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TRABAJO ORIGINAL

La diabetes altera el potencial osteogénico de células
progenitoras de médula 6sea. Efectos del tratamiento
con metformina
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RESUMEN

En este trabajo, estudiamos el efecto de una Diabetes inducida por destruccion parcial de la masa de células
beta pancreéticas, sobre el compromiso osteogénico de células progenitoras de médula 6sea (CPMO), y su
modulacién por el tratamiento oral con Metformina. Para ello utilizamos ratas Sprague Dawley, divididas en
cuatro grupos: controles [C], controles tratadas con Metformina [M], diabéticas [D], y diabéticas tratadas con
Metformina [DM]. La induccién de Diabetes se realizd, por inyeccién intraperitoneal sucesiva de acido nico-
tinico y estreptozotocina. Sobre los cultivos de CPMO se evalué la actividad especifica de Fosfatasa Alcalina
(FAL) y la produccién de Colageno tipo 1 (Col-1) en estado basal y en medio de diferenciacién osteogénico
luego de 15 dias. A los 21 dias, se evaluaron los depésitos de mineral extracelular. La FAL y el Col-1 de CPMO
basales, no mostraron diferencias significativas entre los cuatro grupos experimentales. Al cabo de 15 dias,
las CPMO de ratas M mostraron un incremento en el Col-1 de 122 % respecto de C; D 30 % respecto de C
y DM 68 % respecto de C. La FAL expresé un 171 % para M, 34 % para D; y 125 % para DM todos respecto
de C. Luego de 21 dias, se observ6 una disminucién en la mineralizaciéon de las CPMO de D (65 % respecto
del grupo C). El tratamiento con metformina increment6 la mineralizacién de las CPMO en todos los casos.
En conclusién, en nuestro modelo experimental de Diabetes, ésta disminuye el potencial osteogénico de las
CPMO, un efecto que es parcialmente revertido por el tratamiento oral con Metformina. Estos hallazgos
podrian explicar, al menos en parte, las alteraciones 6seas descriptas en el hueso asociadas con la Diabetes.
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ABSTRACT

Diabetes mellitus is associated with an increased incidence of skeletal abnormalities, resulting in low-
er bone formation and/or remodeling. Osteopenia, osteoporosis and an increased incidence of non-
traumatic fractures has been particularly observed in patients with type 2 diabetes. Recently, we have
demonstrated that metformin has in vitro and in vivo osteogenic effects: (a) it stimulates the prolif-
eration, differentiation and mineralization of osteoblasts in culture, and (b) in non-diabetic rats, it in-
creases the repair of minimal bone lesions and improves femoral trabecular bone microarchitecture.
In this study, we evaluated in rats the effect of diabetes induction by a partial destruction of pancreatic beta
cells, on the osteogenic commitment of bone marrow progenitor cells (BMPC), and the modulation of this ef-
fect by orally administered metformin. We used young male Sprague Dawley rats (200 g), divided into four
groups: untreated non-diabetic controls [C], non-diabetic rats treated for 2 weeks with metformin administered
in drinking water (100 mg/kg/day) [M], untreated diabetic rats [D], and diabetic rats treated for 2 weeks with
metformin (100 mg/kg/day) [DM]. Induction of Diabetes was performed one week prior to treatment with
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metformin, by successive intraperitoneal injections with 75 mg/kg body weight of nicotinic acid and 60 mg/kg
body weight of streptozotocin. At the end of all treatments, blood samples were obtained to confirm the devel-
opment of Diabetes, after which the animals were sacrificed by cervical dislocation under anesthesia. Femora
and/or tibiae were dissected, and bone marrow cells were collected by flushing the bone diaphysal canal with
Dulbecco’s modified essential medium (DMEM) under sterile conditions. Adherent cells were grown to conflu-
ence in DMEM-10 % fetal bovine serum (FBS), after which we assessed alkaline phosphatase specific activity
(ALP) by an enzymatic kinetic method, and type 1 collagen production (Col-1) by a Sirius Red colorimetric
method (basal osteoblastic differentiation of BMPC). Subsequently, BMPC were submitted to an osteogenic
induction for 15 days with an osteogenic medium (DMEM-10 % FBS containing ascorbic acid and sodium beta-
glycerophosphate), after which ALP and Col-1 were evaluated. Basal ALP activity and type 1 collagen production
(BMPC without osteogenic differentiation) showed no significant differences between the four experimental
groups. After 15 days of culture in osteogenic medium, BMPC from control rats increased their expression of
ALP (5 times compared to baseline) and collagen production (11 times compared to baseline). BMPC from dia-
betic rats after 15 days culture in osteogenic medium, also showed a significant (although smaller) increase in
ALP (2-3 fold over basal activity) and collagen production (4-fold compared to baseline). BMPC obtained from
rats treated with metformin (groups M and DM) and submitted to osteogenic induction for 15 days, showed
an approximately 2-4-fold increase in both ALP and Col-1 (when compared with groups C and D, respectively).
After 21 days of osteogenic induction, a decrease was observed in the mineralization of BMPC obtained from
group D (65 % of that for group C). Treatment with metformin increased the mineralizing capacity of BMPC
in all cases, including a reversal of the inhibitory effect of Diabetes on this parameter. In conclusion, we have
found that our model of Diabetes reduces the osteogenic potential of bone marrow progenitor cells, and that this
effect is partially reverted by orally administered metformin. These findings could explain, at least in part, the
bone alterations that have been associated with Diabetes mellitus. Rev Argent Endocrinol Metab 49:70-76, 2012
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INTRODUCCION

La Diabetes mellitus es una enfermedad que afec-
ta al 5 % de la poblacién. Esta caracterizada por
hiperglucemia crénica, la cual es causada por una
produccién o acciéon deficiente de insulina. A largo
plazo, la Diabetes se asocia con una elevada inci-
dencia de complicaciones macrovasculares (infarto
agudo de miocardio, accidente cerebrovascular y
vascular periférico), microvasculares (nefropatia,
retinopatia, polineuropatias) y mixtas (pie diabético,
alteraciones articulares y 6seas)’. En particular,
frecuentemente se observan alteraciones en el meta-
bolismo éseo con desbalances en los niveles de calcio
y fosfato, una disminucién del contenido mineral
y de la densidad mineral 6sea (DMO), osteopenia,
aumento del riesgo de fracturas, y una disminucién
en la reparacién de lesiones 6seas®.

La aparicion y progresion de las complicaciones
cronicas de la Diabetes puede explicarse, en parte,
por la acumulacién irreversible de productos de
glicacion avanzada (AGEs) sobre proteinas de vida
media larga, como el coldgeno®. Nosotros, hemos de-
mostrado previamente que la acumulacién de AGEs
sobre el colageno de tipo 1 (componente mayoritario
de la matriz 6sea), reduce la capacidad osteogénica

de osteoblastos en cultivo®. De ocurrir “in vivo”,
ésto podria generar una disminucién tanto de la for-
macion 6sea como del proceso de recambio 6seo, con
una consecuente reduccion en la calidad del hueso.

La metformina es uno de los agentes mas co-
munmente usados en el tratamiento de sindromes
asociados a insulinorresistencia, como son la Dia-
betes mellitus tipo 2, el sindrome metabdlico y el
sindrome de ovario poliquistico. Este farmaco es una
biguanida insulinosensibilizante, que disminuye los
niveles glucémicos sin afectar en forma directa la
secrecion de insulina®.

Nuestro grupo ha descripto previamente que
la metformina ejerce efectos osteogénicos directos
sobre osteoblastos en cultivo, promoviendo su
proliferacién, diferenciacién y mineralizacién®.
En otros experimentos “in vitro”, demostramos
que la metformina previene los efectos deletéreos
de los AGEs sobre osteoblastos”. Recientemente
encontramos que esta biguanida administrada
por via oral en ratas no diabéticas, promueve la
diferenciacién osteoblastica de células progeni-
toras de médula ésea; y mejora la celularidad y
microarquitectura femoral®® en ratas diabéticas y
no diabéticas e incrementa la reparacion de lesiones
6seas inducidas®.
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El hueso es un tejido dindmico que continua-
mente es modelado y remodelado, mediante el
acoplamiento preciso y localizado de los procesos de
resorcion y formacion dsea. Esto requiere la interac-
cion de diferentes tipos celulares como osteoblastos,
osteocitos, células de revestimiento 6seo, células
progenitoras de médula ésea (CPMO), macroéfagos
y osteoclastos, en un proceso regulado por una
variedad de factores bioquimicos y mecanicos?.

Las células progenitoras presentes en el mi-
croambiente de la médula 6sea poseen la capacidad
de diferenciarse en varios tipos celulares, como
osteoblastos, condrocitos y adipocitos'>!?, En este
contexto las condiciones metabdlicas de la médula
6sea pueden determinar el balance biolégico entre
la osteoblastogénesis y la adipogénesis. Diversos
factores endégenos como hormonas y citoquinas,
o tratamientos exdégenos con ciertos farmacos,
pueden afectar este delicado balance alterando
la relacién entre osteoblastos y adipocitos en la
médula 6sea®.

En este trabajo nos propusimos investigar, em-
pleando un modelo animal, el efecto de la induccién
de una Diabetes con destruccién parcial de la masa
de células beta pancreaticas, sobre el compromiso
osteogénico de células progenitoras de médula 6sea
(CPMO), asi como la posible modulacién de este
efecto por un tratamiento oral con metformina.

MATERIAL Y METODOS

Modelo Animal: Se utilizaron ratas Sprague-
Dawley macho jévenes (200-220 gr) mantenidas
en un bioterio climatizado (23 °C) con ciclos de
luz-oscuridad de 12 h, alimentados con alimento
balanceado estandar y agua “ad libitum”. Todos los
ensayos con animales fueron realizados de acuerdo
a la Guia de Manejo y Uso de Animales de Labo-
ratorio®, bajo las condiciones establecidas en las
normas bioéticas nacionales -Disposicion ANMAT
5330/97- e internacionales. Asimismo, se tuvieron
en cuenta las indicaciones de la guia del NIH para
animales de experimentacién (http://grants.nih.
gov/grants/olaw/olaw.htm).

Los animales fueron divididos en cuatro grupos:
ratas controles no diabéticas (sin tratamiento)
[C], no diabéticas tratadas durante 2 semanas con
metformina en el agua de bebida (100 mg/kg/dia)
[M] (Quimica Montpellier S.A.), ratas con Diabetes
inducida por destruccion parcial de las células beta
pancredticas, sin tratamiento con metformina [D],
y diabéticas tratadas 2 semanas con metformina
(100 mg/kg/dia) [DM]. La induccién de Diabetes se
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realiz6 una semana antes de iniciar el tratamiento
con metformina, por inyecciones intraperitoneales
sucesivas de 75 mg/kg de acido nicotinico y 60 mg/
kg de estreptozotocina®. Al finalizar todos los
tratamientos se obtuvieron muestras de sangre
para confirmar el desarrollo de Diabetes, luego de
lo cual los animales se sacrificaron por dislocacion
cervical bajo anestesia.

Parametros sanguineos: previo al sacrificio, se
extrajo sangre bajo anestesia por puncién cardiaca
sin someter a los animales a ayuno, y se separé el
suero por centrifugacién. En el suero se evaluaron,
empleando equipos comerciales, los siguientes
parametros: glucosa (Wiener Lab, Argentina),
triglicéridos (Wiener Lab, Argentina), colesterol
(Wiener Lab, Argentina), insulina (ELISA para
insulina de rata, ALPCO, USA) y fructosamina
(BioSystems, Espana).

Aislamiento y cultivo de CPMO: Las CPMO

se obtuvieron por medio del lavado con medio de
cultivo del canal medular diafisiario de fémures y/o
tibias de las ratas de todas las condiciones: C, M, D,
DM®, Las células adherentes fueron cultivadas en
“Dulbecco’s modified essential medium” (DMEM)
adicionado con 10 % de Suero Fetal Bovino (SFB;
Natocor, Cérdoba, Argentina) y penicilina/estrep-
tomicina, a 37 °C en una atmésfera de 5 % de CO,
hasta alcanzar la confluencia. A partir de este
momento las células fueron replaquedas en platos
de cultivo, para ser diferenciadas a osteoblastos.
Diferenciacién osteogénica de las CPMO: Luego
de que las células llegaran a confluencia, se indujo
su diferenciacién a osteoblastos usando un medio
de diferenciacién conteniendo 25 mg/ml de acido
ascérbico y 5 mM de B-glicerolfosfato durante 0,
15 0 21 dias. Tanto a 0 como a 15 dias se evalu6
la actividad de Fosfatasa Alcalina (FAL) y la
produccion de colageno tipo 1 (Col - 1); y luego de
21 dias se cuantificé la formacion de nédulos de
mineralizacién.
Actividad de fosfatasa alcalina: La monocapa de
células se lav6 con PBS y se solubilizé en Triton-
X100 al 0,1 %. Una alicuota del extracto celular
se us6 para determinar proteinas por el método
de Bradford'®. La actividad de Fosfatasa Alcalina
se midi6 espectrofotométricamente utilizando
p-nitrofenilfosfato (p-NPP) como sustrato. El p-
nitrofenol (producto coloreado de la hidrdlisis) se
determind por absorbancia a 405nm luego de incu-
bar la mezcla de reaccién a 37 °C en buffer pH 10,4
durante un periodo de tiempo predeterminado?.
Los resultados se expresaron como nmoles p-NPP/
mg de Proteina/ minuto.
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Produccién de colageno tipo 1: La producciéon de
colageno tipo 1 se determiné utilizando un mi-
croensayo colorimétrico mediante la técnica de
Sirius Red®®: Las células se fijaron con solucién
fijadora de Bouin (Acido. Picrico: formaldehido
35 %: Acido. Acético glacial- 15:5:1) durante 1h. Se
lavé6 la monocapa celular con Acido Clorhidrico 0,1
N y se tinoé con una solucién de Sirius Red por 1h.
El material tenido se disolvi6 en 1 ml de Hidréxido
de Sodio 0,1 N y se midi6 la absorbancia a 550 nm.
Los resultados se expresaron como ug de colageno
/ 100ug de proteina.

Mineralizacion: Los depésitos de calcio extra-
celular (n6dulos de mineralizacién) se evaluaron
luego de 21 dias de cultivo en un medio de diferen-
ciacion osteoblastico. Luego de fijar con formalina
y tenir con Rojo de Alizarina S"9, los depésitos de
calcio tenidos se extrajeron con 1 ml de solucién
de hidroéxido de sodio 0,1N y la densidad 6ptica se
midié a 548 nm. Los resultados se expresaron como
porcentaje (%) del basal.

Analisis estadistico: Los resultados se expresa-
ron como la media =+ SEM. Las diferencias entre
los grupos fueron analizadas por el test de ANOVA
(one-way) y el test de Turkey. Se utiliz6 el software
GraphPad Prism 5 (GraphPad Software, San Die-
go, CA, EE.UU.). Las diferencias se consideraron
estadisticamente significativas cuando p< 0,05.

RESULTADOS

Efecto de la diabetes y de la metformina sobre los
parametros bioquimicos.
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El tratamiento con acido nicotinico y estrepto-
zotocina produjo un estado metabdlico compatible
con una Diabetes con destruccién parcial de las
células beta - pancreaticas. La tabla I muestra
los resultados de los parametros sanguineos pos-
prandiales promedio (glucemias, trigliceridemias,
colesterolemia, insulinemia y fructosamina) para
cada uno de los cuatro grupos de ratas

Los valores de glucemia mostraron un incremen-
to significativo en el grupo diabético (D) (270 %)
respecto del control. El grupo que solo recibié
metformina (M) no presenté cambios significativos
respecto del grupo control; mientras que en el grupo
diabético tratado con metformina (DM) se observé
una reversion parcial del efecto de la diabetes (185 %
respecto del control), lo que se correlaciona con los
efectos de esta droga normoglucemiante, asi como
con la existencia de una reserva pancreatica de
insulina (y posiblemente con resistencia periférica
a su accién) en este modelo de Diabetes.

Este mismo patrén se observa en las triglice-
ridemias: el grupo D present6 un aumento signi-
ficativo (200 % respecto el control), en tanto el
grupo DM normalizé completamente el valor de
triglicéridos en sangre.

Los valores de insulinemia muestran que las
ratas diabéticas tenian una disminucién marcada
en su secreciéon aunque con valores mensurables.
El tratamiento con metformina no modific6 sig-
nificativamente la insulinemia, tanto en animales
diabéticos como no diabéticos (Tabla 1).

La evaluacion de la fructosamina, una medida
de la glicacién no enzimatica de proteinas séricas,
demostr6 un aumento significativo en el grupo D

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

Grupo Glucemia Insulinemia Triogliceridemia Fructosamina Colesterolemia

(mg/ml) (ng/ml) (mg/ml) (umol/l) (mg/ml)
Control 168 = 8 1,26 = 0,17 62 +7 147 + 26 46 + 2
Metformina 176 = 10 1,09 = 0,3 52 = 7° 190 = 13 45 + 1
Diabéticas 453 + 40° 0,20 + 0,09° 252 + 34°d 239 + 12° 51«5
Diabéticas + 309 + 192 0,37 + 0,12° 58 = 15 236 + 16° 56 7
Metformina

Los valores se expresan como la media + SEM de las determinaciones.

ap < 0,001 vs. Control
°p < 0,05 vs. Metformina
°p< 0,05 vs. Control

9p< 0,05 vs. Diabética
ep< 0,01 vs. Control
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(160 % respecto de C), el cual no fue revertido por
el tratamiento oral con metformina en el grupo de
ratas diabéticas (Tabla 1).

En cuanto al colesterol no hubo diferencias
significativas en ninguno de los cuatro grupos.

Efectos exvivo en las CPMO de la diabetes y el
tratamiento con metformina.

En condiciones basales (células sin diferenciar),
los marcadores osteoblasticos expresados en las
CPMO (produccion de colageno tipo 1 (Grafico 1)y
actividad enzimatica de fosfatasa alcalina (grafico
2)) no mostraron diferencias significativas entre
los diferentes grupos experimentales en cultivo.

Sin embargo, luego de 15 dias de diferenciacién
osteoblastica, el grupo D mostré una disminucién
significativa respecto del grupo C en la produccién
de colageno tipo 1 (30 % del C). Por otro lado, el
tratamiento oral con metformina indujo un aumen-
to significativo en la expresién de colageno en el
grupo M (122 % del C), mientras que en el grupo
DM se gener6 una reversién parcial del efecto de
la Diabetes (68 % del C) (Grafico 1).

Al cuantificar la actividad enzimaética de fosfata-
sa alcalina, se observé un patrén similar que para
el colageno: el grupo D expresé una importante
disminucién de este parametro (34 % respecto
del grupo C) y el grupo M evidencié un notable
incremento en este marcador osteoblastico (171 %
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respecto de C). Por tultimo, en el grupo DM la met-
formina mostré una reversion significativa de los
efectos de la Diabetes sobre la FAL (125 % respecto
de C) (Grafico 2).

Luego de 21 dias de diferenciacién osteoblas-
tica se cuantificaron los depésitos de nédulos de
mineralizacién (Grafico 3; Figura 1). Se observé
una disminucién en los depésitos de mineral en el
grupo D (65 % del C) y un aumento en los depésitos
de nédulos de mineralizacion del grupo M (130 %
respecto de C). Por tltimo, en el grupo DM se ob-
servo que el tratamiento con metformina revirtié
los efectos de la Diabetes sobre este parametro
(140 % respecto del control) (Grafico 3).

DISCUSION

Nuestras observaciones previas y actuales sugieren
que la metformina puede inducir el compromiso
de células osteoprogenitoras hacia el linaje os-
teoblastico y a la formaciéon de hueso, ejerciendo
efectos directos sobre células dseas. Se ha repor-
tado previamente que el mecanismo de accién de
la metformina puede ocurrir por diversas vias de
senalizaciéon: MAPK, e/iNOS y AMPK, asi como
también incrementando la expresién del factor
de trascripcién especifico de osteoblastos Runx2/
Chbfal™®,
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Grafico 1. Produccion de coldgeno tipo 1. Efecto de la diabe-
tes y del tratamiento oral con metformina sobre la capacidad
de las CPMO de producir colageno tipo 1. Las CPMO aisladas
de cada grupo de ratas se cultivaron a diferentes tiempos en
medio osteogénico como se indica en Materiales y Métodos.
Los resultados se expresan como: ug de colageno / 100ug
de proteina, los cuales se muestran como la media + SEM,
n=12. * p< 0,01 vs. C; # p<0,001 vs. C; & p<0,001 vs. D.

Grafico 2. Actividad de Fosfatasa Alcalina. Efecto de la Dia-
betes y del tratamiento oral con metformina sobre la Actividad
especifica de fosfatasa alcalina (FAL). Las CPMO aisladas de
cada grupo de ratas se cultivaron durante diferentes periodos
de tiempo en medio osteogénico. La actividad especifica de
FAL se expresa como: nmol p-NPP / mg de proteina/ min,
y se muestra como la media + SEM. * p< 0,001 vs. C; # p<
0,01 vs. C; & p< 0,001 vs. D.
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Grafico 3. Efecto de la Diabetes y del tratamiento oral con
metformina sobre la capacidad de las CPMO de mineralizar
la matriz extracelular (depdsitos de mineral). Las CPMO ob-
tenidas de cada grupo de ratas se cultivaron durante 21 dias
en medio osteogénico. Los resultados se expresan como %
del basal, y se muestran como la media + SEM. * p<0,05 vs.
C; # p<0,001 vs. D.

Figura 1. Nodulos de mineral: La monocapa celular se fijé con
formalina y se tind con Rojo de Alizarina, luego de 21 dias
de cultivo en medio osteogénico. Objetivo: x10.

En este trabajo, a las ratas se les indujo Diabetes
mediante un tratamiento con estreptozotocina
y nicotinamida. En este modelo de destruccién
parcial de la masa de células beta pancredticas, la
nicotinamida previene parcialmente la deplecién
de NAD inducida por la estreptozotocina sobre las
células beta, disminuyendo asi su efecto téxico?.
De esta manera, se observé una disminucién par-
cial en su secreciéon de insulina. Los parametros
bioquimicos: glucemia, trigliceridemia, insuline-
mia y fructosamina en sangre fueron compatibles
con el estado diabético descripto previamente. En
el caso de la fructosamina no se observd una rever-
sién a los niveles normales luego del tratamiento
con metformina, probablemente debido a la vida
media de la albimina, en relacién con el tiempo
del ensayo.
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Segiin Owen® debido a las diferencias en el
metabolismo de la droga entre las especies, son
necesarias concentraciones altas de metformina
en rata, para alcanzar concentraciones plasma-
ticas similares a las encontradas en humanos,
y asi ejercer su efecto normoglucémico en ratas
diabéticas. De esta manera, se seleccion6 la dosis
de metformina a utilizar en los estudios “in vivo”.

En nuestro modelo de Diabetes, se observé
una disminucién del potencial osteogénico de las
CPMO, efecto que fue parcial o totalmente rever-
tido por el tratamiento oral con metformina, como
se evidenci6 en la produccion de colageno tipo 1,
actividad especifica de fosfatasa alcalina y en la
produccion de nédulos de mineral.

Los productos de glicacién avanzada (AGEs) se
forman por reacciones de glicosilacién no enzima-
tica entre grupos amino de proteinas, lipidos, o
acidos nucleicos, con azicares reductores o inter-
mediarios carbonilicos. Estas reacciones ocurren
aceleradamente en situaciones como la Diabetes
descompensada, en el sindrome metabélico y
durante el envejecimiento fisiol6gico. Nuestro
grupo y otros investigadores hemos descripto
previamente que la interaccién entre los AGEs y
su receptor especifico RAGE induce apoptosis de
osteoblastos y de CPMO“?Y, Dichas observacio-
nes, asi como nuestros presentes resultados sobre
los efectos de la Diabetes experimental sobre el
potencial osteogénico de CPMO, podrian explicar,
al menos en parte, las alteraciones 6seas obser-
vadas frecuentemente en pacientes con Diabetes
mellitus.

Significativamente, hemos podido verificar en
nuestro modelo de Diabetes con disminucién en la
reserva pancreatica de insulina, que el tratamien-
to oral con metformina puede prevenir parcial
o totalmente varios efectos antiosteogénicos de
dicha patologia metabdlica. Este farmaco pro-
bablemente esté promoviendo la diferenciacién
osteoblastica de las CPMO, a través de la fosforila-
cién/activacion de AMPK y subsecuente induccion
del factor de transcripciéon osteogénico Runx-2,
como hemos demostrado previamente en ratas no
diabéticas tratadas oralmente con metformina®.

Sinuestros resultados actuales pudieran extra-
polarse a un entorno clinico, estarian indicando
un mecanismo plausible para explicar el efecto
protector 6seo (reduccién en la frecuencia de
fracturas) que han reportado otros autores en
estudios de corte con pacientes bajo tratamiento
con metformina®?,
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