se debe a que previamente nuestro grupo de
investigacion ha descripto que la administracion oral de Metformina durante al menos dos
semanas induce cambios significativos en parametros osteogénicos in vivo e in vitro [Tolosa,
2013; Cortizo, 2006; Molinuevo, 2010].

La mitad de los animales de cada grupo recibi6 una inyeccién de dos fluorocromos con
el objetivo de reconocer los sitios de mineralizacion activa (Seccion lll. 1. 5).

Luego de 35 dias totales de tratamiento, los animales fueron pesados y sacrificados bajo
anestesia por dislocacion cervical. Se obtuvieron muestras para realizar los siguientes anélisis:

e Evaluacion de parametros séricos (Seccién lll. 1. 3)

o Estudios de tomografia computarizada cuantitativa periférica (pQCT) (Seccion lll. 1. 6)
e Estudio de parametros de histomorfometria dinamica de la metafisis femoral distal

(hueso calcificado) (Seccién lIl. 1. 7)
e Estudio de parametros de histomorfometria estatica de la metafisis femoral distal

(hueso calcificado) (Seccién lll. 1. 7.)
e Estudio de parametros de histomorfometria estatica de la metéfisis femoral proximal

(hueso descalcificado) (Seccion Ill. 1. 7.)
e Obtencién de células estromales mesenquimaticas y diferenciacion a osteoblastos.

Evaluacion de marcadores del linaje osteoblastico (Seccion IlI. 3)

) w
Control (C)
it as it
a4l \ Yl
Control (C) .
alimento balanceado
agua corriente ad libitum Control +
Metformina (CM)
alimento balanceado o
agua corriente ad libitum Inyeccién de
/ Metformina 100 mg/kg/dia fluorocromo 1
e 4 Sacrificio
& o
\ o d Muestras obtenidas:
) 1 \ dr - Sangre
KA Dieta Rica Inyeccién de - Fémur derecho - hiséqrr]g(:rr]ftc);netria estética
. / en. Fructosa (DRF) fluorocromo 2 - Fémur izquierdo -gislamiento de MSC; pQCT
Dieta Rica alimentobalanceado - Vértebra Lumbar 2 = pQCT
en Fructosa (DRF) 10% p/v ad libitum - Tibia izquierda - pQCT

alimento balanceado
solucién de fructosa
10% p/v ad libitum 377
“u 0
Dieta Rica
en Fructosa +
Metformina (DRFM)
alimento balanceado
solucién de fructosa
10% p/v ad libitum
Metformina 100 mg/kg/dia

dias

0 14 25 32 35
Figura lll. 2 - Disefio experimental utilizado para evaluar el efecto del tratamiento oral con metformina
sobre las alteraciones en la microarquitectura dsea producidas por el Sindrome Metabdlico inducido
por una dieta rica en fructosa.

50



lll. Materiales y Métodos

lll. 1. 3. Determinacion de parametros séricos

Con el objetivo de evaluar el estado metabolico de los animales, previo al sacrificio se
obtuvieron muestras de sangre posprandial. La sangre fue centrifugada a 3500 rpm durante 15
minutos para separar el suero del paquete celular.

Los valores de glucemia, triglicéridos y colesterol fueron medidos utilizando kits
comerciales (Laboratorios Wiener, Rosario, Argentina) con un analizador quimico automatizado
Metrolab 2300 plus (Metrolab, Argentina). Los niveles de insulina se determinaron con un kit
ELISA especifico para rata (ALPCO, New Hampshire, USA) y los valores de fructosamina fueron

medidos con un kit colorimétrico (Biosystems, Barcelona, Spain).

lll. 1. 4. Modelo de lesién osea

Con el objetivo de evaluar los posibles efectos del Sindrome Metabdlico inducido por
fructosa sobre el proceso de reparacion dsea, se utilizé un modelo de lesion minima en el hueso
parietal, previamente descripto por Santana et al [Santana, 2003].

Los animales fueron anestesiados con inyecciones sucesivas de xilacina (intramuscular,
0,75 mg/100 g peso corporal) y ketamina (intraperitoneal, 7,5 mg/100 g peso corporal)
(Laboratorios Richmond, Buenos Aires, Argentina). Se realiz6 una incision de aproximadamente
1 cm en la piel que esta por encima del hueso parietal derecho hasta exponer el periostio, y se lo
seccion6 para descubrir el hueso. Se realizé un defecto circular de 1,0 mm en el parietal derecho
utilizando un torno de baja velocidad provisto de una mecha de carburo (Sabilex 35000RPM). Se

suturd la lesion y se continud con el protocolo experimental.

lll. 1. 5. Protocolo de inyecciones de fluorocromos para determinaciéon de

superficies de mineralizacion activa

Se realiz6 la administracion sucesiva de dos fluorocromos por via subcutanea. Diez dias
previos al sacrificio, los animales recibieron cloruro de demeclociclina (15 mg/kg peso corporal;
Sigma, St. Louis, MO, EEUU) y tres dias previos al sacrificio recibieron calceina (15 mg/kg peso
corporal; Sigma, St. Louis, MO, EEUU) [Aguirre, 2009]. Las soluciones fueron preparadas en
solucién fisiologica 1 hora antes de ser administradas y fueron esterilizadas por filtracién [An,
2003].
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lIl. 1. 6. Estudio de parametros estructurales 6seos por Tomografia Computada
Cuantitativa Periférica (pQCT)

lll. 1. 6. A. Obtencidn de las muestras

Se utilizaron fémures izquierdos, tibias izquierdas y segundas vértebras lumbares. Luego
del sacrificio los huesos fueron disecados, despojados de musculos y colocados en etanol 70%.

Las muestras fueron mantenidas en esta solucion a 4°C hasta su analisis.
lll. 1. 6. B. Mediciones

Estos estudios se realizaron en el Laboratorio del Dr. Ignacio Aguirre en la Universidad
de Florida, EEUU, en el marco de un proyecto cooperativo y a través de un subsidio para viajes
de la UNLP. Se utilizé un tomégrafo Stratec XCT Research M (Norland Medical Systems, Fort
Atkinson, WI, EEUU) equipado con el software correspondiente, version 6.20. En los huesos
largos se hicieron dos medidas, una a nivel de la metéfisis distal (fémur) o proximal (tibia) y en la
mitad de la diafisis (midshaft). En las vértebras se realizé una sola medida en la mitad del cuerpo
vertebral (Figura Ill. 3). El sitio del hueso donde se realizaron las medidas fue determinado
usando el escaneo previo (scout scan) que realiza el equipo, siendo aproximadamente el 20% de
la longitud de los huesos largos para las metafisis y 50% para la midshaft. Para las vértebras, la

medida se realizd al 50% de la longitud del cuerpo en sentido cefalico-caudal [Aguirre, 2009].

Metdfisis % ] —

Ty
n ?da vertebra "’é‘ﬁ%‘?pdoe'
lumbar vertebral

Midshaft

Fémur Tibia

Figura Ill. 3 - Regiones analizadas por tomografia computada cuantitativa periférica (pQCT) en los huesos
evaluados.
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lll. 1. 6. C. Parametros evaluados

Para evaluar el estado del tejido 6seo en las metafisis de los huesos largos y en el
cuerpo vertebral, se midieron los siguientes parametros:

e contenido mineral 6seo total (CMOxot), [mg/mm]

e densidad mineral 6sea total (DMOyyt), [mg/cmd]

e contenido mineral 6seo trabecular (CMOgab), [mg/mm]

e densidad mineral 6sea del hueso trabecular (DMOab), [mg/cm3]

Los pardmetros evaluados a nivel de la diéfisis de los huesos largos fueron:
e contenido mineral 6seo cortical (CMOcort), [mg/mm]

e densidad mineral ¢sea cortical (DMOcort), [mg/cm3]

e espesor del hueso cortical, [mm]

e circunferencia del periostio, [mm]

e circunferencia del endostio, [mm]

lll. 1. 7. Analisis histomorfométrico

lll. 1. 7. A. Obtencion y procesamiento de las muestras

o Metéfisis femoral proximal (hueso descalcificado)

Luego del sacrificio, los fémures fueron disecados y despojados de musculos. Se
midieron las longitudes con un calibre Vernier.

Los huesos se fijaron 72hs en Formalina Neutra Tamponada (NBF, neutral buffered
formalin) y luego fueron descalcificados por inmersiones sucesivas en soluciones de EDTA 10%
(Biopack, Buenos Aires, Argentina), pH = 7,0. Luego de la descalcificacion las muestras fueron
deshidratadas por inmersion en soluciones con concentraciones crecientes de etanol (70%, 96%
y 100%), xileno y finalmente fueron orientadas e incluidas en parafina de bajo punto de fusién.

Se realizaron cortes de 5 um de espesor utilizando un micrétomo Leica SM 2000R
(Leica Microsystems, Wetzlar, Germany). A dichas secciones se les eliminé la parafina y se las
rehidrat6 para poder realizar tinciones histoldgicas. Esto se logré sumergiéndolas sucesivamente

en xileno y soluciones de etanol de concentracion decreciente (100%, 96% y 70%).
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e Parietal derecho (hueso descalcificado)

Luego del sacrificio, se disecaron los huesos parietales derechos para evaluar por
técnicas histologicas la reparacion de la lesion minima descripta previamente.

Los huesos fueron fijados en NBF por 48hs y luego descalcificados por inmersiones
sucesivas en soluciones de EDTA 10% (Biopack, Buenos Aires, Argentina), pH = 7,0. Luego de la
descalcificacion las muestras fueron deshidratadas por inmersion en soluciones con
concentraciones crecientes de etanol (70%, 96% y 100%), xileno y finalmente fueron incluidas en
parafina de bajo punto de fusion.

Se realizaron cortes longitudinales de la lesion de 5 um de espesor, utilizando un
micrétomo Leica SM 2000R (Leica Microsystems, Wetzlar, Germany), que luego fueron
desparafinados y rehidratados con el objetivo de poder realizar tinciones histologicas. Esto se
logrd sumergiéndolos sucesivamente en xileno y soluciones de etanol de concentracion
decreciente (100%, 96% y 70%).

o Metéfisis femoral distal (hueso calcificado)

Los fémures fueron disecados, despojados de musculos y medidos con un calibre digital.
Se fijaron 24hs en NBF, luego de lo cual fueron sumergidos en alcohol 70% y conservados a 4°C
hasta su transporte a la Universidad de Florida.

Los huesos fueron deshidratados colocandolos sucesivamente en soluciones de
concentraciones crecientes de etanol (70%, 95% y 100%) y xileno. Las muestras se orientaron y
luego se utilizaron soluciones de composicion variable de metilmetacrilato, dibutil (n-butil) ftalato
y peroxido de benzoilo hasta quedar las muestras incluidas en la resina solida resultante. Se
realizaron cortes de 8 um de espesor utilizando un micrétomo rotatorio Leica RM 2025 (Leica
Microsystems, Wetzlar, Germany), que se mantuvieron sin tefiir con el fin de evaluar parametros
de histomorfometria dindmica, y cortes de 4 um de espesor que fueron deplastificados con 2-

metoxietil acetato para realizar la tincion de von Kossa con Tetrachrome como contracoloreante.

lll. 1. 7. B. Tinciones realizadas.

Con el fin de evaluar distintos aspectos de la histomorfometria dsea, se realizaron las

siguientes tinciones:
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Hematoxilina & Eosina (H&E): la técnica utiliza dos colorantes, uno basico o cationico,
la hematoxilina, y otro acido o anionico, la eosina. Estos colorantes se unen por interaccion
electrostatica a los distintos componentes celulares o de la matriz extracelular que poseen carga.
La hematoxilina se une a estructuras que poseen carga negativa al pH que se realiza la tincién y
les imparte un color azul-violaceo (estructura basdfila). La eosina se une a componentes que
poseen carga positiva al pH que se realiza la tincion y les imparte un color rosado (estructura
acidofila o eosindfila) (Figura Ill. 4, Panel A). Son ejemplos de estructuras basdfilas los acidos
nucleicos y de estructuras eosindfilas las proteinas.

Los cortes descalcificados, desparafinados e hidratados fueron colocados en
hematoxilina por 5 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 concentracién creciente y luego

xileno para poder ser montados con balsamo sintético (Biopur, Rosario, Argentina).

Tincion histoquimica para fosfatasa acida tartratorresistente (TRAP): esta tincion se
realizé para identificar especificamente osteoclastos [Burstone, 1959]. EI método empleado
utiliza un sustrato, inicialmente incoloro, que luego de ser hidrolizado enzimaticamente sufre un
reordenamiento molecular debido a la reaccion con una sal de diazonio [Galvao, 2011]. Esto da
lugar a un producto final insoluble coloreado que permite la deteccidn de las regiones donde se
produjo la reaccién, es decir, aquellas en las que existia la enzima encargada de la hidrolisis
mencionada.

Se disolvié Fast Garnet GBC (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EEUU) en metilglicol y se
agregd HCl para dar el pH necesario para la reaccion de diazotacion. Se agrego6 paulatinamente
una solucion de nitrito de sodio 0,1% y se dejo reposar por 3 minutos para que se llevara a cabo
la reaccion.

La mezcla de reaccion especifica para TRAP se compone de buffer citrato pH=4,9 al que
se le adiciona tartrato de sodio para inhibir a las fosfatasas que no son tartratorresistentes y se
termostatiza a 37°C. Se agrega la solucion de o-Naftol AS-BI fosfato (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, EEUU) y luego se adiciona el Fast Garnet diazotado previamente. Se colocan los
preparados descalcificados, desparafinados e hidratados y se incuban durante 1 hora en
oscuridad.

La hidrdlisis del o-Naftol AS-Bl fosfato a cargo de la fosfatasa acida tartratorresistente da

lugar a a-naftol que se acopla inmediatamente con la sal de diazonio formada a partir del Fast
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Garnet. Esto produce un precipitado insoluble color violeta en las células que poseen actividad
de la enzima TRAP (zonas TRAP positivas). Los cortes se contracolorearon con Fast Green y

fueron montados con glicerina (Figura lll. 4, Panel B).

Azul Alcian (pH=2,5): la tincidn se realiza a un pH en el cual el azul alcian (AA) tifie
mucinas altamente sulfatadas, las cuales se veran de color azul [Lefebvre & Bhattaram, 2010].
En este trabajo de tesis la tincion se utilizd para evidenciar la matriz extracelular sintetizada por
los condrocitos presentes en el cartilago de crecimiento (Figura Ill. 4, Panel C).

Los cortes de 5 um descalcificados, desparafinados e hidratados se sumergieron en la
solucion de azul alcian 2% en &cido acético durante 4 horas y luego se lavaron con agua
destilada por 10 minutos. Finalmente, los preparados se contracolorearon con eosina y se

deshidrataron para realizar el montado con balsamo sintético (Biopur, Rosario, Argentina).

von Kossa con Tetrachrome como contracoloreante: Esta tincién 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% Yy ferricianuro de potasio 0,5%. Los preparados se lavaron con agua
corriente por 20 minutos y finalmente se tifieron con la solucién de Tetrachrome 2,5% (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, EEUU) durante 7 minutos [Hilton, 2014]. Los cortes se deshidrataron y
fueron montados con Permount® (Fischer Chemical, Fischer Scientific, EEUU).

La Figura lll. 4, Panel D, muestra un preparado tefido con esta tincion. La reduccion del
cation Ag* presente en el nitrato de plata produce un depdsito 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 nlcleos celulares se veran azul oscuro, los citoplasmas azul

mas claro y el cartilago aparecera de color azul-violaceo.
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Figura lll. 4 — Fotos de preparados tefiidos con las distintas tinciones empleadas. (A)
Hematoxilina & Eosina; (B) Azul Alcian; (C) Histoquimica para la enzima fosfatasa &cida
tartratorresistente; (D) von Kossa con Tetrachrome como contracoloreante.

lll. 1. 7. C. Evaluacion de parametros de histomorfometria estatica.

o Metafisis femoral proximal

Los cortes fueron fotografiados con un sistema fotografico Micrometrics 519CU adaptado
a un Microscopio Nikon Eclipse E400 (Nikon, Tokio, Japdn) y las imagenes obtenidas fueron
analizadas utilizando el programa ImageJ (http://www.macbiophotonics.ca/imagej) [Molinuevo,
2010].

Con los cortes tefiidos con H&E se determinaron los siguientes pardmetros:

o Area trabecular relativa (A.Tr/A.T), [%)], definida como la relacion entre el area
ocupada por el hueso trabecular y el area total de tejido (hueso trabecular + médula
dsea).

e Densidad osteocitica, [#/mm2], definida como el numero de osteocitos por mm? de
hueso trabecular.

Ambos parametros fueron determinados en la metéfisis femoral proximal (Figura Ill. 5).
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Figura lll. 5 - Determinacion del porcentaje de hueso trabecular y la densidad osteocitica en la metéfisis

femoral proximal en cortes tefiidos con Hematoxilina & Eosina. (A) Determinacién del porcentaje de area

que corresponde a hueso trabecular en un area total (rectangulo) que contiene hueso trabecular y
espacios ocupados por médula ésea; (B) nimero de osteocitos por mm? de hueso trabecular.

Las muestras tefiidas con AA se utilizaron para determinar la altura media del cartilago
de crecimiento femoral proximal (Figura Ill. 6). Las medidas fueron realizadas paralelo a las

columnas de condrocitos en los dos tercios centrales del cartilago [Weise, 2001].

Figura Ill. 6 - Evaluacion del espesor del cartilago de crecimiento utilizando cortes histoldgicos tefiidos
con Azul Alcian. La primera seccion muestra la ubicacion del cartilago de crecimiento en la metéfisis
femoral proximal. Luego se muestra una ampliacién de la zona y la forma en que se midié el espesor de
dicha estructura (segmentos).

La histoquimica para TRAP se realiz6 para identificar osteoclastos en forma precisa
[Burstone, 1959]. La densidad osteoclastica en la espongiosa primaria fue evaluada como area

TRAP positiva por mm? (Figura Ill. 7).
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Figura Ill. 7 - Evaluacién de la presencia de zonas con tincién positiva utilizando histoquimica para la
enzima fosfatasa &cida tartratorresistente. (A) Se muestra la espongiosa primaria y las areas TRAP
positivas (regiones violeta). (B) Ejemplo de cdmo se realiza la determinacién del &rea TRAP positiva
por mm2,

o Parietal derecho

Los cortes fueron fotografiados con un sistema fotografico Micrometrics 519CU adaptado
a un Microscopio Nikon Eclipse E400 (Nikon, Tokio, Japén) y las imagenes obtenidas fueron
analizadas utilizando el programa ImageJ (http://www.macbiophotonics.ca/imagej) [Molinuevo,
2010].

La tincion con H&E se utilizd para determinar los siguientes pardmetros (Figura ll. 8,
panel A):
e Area de reosificacion, [um?: cantidad de hueso nuevo formado dentro del defecto
parietal.
e Numero de osteocitos/area de reosificacion, [#/mm?2]: numero de osteocitos por mm?

de hueso nuevo formado.
La coloracién histoquimica de TRAP se usO para evaluar la densidad osteoclastica,

calculada como el area TRAP positiva por micrometro de perimetro de lesion [um] (Figura lll. 8,

panel B).
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Figura lll. 8 - Determinacion de parametros para la evaluacién de la capacidad de regeneracion de una
lesidn 6sea practicada. (A) Calculo de la cantidad de &rea de hueso regenerado en la lesion y nimero de
osteocitos (Ot) en este hueso; H&E. (B) Evaluacion del area TRAP positiva (flechas) en el perimetro de la
lesion (linea remarcada).

o Metafisis femoral distal

Las medidas de los parametros fueron realizados con el software Osteomeasure

(Osteometrics Inc., Decatur, GA, EEUU). Se utilizaron cortes de 4 um de espesor de hueso

calcificado previamente tefiidos con von Kossa y contracoloreados con Tetrachrome (Figura Ill.

9). El programa permite medir la cantidad de osteoide, osteoblastos, osteoclastos, etc.,

asociados a superficies 0seas, y a partir de ellos calcular los siguientes parametros:

v

N N N

(\

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

Volumen de osteoide/volumen de hueso trabecular (OV/BV), [%): porcentaje del volumen
total del corte analizado que corresponde a osteoide.

Superficie de osteoide/superficie de hueso trabecular (OS/BS), [%]: porcentaje del total
de la superficie 6sea del corte analizado que corresponde a osteoide.

Numero de trabéculas (Tr.N), [#/mm]

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

Separacion entre trabéculas (Tr.S), [um]

Superficie de osteoblastos/superficie de hueso trabecular (Ob.S/BS), [%): porcentaje de
la superficie del hueso trabecular ocupado por osteoblastos.

Superficie de osteoclastos/superficie de hueso trabecular (Oc.S/BS), [%]: porcentaje de
la superficie del hueso trabecular ocupado por osteoclastos.

Superficie erosionada/superficie de hueso trabecular (ES/BS), [%]: porcentaje de la

superficie del hueso trabecular que ha sido erosionada por osteoclastos.
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Hueso Trabegular
o

Figura Ill. 9 - Fotos de cortes de metéfisis femoral distal tefidos con la tincion de von Kossa y
contracoloreados con Tetrachrome. O: osteoide; ES: superficie erosionada; Oc: osteoclastos; Ob:
osteoblastos.

lll. 1. 7. D. Evaluacion de parametros de histomorfometria dinamica.

o Metafisis femoral distal

Los parametros fueron medidos con el software Osteomeasure (Osteometrics Inc.,
Decatur, GA, EEUU). Se utilizaron cortes de 8 um de espesor de hueso calcificado que 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 dsea que captaron los
fluorocromos inyectados (Figura Ill. 10). Las longitudes de onda de excitaciéon y emisién son,
respectivamente, 470 nm y 509 nm para la calceina (datos del fabricante del reactivo), y 458 nm
y 535 nm para el cloruro de demeclociclina [Pautke, 2010].

El software utilizado para el analisis permite delimitar las superficies de hueso trabecular
donde existe una marcacion doble (dLS) o una marcaciéon simple (sLS). A partir de estas
medidas, e ingresando el tiempo (en dias) que existid entre las marcas, el software calcula los
siguientes parametros:

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

v’ Tasa de aposicion de mineral (MAR), [um/d]: es calculado por el programa teniendo en
cuenta el tiempo que existio entre las inyecciones de los dos fluorocromos y la distancia

media entre ambas marcas fluorescentes.
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v’ Tasa de formacién de hueso/superficie de hueso (BFR/BS), [um3/um2/dia]: se obtiene

realizando el producto entre los dos parametros anteriores.

Hueso
Trabecular

Figura lll. 10 — Fotos de cortes de meté&fisis femoral distal, observados en un microscopio provisto con luz
UV para observar los fluorocromos incorporados en el hueso trabecular en crecimiento. dLS: superficie
con doble marcacién; sLS: superficie con simple marcacion.

Otro parametro calculado utilizando las marcas observadas fue la tasa de crecimiento
longitudinal del hueso [um/dia]. Para ello se determind la distancia entre la segunda marca en la
espongiosa primaria y el limite entre condrocitos hipertréficos y proliferativos del cartilago de
crecimiento. Ingresando en el programa el tiempo desde la ultima marca y el sacrificio (3 dias en

nuestro esquema experimental) se puede calcular la cantidad de um que el hueso crecio6 por dia.

62



lll. Materiales y Métodos

lll. 3. Estudios ex vivo

lIl. 3. 1. Obtencién e incubacion de células estromales mesenquimaticas (MSC) de

rata

Las células estromales mesenquimaticas (MSC, por sus siglas en inglés) fueron
obtenidas del canal medular diafisario femoral. Inmediatamente luego del sacrificio, se
seccionaron las epifisis de un fémur 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 ¢cm?2 con el mismo
medio de cultivo suplementado con suero fetal bovino (SFB) 10% (Natocor, Cordoba, Argentina),
penicilina (100 Ul/ml) y estreptomicina (100 ug/ml). Los cultivos se mantuvieron a 37°C en
atmosfera humidificada conteniendo 5% de CO2 y 95% de aire. Luego de 24hs de incubacion, se
procedié a cambiar el medio de cultivo y de esta forma se descartaron las células que no se
habian adherido al plastico [Molinuevo, 2010].

Cuando las células alcanzaron confluencia (luego de 10 a 15 dias), la monocapa celular
fue despegada utilizando una solucién 0,025% de tripsina (GIBCO, Invitrogen, Buenos Aires,
Argentina) en PBS — EDTA 1mM. Las células se resuspendieron en DMEM con SFB 10% y
fueron repicadas en frascos de 75 cm? o en platos de cultivo multipocillo.

lll. 3. 2 Diferenciacion osteoblastica de MSC

Las células previamente obtenidas fueron plaqueadas a una densidad de 5x10¢
células/pocillo en platos de 24 pocillos y fueron incubadas en DMEM suplementado con SFB
10% vy antibiéticos, a 37°C, en atmosfera humidificada con 5% de CO,. Cuando los cultivos
alcanzaron 70-80% de confluencia, se comenz6 la diferenciacion osteoblastica mediante el
agregado de medio osteogénico. Dicho medio estaba compuesto por DMEM — SFB 10% y
antibiéticos, al que se le adiciond acido ascérbico (25 ug/ml) y B-glicerol-fosfato de sodio (5 mM)
y fue cambiado 3 veces por semana. El tratamiento fue mantenido por 15y 21 dias [Molinuevo,
2010].

Antes de iniciar la diferenciacion osteoblastica y luego de los 15 dias de incubacién se
midieron los niveles de fosfatasa alcalina (FAL) y produccion de colédgeno tipo 1, parametros

caracteristicos de diferenciacion hacia ese linaje. Luego de 21 dias de diferenciacion se midio la
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produccion de depésitos extracelulares de calcio. Las técnicas empleadas se describen en la
siguiente seccion.

Los dos compuestos agregados al medio de cultivo son los responsable de la expresion
fenotipica osteoblastica. El acido ascorbico es necesario para la produccion de coldgeno
secretado a la matriz extracelular y para inducir la actividad de fosfatasa alcalina. El B-
glicerofosfato es un donor de fosfatos que tiene una actividad sinérgica con el acido ascorbico en
promover la expresion del fenotipo osteoblastico (actividad de fosfatasa alcalina y acumulacion
de la matriz de coldgeno), y es necesario para la mineralizacion de la matriz extracelular
[Quarles, 1992].

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

Actividad de Fosfatasa Alcalina (FAL)

Para obtener el extracto celular a partir del cual se hicieron las determinaciones, previo a
la diferenciacion o luego de 15 dias de cultivo en medio de diferenciacion osteogénico, se lavé la
monocapa celular con PBS y se lisé con 200 ulL de solucion de Triton X-100 0,1%. Una alicuota
del extracto celular obtenido se utilizd para determinar la concentracion de proteinas por el
método de Bradford [Bradford, 1976]. Otra alicuota fue utilizada para evaluar la actividad de la
enzima fosfatasa alcalina.

La fosfatasa alcalina se determin6é por un método colorimétrico cinético en el cual se
evalla la produccién de p-nitrofenol (p-NP) a partir de la hidrélisis del sustrato p-nitrofenilfosfato
(p-NPP). La reaccion se lleva a cabo a 37°C, pH = 10,40 y durante un tiempo determinado. 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.

Produccion de colageno tipo 1

Las células crecidas en los pocillos fueron fijadas con solucion de Bouin (compuesta por
acido picrico, formaldehido y &cido acético glacial en proporcién 15:5:1) durante 1 hora. Luego se
lavaron los pocillos con HCI 0,1 N y se tifieron con solucién del colorante Sirius Red por 1 hora.

El colorante retenido se extrajo en 1 mL de NaOH 0,1 N y se registré la absorbancia a 550 nm
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[Tullberg-Reinert & Jundt, 1999]. Se realizd en paralelo una curva de calibracién utilizando
colageno (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EEUU). La cantidad de proteinas fue determinada por el
método de Bradford [Bradford, 1976].

Los resultados calculados como pg de colageno/100 ug de proteina se expresaron

como porcentaje (%) del control.

Produccion de depdsitos extracelulares de calcio (nédulos de

mineralizacion)

La evaluacion se realizé por un método colorimétrico [Ueno, 2001]. Luego de 21 dias de
diferenciacion osteogénica, las monocapas celulares se fijaron 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 Ny se evalud la absorbancia a 548 nm.

Los resultados se expresaron como porcentaje (%) del control.

lIl. 3. 3. Diferenciacion adipogénica de MSC

Las MSC obtenidas fueron plaqueadas a una densidad de 5x104 células/pocillo en platos
de 24 pocillos y fueron incubadas en DMEM suplementado con SFB 10% y antibiéticos, a 37°C,
en atmoésfera humidificada con 5% de CO.. Cuando los cultivos alcanzaron confluencia, se
comenzo la diferenciacion adipogénica con el agregado de un medio compuesto por DMEM -
SFB 10% suplementado con 3-isobutil-1-metilxantina (IBMX) 0,5 uM (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, EEUU), dexametasona 1 uM (Decadrén, Sidus, Argentina) e insulina 200 nM (Lilly, Buenos
Aires, Argentina). La incubacién se realizd por 10 dias y se cambi6 el medio de cultivo 3 veces
por semana.

Muchos de los agentes utilizados para inducir diferenciacion adipocitica in vitro se han
obtenido empiricamente. Se cree que la dexametasona actla activando al receptor de
glucocorticoides (GR), que es un receptor nuclear de hormonas (de la misma superfamilia que el
PPARYy). Induce el factor de transcripcion C/EBP& (CCAAT/enhancer binding protein o), que
podria ser responsable de cierta actividad adipogénica. Ademas, reduce la expresion de pref-1
(preadipocite factor -1), un regulador negativo de la adipogénesis [Rosen and Spiegelman, 2000].

La insulina aumenta el porcentaje de células que se diferencian hacia adipocitos, y

también incrementa la cantidad de lipidos que se acumulan en cada una de estas células. Activa
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diferentes vias de sefializacion que podrian mediar los efectos adipogénicos de esta hormona.
También posee actividad antiapoptética [Rosen and Spiegelman, 2000].

El IBMX se une y activa a PPARYy, factor de trascripcion clave para la diferenciacion
adipocitica y para el mantenimiento del fenotipo adipocitico.

Luego del periodo de diferenciacion, las células fueron lisadas con 100 pL de solucién
de Triton X-100 0,1% y se determinaron los depositos intracelulares de ftriglicéridos (TG)
utilizando un kit enzimatico colorimétrico comercial (Wiener, Rosario, Argentina). Los lisados
fueron incubados en el buffer de reaccion (de acuerdo a las instrucciones del fabricante) y se
midio la absorbancia a 505 nm. También se determind el contenido de proteinas de los lisados
por el método de Bradford [Bradford, 1976). Los resultados se expresaron como g de TG/L/mg

de proteina.

lll. 3. 4. Determinacién de niveles de expresion de factores de transcripcion por
Western Blot

Las MSC aisladas fueron cultivadas en platos de 6 pocillos en DMEM — SFB 10% hasta
alcanzar confluencia y luego fueron diferenciados a osteoblastos o adipocitos por los periodos
descriptos previamente. Se obtuvieron lisados de las células diferenciadas y de las células previo
a la diferenciacion utilizando buffer de Laemmli [Laemmli, 1970]. Los lisados fueron calentados a
100°C durante 1 minuto y se sembraron 30ug de proteina en un gel de 10% de poliacrilamida-
bisacrilamida desnaturalizante (con SDS). Las proteinas fueron separadas por electroforesis
SDS-PAGE vy fueron transferidas a membranas de PVDF. Se realizé el bloqueo con solucion de
leche al 5% en PBS-T. Luego las membranas fueron incubadas durante la noche a 4°C con un
anticuerpo primario contra Runx2/Cbfa1 1:5.000 (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA,
EEUU) para evaluacion de osteoblastogénesis o contra PPARy 1:7.000 (Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA, EEUU) para evaluacién de adipogénesis. Luego de lavar las
membranas, se incubaron con el segundo anticuerpo conjugado con HRP durante 1 hora a
temperatura ambiente en concentraciones que variaron entre 1:10.000 y 1:15.000. Con el
objetivo de normalizar los resultados, se realizd otra electroforesis con los lisados para
determinar la cantidad de a-actina (Novus Biologicals, Littleton, CO, USA).

Las membranas fueron reveladas por quimioluminiscencia y la intensidad de las bandas
correspondientes fue cuantificada por densitometria, luego del escaneo de las placas

fotograficas, utilizando un plugin del programa Imaged (http://www.macbiophotonics.ca)
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[Molinuevo, 2010].

lll. 4. Analisis Estadistico

Los resultados se expresaron como la media * error estandar de la media (SEM). Para
comparar dos grupos experimentales, se utilizé el test t de Student. Para analizar mas de dos
grupos experimentales se utilizd el test de ANOVA con Tukey como post test. En ambos casos se
utilizé el programa InStat Graph Pad 3.0 (Graph Pad Software, San Diego, CA, USA). Las

diferencias se consideraron significativas cuando p < 0,05.
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V. Resultados

IV. 1. Efectos del Sindrome Metabdlico inducido por una dieta rica en fructosa sobre el

metabolismo 6seo

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

La evaluacion de los pesos corporales luego del periodo de tratamiento no mostrd
diferencias significativas, siendo 253,3 + 10,2 g para el grupo control (C) y 252,0 £ 10,2 g para el
grupo de dieta rica en fructosa (DRF).

La Tabla IV. 1 muestra los perfiles bioquimicos postprandiales registrados en los

animales provenientes de los dos grupos experimentales.

Glucosa Insulina Triglicéridos Fructosamina Colesterol

[mg/dL] [ng/mL] [mg/dL] [umol/L] [mg/dL]
C 164 £ 6 1,26 £ 0,17 715+6,3 147 + 26 479+17
DRF 250+ 19b | 522+1,35¢ 1484 + 11,22 229+ 20°¢ 49,3 +1/1

Tabla IV. 1. Perfiles séricos postprandiales de los animales luego de 28 dias de recibir 0 no
fructosa en el agua de bebida. Diferencias con respecto al grupo C: 2 p < 0,0001, b p < 0,002, ¢
p <0,05.

El grupo de ratas que recibié la sobrecarga de fructosa en el agua de bebida mostro
hiperglucemia (52% mayor que el grupo C), hiperinsulinemia (313% mayor que C),
hipertrigliceridemia (108% mayor que C) y valores elevados de fructosamina (56% mayor que C).
No se observaron diferencias significativas entre los grupos en los valores de colesterol. Este
perfil es compatible con un estado metabdlico asociado a un Sindrome Metabdlico.

IV. 1. 2. Andlisis histomorfométrico estatico de la microarquitectura metafisaria

femoral proximal

El anélisis de la longitud femoral no mostro diferencias significativas entre los grupos C y
DREF registrandose un largo de 32,5 £ 0,5 mm para el primero y un largo de 31,3 £ 0,8 mm para
el segundo.

En la Figura IV. 1. 2. 1 se muestran imagenes de preparados tefiidos con Hematoxilina &
Eosina y los resultados obtenidos al evaluar el porcentaje de hueso trabecular y la densidad de

osteocitos. El grupo DRF mostré un descenso significativo en el nimero de osteocitos/mm?2 de
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hueso trabecular (reduccion del 19% versus C) y si bien el area trabecular también mostré una
tendencia a la disminucién (C: 44,0 + 48 % vs. DRF: 39,5 £ 4,5 %), esta no resultd

estadisticamente significativa.

50

40

30

20

Hueso Trabecular (%)

DRF

H ¥

Osteocitos/mm?2

DRF

Figura IV. 1. 2. 1. Efectos del SM inducido por una dieta rica en fructosa sobre la microarquitectura
femoral proximal. Fotografias representativas de cortes histologicos de la metéfisis femoral proximal
tefiidos con Hematoxilina & Eosina provenientes de ratas controles (Ay D) y DRF (B y E). Los paneles C
y F muestran la cuantificacion de los parametros histomorfométricos. Ot: osteocitos. Diferencias: * p <
0,0001 versus C.

La evaluacion de la altura de la placa de crecimiento (cartilago epifisario) en los cortes
tefiidos con Azul Alcian no mostrd diferencias entre los grupos (Figura IV. 1. 2. 2, paneles A-C).

El anélisis de la histoquimica para TRAP mostr6 que en las ratas pertenecientes al grupo
DREF, existia una reduccion en la densidad osteoclastica de la espongiosa primaria femoral (30%
de disminucién versus C, Figura IV. 1. 2. 2, paneles D-F). No se encontraron diferencias en la

adiposidad de la médula 6sea (datos no mostrados).
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Figura IV. 1. 2. 2. Efectos del SM inducido por una dieta rica en fructosa sobre la microarquitectura
femoral proximal. Fotografias representativas de cortes histologicos de la metéfisis femoral proximal de
ratas controles (Ay D) y DRF (B y E) tefiidos con Azul Alcién (A'y B) o histoquimica para TRAP (D y E).
Los paneles C y F muestran la cuantificacién de los parametros histomorfométricos. Flechas: area TRAP
positiva. Diferencias: # p < 0,05 versus C.

IV. 3. Andlisis de la capacidad de regeneracion 6sea

En la Figura IV. 1. 3. 1 se muestran cortes representativos de la lesion practicada en el
parietal derecho de ratas pertenecientes al grupo control (A, Dy G) y DRF (B, E, H). Los gréficos
de los paneles C, F e | representan las cuantificaciones de los parametros medidos para evaluar
la capacidad de regenerar el hueso en la zona de la lesién practicada.

El grupo DRF registréd una disminucién en la cantidad de tejido éseo neoformado en la
lesion (40% del area de reosificacion del grupo C, Figura IV. 1. 3. 1, panel C). Se observd que en
este nuevo hueso existia una menor cantidad de osteocitos por unidad de &rea (88% del grupo
C, Figura IV. 1. 3. 1, panel F). Ademas, las ratas pertenecientes al grupo DRF mostraron una
menor superficie de osteoclastos cubriendo el perimetro de la lesion, evidenciado a través de la

tincién histoquimica para TRAP (66% del grupo C, Figura IV. 1. 3. 1, panel ).
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Figura IV. 1. 3. 1. Efectos del SM inducido por una dieta rica en fructosa sobre la reparacion de una
lesion en el hueso parietal. Fotografias representativas de cortes histologicos de la lesion en el parietal
derecho de ratas controles (A, Dy G) y DRF (B, E y H), tefiidos con Hematoxilina & Eosina (A, B, Dy E) o
histoquimica para TRAP (G y H). La cuantificacién de los parametros se muestra en los paneles C, F e I.
Ot: osteocitos. Diferencias versus C: * p < 0,01.

IV. 1. 4. Evaluacién del potencial osteogénico de MSC

En estos experimentos se investigd también el efecto de la inducciéon de Sindrome
Metabdlico por una dieta rica en fructosa, sobre el potencial osteogénico de células estromales
de medula ésea. Para ello se aislaron células de la cavidad medular presente en la diafisis de
uno de los fémures de cada rata de ambos grupos experimentales, se las cultivé durante
diferentes periodos de tiempo y se determinaron parametros de diferenciacién osteogénica
previo a la diferenciacién hacia este fenotipo (valores basales). Las células provenientes del
grupo DRF mostraron una actividad de fosfatasa alcalina menor (FAL, disminucion del 28%) y
una reducida produccién de colageno tipo 1 (disminucion del 32%) cuando se los comparaba con

los valores obtenidos en las células provenientes de ratas control (Figura IV. 1. 4. 1).
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Figura IV. 1. 4. 1. Efectos del SM inducido por una dieta rica en fructosa sobre el potencial
osteogénico de las MSC - Niveles Basales de marcadores osteogénicos. Previo a la induccién
osteogénica, se evalud (A) la actividad de la enzima fosfatasa alcalina (FAL) y (B) la produccién de
colageno tipo 1. Diferencias versus C: * p < 0,05, T p < 0,02.

Luego de 15 dias de diferenciacion osteogénica, las MSC provenientes de las ratas del
grupo DRF expresaron niveles méas bajos de FAL (disminucion del 37%) y produjeron una menor
cantidad de colageno tipo 1 (disminucién del 25%) cuando se compararon con los parametros de

las ratas controles (Figura IV. 1. 4. 2).
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Figura IV. 1. 4. 2. Efectos del SM inducido por una dieta rica en fructosa sobre el potencial
osteogénico de las MSC - Niveles de marcadores osteogénicos luego de 15 dias de induccion
osteogénica. Las MSC aisladas de ambos grupos experimentales fueron sometidas a induccién
osteogénica por 15 dias. Luego se evalud (A) la actividad de la enzima fosfatasa alcalina (FAL) y (B) la
produccion de colageno tipo 1. Diferencias versus C: * p < 0,05, £ p < 0,01.

Luego de 21 dias de induccién osteogénica, las MSC provenientes de ratas con SM
inducido por fructosa produjeron una cantidad significativamente menor de nddulos

extracelulares de mineralizacion (Figura IV. 1. 4. 3).
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Figura IV. 1. 4. 3. Efectos del SM inducido por una dieta rica en fructosa sobre el potencial
osteogénico de las MSC - Produccion de depésitos extracelulares de calcio. Las MSC
aisladas de ambos grupos experimentales fueron sometidas a induccién osteogénica por 21 dias.
Luego se evalué la formacién de nddulos de mineralizacién. Diferencias: § p < 0,001 versus C.

IV. 1. 5. Evaluacion del potencial adipogénico de MSC

A continuacion, se investigd la capacidad de las MSC para diferenciarse al fenotipo
adipocitico. Previo a la diferenciacion hacia este linaje, las células provenientes del grupo DRF
ya mostraron una mayor acumulacion de triglicéridos intracelulares que las células provenientes
de ratas controles. Luego de 10 dias de induccion adipogénica, las células provenientes de
ambos grupos experimentales incrementaron la cantidad de triglicéridos intracelulares, pero el

grupo DRF lo hizo en mayor proporcion que el grupo C (Figura IV. 1. 5. 1).
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Figura IV. 1. 5. 1. Efectos del SM inducido por una dieta rica en fructosa sobre
el potencial adipogénico de las MSC. Las MSC aisladas de ambos grupos
experimentales fueron sometidas (0 no) a una induccién adipogénica. Luego se
evaluaron los niveles intracelulares de triglicéridos. Diferencias: * p < 0,05 vs CO0d,
1 p<0,001vs COd, 1 p <0,001 vs DRFOd, # p < 0,001 vs C10d.
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IV. 1. 6. Expresion de factores de transcripcion osteogénicos y adipogénicos

A continuacién se evaluaron posibles efectos del Sindrome Metabdlico inducido por
fructosa sobre la expresion de Cbfa1/Runx2, un marcador de osteoblastogénesis, y de PPARYy,
un marcador de adipogénesis, por Western Inmunoblotting. Para esto se utilizaron extractos
celulares obtenidos de cultivos diferenciados hacia alguno de los dos fenotipos mencionados
(Seccion lIl. 3).

Previo a la diferenciacion osteogénica, la expresion de Cbfa1/Rux2 era mayor en las
células controles cuando se las comparaba con los valores hallados en las células del grupo
DRF. Como era de esperar, luego de la induccion hacia el fenotipo osteoblastico ambos grupos
elevaron la expresién de este marcador, aunque el grupo C lo hizo en mayor proporcion (40%

para C y 24% para DRF) aumentando la diferencia entre ambos grupos (Figura IV. 1. 6. 1).
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Figura IV. 1. 6. 1. Efectos del SM inducido por una dieta rica en fructosa sobre la expresién
de Runx2 en MSC. Las MSC aisladas de ambos grupos experimentales fueron sometidas (o no)
a una induccién osteogénica. Se obtuvieron lisados celulares y se evalué la expresidn del factor
de transcripcion osteoblastico Runx2 por Western Blot. Diferencias: * p<0,05 vs C0d, 1 p<0,001 vs
DRFOd, 1 p<0,001 vs C15d.

Por otro lado, previo a la diferenciacién adipocitica, las células provenientes del grupo

DRF mostraron una mayor expresion de PPARy que las del grupo C. Luego de los 10 dias de
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diferenciacion hacia adipocitos, las células del grupo control elevaron su expresion de PPARy
mientras que las del grupo DRF no incrementaron en gran medida los valores ya elevados en el

estado basal (Figura IV. 1. 6. 2).
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Figura IV. 1. 6. 2. Efectos del SM inducido por una dieta rica en fructosa sobre la
expresion de PPARy en MSC. Las MSC aisladas de ambos grupos experimentales fueron
sometidas (o0 no) a una induccién adipogénica. Se obtuvieron lisados celulares y se evalud la
expresion del factor de transcripcion adipogénico PPARy por Western Blot. Diferencias: *
p<0,001 vs COd.

El célculo de la relacion Runx2/PPARYy (Tabla IV. 2) mostr6 que, en el estado previo a la
diferenciacion osteogénica o adipogénica, las células provenientes del grupo DRF mostraron un
compromiso mayor hacia el fenotipo adipocitico, siendo el valor de esta relacién 25 veces menor

que el calculado para las células provenientes del grupo control.

C DRF
Runx2/PPARy 1 0,043

Tabla IV. 2. Relacion entre los niveles de expresion de factores de transcripcion
osteoblasticos y adipociticos en las células extraidas de ambos grupos experimentales
previo a su diferenciacion (estado basal).
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IV. 2. Efectos del tratamiento oral con metformina sobre las alteraciones en la
microarquitectura dsea producidas por el Sindrome Metabélico inducido por una dieta rica

en fructosa

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos al analizar los efectos del SM inducido por
fructosa sobre el metabolismo 6seo, se procedié a evaluar si se podian prevenir las alteraciones
encontradas con una terapia oral con metformina. Se utilizé el esquema experimental descripto

en la Seccion Ill. 1. 2.

IV. 2. 1. Peso corporal y evaluacion bioquimica de los grupos experimentales

No se observaron diferencias significativas en los pesos corporales entre los distintos
grupos experimentales al finalizar el tratamiento (284,0 + 14,3 g para C, 279,0 + 14,0 g para CM,
286,7 £ 15,8 g para DRF y 289,0 £ 12,2 g para DRFM).

La Tabla IV. 3 resume los resultados obtenidos al evaluar los perfiles bioquimicos

postprandiales de los distintos grupos experimentales.

C CM DRF DRFM
Glucosa
170,0 +8,3 160,8 + 8,6 2146+123ae 194,7+99
[mg/dL]
Insulina
1,18 £ 0,75 1,09 + 0,30 5,89+0,98ad 4,02 +3,10
[ng/mL]
Triglicéridos
70,0 £ 6,1 584 +47 130,1+7,8¢f 1158+ 73¢cf
[mg/dL]
Fructosamina
130 + 21 190 + 13 218+ 192 239+16°
[umol/L]
Colesterol
469+15 479+0,7 51+14 459+19
[mg/dL]

Tabla IV. 3. Perfiles séricos postprandiales luego de 35 dias de tratamiento. Diferencias: 2 p < 0,05 vs
C;2p<0,02vs C;cp<0.001vsC;dp<0,05vs CM;ep<0,01vs CM;fp<0.001vs CM.

Los valores de glucemia muestran una elevacion en el grupo de ratas que ingiri6 fructosa

(26% mayor que el grupo control). El valor registrado en el grupo que recibié el tratamiento con
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fructosa y metformina muestra una normalizacién de dicho valor luego de dos semanas de
administracion de la droga (sin diferencia significativa con respecto a los animales controles). El
grupo que recibié metformina solamente, tampoco mostré cambios en los valores de glucemia, lo
cual concuerda con la accion normoglucemiante de este farmaco.

Los valores de insulinemia registrados en el grupo DRF fueron elevados con respecto al
grupo control. La administracion oral de metformina no modificd significativamente la insulinemia
(CM versus C; y DRFM versus DRF).

Los triglicéridos plasmaticos también mostraron un aumento marcado en el grupo de
ratas que recibieron la dieta rica en fructosa (85% mayor que el grupo control). Este efecto fue
prevenido parcialmente por la metformina (65% mayor que el control; 11% menor que el grupo
DRF).

Los valores de fructosamina se incrementaron significativamente en el grupo DRF con
respecto al control. La administracién oral de metformina por dos semanas no fue capaz de
prevenir estos efectos observados.

No se observaron diferencias significativas en los valores de colesterol en sangre.

Por lo tanto, la dieta rica en fructosa induce alteraciones en el metabolismo
hidrocarbonado y lipidico compatibles con el desarrollo de un Sindrome Metabdlico, y estos

cambios son prevenidos parcialmente por un tratamiento oral con metformina.

IV. 2. 2. Analisis de la longitud de huesos

Los valores registrados al medir la longitud de los fémures no mostraron diferencias
significativas, registrandose una longitud de 32,58 £ 0,19 mm para el grupo C, 32,20 + 0,19 mm
para el grupo CM, 32,12 £ 0,21 mm para el grupo DRF y 32,20 + 0,16 mm para el grupo DRFM.

Tampoco se vieron diferencias en las tibias, obteniéndose longitudes de 37,61 + 0,27
mm para el grupo C, 37,03 £ 0,08 mm para el grupo CM, 36,99 + 0,25 mm para el grupo DRF y
37,50 + 0,23 mm para el grupo DRFM.

Esta misma tendencia se vio en la longitud de los cuerpos vertebrales de la primera
vértebra lumbar, registrandose longitudes similares para los cuatro grupos experimentales (6,09
+ 0,02 mm para el grupo C, 6,51 £ 0,26 mm para el grupo CM, 6,43 + 0,10 mm para el grupo
DRF y 6,30 + 0,19 mm para el grupo DRFM).
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IV. 2. 3. Analisis estructural por tomografia computada cuantitativa periférica

El analisis del estado del hueso trabecular en la metafisis femoral distal, en la metafisis
tibial proximal y en el cuerpo vertebral no mostro diferencias significativas entre grupos (Tabla IV.

4), no registrandose cambios en el contenido ni en la densidad mineral del hueso total y

trabecular (CMO trabecular y total; DMO trabecular y total).

CTRL CTRL + METF DRF DRF+METF
Metafisis femoral distal
CMO Total [mg/cm] 11,31 £ 1,46 10,34 £ 0,94 10,35+ 1,07 10,71 +£0,72
DMO Total [mg/cm3] 660,30 + 57,74 | 625,25+27,42 | 64568+ 10,35 | 659,45+ 18,28
CMO Trabecular [mg/cm] 1,71+ 0,48 1,42 £ 0,33 1,47 £ 0,40 1,48 £ 0,22
DMO Trabecular [ng/cm3] | 331,10 £79,28 | 284,45+48,80 | 302,83 £53,11 | 303,80 + 33,93
Metafisis tibial proximal
CMO Total [mg/cm] 7,29+0,38 7,05+ 0,57 7,26 £ 0,51 7,31 £ 0,40
DMO Total [mg/cm3] 629,83 £ 21,51 | 593,30 + 12,11 630,33 £ 13,18 | 616,98 + 27,38
CMO Trabecular [mg/cm] 0,71+0,14 0,61+0,08 0,62 £ 0,14 0,60 £0,13
DMO Trabecular [mg/cm3] | 202,70 + 37,80 | 169,03 + 20,44 179,18 £ 24,58 | 166,35 + 24,65
Cuerpo de la 2da vértebra lumbar
CMO Total [mg/cm] 3,17+0,33 3,40+ 0,16 3,40 £ 0,55 3,29+ 0,40
DMO Total [mg/cm3] 567,15+ 30,35 | 559,60 + 3,64 574,65+ 18,83 | 574,70 £ 41,16
CMO Trabecular [mg/cm] 0,59+0,10 0.58 £0.04 0,61+0,11 0,61+0,09
DMO Trabecular [ng/cm3] | 349,88 +41,65 | 323,75 + 23,81 340,98 + 26,60 | 356,33 £ 33,22

Tabla IV. 4. Analisis estructural por pQCT a nivel de la metéfisis femoral distal, metéfisis tibial proximal y
mitad del cuerpo de la segunda vértebra lumbar. Los resultados estan expresados como la media + DS.

Al analizar el hueso cortical en la mitad de la diafisis de fémur y tibia, no se vieron
diferencias entre grupos para el contenido y densidad de mineral, el espesor del hueso cortical y

el perimetro del periostio y del endostio (Tabla IV. 5).
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CTRL CTRL+METF DRF DRF+METF
Mitad de la diafisis Femoral
CMO Cortical [mg/cm] 8,15+£0,24 8,03+£0,34 8,06 £ 0,59 812+0,74
DMO Cortical [mg/cm3] 1233,85 + 14,19 | 1223,33 +£ 26,35 | 1247,03 £ 11,32 | 1252,03 £ 14,42
Espesor Cortical [mm)] 0,76 £ 0,02 0,76 £ 0,01 0,75+ 0,04 0,76 £ 0,03
Perimetro del Periostio [mm] 11,05+ 0,15 11,05 + 0,31 10,96 £+ 0,38 10,93 £ 0,55
Perimetro Endocortical [mm] 6,26 £ 0,14 6,29 £ 0,31 6,24 £ 0,29 6,18+ 0,42
Mitad de la diafisis Tibial
CMO Cortical [mg/cm] 6,22+ 0,18 6,14 £ 0,29 6,27 £ 0,57 6,28 £ 0,55
DMO Cortical [mg/cm3] 1215,68 £ 10,23 | 1206,60 + 8,53 | 1216,95 + 12,99 | 1206,00 + 11,56
Espesor Cortical [mm)] 0,81£0,02 0,80 £ 0,03 0,83 +0,07 0,82+ 0,04
Perimetro del Periostio [mm)] 8,88 £ 0,05 8,89+0,19 8,82+0,34 8,91+0,35
Perimetro Endocortical [mm)] 3,80 £ 0,09 3,88 £0,17 3,61+0,19 3,76 £ 0,18

Tabla IV. 5. Andlisis estructural por pQCT en la mitad de la di&fisis (midshaft) del fémur y de la tibia. Los

resultados estan expresados como la media + DS.

IV. 2. 4. Estudio de parametros de histomorfometria dinamica de la metéfisis

femoral distal

La evaluaciéon de las marcas registradas en los huesos como consecuencia de la

inyeccion de fluorocromos reveld que tanto la superficie activa de mineralizacién, como la tasa

de aposicién de mineral no presentaron diferencias significativas en las distintas condiciones

experimentales (Figura IV. 2. 4, paneles Ay B). Como consecuencia, el producto de estos dos

parametros, la tasa de formacién 6sea, tampoco registrd cambios con respecto al control para

los diferentes tratamientos (Figura IV. 2. 4, panel C). Es decir, que los parametros de

histomorfometria dinamica no variaron entre grupos en la metafisis femoral distal.

Los resultados obtenidos por histomorfometria dinamica respecto del crecimiento

longitudinal del fémur no mostraron diferencias significativas entre grupos (Figura IV. 2. 4, panel

D), lo que concuerda con lo expuesto previamente en referencia a las longitudes de los fémures

medidos (Seccion IV. 2. 2).
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Figura IV. 2. 4. Parametros femorales de histomorfometria dinamica. (A) Superficie de
mineralizacion activa (MS/BS). (B) Tasa de aposicion de mineral (MAR). (C) Tasa de formacion dsea
(BFR/BS). (D) Crecimiento en largo del hueso. Los parametros fueron evaluados en la metéfisis
femoral distal.

IV. 2. 5. Estudios de parametros de histomorfometria estatica de la metafisis

femoral distal.

El volumen de hueso trabecular (BV/TV) no mostr6 diferencias significativas entre los
grupos experimentales. Al evaluar la cantidad de osteoide presente, ya sea como volumen con
respecto al volumen total (OV/TV) o como superficie con respecto a la superficie de hueso
trabecular (OS/BS), se vio que si bien existia una disminucion en las ratas pertenecientes al
grupo DRF con respecto al control, esta diferencia no fue estadisticamente significativa. Las
ratas que recibieron la dieta rica en fructosa y fueron tratadas con metformina (grupo DRFM)
mostraron resultados similares. El tratamiento de ratas controles con metformina (grupo CM)
produjo un aumento significativo de osteoide con respecto al control y a los demés grupos

experimentales. Todos estos resultados se muestran en la Figura IV. 2. 5. 1.
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Figura IV. 2. 5. 1. Parametros estructurales de la metafisis femoral distal. (A) Volumen de hueso
trabecular/volumen total (BV/VT). (B) Volumen de osteoide/volumen de hueso trabecular (OV/BV). (C)
superficie de osteoide/superficie de hueso trabecular (OS/BS). Diferencias: * p < 0,05 vs C, # p < 0,05
vs CM, & p < 0,01 vs CM.

Al evaluar los parametros estructurales del hueso trabecular, no se encontraron
diferencias significativas entre grupos en el nimero de trabéculas, su espesor 0 su separacion
(Figura IV. 2. 5. 2).
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Figura IV. 2. 5. 2. Parametros estructurales de la metafisis femoral distal. (A) Numero de
Trabéculas (Tb.N). (B) Espesor de las trabéculas (Tb.Th). (C) Separacion entre trabéculas (Th.S).

Al cuantificar las regiones del hueso trabecular de la metéfisis distal que estaban
revestidas por osteoblastos (Ob) y osteoclastos (Oc), se encontrd que la superficie de hueso
trabecular cubierta por osteoblastos (Ob.S/BS) presentaba una leve disminucion (13%) en el
grupo DRF cuando se comparaba con los valores obtenidos en el grupo C, aunque esta
diferencia no fue estadisticamente significativa. El tratamiento oral con metformina (grupo DRFM)
no modifico este parametro (Figura IV. 2. 5. 3, panel A).

No se observaron diferencias entre los grupos experimentales al evaluar la superficie de
hueso cubierta por osteoclastos (Oc.S/BS, Figura IV. 2. 5. 3, panel B) y tampoco hubo
diferencias significativas en el porcentaje de superficie de hueso erosionada como consecuencia
de la accion de estas células (ES/BS, Figura IV. 2. 5. 3, panel C). Por lo tanto se podria concluir
que la actividad de estas células fue aproximadamente igual en los cuatro grupos
experimentales. Este ultimo hallazgo contrasta con lo encontrado en la espongiosa primaria,
donde el grupo DRF mostré menor densidad de osteoclastos (evidenciada como area TRAP
positiva), lo que podria estar implicado en el crecimiento en largo del hueso (Seccion IV. 1. 2).

Estos resultados mostrarian que las células involucradas en el remodelado del hueso
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trabecular de la metéfisis femoral distal no cambiarian significativamente en los grupos
experimentales. Si bien el grupo DRF mostro un descenso no significativo en las células
encargadas de sintetizar tejido 6seo (Ob), tiempos mayores en presencia de esta condicion
metabdlica podrian desembocar en una disminucion significativa en su actividad y un desbalance

entre resorcién/formacién llevando a una formacion menor de hueso.
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Figura IV. 2. 5. 3. Parametros celulares de la metéfisis femoral distal. (A) Superficie de hueso
trabecular cubierta por osteoblastos (Ob.S/BS). (B) Superficie de hueso trabecular cubierta por
osteoclastos (0c¢.S/BS). (C) Superficie de hueso trabecular resorbida (ES/BS).

IV. 2. 6. Analisis histomorfométrico estatico de la microarquitectura metafisaria

femoral proximal.

En cortes de fémur descalcificado tefiidos con Hematoxilina & Eosina, el andlisis del
porcentaje de hueso trabecular en la metéfisis femoral proximal reveld que no existieron cambios
en los distintos grupos experimentales. Si bien el grupo DRF mostré un leve descenso en la
media de los valores, no fue significativamente diferente del grupo control (Figura IV. 2. 6, panel
A).

El nimero de osteocitos por unidad de area de hueso trabecular sufrié un descenso al
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someter a los animales a la sobrecarga de fructosa (grupo DRF, 86 % del control), mientras que
el tratamiento con metformina (grupo DRFM) llevé los valores a los del grupo control (Figura 1V.
2.6, panel B).

La administracién de metformina a ratas normales (grupo CM) produjo un aumento en
ambos parametros, siendo estos aumentos no significativos con respecto al control.

El analisis de la histoquimica para TRAP (Figura IV. 2. 6, panel C) mostr6 que las ratas
pertenecientes al grupo DRF tuvieron una menor densidad de osteoclastos en la espongiosa
primaria femoral (30% de disminucidn versus C), y que el tratamiento oral con metformina (grupo
DRFM) no fue capaz de prevenir este efecto. La administracion de metformina a ratas controles

(grupo CM) mostrd un leve aumento con respecto al grupo control.
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Figura IV. 2. 6. Parametros estructurales de la metafisis femoral proximal. (A) Porcentaje de
hueso trabecular (% H.Tr). (B) Densidad de osteocitos (O/mm?). (C) Area TRAP positiva/area de
hueso trabecular en la espongiosa primaria (A.TRAP/A.Tr). Diferencias: * p < 0,05 vs C, T p < 0,05
vs CM, #p < 0,01 vs CM, & p < 0,01 vs DRF.

IV. 2. 7. Evaluacion del potencial osteogénico de MSC

Para evaluar si el tratamiento oral con metformina podia prevenir los efectos deletéreos

del Sindrome Metabdlico inducido por fructosa sobre la diferenciacidén osteogénica in vitro de las
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MSC, se aislaron células de los cuatro grupos experimentales a partir de uno de los fémures de
cada rata al finalizar el tiempo total del protocolo experimental (35 dias). Luego de 15 dias de
diferenciacion osteogénica in vitro, las células provenientes del grupo DRF mostraron una
produccion de colageno tipo 1 menor (disminucidn del 38%) y una reducida actividad de FAL
(disminucion del 18%) cuando se los comparaba con los valores obtenidos en las células
provenientes de ratas control. La administracion oral de metformina (grupo DRFM) produjo una
prevencion parcial del efecto, mostrando valores mayores que el grupo DRF pero menores que
el grupo C. Estos resultados se muestran en los graficos Ay B de la Figura IV. 2. 7.

Luego de 21 dias de diferenciacion osteogénica, se observé que las células provenientes
del grupo DRF tenian menor capacidad de producir nédulos extracelulares de mineral, y que el
tratamiento oral con metformina (grupo DRFM) previno este efecto, llevando los valores de

mineralizacién a los del control.
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Figura IV. 2. 7. Efectos del tratamiento oral con metformina sobre la diferenciacion de MSC de
ratas con SM. (A) Produccién de colageno tipo 1. (B) Actividad de la enzima fosfatasa alcalina. (C)
Produccién de nddulos extracelulares de mineral. Diferencias: * p < 0,05vs C,#p<0,01vs C, 1 p <
0,001vs C, @ p < 0,01 vs CM, & p < 0,001 vs CM.
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V. Discusion

Sindrome Metabélico y fructosa

En los ultimos afios ha crecido la preocupacion por el aumento de la obesidad, patologia
que ha ido incrementando en la mayoria de los paises del mundo desde el afio 1980
aproximadamente y declarada epidemia por la Organizacion Mundial de la Salud en el afio 1997
[James, 2008].

Las dietas que se consumen actualmente, sobre todo en los paises occidentales, son
ricas en grasas saturadas y en azucares refinados como la fructosa, la sacarosa o el jarabe de
maiz de alta fructosa (HFCS), habiendo registrado el consumo de estos hidratos de carbono un
aumento importante en los ultimos afios. En Sudamérica, por ejemplo, el consumo de azucares
per capita ha aumentado un 22% desde 1986 a 2006 [Tappy, 2010]. Esta ingesta elevada de
calorias, sumada a estilos de vida cada vez mas sedentarios, ha producido un aumento en la
prevalencia de patologias como la obesidad y el Sindrome Metabdlico (SM). De hecho, se ha
encontrado una fuerte correlacion entre el aumento en el consumo de fructosa y la mayor
prevalencia de obesidad y SM [Tappy, 2010]. Este Ultimo puede predisponer a condiciones
cronicas como la Diabetes mellitus tipo 2 (DMT2) y enfermedad cardiovascular [Miranda, 2005a].

La fructosa es un monosacarido que posee un indice glucémico bajo y su ingesta aguda
no produce una elevacion importante de la concentracion plasmatica de insulina [Steinert, 2011].
Sin embargo, se sabe que la ingesta prolongada de este azucar conduce a multiples
alteraciones, entre las que encontramos hipertension, dislipidemia, deposicion ectopica de
lipidos, alteracion en el metabolismo del acido urico, alteracién en el metabolismo de la glucosa 'y
resistencia a la insulina [Tappy, 2010].

Se han propuesto varios mecanismos fisiopatoldgicos para explicar las alteraciones
producidas por el consumo elevado de fructosa aunque no se conocen con exactitud. Por
ejemplo, la resistencia a la insulina y la obesidad mediadas por fructosa implicarian la presencia
de estrés oxidativo y la produccidn de citoquinas inflamatorias [Rutledge, 2007]. Se entiende por
estrés oxidativo a la mayor produccién de especies reactivas del oxigeno (ROS, por €j. anion
superoxido) que se originan de la cadena respiratoria u otros complejos enzimaticos [Waugquier,
2009]. El consumo sostenido de fructosa puede generar hiperglucemia, que promueve el estrés
oxidativo y la generacion de ROS [Alhaider, 2011]. La fructosa es considerada una molécula
altamente lipogénica, y la acumulacion excesiva de triglicéridos induce la generacion de
radicales libres y favorece dafios oxidativos en el tejido adiposo [Furukawa, 2004]. A este estado
de mayor produccion de especies oxidantes se suma la disminucion en los mecanismos

antioxidantes (actividad de enzimas como la superdxido dismutasa y niveles de moléculas como
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retinil ésteres, vitamina C, vitamina E y varios carotenoides) [Ford, 2003; Palmieri, 2006;
Wauquier, 2009; Lee, 2011].

Hoy en dia se acepta que el SM se desarrolla en humanos por causa de factores
ambientales que influyen sobre personas con predisposicion genética [Oron-Herman, 2008]. Los
modelos animales que se someten a dietas con altos contenidos de hidratos de carbono, grasas,
0 ambos, son capaces de reproducir uno o varios componentes del SM. Simulan el efecto del
ambiente en el desarrollo del sindrome y son més representativos de la patologia que los que se
generan por alteraciones monogénicas.

El modelo animal empleado en este trabajo de tesis es ampliamente utilizado y posee
caracteristicas metabdlicas que correlacionan muy bien con el fenotipo humano de SM. Los
animales sometidos a una sobrecarga de hidratos de carbono, y en especial de fructosa,
muestran insulinorresistencia, dislipidemia, hipertension arterial, intolerancia a la glucosa y, en
ocasiones, obesidad [Hwang, 1987; Thorburn, 1989; Bezerra, 2000; Thresher, 2000; Basciano,
2005; Peredo, 2006; Oron-Herman 2008; Maiztegui, 2009].

Efectivamente, los parametros bioquimicos observados en las ratas sometidas a la dieta
rica en fructosa (grupo DRF), reflejan una condicién metabdlica con caracteristicas similares al
SM en humanos (Tabla IV. 1y Tabla IV. 3): hiperglucemia e hiperinsulinemia (que sugieren
resistencia a la insulina), hipertrigliceridemia y niveles elevados de fructosamina (marcador de
glicacion no enzimatica). No se encontrdé una ganancia de peso mayor en este grupo que la

observada en los animales control.

Efectos del SM sobre el tejido dseo

En cuanto a la presencia de alteraciones 6seas en el SM, existen estudios clinicos que
intentan relacionar esta patologia con el estado de la densidad mineral ésea (DMO) y/o la
predisposicion a fracturas. Los resultados estan lejos de ser concluyentes. En algunos trabajos
se encuentran efectos nocivos del SM sobre ciertas regiones del esqueleto, mostrando DMO
disminuida y/o mayor predisposicion a fracturas [von Mulhen, 2007; Yaturu, 2009; Hwang and
Choi, 2010], pero otros trabajos no llegan a las mismas conclusiones [Kinjo, 2007]. Cabe
mencionar que existe variedad entre las poblaciones incluidas en cada uno de los estudios (en
cuanto a franja etaria, sexo, etc.) y los datos que se obtienen suelen ser ajustados (0 no)
teniendo en cuenta distintos parametros, que no siempre son los mismos entre trabajos. Entre
ellos tenemos edad, sexo, IMC, habitos como fumar, consumo de ciertos medicamentos, etc. Por

lo tanto, los estudios difieren considerablemente en cuanto a su disefio y esto hace dificil la
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comparacion entre ellos.

También existe controversia en si es correcto evaluar los efectos sobre el hueso del SM
como un todo o si deberia evaluarse la relacion entre sus distintos componentes y el estado del
tejido 6seo [Sun, 2014]. Esto se basa en el hecho de que los pacientes con SM representan un
grupo heterogéneo, donde no todos tienen las mismas manifestaciones e incluso pueden haber
sido diagnosticados usando las distintas clasificaciones que existen.

Por lo tanto en este trabajo de tesis uno de los objetivos planteados fue contribuir a la
evaluacion del estado de tejido dseo utilizando el modelo animal de SM mencionado
previamente. Se eligié estudiar el hueso trabecular porque su tasa de recambio es mayor que la
del hueso cortical [Clarke, 2008] y con la premisa de que, de existir alteraciones, éstas se
evidenciarian antes en este tipo de hueso que en el cortical. Se eligieron regiones con alta
proporcién de hueso esponjoso como son las metéfisis de huesos largos y el cuerpo de
vértebras.

Se encar6 el estudio a distintos niveles: a nivel de la microarquitectura, evaluando la
cantidad de hueso trabecular y el estado de las células que contribuyen a mantenerlo, y también
a nivel de las células estromales mesenquimaticas (MSC), viendo su potencial
osteogénico/adipogénico y la expresion de factores de transcripcion de estos dos linajes. Cabe
recordar que a partir de estas ultimas, se forman la mayoria de las células presentes en el tejido
6seo [Geneser, 2006]. También se utiliz6 un modelo de lesion dsea para evidenciar posibles
alteraciones en el proceso de regeneracion. Por Ultimo, se evaluaron los posibles efectos

beneficiosos del tratamiento oral con metformina sobre algunas de las alteraciones observadas.

La cantidad de hueso trabecular en la metafisis femoral proximal de las ratas del grupo
DRF no mostré una disminucion estadisticamente significativa con respecto al grupo control
(Figura IV. 1. 2. 1 y Figura IV. 2. 6). También se pudo medir, por tomografia computada
cuantitativa periférica (pQCT), la cantidad y densidad del hueso total y trabecular en la metafisis
femoral distal, en la metéfisis tibial proximal y en el cuerpo de la segunda vértebra lumbar.
Tampoco se hallaron alteraciones en los parametros mencionados en las tres regiones
estudiadas para el grupo DRF (Tabla IV. 4).

Estos resultados estan en concordancia con los hallados por histomorfometria de la
metafisis femoral distal usando muestras sin descalcificar (Figura IV. 2. 5. 1y Figura IV. 2. 5. 2.).
Al evaluar parametros estructurales como son el volumen de hueso trabecular (BV/TV), el
numero de trabéculas (Tb.N), el espesor de las mismas (Th.Th) y la separacion entre ellas

(Tb.S), se obtuvieron valores similares para el grupo DRF y para el grupo control. Se observo
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una pequefia disminucion en la cantidad de osteoide presente en el grupo DRF, aunque no fue
estadisticamente significativa.

El hecho de que no existan diferencias en el contenido mineral o su densidad no implica,
en principio, que no existan alteraciones en la calidad del tejido 6seo y un consecuente aumento
en su fragilidad. Si bien la DMO suele utilizarse para estimar probabilidad de fracturas, no
siempre es buen predictor ya que evalua la cantidad mas que la calidad del hueso. Por ejemplo,
pacientes con Diabetes mellitus tipo 2 muestran DMO normal o aumentada, aunque registran un
mayor indice de fracturas [Lipscombe, 2007].

En patologias como el SM, la Diabetes y el envejecimiento se encuentra acelerada la
glicosilacion no enzimatica, que origina productos de glicacion avanzada (AGEs). Esta reaccion
ocurre entre grupos amino de proteinas, lipidos o acidos nucleicos y azucares reductores o
intermediarios carbonilicos. Las proteinas de vida media larga como el colageno tipo 1, principal
componente de la matriz extracelular del tejido dseo, son propensas a sufrir este proceso, sobre
todo en condiciones metabdlicas con presencia de niveles elevados prolongados de glucosa en
sangre. Esto genera entrecruzamientos patolégicos que producen pérdida en la flexibilidad y
elasticidad del hueso, dando lugar a un aumento en su fragilidad [Mikulikova, 2008; McCarthy,
2013].

Si bien se menciond que no existia una disminucidn significativa en la cantidad de hueso
trabecular en la metéfisis femoral proximal del grupo DRF, se observd una menor densidad de
osteocitos por unidad de area (Figura IV. 1. 2. 1y Figura IV. 2. 6). Los osteocitos son las células
encargadas de sensar las cargas mecanicas que actuan sobre el hueso y son capaces de
mantener la integridad del entorno de la laguna donde se alojan [Bonewald, 2011; Schaffler,
2012]. Un descenso en el numero de estas células, podria implicar una menor capacidad del
tejido dseo de reparar microdafios, los que se acumularian y generarian un aumento de la
fragilidad del hueso.

Pueden ser varias las causas que produzcan una reduccién en la densidad de
osteocitos. Podria existir un aumento en la apoptosis de estas células, y/o una menor formacion
a partir de sus precursores, los osteoblastos. Tanto una situacion como la otra podria ocurrir
como consecuencia del estrés oxidativo generado por patologias como el SM o la Diabetes
[Matsuzawa-Nagata, 2008; Erejuwa, 2011] o el envejecimiento [Manolagas, 2010]. Los AGEs
también tienen efectos nocivos sobre el desarrollo y diferenciacion de las células del tejido 6seo
[Schurman, 2008; Franke, 2011]. Modelos de ratas con deficiencia parcial de insulina muestran
una reduccidén aun mayor de la densidad de osteocitos [Tolosa, 2013], evidenciando que la

severidad de la patologia de base determinaria la magnitud de las alteraciones.
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Siguiendo con el andlisis del estado de las células del tejido 6seo, ahora en la metéfisis
femoral distal, el grupo DRF mostré una menor superficie de hueso trabecular cubierta por
osteoblastos aunque no fue una disminucion estadisticamente significativa. Los parametros
relacionados con la actividad de osteoclastos (superficie de hueso trabecular cubierta por estas
células y superficie erosionada) no mostraron diferencias entre estos dos grupos. Ambas células
actian en forma coordinada en el proceso de remodelado 6seo. Una menor actividad de los
osteoblastos sumada a una actividad similar de osteoclastos puede llevar a un desbalance de
este proceso y, en tiempos mayores a los analizados en este trabajo, generar una menor
cantidad neta de hueso. Las ROS afectan los dos tipos celulares. Por un lado, estimulan la
produccion de RANKL en la membrana de los osteoblastos, lo que da lugar a un aumento en la
formacion y en la actividad de osteoclastos. Por otro lado, producen disminucién en la
diferenciacion y actividad de los osteoblastos y también pueden inducir su apoptosis [Wauquier,
2009]. Ambos efectos estarian llevando a una menor formacién de hueso acompafiada por una
mayor resorcion, con una consecuente menor cantidad de tejido 6seo.

En conjunto se ve que las alteraciones observadas en el hueso trabecular son leves para
el grupo DRF. Se observan alteraciones a nivel celular que pueden influir, en plazos mayores, al
remodelado o al mantenimiento del hueso trabecular, aunque en los tiempos evaluados en este
trabajo de tesis no se traducen en una disminucion significativa de la cantidad o densidad del
tejido dseo trabecular.

Al analizar el estado del tejido 6seo, es muy util utilizar fluorocromos quelantes de calcio
que permiten evaluar parametros de histomorfometria dinamicos como son la superficie activa de
mineralizacion (MS/BS), la tasa de aposicion de mineral (MAR), la tasa de formacion 6sea
(BFR/BS) y el crecimiento longitudinal del fémur. En este trabajo no se encontraron diferencias
significativas en la MS/BS ni la MAR en el grupo DRF, por lo que su producto, la BFR/BS,
tampoco mostrd diferencias significativas (Figura IV. 2. 4, paneles A-C) indicando que la tasa de
formacién de hueso no se vio alterada en este modelo de SM. También se obtuvieron valores
equivalentes entre grupos al analizar el crecimiento longitudinal del fémur lo que concuerda con
las medidas de la longitud de este hueso y los otros analizados.

El cartilago de crecimiento ubicado en cada metafisis de los huesos largos es el
responsable de su crecimiento longitudinal mediante el proceso de osificacién endocondral. En
él, los condrocitos dispuestos en esta estructura reciben distintas sefiales que los llevan a
proliferar, hipertrofiar, mineralizar y luego morir por apoptosis dejando una matriz de cartilago
mineralizado que sera reemplazada por tejido 6seo. Esto implica la invasion vascular y el

reclutamiento de osteoclastos y células osteoprogenitoras que resorberan y formaran hueso
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reemplazando el molde cartilaginoso [Xie, 2014]. Nuestros ensayos mostraron que el SM
inducido por una dieta rica en fructosa no produjo alteraciones en el espesor del cartilago de
crecimiento (Figura IV. 1. 2. 2, paneles A-C), por lo que se podria pensar que el tratamiento no
produjo alteraciones en las células presentes en esta estructura. Sin embargo, en el grupo DRF
existid una menor actividad TRAP en la espongiosa primaria (Figura IV. 1. 2. 2, paneles D-F), lo
que estaria mostrando una menor actividad de osteoclastos en esa region y un consecuente
menor reemplazo del cartilago por tejido 6seo. Esto podria implicar alteraciones en el
crecimiento longitudinal del hueso, aunque esto no llegé a manifestarse en el tiempo de estudio
empleado en esta tesis y por lo tanto no se registraron diferencias en las longitudes de los
huesos estudiados como ya se ha mencionado (Seccion IV. 1. 2 y Seccién IV. 2. 2.

Resultados concordantes fueron encontrados en ratas con deficiencia parcial de insulina
en los que se registrd una disminucién en el area TRAP en la espongiosa primaria asociada con
una reduccion en el espesor del cartilago de crecimiento [Tolosa, 2013]. Ratas con un modelo de
Diabetes tipo 1 también mostraron una disminucién en el espesor del cartilago de crecimiento de
la metafisis proximal de la tibia [Silva, 2009]. Estos resultados también podrian indicar que la
severidad de la disfuncion metabdlica determinaria la magnitud de las alteraciones dseas.

Para estudiar las propiedades mecanicas de los huesos largos suelen realizarse
pruebas, como el ensayo de flexion a tres puntos, que tienen como objetivo medir directamente
la resistencia de los huesos a la flexion. Alteraciones en la estructura de la matriz, asi como de
las células que la mantienen, podrian implicar una disminucion en la calidad 6sea y esto se veria
reflejado en su mayor fragilidad. Por ejemplo, el coldgeno, que es encargado de brindarle
elasticidad a los huesos puede ser dafiado por la acumulaciéon de AGEs [Manolagas, 2010]
alterando las propiedades de los huesos. También se ha propuesto que pueden realizarse
estimaciones de las propiedades biomecanicas de los huesos a partir de parametros obtenidos
en los andlisis por pQCT. Se puede calcular un indice de fuerza dsea (BSI, bone strength index),
que correlaciona bien con los valores obtenidos por pruebas mecanicas, realizando el producto
entre el momento de inercia transversal y la densidad mineral cortical volumétrica [Ferretti, 1996].

En este trabajo de tesis no se hicieron medidas directas de las propiedades
biomecénicas del hueso. Se estudié por pQCT el tejido cortical presente en la di&fisis del fémur y
la tibia y no se encontraron alteraciones en el grupo DRF (Tabla IV. 5). Los datos de DMO fueron
similares, y los valores de momento de inercia también (datos no mostrados) por lo que su
producto, el BSI, estaria estimando que los huesos provenientes del grupo DRF y del grupo
control se comportarian de manera similar frente a un estudio de pruebas mecanicas. Esto

estaria en concordancia con lo hallado por Tsanzi y colaboradores que luego de 12 semanas de
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administracion de dieta rica en fructosa (13% en el agua de bebida) no encontraron cambios en
las propiedades mecanicas de fémur y tibia [Tsanzi, 2008]. También puede sefalarse que la
mayoria de las fracturas osteoporéticas ocurren en regiones como el cuello femoral, vértebras
lumbares, etc. y estas pruebas mencionadas evaltan lo que ocurre a nivel de la diafisis.

Todos estos hallazgos discutidos hasta este momento muestran que el SM inducido por
una dieta rica en fructosa produce alteraciones leves en la microarquitectura dsea, que no son
medibles a nivel macroscépico. Sin embargo, la administracion de esta dieta por tiempos
mayores a los utilizados en esta tesis podria llevar a la disminucién en la cantidad de tejido dseo
ylo a una acumulacién de defectos microscdpicos que, a largo plazo, podrian reducir la calidad
dsea al punto de aumentar la frecuencia de fracturas. Sin embargo, se deberia aclarar un
aspecto relacionado con la aplicacién de tiempos mas prolongados de dietas con alto contenido
de nutrientes. La resistencia a la insulina presente en este modelo genera hiperglucemia. Esto
produce, a modo compensatorio, una hiperestimulacion de las células 3 del pancreas con el
objetivo de secretar mayores cantidades de insulina y asi intentar disminuir los valores de
glucemia (hiperinsulinemia compensatoria). EI mantenimiento de esta condicién por tiempo
prolongado puede llevar al agotamiento de las células o incluso a su muerte, con una
consecuente disminucion en la masa o funcionalidad de estas células y el desarrollo de Diabetes
[Ampudia-Blasco, 2003; Halban, 2014]. Esto ya cambiaria las perspectivas del estudio, porque
pasariamos de estar estudiando un modelo con resistencia a la insulina a otro con defectos al

menos parciales en la secrecion de esta hormona.

MSC

Con excepcion de los osteoclastos, las células del tejido 6seo se forman por
diferenciacion sucesiva a partir de células estromales mesenquimaticas (MSC). Modificaciones
en el microambiente al que se exponen estas células pueden hacer que se diferencien hacia
algun fenotipo en particular. En el SM, la presencia de ROS, citoquinas proinflamatorias 0 AGEs
podrian hacer que las MSC disminuyeran su potencial osteogénico en pos de algun otro tipo
celular.

Para evaluar esta hipdtesis, se hicieron cultivos de MSC provenientes del grupo DRF y
del control. Se midieron niveles basales de marcadores osteoblasticos (actividad de fosfatasa
alcalina -FAL-, produccion de colageno tipo 1 y produccion de nodulos de mineralizacién) y
adipociticos (depositos intracelulares de TG), y se volvieron a medir luego de diferenciar las

células hacia cada fenotipo.
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En el estado basal, las células provenientes del grupo DRF, poseian menor actividad de
fosfatasa alcalina, menor produccion de colageno tipo 1 y mayor acumulacion de triglicéridos
intracelulares. Esto indicaria que el microambiente medular al que estuvieron sometidas las
células del grupo DRF in vivo predispuso a las MSC hacia el fenotipo adipocitico en detrimento
del fenotipo osteoblastico. Estudios in vitro sugieren que existe una relacidn inversa entre
osteoblastogénesis y adipogénesis [Bethel, 2013].

Luego se diferenciaron las células hacia los dos fenotipos y se midieron los marcadores
propios de cada uno. Las células provenientes del grupo DRF expresaron niveles mas bajos de
los marcadores osteoblasticos cuando fueron diferenciadas a este linaje. Al diferenciarlas a
adipocitos, las células provenientes de ambos grupos incrementaron la cantidad de triglicéridos
intracelulares, pero el grupo DRF lo hizo en mayor proporcion que el grupo C. Estos resultados
muestran que frente a condiciones que promueven la diferenciacion osteoblastica, las células del
grupo DRF presentaban alguna alteracién que les impidié alcanzar los niveles de diferenciacion
que lograron las células control, y que frente a condiciones que promueven la diferenciacion
adipocitica ambos grupos celulares aumentaron los marcadores de este fenotipo, aunque las
células del grupo DRF ya poseian una cierta predisposicion por las condiciones a las que
estuvieron sometidas in vivo.

Estos resultados fueron confirmados midiendo la expresion de factores de transcripcidn
osteogénicos (Cbfa1/Runx2) y adipogénicos (PPARy). En el estado basal, los niveles de
Cbfa1/Runx2 fueron menores en células del grupo DRF mientras que sus niveles de PPARy
fueron mayores. Se puede calcular la relacién entre estos dos marcadores como un indice de la
predisposicién de las MSC a diferenciarse hacia los dos tipos celulares. En el estado basal,
Runx2/PPARYy fue 25 veces menor en el grupo DRF, indicando un menor compromiso hacia el
linaje osteoblastico. Luego de la induccién al fenotipo osteoblastico los dos grupos elevaron la
expresion de Cbfal/Runx2, siendo este incremento mayor en el grupo control. Luego de la
diferenciacion adipocitica, las células del grupo control aumentaron su expresion de PPARYy,
mientras que las del grupo DRF no aumentaron los niveles que ya se encontraban elevados en
el estado basal.

Existen estudios que, utilizando modelos de Diabetes en ratas, encuentran resultados
que concuerdan con los presentados en esta tesis. Por un lado, MSC obtenidas de ratas con
Diabetes tipo 1 mostraron una menor capacidad de proliferacion y diferenciacion hacia el linaje
osteoblastico [Stolzing, 2010]. Por otro lado, en un modelo de Diabetes con deficiencia parcial de

insulina (sin resistencia a esta hormona) se encontr6 que las MSC provenientes de este grupo
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experimental poseian una menor capacidad de diferenciarse hacia el linaje osteoblastico,
expresaban niveles menores de Runx2 y expresaban niveles mayores de PPARy [Tolosa, 2013].
Si bien la condicion metabodlica es mas severa en estos casos, comparten caracteristicas como
niveles elevados de ROS, AGEs y/o citoquinas proinflamatorias [Stolzing, 2010] que podrian ser

la causa, al menos en parte, de las observaciones.

Reparacioén de fracturas en el modelo de SM

Se han hecho estudios en roedores para evaluar el efecto de alteraciones en el
metabolismo de la glucosa y la insulina sobre la reparacion de fracturas. Ratas que
espontaneamente desarrollan Diabetes mellitus tipo 1 poseen regeneracién 6sea alterada [Sood,
2013]. Ratones que recibieron una dieta rica en grasas y desarrollaron hiperglucemia, resistencia
a la insulina y obesidad, mostraron un retraso en la reparacion de una lesion practicada en la
tibia [Brown, 2014].

En esta tesis se evaluaron posibles alteraciones en la regeneracion del tejido dseo en el
modelo de SM mencionado. El protocolo de lesion utilizado consistio en un defecto circular
realizado en el hueso parietal derecho, con una posterior regeneracién durante 14 dias
[Molinuevo, 2010]. Cabe resaltar que este modelo se hizo sobre un hueso que no soporta carga
mecanica, y que en la reparacion no se forma un callo blando, sino que se genera tejido dseo
inmaduro que luego es remodelado.

La cantidad de hueso nuevo formado en la zona de la lesion fue menor en el grupo DRF
y este hueso poseia menor cantidad de osteocitos por mm2. Ademas, en el perimetro del hueso
lesionado existia una menor area TRAP (Figura IV. 1. 3. 1). Estos resultados indican una
disminucion en la formaciéon 6sea y en su remodelado, probablemente debido a los efectos
sistémicos de la resistencia a la insulina y/o metabolismo de la glucosa alterado.

En nuestro grupo de trabajo se utilizé el mismo modelo de lesion en ratas con Diabetes
inducida por estreptozotocina y se encontrd una menor cantidad de hueso regenerado, con una
menor densidad osteocitica en las ratas diabéticas, siendo estos descensos mas marcados que
en el modelo empleado en esta tesis [Molinuevo, 2010]. En ese Ultimo trabajo, se observé un
aumento en la actividad TRAP, por lo que la deficiencia de insulina (presente en ese estudio) y la
resistencia a esta hormona (presente en el modelo de SM de esta tesis) podrian implicar
distintos mecanismos en la alteraciéon de la reparacién de fracturas. Teniendo en cuenta el
concepto de que durante la reparacion de una fractura estan involucrados procesos inespecificos

y especificos del hueso [Schindeler, 2008], cualquiera de estos pasos podrian estar alterados en

96



V. Discusion

mayor o menor medida en las diferentes condiciones metabdlicas.

Efectos de la metformina en nuestro modelo de SM

La metformina es una biguanida insulino-sensibilizante que es ampliamente recetada en
pacientes con Diabetes mellitus tipo 2 o con SM, tanto en monoterapia como asociada a otras
drogas. El efecto principal de la metformina es inhibir la produccién hepatica de glucosa y
también mejoraria la captacion de este azlcar por los tejidos periféricos.

En este trabajo, la administracion de metformina en el agua de bebida mostr6 efectos
benéficos sobre las alteraciones en los pardmetros bioquimicos registrados en el grupo DRF
(Tabla IV. 3). Por un lado, los valores de glucemia se vieron normalizados en las ratas con SM
que recibieron la droga (grupo DRFM) y también se evidencid una disminucién parcial en los
valores de triglicéridos plasmaticos. Por otro lado, la administracion de metformina no produjo
alteraciones sobre los niveles de insulinemia ni de fructosamina sérica. Esto ultimo podria indicar
que la administracion del farmaco no produce un control metabélico completamente eficiente en
el periodo de tiempo estudiado, y también podria estar mostrando que los niveles altos de
glucemia generados durante las primeras dos semanas del esquema experimental de las ratas
del grupo DRFM, hayan sido suficientes para inducir un incremento en la glicosilacion no
enzimatica de proteinas séricas [Schalkwijk, 2004; Mikulikova, 2008].

Metformina y tejido 6seo en el modelo de SM

Se han reportados efectos benéficos de la metformina sobre manifestaciones del SM
[Miranda, 2005b; Harden, 2007] que estén correlacionadas en forma negativa con la calidad
dsea. Por lo tanto, esta droga podria mejorar la calidad del hueso en forma indirecta al mejorar
las caracteristicas mencionadas. Por ejemplo, la metformina previene la formacion de especies
reactivas del oxigeno, evitando asi las alteraciones ocasionadas por el estrés oxidativo en varios
tejidos y tipos celulares incluyendo los osteoblastos [Schurman, 2008; Erejuwa, 2011; Sena
2011], por mecanismos aun no totalmente dilucidados. También se han encontrado efectos
directos de la metformina sobre células del linaje osteoblastico [Cortizo, 2006; Jang, 2011], por lo
que la droga podria actuar tanto en forma directa como indirecta sobre el hueso.

Teniendo en cuenta estos hechos, se procedié a investigar los posibles efectos de una
terapia oral con metformina sobre el metabolismo ¢seo en el modelo de SM elegido para este

trabajo de tesis.
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Los valores de histomorfometria encontrados en la metéfisis femoral proximal muestran
que el grupo que recibi6 fructosa y metformina (grupo DRFM) tuvo una cantidad de hueso
trabecular y una densidad de osteocitos similares a los del control, por lo que la metformina
previno las alteraciones en la densidad osteocitica observadas en el grupo DRF. En las ratas
controles que recibieron metformina (grupo CM), se obtuvieron valores un poco mayores que los
del grupo C, aunque no hubo diferencias significativas (Figura IV. 2. 6). Una densidad normal de
osteocitos podria, como se menciond anteriormente, lograr un mantenimiento mas efectivo de la
estructura 6sea, evitando la acumulacion de microdafios. Se han realizados estudios in vivo que
muestran que la metformina mejora la calidad del hueso en ratas diabéticas [Mai, 2011; Tolosa,
2013] o en ratas normales [Sedlinsky, 2011], aunque otro estudio muestra que no produce efecto
alguno [Jeyabalan, 2013].

Los andlisis por pQCT no mostraron mayor cantidad o densidad de hueso trabecular en
los grupos que recibieron metformina (CM y DRFM), comparados con sus equivalentes que no
recibieron el tratamiento (C y DRF respectivamente). Tampoco hubo variaciones en los
parametros estructurales (BV/TV, Th.N, Tb.Th, y Tb.S). En cuanto a la cantidad de osteoide, el
grupo DRFM tuvo una cantidad similar a la del grupo DRF, que fue un poco menor, aunque no
estadisticamente significativa, que el grupo C. El grupo CM mostro valores elevados de cantidad
de osteoide. Cabe recordar que la cantidad de osteoide es uno de los parametros de
histomorfometria estatica que, junto con la superficie de hueso cubierta por osteoblastos, reflejan
formacion 6sea [Ma, 2011]. Por lo tanto, se podria pensar que una mayor o0 menor formacion de
osteoide es el primer paso para una mayor 0 menor formacion de hueso (que se formara luego
del proceso de mineralizacion).

El tratamiento con metformina no modifico los indices de las células encargadas del
remodelado (Ob.S/BS, Oc.S/BS y ES/BS), los que fueron estadisticamente equivalentes a los del
grupo DRF (Figura IV. 2. 5. 3). Esto indicaria que el tiempo de tratamiento con metformina no fue
suficiente para que se normalizaran las alteraciones leves en los actores del remodelado que se
evidenciaron en el grupo DRF.

Los parametros de histomorfometria dinamica no se modificaron con la administracion
de la droga por lo que no hubo cambios en la tasa de formacion 6sea ni en el crecimiento
longitudinal del hueso (Figura IV. 2. 4). Esto concuerda con las medidas de los huesos (Seccion
IV. 2. 2). La terapia con metformina tampoco fue capaz de prevenir las alteraciones observadas
en la actividad TRAP de la espongiosa primaria.

En cuanto a la estimacion de las propiedades biomecanicas del fémur y la tibia utilizando

parametros obtenidos del analisis por pQCT, dado que no se encontraron diferencias para los
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grupos CM y DRFM cuando se compararon con los grupos C y DRF respectivamente, se podrian

estimar propiedades similares para los cuatro grupos experimentales.

Metformina y MSC

Se han encontrado efectos directos ex vivo de la metformina sobre las células
estromales mesenquimaticas, predisponiéndolas a diferenciarse al fenotipo osteoblastico en
detrimento del adipocitico [Molinuevo, 2010]. Incluso se han observado efectos similares sobre
células provenientes de ratas con deficiencia parcial de insulina [Tolosa, 2013]. Se podria
esperar que esto, en principio, conlleve a una mayor cantidad de células osteogénicas y por
ende de tejido 6seo. Los resultados encontrados en esta tesis concuerdan con los mencionados,
en los que se vio que los descensos de los marcadores osteogénicos que poseia el grupo DRF
fueron prevenidos parcial o totalmente por el tratamiento oral con metformina. En particular, la
produccion de colageno tipo 1y la actividad de fosfatasa alcalina mostraron valores un poco
mayores que los del grupo DRF, aunque no llegaron a los valores del control. La produccion de
nddulos de mineralizacion si mostré valores para el grupo DRFM similares a los del grupo C.

De esta forma, la metformina podria mejorar la diferenciacion osteoblastica de las MSC,

llevando a una mayor formacion de las células presentes en el tejido dseo.
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e La dieta rica en fructosa indujo un Sindrome Metabdlico (SM) caracterizado por alteraciones
en el metabolismo de hidratos de carbono y lipidos.

e A través de estudios histomorfométricos estaticos se observd que el SM indujo una
disminucion significativa en la densidad de osteocitos y en la actividad TRAP de la metafisis
femoral.

¢ No se observaron cambios inducidos por el SM a través de estudios de histomorfometria
dinamica y de pQCT.

e Las ceélulas estromales mesenquimaticas (MSC) derivadas de animales con SM presentaron
un menor potencial osteogénico y una mayor predisposicion hacia el linaje adipocitico,
probablemente por modulacion de la relacién en la expresion de Runx2 y PPARYy.

e EI SM se asocié con una disminucién de la reparacion 6sea en un modelo de lesion parietal
minima. Simultdneamente, redujo la densidad osteocitica y la actividad osteoclastica en el sitio
de lesién, sugiriendo una disminucion concertada de la formacién y remodelado dseo.

e El tratamiento oral con metformina previno la disminucién de la densidad osteocitica
metafisaria inducida por el SM, sin alterar la actividad TRAP.

e La metformina previno total o parcialmente los efectos antiosteogénicos del SM sobre las
MSC.

El Sindrome Metabélico se asocia con alteraciones leves en la microarquitectura
metafisaria, con un menor potencial osteogénico en las células estromales mesenquimaticas y
con una importante disminucién en la regeneracion ésea. El tratamiento oral con metformina fue

capaz de prevenir total o parcialmente la mayoria de estas alteraciones 6seas.
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