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Efectos “in vivo” de Metformina sobre las alteraciones
de la microarquitectura 6sea asociadas al Sindrome
Metabdlico inducido por fructosa en ratas

In vivo effects of Metformin on the alterations of bone micro-architecture
associated with fructose-induced Metabolic Syndrome in rats

Felice J.I., Cortizo A.M., Sedlinsky C., Schurman L., McCarthy A.D.

GIOMM (Grupo de Investigacion en Osteopatias y Metabolismo Mineral), Departamento de Ciencias Bioldgicas, Facultad
de Ciencias Exactas, Universidad Nacional de La Plata.

RESUMEN

El Sindrome Metabdlico (SM) se ha asociado recientemente con una disminucién en la densidad mineral 6sea,
y con un aumento en la incidencia de fracturas osteoporéticas. Recientemente encontramos que la Metformina
por via oral en ratas, promueve la diferenciaciéon osteogénica de células progenitoras de médula 6sea e incre-
menta la reparacién de lesiones 6seas. En este trabajo evaluamos los efectos del SM inducido por Fructosa
sobre la microarquitectura ésea en ratas, y la modulacién de estos efectos por Metformina administrada en
forma oral. Utilizamos ratas Sprague Dawley macho jévenes: C (control sin tratamiento), C+M (100mg/kg/
dia Metformina en el agua de bebida), F (10 % Fructosa en el agua de bebida) y F+M (Fructosa+Metformina
en el agua de bebida). Los tratamientos se continuaron por 3 semanas luego de lo cual se tomaron muestras
de sangre, previas al sacrificio de los animales. Se disecaron los fémures para evaluaciéon histomorfométrica
de la microarquitectura metafisaria por tincién con Hematoxilina-Eosina (H-E). Se observé un incremento
en la glucemia y trigliceridemia en el grupo F versus el C, compatible con el desarrollo de SM. El analisis de
las metéfisis femorales mostré un aumento en la densidad osteocitica trabecular para el grupo C+M (118 %
del control, p<0,05). El tratamiento con Fructosa sola disminuyé la densidad osteocitica (79 % del control,
p<0,05), mientras que el co-tratamiento Fructosa+Metformina (grupo F+M) revirtié parcialmente este des-
censo (88 % del control). Similarmente, el porcentaje de hueso trabecular en la metéafisis femoral aumenté
luego del tratamiento s6lo con Metformina (129 % respecto del control), se redujo en las ratas tratadas con
Fructosa (89 % respecto del control), y fue intermedia en el grupo F+M (94 % respecto del control). Estos
resultados muestran que el SM inducido por Fructosa en ratas altera la microarquitectura metafisaria femoral;
y que estos efectos deletéreos pueden ser parcialmente prevenidos por un tratamiento oral con Metformina.
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ABSTRACT

Several clinical studies have demonstrated that the Metabolic Syndrome (MS) is associated with a decrease
in bone mineral density, and with an increased risk for non-vertebral osteoporotic fractures. We have re-
cently found that orally administered Metformin induces osteogenic effects in rats, promoting osteoblastic
differentiation of bone marrow progenitor cells and increasing the repair of bone lesions. In the present work
we have evaluated the effects of Fructose-induced MS on bone micro-architecture in rats, and the possible
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modulation of these effects by orally administered Metformin. We utilized young male Sprague-Dawley rats,
divided into four groups: C (non-treated controls); C+M (100 mg/kg/day of Metformin in drinking water);
F (10 % of Fructose in drinking water); and F+M (Fructose+Metformin in drinking water). After three
weeks of all treatments blood samples were taken, after which animals were sacrificed by cervical disloca-
tion under anaesthesia. Femurs were then dissected for evaluation of metaphyseal micro-architecture after
Haematoxilin-Eosin staining of 5 um histological slices of decalcified bone. In particular, osteocytic density
and relative trabecular volume were determined. An increase in serum glucose and triglycerides was ob-
served in Fructose-treated rats, in accordance with the development of MS. In rats treated with Metformin
alone (group C+M), the analysis of femoral metaphyses showed an increase in trabecular osteocytic density
(118 % of control [group Cl, p<0.05). Treatment with Fructose alone (group F) significantly decreased oste-
cytic density (79 % of control, p<0.05), while co-treatment with Fructose and Metformin partially reverted
this decrease (group F+M, 88 % of control). Similarly, the relative trabecular volume of femoral metaphysic
was increased by treatment with Metformin alone (129% of control), was reduced in Fructose-treated rats
(89 % of control), and tended to revert back to control values after Fructose-Metformin co-treatment (94 %
of control). These results show for the first time that (a) Fructose-induced MS in rats alters their femoral
metaphysis micro-architecture; and that (b) these deleterious effects can be partially prevented by orally

administered Metformin. Rev Argent Endocrinol Metab 48: 193-199, 2011
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INTRODUCCION

El Sindrome Metabélico (SM) es una entidad he-
terogénea y multifactorial que se asocia a riesgo
cardiovascular aumentado. Los hallazgos clinicos
mas cominmente observados en pacientes con SM
incluyen: resistencia insulinica, dislipemia (parti-
cularmente hipertrigliceridemia y niveles bajos de
HDL), obesidad central, hipertension, tolerancia a
la glucosa alterada o diabetes mellitus y altas tasas
de enfermedad aterosclerdtica™®.

El SM afecta aproximadamente al 25 % de los
adultos en Latinoamérica (rango: 18,8 — 43,3 %
dependiendo del pais)?. Valores de prevalencia si-
milares se encuentran en Estados Unidos e incluso
se reportan mayores indices en varios grupos étni-
cos en otras partes del mundo®. Actualmente su
prevalencia continia aumentando, probablemente
como resultado del incremento de la obesidad*?.

Se han realizado numerosos estudios para es-
tudiar los posibles efectos del SM sobre el tejido
6seo y su metabolismo. La mayoria de los estudios
recientes ha encontrado que en humanos, el de-
sarrollo del sindrome metabdlico se asocia con un
mayor grado de osteopenia y osteoporosis asi como
con un incremento significativo en la incidencia de
fracturas osteoporéticas no vertebrales®®. Sin em-
bargo los resultados pueden no ser concluyentes,
ya que el grupo de Kinjo® mostré que la densidad
mineral 6sea (BMD) del cuello femoral aumenta
a medida que aumentan los componentes del SM.

La metformina es uno de los agentes maés co-
munmente usados en el tratamiento de estados

patolégicos asociados a insulinorresistencia como
son la Diabetes mellitus tipo 2 y el Sindrome Meta-
bélico. Esta droga es una biguanida insulino-sensi-
bilizante, que disminuye los niveles glucémicos sin
afectar en forma directa la secrecion de insulina™?.

Recientemente hemos descrito que la metfor-
mina ejerce efectos osteogénicos directos sobre
osteoblastos en cultivo, promoviendo su prolifera-
cion, diferenciacion y mineralizacién?. También
encontramos que esta biguanida administrada por
via oral en ratas, promueve la diferenciacién os-
teoblastica de células progenitoras de médula 6sea
e incrementa la reparacion de lesiones éseas'?.

En el presente estudio nos propusimos inves-
tigar los posibles efectos del sindrome metabélico
inducido por fructosa sobre la microarquitectura
6sea en ratas, bajo la hipétesis de que la mayor
fragilidad de huesos largos observada en el SM
podria deberse, en parte, a alteraciones en su mi-
croarquitectura metafisaria (a saber, disminucién
en el volumen relativo de hueso trabecular y/o
alteraciones en su celularidad). También fue obje-
tivo de este trabajo, evaluar la posible modulacién
de estos efectos por Metformina administrada en
forma oral.

MATERIALES Y METODOS

Animales y Tratamientos

Se utilizaron ratas Sprague — Dawley macho
jovenes (200 - 220 g) mantenidas en un bioterio
climatizado (23°C) con ciclos de luz-oscuridad de
12 h, alimentados con alimento balanceado es-
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tandar y agua ad libitum. Todos los ensayos con
animales fueron realizados de acuerdo a la Guia de
Manejo y Uso de Animales de Laboratorio™®, bajo
las condiciones establecidas en las normas bioéti-
cas nacionales — Disposicion ANMAT 5330/97 — e
internacionales. Asimismo, se tuvieron en cuenta
las indicaciones de la guia del NIH para animales
de experimentacion (http://grants.nih.gov/grants/
olaw/olaw.htm).

Los animales fueron divididos en cuatro grupos
de 5 animales por grupo: Control (C), que recibie-
ron agua ad libitum; Fructosa (F), que recibieron
una solucién de Fructosa (Biopack, Buenos Ai-
res, Argentina) al 10 % en el agua de bebida®?;
Metformina (C+M), recibieron 100 mg/kg/dia de
Metformina (Quimica Montpellier, Buenos Aires,
Argentina) en el agua de bebida y Fructosa + Met-
formina (F+M), que recibieron la combinacién de
ambos tratamientos.

El esquema de tratamiento seguido fue el
siguiente:

+Fructosa + Metformina Sacrificio

! | !

| | |
T I |
0 150 30d

Los animales fueron sacrificados por dislocaciéon
cervical bajo anestesia.

Se eligieron estos tiempos de tratamiento por
dos motivos: (a) previamente hemos descrito que la
administracién oral de Metformina a ratas Sprague
Dawley durante dos semanas, induce cambios sig-
nificativos en pardmetros osteogénicos "in vivo" y
"ex vivo"; y (b) luego de este periodo de tratamiento
de ratas Sprague Dawley jévenes con fructosa 10 %
en el agua de bebida, otros autores han encontrado
que desarrollan hipertension, hipertrigliceridemia
e intolerancia a la glucosa™* 19,

Parametros sanguineos

Previo al sacrificio, se extrajo sangre sin someter
a los animales a ayuno, por puncién cardiaca, y
se separd el suero por centrifugacion. La glucosa,
los triglicéridos y el colesterol séricos se midieron
con equipos comerciales (Wiener-Lab, Argentina).

Obtencidn de las muestras para histomorfometria
de hueso

Se disecaron los fémures de cada rata para anali-
zar la microarquitectura metafisaria. Los huesos
se fijaron en formalina neutra tamponada (NBF)
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durante 72 h y luego se descalcificaron en sucesi-
vos lavados de una solucién de EDTA (Biopack,
Buenos Aires, Argentina) 10 %, pH = 7,0. Las
muestras fueron incluidas en parafina y se hicie-
ron cortes de 5um de espesor con un micrétomo
Leica SM 2000 R. Los cortes fueron tenidos con
Hematoxilina — Eosina (H-E) y se tomaron fotos
con una camara digital Nikon Coolpix 4500 en un
microscopio Nikon Eclipse E400. Las imégenes se
analizaron con el programa Imaged (http:/www.
macbiophotonics.ca/imagej/) utilizando un plugin
para incorporar una escala micrométrica®?.

Histomorfometria dsea

Para las imagenes fotograficas de cortes tenidos
con H-E y obtenidos de las diferentes condiciones
experimentales, se determiné el volumen relativo
de hueso trabecular en la metafisis femoral, defi-
nido como:

Area Trabecular

g x 100
Area Total

% HuesoTrabecular =

donde Area total corresponde a la superficie total
de la fotografia, es decir la suma de hueso trabe-
cular mas cavidades con médula ésea.

Se calcul6 también la densidad osteocitica con-
tando el nimero de osteocitos por unidad de area
de hueso trabecular.

Andlisis estadistico

Los resultados se expresan como la media = SEM.
Las diferencias entre los grupos fueron analizadas
por el test de ANOVA (one-way) usando el test de
Tukey como postest. Se utilizé el software Gra-
phPad Prism 5 (GraphPad Software, San Diego,
CA, USA). Las diferencias se consideraron estadis-
ticamente significativas cuando p<0.05.

RESULTADOS

La dieta rica en fructosa produce un estado meta-
bélico compatible con el SM y estos hallazgos son
prevenidos parcialmente por metformina

La Tabla I muestra los resultados de los pa-
rametros sanguineos posprandiales (glucemia,
trigliceridemia, colesterolemia) de los cuatro
grupos de ratas.

Los valores de glucemia muestran una ele-
vacion de este parametro en el grupo de ratas
tratados con fructosa (20 % mayor que el grupo
control). El valor registrado en el grupo que reci-
bi6 el tratamiento con fructosa y con metformina
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muestra una normalizacién de la glucemia luego
de 2 semanas con la droga (sin diferencia signi-
ficativa con respecto a los animales controles).
El grupo que solo recibié metformina tampoco
mostré cambios en los valores de este parametro,
lo cual concuerda con la accién normoglucemiante
de este farmaco.

Los triglicéridos plasmaéticos también mostra-
ron un aumento marcado en el grupo de ratas
que recibieron la dieta rica en fructosa (217 % del
control). Este efecto fue prevenido parcialmente
por la metformina (185 % del control, 85 % del
grupo tratado con fructosa).

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

El analisis de la microarquitectura 6sea muestra
una disminucion de la cantidad y la calidad 6sea

La Tabla II muestra los resultados obtenidos
en el analisis del volumen trabecular relativo en
las metéfisis femorales. Se observa una disminu-
cién en el porcentaje de hueso trabecular en las
ratas tratadas con fructosa (reduccién de un 11 %

TABLA |. Parametros Bioguimicos séricos (no en ayunas)
en los diferentes grupos experimentales

Grupo Glucemia Trigliceridemia  Colesterolemia
(mg/dL) (mg/dL) (mg/dL)

Control 172.0 £ 6.2 65.0 + 3.8 45.0+ 1.6
Fructosa 207.3 £5.92> 141.0 + 6.6*° 50.2 + 2.0
Control + 168.7 + 6.6 56.3 £ 3.5 47.3 £ 0.9
Metformina

Fructosa + 190.6 + 7.5 120.0 + 7.4%° 456 £ 2.2
Metformina

Los valores se expresan como la media + SEM de las determinaciones.
ap < 0.05 vs. Control
bp < 0.05 vs. Control + Metformina

TABLA IlI. Analisis histomorfométrico -
Porcentaje de Hueso Trabecular

Grupo %Hueso Trabecular
(respecto al control)
Control 100 £ 4
Fructosa 89 + 3P
Control + Metformina 129 + 52
Fructosa + Metformina 94 +2

Los valores se expresan como la media + SEM de las determinaciones.
ap < 0.05 vs. Control
bp < 0.05 vs. Control + Metformina
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respecto del control), efecto que es parcialmente
prevenido por el cotratamiento con metformina.
Por otro lado, en los animales sin fructosa en el
agua de bebida, el tratamiento con metformina
indujo un aumento significativo respecto del con-
trol (30 %) en el porcentaje de hueso trabecular.

La Figura 1 muestra los valores obtenidos para
la densidad osteocitica del hueso trabecular meta-
fisario. Se observa un comportamiento similar al
observado para el porcentaje de hueso trabecular,
registrandose un menor namero de Osteocitos por
unidad de 4rea para el grupo de ratas que recibi6
la dieta rica en fructosa, hecho que es prevenido
por la administracion por via oral de Metformina.
Ademas, la administracion de Metformina sola
(sin fructosa) induce un incremento en la densidad
osteocitica respecto del control.

DISCUSION

Estudios previos han demostrado que la alimen-
tacién de ratas con una dieta con un alto conteni-
do de hidratos de carbono y particularmente de
fructosa (DRF) induce un estado compatible con
el Sindrome Metabdlico, mostrando hipertension,
dislipemia, hiperinsulinemia y tolerancia a la gluco-
sa alterada*'®, Coincidentemente, los resultados
obtenidos en este ensayo muestran hiperglicemia
e hipertrigliceridemia posprandiales en las ratas
alimentadas con una DRE, lo que muestra una
condicién metabdlica alterada compatible con el
Sindrome Metabdlico. Adicionalmente, encontra-
mos que el cotratamiento con metformina previene
total o parcialmente estas alteraciones.

Varios trabajos clinicos reportan que alteracio-
nes metabdlicas como la Diabetes mellitus tipo 1y
tipo 2, asi como el Sindrome metabdlico, se asocian
con alteraciones 6seas que vuelven al paciente
mas propenso a fracturas®®. En el presente tra-
bajo encontramos que la generaciéon de Sindrome
Metabdlico induce una disminucién del porcentaje
de hueso trabecular, que podria relacionarse con
una menor densidad 6sea trabecular. Mas aun,
encontramos una disminucién en la densidad
osteocitica, lo cual a largo plazo podria favorecer
la acumulacién de microdanos en el hueso, dado
el papel que cumplen los osteocitos en el manteni-
miento de la integridad de su microentorno éseo. Si
nuestros resultados actuales en un modelo animal
de Sindrome Metabdlico pudieran extrapolarse a
una situacion clinica, estarian indicando un nexo
entre dicho sindrome y una mayor fragilidad 6sea.
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Figura 1. Densidad Osteocitica. a) - d) Fotos representativas de preparados histold-
gicos de hueso trabecular de la metafisis femoral de ratas de los diferentes grupos
experimentales: Control (a), Fructosa (b), Control + Metformina (c), Fructosa + Met-
formina (d). Tincion con hematoxilina — eosina, 400X. e) Tabla con la cuantificacién
de la densidad osteocitica. Los valores se expresan como la media + SEM de las
determinaciones. a p < 0.05 vs. Control, b p < 0.05 vs. Control + Metformina, ¢ p <

0.05 vs. Fructosa + Metformina.

Actualmente se acepta que el estrés oxidativo
podria jugar un papel importante en la patofisio-
logia del Sindrome Metabdlico. La hiperglucemia
promueve el estrés oxidativo y la generacion
de especies reactivas del oxigeno (ROS)"". La
acumulacién excesiva de triglicéridos induce la
generacion de radicales libres y favorece danos
oxidativos en el tejido adiposo"®. Este estado de
mayor produccién de especies oxidantes, se halla
acompanado por una disminucién de los niveles de
sustancias antioxidantes (retinil ésteres, vitamina
C, vitamina E y varios carotenoides)2Y,

La metformina previene la formacién de es-
pecies reactivas del oxigeno, evitando asi las
alteraciones ocasionadas por el estrés oxidativo

en varios tejidos y tipos celulares incluyendo los
osteoblastos???¥ por mecanismos ain no total-
mente dilucidados. Por otro lado, nosotros hemos
descubierto que la metformina ejerce efectos
osteogénicos directos, tanto "in vitro" como "in
vivo"™12_ Junto con otros autores, hemos encon-
trado ademaés que la metformina ejerce su accion
sobre osteoblastos por medio de diversas vias de
transduccion de senales, tales como un incremen-
to en la expresién y redistribuciéon subcelular de
iNOS, un aumento en la activacién de ERK 1-2y
de AMPK, y una consecuente mayor expresion del
factor de transcripecién osteogénico Cbfal/Runx-
20122527 En particular, Jang y colaboradores han
demostrado mediante una serie de experimentos
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elegantes, que la metformina puede estimular la
diferenciacion de osteoblastos MC3T3EL1 en cultivo
por medio de la transactivaciéon de Runx-2, via la
cascada regulatoria AMPK/USF-1/SHP®",

Asi, la metformina puede ejercer un efecto di-
recto sobre las células 6seas, o podria actuar indi-
rectamente sobre ellas al normalizar los niveles de
glucemia y/o trigliceridemia, lo cual generaria una
menor produccién de especies reactivas del oxigeno
y evitaria asi las alteraciones producidas por este
hecho. En el presente trabajo, hemos encontrado
que la administracién oral de metformina es capaz
de incrementar el volumen trabecular relativo y
la densidad osteocitica en metéafisis femorales de
ratas sin Sindrome Metabdlico, asi como de revertir
los efectos deletéreos de una dieta rica en fructosa
sobre dichos parametros 6seos.

Los productos de glicacién avanzada (AGEs)
se forman por reacciones de glicosilacién no enzi-
matica entre grupos amino de proteinas, lipidos o
acidos nucleicos, con azucares reductores o inter-
mediarios carbonilicos. Estas reacciones ocurren
aceleradamente en situaciones como la diabetes
descompensada, el sindrome metabdlico y duran-
te el envejecimiento fisiolégico. Las proteinas de
vida media larga como el colageno tipo I, principal
componente de la matriz extracelular del tejido
0seo, son blancos para la formacién de AGEs. Esto
puede producir entrecruzamientos patolégicos en
el colageno glicosilado, produciendo una pérdida
en la flexibilidad y elasticidad del hueso, causando
un aumento en la fragilidad del tejido®*?”. Nuestro
grupo ha demostrado previamente que los AGEs
gjercen efectos nocivos directos sobre la prolife-
racion y diferenciacién de osteoblastos en cultivo
y que estos efectos pueden ser prevenidos por co-
incubacién con metformina®?,

Asi, en nuestro presente modelo in vivo, la met-
formina podria estar previniendo los efectos deleté-
reos sobre el hueso de la dieta rica en fructosa por
multiples mecanismos. Actualmente estamos dise-
nando enfoques experimentales adicionales que nos
permitan esclarecer cuales de dichos mecanismos
son relevantes en nuestro modelo, con el objetivo de
poder contribuir a la optimizacién de estrategias de
tratamiento de posible aplicabilidad clinica.
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