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Resumen

Introduccion: El sindrome metabdlico (SM) se
asocia al aumento de estrés carbonilico y pro-
ductos de glicacion avanzada (AGE) y favore-
ce la calcificacion arterial (CA) por transdife-
renciacion osteogénica de células de musculo
liso vascular (CMLV). La metformina (MET)
inhibe esa transdiferenciacion in vitro. Evalua-
mos si MET oral previene CA en un modelo
experimental de SM.

Materiales y métodos: Ratas Wistar macho
jovenes adultos fueron separadas en dos gru-
pos: uno recibié agua como bebida (C) y el
otro una solucion 20% de fructosa (F). Tras
dos semanas, y por cuatro mas, cada grupo
original se dividio, agregandose MET (100 mg/
kg/dia) a la bebida de la mitad de cada grupo
(asi, M y FM). Se midieron parametros meta-
bdlicos y corporales. La aorta se diseco para
analisis histomorfométrico e inmunohistoqui-
mico. Se aislaron CMLV aédrticas para evaluar
la actividad de fosfatasa alcalina (FAL), pro-
duccién de colageno, mineralizacién extrace-
lular y expresién génica de Runx2 y receptor
para AGE (RAGE).

Resultados: El grupo F desarrollé rasgos
compatibles con SM: mayor adiposidad, hi-
perglucemia, dislipemia y aumento de fructo-
samina. Las aortas de F evidenciaron reduc-
cién de la relacidén capa elastica/muscular,
aumento de colageno, acumulacién de AGE
y sobreexpresiéon de RAGE. Las CMLV de F
mostraron mayor actividad FAL, incremento
de colageno y mineralizacion, junto a aumen-
to de expresion de Runx2 y RAGE. El cotrata-
miento con MET previno estas alteraciones. In
vitro, MET bloqued la induccién de RAGE por
AGE; efecto que se anul6 con un inhibidor de
la proteina quinasa activada por AMP (AMPK).
Conclusion: Estos resultados indican que
MET atenua la glicacién extracelular, la acti-
vaciéon AGE/RAGE vy el remodelado vascular
asociado al SM experimental.

Palabras clave: sindrome metabdlico, pro-
ductos finales de glicacién avanzada, receptor
para productos finales de glicacién avanzada,
arterioesclerosis, metformina, transdiferencia-
cién osteoblastica, quinasa dependiente de
AMP.
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ORAL TREATMENT WITH METFORMIN
PREVENTS EARLY SIGNS OF AGE/RAGE-
INDUCED AORTIC ARTERIOSCLEROSIS IN
RATS WITH METABOLIC SYNDROME

Abstract

Introduction: Metabolic syndrome (MS) is
associated with increased carbonyl stress,
accumulation of advanced glycation end
products (AGE), and induction of arterial
calcifications (AC) through the osteoblastic
transdifferentiation of vascular smooth muscle
cells (VSMC). Metformin (MET) inhibits this
transdifferentiation in vitro. We evaluated
whether oral MET can prevent AC in an
experimental model of MS.

Materials and Methods: Young adult male
Wistar rats were divided into two groups: one
received water as the drinking source (C) and
the other a 20% fructose solution (F). After
two weeks, and for an additional four weeks,
each group was subdivided, and MET (100
mg/kg/day) was added to the drinking water
of one half (thus, M and FM). Metabolic and
body parameters were measured. The aorta
was dissected for histomorphometric and
immunohistochemical analyses. Aortic VSMC
were isolated to assess alkaline phosphatase

Introduccion

El sindrome metabdlico (SM) es una enti-
dad patoldgica caracterizada por un conjunto
de alteraciones metabdlicas interrelacionadas,
como obesidad central, dislipidemia, hiper-
glucemia, insulinorresistencia e hipertension,
que incrementan significativamente el riesgo
de enfermedad cardiovascular y diabetes me-
llitus tipo 2. La creciente prevalencia del SM,
impulsada principalmente por el consumo de
dietas ricas en fructosa y grasas saturadas
(predominantes en los paises occidentales y
estrechamente asociadas al aumento global
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(ALP)activity, collagen production, extracellular
matrix mineralization, and gene expression of
Runx2 and the receptor for AGE (RAGE).
Results: Group F developed features
consistent with MS, including increased
adiposity, non-fasting hyperglycemia,
dyslipidemia, and elevated serum
fructosamine. Aortas from F animals showed
a reduced elastic-to-muscular ratio, increased
collagen content, AGE accumulation, and
RAGE overexpression. VSMC from F rats
displayed higher ALP activity, increased
collagen production and mineralization, and
elevated expression of Runx2 and RAGE.
Cotreatment with MET prevented all these
MS-induced alterations. In vitro, MET blocked
AGE-induced RAGE upregulation by VSMC,
an effect abolished by an AMP-activated
protein kinase (AMPK) inhibitor.

Conclusion: These findings indicate that
oral MET ftreatment attenuates extracellular
glycation, AGE/RAGE activation, and vascular
remodeling associated with experimental MS.
Keywords: metabolic syndrome, advanced
glycation end-products, receptor for advanced
glycation  end-products;  arteriosclerosis,
metformina, osteoblastic transdifferentiation,
AMP-dependent kinase.

de la obesidad) representa un importante de-
safio sanitario. En este contexto, la combina-
cion de resistencia a la insulina, dislipemiaate-
rogénica, hipertension, estado protrombético
y disfuncién endotelial eleva notablemente el
riesgo de enfermedad cardiovascular y favo-
rece la acumulacion de calcificaciones arte-
riales (CA).2 Diversos estudios clinicos han
demostrado una clara asociacién entre la pre-
sencia de CA y el desarrollo del SM o de sus
componentes individuales, como la obesidad,
hipertensién, dislipidemia, resistencia a la in-
sulina o hiperglucemia, e incluso con niveles
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elevados de hemoglobina glicada.®* En con-
cordancia, el suero de individuos con SM y
CA presenta concentraciones aumentadas de
factores promotores de la biomineralizacion
extracelular, tales como fosfato inorganico,®
fosfatasa alcalina (FAL),® osteoprotegerina,’
esclerostina® y osteocalcina.®

La arterioesclerosis y la calcificacion vas-
cular emergen como complicaciones estruc-
turales clave que vinculan las alteraciones
metabdlicas con la disfuncion y la pérdida de
elasticidad arterial. Este proceso esta media-
do, en parte, por la transdiferenciacion osteo-
blastica de las células de musculo liso vascu-
lar (CMLV) presentes en la tunica media, las
cuales pierden su fenotipo contractil y adquie-
ren caracteristicas propias de los osteoblas-
tos, las células formadoras de hueso.®

Entre los componentes del SM, la hiper-
glucemia cronica desempefia un papel cen-
tral, ya que induce estrés carbonilico por
acumulacion de compuestos dicarbonilicos
altamente reactivos, como metilglioxal (MGO)
y 3-desoxiglucosona (3-DG), derivados de la
glucdlisis o de la via de los polioles."Estos
compuestos promueven la glicacién no en-
zimatica de proteinas y la consecuente acu-
mulacién de productos finales de glicacién
avanzada (AGE) en la pared vascular. Los AGE
generan modificaciones estructurales irrever-
sibles en la matriz extracelular, especialmente
sobre colageno y elastina, provocando rigidez
y pérdida de distensibilidad arterial debido al
entrecruzamiento (crosslinking) de las fibras.
Ademas, interactlian con el receptor para pro-
ductos de glicacion avanzada (RAGE), expre-
sado en multiples tipos celulares, incluidas las
CMLYV, activando vias de sefalizacion inflama-
torias y procalcificantes.?

La activacion del eje AGE/RAGE desen-
cadena la translocacién del factor de trans-
cripcion NFkB,'™® promoviendo un estado de
inflamacién crénica, estrés oxidativo intrace-
lular y la expresién de genes osteogénicos,
entre ellos el factor de transcripcion relacio-
nado con runt 2 (Runx2), el cual desempefa
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un papel critico en la respuesta procalcifican-
te. Runx2 induce la transdiferenciacién osteo-
blastica de las CMLYV, facilitando la remode-
lacion de la matriz arterial y la mineralizacion
ectdpica en la tunica media, lo que contribuye
a la progresion de la calcificacion vascular.™
Particularmente, si la activaciéon de NFkB me-
diada por RAGE es sostenida y prolongada,
superando los mecanismos enddgenos de
inhibicién, esto conduce a una respuesta in-
flamatoria persistente y a la disfuncion celular,
al tiempo que estimula la sobreexpresién del
propio RAGE, generando un bucle de retroali-
mentacion positiva.®

El entrecruzamiento de las fibras de cola-
geno con AGE incrementa su resistencia a la
degradacion por colagenasas, promoviendo
el engrosamiento de la pared; mientras que la
acumulacion de AGE sobre la elastina (protei-
na clave para la distensibilidad arterial) induce
pérdida de elasticidad adrtica. Asimismo, la ri-
gidez inducida por AGE favorece la migracion,
proliferacion y diferenciacién osteoblastica de
las CMLV mediante la induccién de Runx2.'41°
De esta manera, el colageno y la elastina mo-
dificados por AGE no solo pierden su funciéon
estructural normal, sino que adquieren un pa-
pel activo en la progresion de la CA.

La elastina también resulta alterada por
la accion de diversas metaloproteinasas de
matriz (MMP), cuya expresién aumenta en
condiciones de hiperglucemia y estrés oxi-
dativo.">' La degradacion de elastina genera
péptidos bioactivos (elastoquinas), que pro-
mueven la proliferacion y transdiferenciacion
osteogénica de las CMLV,'®'7 contribuyendo a
una matriz extracelular mas rigida, propensa
a la mineralizacién y con menor capacidad de
amortiguacién del flujo pulsatil, caracteristi-
cas que contribuyen al deterioro progresivo
de la funcién arterial.

La metformina (MET), una biguanida, es
uno de los tratamientos farmacolégicos mas
utilizados para prevenir alteraciones metabé-
licas asociadas a la diabetes mellitus tipo 2,
SM y/o intolerancia a la glucosa, debido a su
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accion euglucemiante mediada por activacion
de la quinasa dependiente de AMP (AMPK),
una enzima clave en la regulacion del me-
tabolismo, sobre todo a nivel hepatico® En
ensayos in vitro, la MET ha demostrado in-
hibir la transdiferenciacion osteoblastica de
CMLV mediante diversos mecanismos, como
la produccién de 6xido nitrico (NO) mediante
la activacion de la via AMPK/eNOS/NO™, in-
hibiendo la translocacion del factor NFkB?° o
desestabilizando al factor Runx2 al aumentar
su protedlisis.?!

En el presente trabajo buscamos evaluar la
eficacia de un tratamiento oral con MET para
prevenir alteraciones arterioescleroticas en la
aorta, estudiando mecanismos que involucran
el estrés metabdlico inducido por carbohidra-
tos, tales como la acumulacién de productos
de glicacion avanzada o AGE extracelulares,
y su interaccién/modulacién con el receptor
RAGE expresado por CMLY, utilizando para tal
fin un modelo preclinico de SM inducido por
fructosa en ratas.

Materiales y métodos
Disefio experimental y tratamiento

Ratas macho Wistar adultas jovenes de 12
semanas de edad al inicio, fueron alojadas y
mantenidas en un ambiente controlado a 23 °C,
con ciclos de luz-oscuridad de 12 h:12 h, y ali-
mentadas con alimento estandar para ratas. Ini-
cialmente, 20 animales fueron divididos al azar
en dos grupos de 10 animales cada uno: un gru-
po recibié agua como fuente de bebida y el otro
recibié una solucién de fructosa al 20% para
inducir sindrome metabdlico (Biopack®, Argen-
tina), ambos ad libitum. Después de 14 dias, y
durante 4 semanas adicionales, se agregé met-
formina (MET) a razén de 100 mg/kg de peso
corporal por dia (Quimica Montpellier, Argentina)
a lafuente de bebida de la mitad de los animales
de cada grupo?®. De esta manera, se establecie-
ron cuatro grupos (n=5): C (solo agua), F (solu-
cién de fructosa al 20%), M (agua + MET 100
mg/kg/dia) y FM (solucién de fructosa al 20%
+ MET 100 mg/kg/dia). Este tamafio muestral
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reducido podria limitar la capacidad de detec-
tar diferencias mas sutiles, especialmente en
parametros con alta variabilidad biologica. Sin
embargo, y de acuerdo con lo establecido en
las Guias indicadas mas adelante, al observar-
se diferencias significativas entre los grupos en
varios parametros de relevancia fisiopatolégica
se tomd la decision de no ampliar el tamafo
muestral. Todos los experimentos se realizaron
de acuerdo con la Guia para el Manejo y Entre-
namiento de Animales de Laboratorio publicada
por la Universities Federation for Animal Wel-
fare,? y el estudio fue aprobado por el Comité
Institucional de Cuidado y Uso de Animales de
Laboratorio de la Facultad de Ciencias Exactas,
Universidad Nacional de La Plata (protocolo CI-
CUAL 001-00-15).

Obtencion de parametros bioquimicos y
corporales

Las ratas no fueron privadas de agua ni
sometidas a ayuno antes de la anestesia y
eutanasia. Previo al sacrificio, las ratas fue-
ron anestesiadas por inhalacion de vapores
de Sevoflurano 100%® (Cristalia, Argentina),
luego se obtuvieron sus pesos y se tomaron
muestras de sangre para obtencion de sue-
ro, en los cuales se midié glucosa, triglicéri-
dos (TG) y colesterol HDL (HDLc), utilizando
un analizador automatico de quimica clinica
CM250 Metrolab® y kits comerciales (Wiener
Lab. Group, Argentina). La relacién TG/HDLc
se determiné como marcador subrogante de
resistencia a la insulina y riesgo cardiovascu-
lar.2* Ademas, se cuantificé fructosamina sé-
rica mediante un kit comercial (BioSystems,
Espafia) como marcador de glicacion extra-
celular. Luego de la extraccion de sangre, los
animales fueron sacrificados por dislocacién
cervical bajo anestesia, tras lo cual la aorta y
los tejidos adiposos mesentérico y epididima-
rio fueron disecados.

Analisis histoldgico de la pared arterial
Porciones de la aorta abdominal se fijaron
durante 24 horas, se incluyeron en parafina y
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se obtuvieron cortes transversales de 4 pm
de espesor utilizando un micrétomo RMT-20
Type Erma® (TechLabs, India). Las secciones
se tifleron con hematoxilina y eosina (H&E),
Sirius Red, fucsina-resorcina de Weigert y
rojo de Alizarina. Las fotografias se tomaron
con una camara digital Nikon Coolpix 4500®
acoplada a un microscopio Nikon ECLIPSE
Ei® (Nikon, Japdn). Las imagenes se analiza-
ron con el programa ImageJ® (https://image;.
net/ij/) utilizando la escala del microscopio y
complementos de deconvolucion de color. El
grosor de la tunica media (calculado como el
promedio de la distancia entre las membranas
elasticas interna y externa) y la relacién capa
elastica/capa muscular (calculada como la re-
laciéon entre el espesor promedio de la mem-
brana elastica y el espesor promedio de la
capa muscular) se midieron en cortes tefidos
con H&E, mientras que el porcentaje del area
ocupada por fibras de colageno y elastina se
cuantificd en cortes tefiidos con Sirius Red y
fucsina-resorcina, respectivamente.? Las sec-
ciones tefidas con rojo de Alizarina se utiliza-
ron para evidenciar la presencia de depédsitos
de calcio.

Analisis inmunohistoquimico de AGE y
RAGE en pared arterial

La acumulacion de carboximetil-lisina
(CML, estructura AGE muy prevalente de ori-
gen glicoxidativo), asi como la expresion del
receptor RAGE, se evaluaron en la pared aorti-
ca mediante inmunohistoquimica cromogéni-
ca. Brevemente, se desparafinaron y rehidra-
taron cortes de 4 pm de aorta abdominal en
gradiente alcohdlico, bloqueando la actividad
de peroxidasa endégena con H>O» al 0,5%.
La recuperacion antigénica se realizé con el
reactivo Trilogy® (Cell Marque, EE. UU.) segun
las instrucciones del fabricante. Las seccio-
nes se trataron con una solucion bloquean-
te, se incubaron con anticuerpos primarios
anti-CML o anti-RAGE® (1:500; Abcam, Reino
Unido) durante 48 horas a 4 °C, se lavaron y
se incubaron con anticuerpos secundarios
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especificos (1:1000; Vector Laboratories, EE.
UU.) durante 1 hora a temperatura ambiente.
Tras otro lavado, las secciones se incubaron
con los reactivos del kit Vectastain Elite ABC®
(Vector Laboratories, EE. UU.) durante 1 hora
adicional. Finalmente, las muestras se revela-
ron con solucion de 3,3'-diaminobencidina, se
lavaron y se montaron. Las fotografias se ad-
quirieron con una camara digital Nikon Cool-
pix 4500® acoplada a un microscopio Nikon
ECLIPSE Ei® (Nikon, Japén) bajo las mismas
condiciones de iluminacién y en areas com-
parables.

Aislamiento y cultivo de células de musculo
liso vascular

Los miocitos vasculares se aislaron a partir
de anillos de aorta toracoabdominal segun lo
descripto previamente.??2¢ En resumen, bajo
condiciones estériles, se separd la tunica ad-
venticia y parte de la aorta restante se corté en
anillos de aproximadamente 1 mm. Los anillos
individuales se colocaron en frascos de culti-
vo y se incubaron con DMEM suplementado
con 20% de suero fetal bovino (SFB) y anti-
biéticos (penicilina/estreptomicina), a 37 °C en
una atmésfera humidificada con 5% de CO», y
95% de aire. Después de 24 horas, el medio
se reemplazé por DMEM con 10% de SFB y
antibidticos, renovandolo cada 2-3 dias. Tras
dos semanas, las células fueron caracteriza-
das como CMLV por su morfologia cilindrica
y alargada de extremos ahusados y por la ex-
presion de a-actina mediante inmunofluores-
cencia. Brevemente, las células se cultivaron
sobre cubreobjetos durante 24 horas, se lavd
con PBS, se fijaron con p-formaldehido en
PBS al 4%, se permeabilizaron con etanol ab-
soluto y luego se bloqued con 10% de SFB-
PBS. Posteriormente, se agreg6 el anticuerpo
primario de ratén anti-a-actina de musculo
liso® (1:200, Santa Cruz Biotechnology, EEUU)
y se incubd a 4 °C toda la noche. Al dia si-
guiente, se lavé con PBS-Tween 20 0,01%,
y se agreg6 el anticuerpo secundario marca-
do con FITC anti-IgG de raton® (1:200, Santa
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Cruz Biotechnology, EE.UU.) y se incub6 con
agitacion suave a temperatura ambiente y en
oscuridad durante 2 horas. Finalmente se lavé
con PBS y en uno de los lavados se incluyé
Hoechst 33258 (tifie los nucleos de azul). Se
montaron los cubres sobre portaobjetos con
glicerina/PBS 80%. Se obtuvieron las image-
nes con Microscopio confocal Espectral Leica
TCS SP5® con objetivo de 63Xail utilizando
la linea de excitacion laser 495 para el FITC®
(color verde). Este microscopio no posee laser
para poder observar emisién azul.

Cuando las CMLV alcanzaron la confluen-
cia, se recolectaron mediante la adiciéon de
tripsina al 0,05% y se subcultivaron en placas
multipocillo para los diferentes experimentos
descriptos a continuacioén.

Analisis del fenotipo osteoblastico de las
CMLV

Las CMLV se sembraron a una densidad
de 1,5 x 105 células por pocillo en placas de
24 pocillos que contenian DMEM suplemen-
tado con 10% SFB y antibidticos, e incuba-
ron a 37 °C en una atmdsfera humidificada
con 5% de COs y 95% de aire. Una vez al-
canzada la confluencia (a los 5 dias), se eva-
lué el potencial osteogénico midiendo la ac-
tividad de fosfatasa alcalina (FAL), la produc-
cién de colageno tipo 1 y la mineralizacion
de la matriz extracelular, segun se describe
a continuacion.

Para la determinacién de FAL, las mono-
capas celulares se lavaron con PBS y se so-
lubilizaron en 500 pL de Tritéon X-100 al 0,1%.
Tras una centrifugacion, se tomaron alicuo-
tas del extracto celular total para determinar
proteinas por el método de Bradford y para
evaluar espectrofotométricamente, a 405 nm,
la velocidad inicial de hidrdlisis del p-nitrofenil
fosfato en p-nitrofenol a 37 °C.22

Para evaluar la produccion de colageno tipo
1, las células se fijaron con solucién de Bouin
y se tifieron con colorante Sirius Red durante
1 hora. El material tefido se disolvié en 1 mL
de hidroxido de sodio 0,1 N y la absorbancia
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de la solucién se midié a 550 nm.2¢ En pocillos
replicados, las células se extrajeron con 500 pL
de Triton X-100 al 0,1% para la deter-
minacion de proteinas por el método de
Bradford.

El calcio extracelular se evalu6 mediante
tincién con rojo de Alizarina. El colorante unido
a los depdsitos minerales se disolvié con 1 mL
de hidréoxido de sodio 0,1 N y se cuantificd
espectrofotométricamente a 540 nm.?” En po-
cillos replicados, las células se extrajeron con
500 pL de Tritén X-100 al 0,1% para la determi-
nacion de proteinas por el método de Bradford.

Analisis de expresion génica de las CMLV
La expresion génica de las CMLV para el
factor Runx2 (marcador clave de la trans-
diferenciacién osteoblastica) y para RAGE
(receptor para AGE, implicado en dicha
transdiferenciacién) se evalué mediante
reaccion en cadena de la polimerasa con
transcriptasa inversa (RT-PCR). Las células
se sembraron en placas de seis pocillos y
se cultivaron en DMEM con 10% SFB has-
ta alcanzar la confluencia. Luego se extrajo
el ARN total utilizando el reactivo QUICK-
ZOL® segun las instrucciones del fabricante
(Kalium Technologies, Argentina). La retro-
transcripcion se realizé empleando trans-
criptasa inversa del virus de la leucemia mu-
rina de Moloney® (Productos Bio-Logicos,
Argentina). Los primers especificos (Tabla 1)
se disefiaron a partir de la base de datos de
secuencias del NCBI utilizando el software
CLC Genomics Workbench® (QIAGEN) y fue-
ron sintetizados por Macrogen® (Republica
de Corea). Tras la separacién de los pro-
ductos de RT-PCR por electroforesis en gel
de agarosa y su visualizacion con GelRed,
la intensidad de las bandas se cuantifico
con el programa Imaged utilizando f3-actina
como gen de referencia. Aunque hubiera
sido relevante complementar esta evalua-
cién semicuantitativa de la expresién géni-
ca por métodos gendmicos y protedmicos
cuantitativos, esto no fue posible por
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Tabla 1. Primers utilizados para RT-PCR
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Marcador Genbank Code Tamaino (bp) Secuencia
Fw CCTTCAACACCCCAGCCAT
p-actina NM_031144.3 345
Rv CATAGCTCTTCTCCAGGGA
Runx2 Fw GCCGGGAATGATGAGAACTA
NM_001278483.2 598/424
(2 bandas) Rv TGAGAGAGGAAGGCCAGA
Fv GTCAGAACATCACAGCC
RAGE NM_053336.2 1109
Rv CGCTTCCTCTGACTGATT

limitaciones de equipamiento y/o insumos
de nuestro laboratorio.

Analisis del efecto in vitro de MET y AGE so-
bre Ia expresion génica de RAGE en CMLV
La alblmina sérica bovina (BSA) modifica-
da por productos finales de glicacion avanza-
da (AGE-BSA) se obtuvo incubando BSA libre
de &cidos grasos® (Sigma-Aldrich, EE. UU.) en
una concentracion de 10 mg/mL bajo condi-
ciones estériles, con 33 mM de D-glicolaldehi-
do en PBS 150 mM, pH 7,4, a 37 °C durante 3
dias. El exceso del azucar se eliminé mediante
centrifugacion/filtraciéon con cartuchos de 10
kDa de cutoff. La formacién de AGE se confir-
mo y cuantificd por emision de fluorescencia
a 420 nm tras excitacion a 340 nm. La BSA
no glicada (control) se obtuvo excluyendo el
D-glicolaldehido de la mezcla de incubacién.?®
Para estos experimentos, las CMLV control
(del grupo C) se cultivaron en placas de seis
pocillos hasta alcanzar la confluencia. Luego
se reemplazé el medio y las células se incuba-
ron durante 72 horas en DMEM con 5% SFB,
en presencia de 100 ug/mL de AGE-BSA o
BSA no glicada, con o sin la adicién de 500 uM
de MET y/o 0,5 pM de compuesto C o dorso-
morfina, un potente inhibidor de la activacion/
fosforilacién de AMPK.?® Tras las 72 horas de
incubacion, la expresion génica de RAGE se
evalué mediante RT-PCR y electroforesis en gel
de agarosa, segun lo descripto anteriormente.

Andlisis estadistico

Los resultados se expresan como la
media = el error estandar de la media (SEM).
Los supuestos de distribucién normal y ho-
mocedasticidad se verificaron mediante las
pruebas de Shapiro-Wilk y Bartlett, respec-
tivamente. Se realizé un analisis de varianza
de una via (ANOVA) con prueba post hoc de
Tukey utilizando el software GraphPad® (San
Diego, EE. UU.); se consideraron como esta-
disticamente significativos valores de p< 0,05.

Resultados
Parametros bioquimicos y corporales de
los grupos experimentales

Aunqgue no se encontraron diferencias sig-
nificativas en el peso corporal entre los gru-
pos al final del estudio, los animales tratados
unicamente con fructosa (grupo F) mostraron
varios cambios compatibles con el SM (Tabla
2): un aumento significativo en la adiposidad
(Figura 1), en la glucemia posprandial, en los
niveles de ftriglicéridos (TG) y en la relacion
TG/HDLc (vs. grupo C). Todos estos efectos
fueron total o parcialmente prevenidos por el
cotratamiento Fructosa+MET (grupo FM).

MET previene alteraciones histoldgicas
adrticas inducidas por el SM

Aunqgue no se encontraron diferencias sig-
nificativas en el grosor total de la tunica me-
dia entre los grupos, los animales expuestos
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Tabla 2. Parametros anatomicos y perfiles séricos tras tratamientos de 6 semanas de fructosa
y/0 4 semanas de metformina

c F M FM
Peso corporal (g) 284 + 22 268 + 39 278 + 26 261 £ 48
,, Teiido adiposo 3,30 + 0,25 414 + 015% 3,57 + 0,21 3,58 + 0,13
(% de peso corporal)
((;rL”g"/zls_';‘ 178 + 9,00 322 + 1900*** 212 + 7,00 218 + 14,00
T"?n':;;‘::_")'°s 48,0 + 5,6 121,8 + 22,6" 87,8 + 18,4 97,2 + 12,8
TG/HDLc 25+ 0,2 5,6+ 1,1 282 +0,8 47+07

C: grupo control; F: ratas que recibieron solucion de 20% fructosa; M: ratas que recibieron metformina 100 mg/
kg/dia; FM: ratas que recibieron fructosa y metformina. Diferencias: #p<0,05 vs. C; ***p<0,001 vs. C, My FM.
Resultados expresados como media + SEM, n=5.

Figura 1. Fotografias representativas de la cavidad abdominal de animales experimentales.
Las flechas amarillas marcan acumulacién de tejido adiposo. (A) Grupo control. (B) Ratas que
recibieron solucion 20% de fructosa.
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Unicamente a fructosa mostraron una dismi-
nucion significativa en la relacion entre las
capas elastica y muscular de la tunica media.
Este efecto deletéreo fue completamente pre-
venido por el cotratamiento in vivo con MET
(Tabla 3).

No se encontraron diferencias significati-
vas entre grupos en el contenido de elastina
en las secciones aorticas tefiidas con fucsina-
resorcina (Figura 2).

Mediante tincién con Sirius Red se encon-
trd, en secciones de aorta de los animales del
grupo F, un aumento significativo en el conte-
nido de colageno de la pared arterial, en com-
paracion con el grupo C. El cotratamiento oral
con MET (grupo FM) previno completamente
este efecto (Figura 2).

Streckwall L., et al.: La metformina previene
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No se evidencio la presencia de macrocal-
cificaciones en ninguno de los grupos expe-
rimentales al analizar los cortes tefidos con
rojo de Alizarina (véase Figura 2).

Efecto de SM y MET oral sobre el potencial
osteogénico de CMLV

Las CMLV aisladas de los animales del grupo
F presentaron un aumento significativo en la acti-
vidad de fosfatasa alcalina (FAL) (Figura 3A) junto
a una tendencia a mayor produccion de colage-
no tipo 1 (Figura 3B) y mineralizacion de la matriz
extracelular (Figura 3C). Ademas, presentaron
un incremento significativo en la expresion del
marcador osteogénico Runx2 (Figura 3D). El co-
tratamiento con fructosa y MET por via oral (gru-
po FM) previno completamente estos efectos.

Sirius Red

Rojo de Alizarina Fucsina-resorcina

Figura 2. Micrografias representativas del andlisis histomorfométrico de la pared arterial (Obj.
40x); la porcién a la izquierda de la linea punteada marca las regiones ricas en colageno o
elastina. La fila superior corresponde a secciones tefiidas con Sirius Red para colageno. La fila
del medio corresponde a secciones tefidas con fucsina-resorcina de Weigert para elastina. La
fila inferior corresponde a secciones teiidas con rojo de Alizarina para depdsitos de calcio. C:
grupo control; F: ratas que recibieron solucién de 20% fructosa; M: ratas que recibieron metfor-
mina 100 mg/kg/dia; FM: ratas que recibieron fructosa y metformina.
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Tabla 3. Histomorfometria adrtica tras tratamientos de 6 semanas de fructosa y/o 4 semanas
de metformina

c F M FM

Grosor tinica media
(% del control)
Relacién capa elastica/

muscular 100+ 3 73 = 3* 102 +7 92 +1
(% del control)
Contenido de colageno
(% del control)

Contenido de elastina
(% del control)

100+ 10 112+5 107 + 8 118 +4

1007 132 £ 5* 89+9 96 +4

100+ 6 92+6 106 +7 94 +5

C: grupo control; F: ratas que recibieron solucién de 20% fructosa; M: ratas que recibieron metformina 100 mg/kg/
dia; FM: ratas que recibieron fructosa y metformina. Diferencias: *p<0,05 vs. C, M y FM. Resultados expresados
como media + SEM, n=3.
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Figura 3. Efectos del tratamiento con fructosa y/o metformina sobre marcadores del potencial
osteoblastico de CMLYV aisladas. (A) Actividad de fosfatasa alcalina. (B) Produccién de colageno
tipo 1. (C) Mineralizacién de la matriz extracelular y (D) expresién génica relativa de Runx2 por
RT-PCR. Las imagenes (E) corresponden a microfotografias de inmunofluorescencia utilizando
anticuerpo anti-a-actina en CMLV aisladas del grupo control. C: grupo control; F: ratas que
recibieron solucion de 20% fructosa; M: ratas que recibieron metformina 100 mg/kg/dia; FM:
ratas que recibieron fructosa y metformina. Diferencias: *p<0,05 vs. C, My FM; **p<0,01 vs. C,
M y FM. Resultados expresados como media + SEM, n=3-5.
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Efecto de SM y MET oral sobre la glicacion
extracelular y expresion de RAGE

Los animales del grupo F presentaron ni-
veles significativamente mas altos de fructo-
samina sérica, un marcador temprano de la
glicacion extracelular sistémica de proteinas
(Tabla 4).

Asimismo, se realiz6 la deteccién inmu-
nohistoquimica de CML (una estructura AGE
prevalente) y del receptor RAGE en las sec-
ciones aodrticas de todos los grupos experi-
mentales. Se observé un aumento notorio de
CML y RAGE (vs. grupo C) en la tunica media

Streckwall L., et al.: La metformina previene
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de los animales expuestos a fructosa (grupo
F). El cotratamiento oral con MET (grupo FM)
previno completamente ambos aumentos (Fi-
gura 4).

En experimentos con cultivos primarios
de CMLV en los cuales se evalud la expre-
sion génica de RAGE en todos los grupos
experimentales, se observé para las CMLV
del grupo F un aumento significativo en la
expresiéon de RAGE (respecto del grupo
C). El cotratamiento oral con MET (grupo
FM) previno completamente este efecto
(Tabla 4).

Tabla 4. Niveles de fructosamina sérica y expresion génica basal de RAGE en CMLV cultivadas

in vitro.
C
Fructosamina
(mmol/L) 1,33 £ 0,13
RAGE/p-actina 10048

(% del control)

F M FM
2,28 + 0,07 1,32 £ 0,15 1,05+ 0,08
612 + 95** 179 + 61 205 + 63

C: grupo control; F: ratas que recibieron solucién de 20% fructosa; M: ratas que recibieron metformina 100 mg/kg/
dia; FM: ratas que recibieron fructosa y metformina. Diferencias: **p<0,01 vs. C, M y FM; **p<0,001 vs. C, My FM.

Resultados expresados como media + SEM, n=3-5.

CML

RAGE

Figura 4. Micrografias representativas del andlisis inmunohistoquimico postincion con DAB, en
secciones de la pared adrtica (Obj. 40x). La fila superior corresponde a acumulacién extracelular
de carboximetil-lisina (CML) en la pared adrtica. La fila inferior corresponde a expresiéon de RAGE
en la pared adrtica. C: grupo control; F: ratas que recibieron solucién de 20% fructosa; M: ratas
que recibieron metformina 100 mg/kg/dia; FM: ratas que recibieron fructosa y metformina.
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La MET reduce via AMPK la sobreexpresion
génica de RAGE inducida por AGE en CMLV
adrticas

Realizamos experimentos in vitro en los
que se cultivaron CMLV obtenidas de animales
control con AGE-BSA o BSA y/o MET y/o
compuesto C (dorsomorfina, un potente
inhibidor de la activacién/fosforilacion de
AMPK). La exposicion a AGE-BSA incrementé
significativamente la expresion génica relativa
de RAGE en las CMLV (en comparacion
con la BSA no glicada). Este aumento fue
completamente prevenido cuando las células
se coincubaron con AGE-BSA y MET. Sin
embargo, la prevencion mediada por MET

Streckwall L., et al.: La metformina previene
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de la sobreexpresion de RAGE inducida por
AGE, fue abolida por el inhibidor de AMPK
dorsomorfina (Figura 5).

Discusién

El SM agrupa factores de riesgo cardio-
metabdlicos que aumentan la probabilidad de
enfermedad cardiovascular y diabetes melli-
tus tipo 2 (DM2). Se ha demostrado que du-
plica el riesgo de enfermedad cardiovascular
y eleva 1,5 veces la mortalidad por todas las
causas,>® y constituye un predictor indepen-
diente de eventos cardiovasculares futuros.®?
El sistema arterial es un sitio relevante de mi-
neralizacién ectoépica.’”® Algunas patologias
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Figura 5. Efectos de metformina y/o compuesto C (inhibidor de la fosforilacién/activaciéon de
AMPK) sobre la expresion génica relativa de RAGE inducida por AGE in vitro sobre CMLV con-
troles (del grupo C). Las CMLYV fueron incubadas 72 horas en: B: 100 pg/mL de albumina sérica
bovina no glicada (BSA); BM: 100 pg/mL de BSA mas metformina 500 uM; BC: 100 ug/mL de
BSA mas compuesto C 0,5 uM; BMC: 100 ug/mL de BSA mas metformina 500 pM mas com-
puesto C 0,5 uM; A: 100 pg/mL de BSA glicada (AGE-BSA); AM: 100 ug/mL de AGE-BSA mas
metformina 500 pM; AC: 100 pg/mL de AGE-BSA mas compuesto C 0,5 pM; y AMC: 100 pg/
mL de AGE-BSA mas metformina 500 yM mas compuesto C 0,5 uM. Diferencias: ***p<0,001.
Resultados expresados como media + SEM, n=4.
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como DM2, SM e insuficiencia renal, asi como
el envejecimiento, se asocian con depdsitos
de calcio en la pared arterial.>® Estas altera-
ciones reducen la distensibilidad vascular y
aumentan el riesgo de eventos graves, princi-
pales causas de muerte en el mundo.343®

La calcificacién arterial es un proceso re-
gulado y complejo,®® en el que la transdiferen-
ciacion osteogénica de las CMLV desempefia
un papel central.’”® Varias condiciones pro-
pias del SM, como hiperglucemia y acumula-
cién de AGE, favorecen este cambio fenotipi-
co y promueven rigidez y depdsito de calcio
en la matriz vascular.’°

En este trabajo hemos empleado un mode-
lo experimental de SM inducido por fructosa al
20% en el agua de bebida, previamente carac-
terizado en nuestro laboratorio.?” En el grupo
tratado Unicamente con fructosa observamos
alteraciones metabdlicas comparables a las del
SM humano, incluyendo hiperglucemia, hipertri-
gliceridemia, aumento de la relacion TG/HDLc,
mayor adiposidad y niveles elevados de fructo-
samina como marcador de glicacion temprana.
A nivel vascular, la exposiciéon a fructosa du-
rante seis semanas generd alteraciones histo-
l6gicas compatibles con disfuncion de la tunica
media: reduccién en la relacién entre el grosor
de la capa elastica y la muscular, aumento de
colageno y acumulacion de AGE.

Aunque no se detectaron diferencias signi-
ficativas en el grosor total de la tunica media
ni en el contenido de elastina o calcio in vivo,
estos hallazgos concuerdan con modelos
preclinicos de calcificacion incipiente, como
la inducida por vitamina D3/nicotina,* y con
cambios observados en arterias envejecidas
0 con aterosclerosis temprana, donde la dis-
minucién relativa de elastina suele deberse a
un incremento de otros componentes de la
matriz mas que a una reduccién absoluta de
su contenido.*® Por otro lado, la técnica de
tincién por rojo de Alizarina, si bien es apta
para la deteccién de macrocalcificaciones,
no resulta lo suficientemente sensible para la
identificacion de microcalcificaciones que
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podrian estar presentes en estadios tempra-
nos, para lo que seria mas pertinente el uso de
técnicas mas sensibles como la tincién de Von
Kossa o la cuantificacion de calcio total en te-
jido adrtico mediante reaccién colorimétrica.*!

La metformina (MET), una biguanida euglu-
cemiante de primera linea para el tratamiento
del SM y DM2, ejerce sus efectos principal-
mente mediante activacion de AMPK por inhi-
bicién del complejo | mitocondrial, reduciendo
lipogénesis y gluconeogénesis, y mejorando
la sensibilidad a la insulina. Ademas, actua
por vias independientes de AMPK modu-
lando el metabolismo redox y el microbioma
intestinal.*> “* Desde que se demostré que la
MET reduce complicaciones cardiovasculares
en pacientes con DM2 con sobrepeso en el
United Kingdom Prospective Diabetes Study
(UKPDS, 1998),* multiples estudios han evi-
denciado su papel en disminuir la carga de CA
en pacientes con SM y/o diabetes.

En nuestro modelo, el tratamiento oral con
MET revirti6 las alteraciones metabdlicas in-
ducidas por fructosa (grupo FM vs. F), norma-
lizando glucemia posprandial, trigliceridemia,
relacién TG/HDLc, fructosamina y adiposidad,
alcanzando valores comparables a los contro-
les. A nivel vascular, MET previno los cambios
deletéreos sobre la tunica media inducidos
por la fructosa oral, restaurando la relacion
elastina/colageno, reduciendo la fibrosis y la
acumulacion de AGE. Sin embargo, el trata-
miento con MET de animales no expuestos a
fructosa (grupo M) no indujo diferencias signi-
ficativas en ningun parametro evaluado, res-
pecto de los animales control (grupo C).

En concordancia con las modificaciones
histologicas in vivo, las CMLV aisladas de ani-
males con SM (grupo F) mostraron in vitro un
fenotipo osteogénico, evidenciando aumento
de la expresién génica de Runx2, mayor acti-
vidad FAL, y tendencia al incremento de cola-
geno y mineralizacion de la matriz extracelular.
Este fendmeno coincide con hallazgos previos
en CMLV de ratas diabéticas, donde niveles
elevados de AGE inducen transdiferenciacion
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osteogénica, efecto completamente preveni-
do por MET in vivo o in vitro.?? En estudios con
células estromales de médula 6sea de ratas
diabéticas, también se ha demostrado que la
glicacién extracelular incrementa la expresion
de RAGE, y que MET la previene.*

De manera relevante, las CMLV de animales
tratados con fructosa presentaron aumento de
marcadores osteogénicos incluso en condicio-
nes basales de cultivo, sin inductores osteo-
génicos externos, y dicho efecto fue comple-
tamente prevenido por la coadministracién de
MET in vivo. Estos resultados podrian reflejar
la presencia de subpoblaciones celulares con
fenotipos especificos, fenédmeno descripto en
lesiones ateroscleréticas.*El aumento de AGE
esta estrechamente asociado con obesidad,
hiperglucemia, dislipidemia y resistencia a la
insulina, contribuyendo a las complicaciones
a largo plazo tanto del SM como de la diabe-
tes. Los AGE, dietarios o enddgenos, inducen
estrés oxidativo e inflamacién sostenida tanto
de manera directa como mediante activacion
de RAGE y su consecuente sefializacion infla-
matoria mediada por NFkB.*” En nuestro tra-
bajo, las ratas tratadas con fructosa mostraron
aumento de fructosamina sérica (precursora
de AGE) y, mediante inmunohistoquimica, in-
cremento de CML y RAGE en la tunica media.
Estas observaciones se correlacionaron con un
aumento en la expresion génica de RAGE en
CMLV aisladas y cultivadas in vitro. Tanto los
niveles séricos de fructosamina como la expre-
sion tisular de CML y RAGE, y la expresion gé-
nica aumentada de RAGE, retornaron a valores
control con el tratamiento con MET.

Para profundizar en las implicaciones del eje
AGE/RAGE en la transdiferenciacion osteogéni-
ca y en el papel protector de MET, realizamos
ensayos in vitro con CMLV incubadas con AGE-
BSA. AGE-BSA, en comparacién con BSA no
glicada, incrementd la expresion de RAGE, pero
este efecto fue completamente prevenido por
MET. Asimismo, la inhibicién de AMPK median-
te compuesto C abolié dicha prevencién, indi-
cando un mecanismo dependiente de AMPK.
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Estos hallazgos coinciden con lo estudiado
por otros autores; por ejemplo, Ma y cols. de-
mostraron en un modelo de cultivo de CMLV
en medio osteogénico (sin adicién de AGE ni
glucosa elevada) que la MET previene la trans-
diferenciacién osteogénica de manera dosis
dependiente, suprimiendo la expresién de
Runx2, FAL, BMP2, osteocalcina y el depdsito
de calcio, al tiempo que favorece la expresién
de SM22-a, marcador de fenotipo contractil.
Estos efectos se asociaron a la inhibicion del
piruvato deshidrogenasa quinasa-4 inducida
por p-glicerofosfato a través de la activacion
de AMPK, acompafiada de una reduccién en el
estrés oxidativo. Ademas, la MET indujo direc-
tamente la biogénesis mitocondrial mediada
por AMPK y favorecié la activacion de la mito-
fagia, proceso necesario para sostener dicha
biogénesis y atenuar la transformacién fenoti-
pica de las células.*® Recientemente se ha des-
cripto que la proteasa especifica de ubiquitina
10 inhibe la transdiferenciacion osteogénica
de miocitos vasculares inducida por CML al
promover la activacion de la AMPK;* asimis-
mo, se ha demostrado que la delecién de la
subunidad o2 de AMPK potencia la transdife-
renciacion fenotipica de las CMLYV, lo que pone
de manifiesto el papel central de esta quinasa,
que constituye un efector clave de la accién
de la MET en la regulacién de la fisiopatolo-
gia de la calcificacién vascular.*°En conjunto,
nuestros resultados sugieren que el SM indu-
cido por fructosa genera un ambiente vascular
procalcificante caracterizado por acumulacion
de AGE, sobreexpresion de RAGE e induccién
de un fenotipo osteoblastico en las CMLV adr-
ticas, propenso al remodelado patoldgico. La
MET puede prevenir completamente estos fe-
ndémenos a nivel sistémico, tisular y celular me-
diante un mecanismo dependiente de AMPK.
Estos hallazgos refuerzan la idea de que la
MET posee propiedades vasculoprotectoras
independientes de su efecto euglucemiante,
actuando sobre el eje AGE/RAGE, modulando
el metabolismo energético celular y limitando la
amplificacion de sefales inflamatorias.
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En conclusion, nuestros experimentos ac-
tuales parecerian indicar que un tratamiento con
metformina podria contribuir a la prevencion de
la arterioesclerosis asociada a un sindrome me-
tabdlico. Sin embargo, dadas las limitaciones
inherentes a todo modelo experimental, se re-
salta que no es posible una extrapolacion direc-
ta de nuestros resultados a situaciones clinicas
concretas en seres humanos.
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