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Resumen

En el 2017 el Instituto Mexicano del Seguro Social brindd atencion a 4 mil 561
mujeres que sufrieron fracturas 6seas, principalmente en la zona de la cadera y
columna. Esto representa un riesgo para la poblacion mexicana, ya que no se
conocen las causas exactas que afectan al sistema Oseo. Dado que la
absorciometria de rayos-X estda asociada a la resistencia de los huesos, para
entender mejor las causas de la fragilidad del sistema 6seo, el objetivo de este
estudio fue cuantificar los cambios en la absorciometria de rayos x del fémur, de un
grupo de ratonas de 30 semanas de edad con diabetes mellitus tipo 2, ovariectomia
y sometidas a ingesta de bebidas carbonatadas sabor cola. Se emplearon grupos
de murinos de la cepa CD1 con n=5 para cada grupo los cuales se nombraron como:
grupo control joven (GC1), grupo ovariectomia + bebida carbonatada (GOVX-C),
grupo diabetes mellitus tipo 2 + bebida carbonatada (GDMT2-C), grupo
ovariectomia + diabetes mellitus tipo 2 + bebida carbonatada (GOVX-DMT2-C) y
grupo control joven (GC2) los cuales fueron criados bajo la NOM-062-ZO0-1999.
La bebida carbonatada fue suministrada a partir de la 4ta semana de vida y fue
rebajada con agua (1:1) para su consumo. La deficiencia de estrogenos se indujo
con la ovariectomia practicada a las 10 semanas de edad. A las 12 semanas de
edad se utilizé monohidrato de alloxan para la induccion de diabetes mellitus tipo 2.
Las imégenes de rayos X del fémur obtenidas a las 30 semanas fueron analizadas
mediante segmentacién de imagenes por el modelo de umbral utilizando MatLab
para determinar la absorcion promedio de rayos X en cada grupo y posteriormente
se compararon con un grupo de ratonas hembra jovenes de 10 semanas de edad.
Con los resultados obtenidos de absorcion y el protocolo SXA se determinaron los
cambios en la densidad radiolégica de los grupos de estudio. La absorciometria de
fotones muestra un grado de osteoporosis en el fémur de los grupos murinos
estudiados a las 30 semanas de edad. Se observa un efecto sinérgico en la
desmineralizacion producido por el consumo de bebida carbonatada, DMT2 y OVX.
El grupo control de 30 semanas también se encuentra dentro de los grupos con

déficit de absorcion de rayos-X en el fémur, por lo que la edad de las ratonas puede



ser considerada como otra afectacion mas, la cual incrementa la desmineralizacion

en el sistema 0seo, lo que aumenta el riesgo de fractura.

Abstract

In 2017, the Mexican Social Security Institute provided care to 4 thousand 561
women who suffered bone fractures, mainly in the hip and spine area. This
represents a risk for the Mexican population, since the exact causes that affect the
bone system are unknown. X-ray absorptiometry is associated with bone strength,
in order to better understand the causes of bone system fragility, the objective of this
study was to quantify the X-ray absorptiometry changes in femur of 30-week-old
female mice with type 2 diabetes mellitus, ovariectomy and subjected to intake of
cola-flavored carbonated beverages. Groups of murine CD1 strain with n=5 for each
group were used and named as: young control group (GC1), ovariectomy +
carbonated beverage group (GOVX-C), type 2 diabetes mellitus + carbonated
beverage group (GDMT2-C), ovariectomy + type 2 diabetes mellitus + carbonated
beverage group (GOVX-DMT2-C) and young control group (GC2) which were bred
under NOM-062-Z0O0-1999. The carbonated drink was supplied from the 4th week
of life and was reduced with water (1: 1) for consumption. Estrogen deficiency was
induced with ovariectomy performed at 10 weeks of age. At 12 weeks of age, alloxan
monohydrate was used for induction of type 2 diabetes mellitus. X-ray images of the
femur obtained at 30 weeks were analyzed by threshold model image segmentation
using MatLab software to determine the average X-ray absorption in each group and
then compared with a group of young female mice at 10 weeks of age. Using the
obtained absorption results and the SXA protocol, a change in the radiological
density of the study groups were determined. Photon absorptiometry shows a
degree of osteoporosis in the femur of the murine groups studied at 30 weeks of
age. A synergistic effect on demineralization produced by the consumption of
carbonated beverage, DMT2 and OVX is observed. The 30-week-old control group

is at the same time included in the groups with a deficit of X-ray absorption in the



femur, so that the age of the mice can be considered as another affectation, which

increases the demineralization in the bone system, increasing the risk of fracture.



Abreviaturas

IMSS: Instituto Mexicano del Seguro Social

DMO: densidad mineral 6sea

DMT2: diabetes mellitus tipo 2

OVX: ovariectomia

SXA: Single-energy X-ray absorptiometry

DXA: Dual-energy X-ray absorptiometry

GC1: grupo control 1

GOVX-C: grupo ovariectomia y bebida sabor cola

GDMT2-C: grupo diabetes mellitus tipo 2 y bebida sabor cola
GOVX-DMT2-C: grupo ovariectomia, diabetes mellitus tipo 2 y bebida sabor cola

GC2: grupo control 2 o grupo control joven
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Capitulo 1

INTRODUCCION

En México en el afio 2017 se brindaron 4 mil 561 atenciones a mujeres que sufrieron
fracturas 6seas, principalmente en la zona de la cadera y columna. Se estimé que
las lesiones del sistema musculo-esquelético ocupan el segundo lugar en la
demanda de atencion quirargica en el IMSS, de las cuales las fracturas de cadera
son las mas destacables, dado al indice de tasa de mortalidad del 20% durante el
primer afio de tratamiento. Segun cifras del IMSS en el 2018 se asignaron 100 mil
140 consultas para diagndstico por primera vez e inicio de tratamientos para
osteoporosis [1]. Ademas, se estim6 que mundialmente ocurren 1.6 millones de
fracturas de cadera al afio. Las fracturas estan asociadas con un cambio en la

densidad mineral 6sea [2].

De acuerdo con el Consejo Nacional de Poblacién (CONAPO) en 2018, el 14.1% de
la poblacién en México son mujeres de 45 afios o mas, las cuales tienen una mayor
probabilidad de padecer fracturas en su sistema 6seo debido a la aparicién de la

menopausia y consecuentemente la deficiencia de estrogenos.

Sumado a lo anterior, la poblacibn mexicana tiene un alto consumo de bebidas
carbonatadas sabor cola y se estimd que el consumo de esta bebida es a partir de
la niflez con una cantidad de aproximadamente 612 ml por dia. Esto desencadena
en multiples enfermedades, las principales son obesidad y diabetes mellitus [3], de
igual manera los ingredientes que contienen este tipo de bebidas producen
fragilidad en los huesos. Otro de los riesgos para padecer una baja densidad mineral
Osea es la diabetes. En 2016 se encontro que el 10.3% de las mujeres en México
padece algun tipo de diabetes, en la cultura mexicana no se tienen las medidas de

prevencion adecuadas para controlar dicha enfermedad [4].



Existen varios factores que se asocian con la descalcificacion de los huesos y
cambios en la densidad mineral ésea (DMO). Por esa razdn en este proyecto, se
estudiaron los efectos de la ovariectomia, la diabetes mellitus tipo 2 y la ingesta de
bebidas carbonatadas sabor cola en la DMO, la desmineralizacion y fragilidad del

sistema 0seo utilizando la absorciometria de fotones de rayos X en el fémur murino.

Planteamiento del problema

La densidad mineral 6sea se relaciona con la resistencia a fractura de los huesos,
si ésta disminuye, aumenta el riesgo de fractura. Con base a protocolos establecidos
para humanos, la DMO se determina a través de la medicion de la absorciometria
de rayos X (SXAy DXA) y dependiendo del valor obtenido se determina probabilidad
de riesgo de fractura. La magnitud de la absorciometria se relaciona con la densidad
de los huesos que puede verse afectada por distintos parametros, entre los que se
encuentran: la ingesta de bebidas carbonatadas sabor cola, la diabetes mellitus tipo

2 y la deficiencia de estrogenos en el caso de las hembras.

México es uno de los mayores consumidores de bebidas carbonatadas sabor cola
en el mundo, este tipo de bebidas contienen fésforo, magnesio y cafeina, los cuales
pueden provocar una inadecuada absorcién de calcio en el sistema 6seo y pudiera
provocar fracturas. Se estima que en México el consumo de dichas bebidas empieza
a partir de los 10 afios de edad, ademas de lo anterior estos y otros factores
contribuyen a desencadenar enfermedades como la diabetes mellitus. La diabetes
mellitus se presenta cuando el pancreas no produce suficiente insulina y los niveles
de glucosa en la sangre son demasiado elevados. En el 2016 existia un aproximado
de 6.4 millones de mexicanos con este padecimiento. Se tienen reportes que
demuestran que el control glucémico inadecuado y un aumento en la masa corporal
puede producir fragilidad en los huesos debido a la acumulacién de microgrietas.
Sumado a lo anterior, las variaciones en la DMO también se producen por cambios

hormonales provocados por la deficiencia de estrogenos, condicion que se alcanza



de forma natural (menopausia) o de forma quirirgica a través de la extirpacion de

los ovarios (ovariectomia).

Dada la relacién directa entre densidad de los huesos con la absorcién de rayos X,
lo que se realiz6 en este proyecto fue analizar el cambio en la absorciometria que
generaron estos tres factores en conjunto: diabetes mellitus tipo 2, ovariectomia e
ingesta de bebidas carbonatadas sabor cola en un solo grupo de murinos hembra.
Y a su vez se determind si existe sinergia en la descalcificacion entre los tres

factores mencionados.



Capitulo 2

ESTADO DEL ARTE

En nuestro pais, en 2018 se consumieron 1,994.6 millones de litros de refrescos y
bebidas carbonatadas, segun la Asociacién Nacional de Productores de Refrescos
y Aguas Carbonatadas (Anprac). Las bebidas sabor cola son las de mayor consumo,
este tipo de bebidas contienen fésforo, magnesio y cafeina, lo cual provoca una
obstruccion de la absorcion de calcio en los huesos y contribuyen a su deterioro al
crear o incrementar la fragilidad de los huesos y el riesgo a fracturas. De acuerdo
a M. Ohta y colaboradores el consumo de cafeina produce una mayor pérdida de
calcio por medio de las vias urinarias lo que conlleva un déficit de absorcion de dicho

mineral en el sistema 0seo en ratones [5].

Ademas, un estudio realizado en la Universidad de Sao Paolo en Brasil muestra que
a las ratas que se les retir6 un diente a las 6 semanas de vida y posteriormente se
les suministro bebidas carbonatadas sabor cola desde el destete hasta las 10
semanas de edad, mostraron que existe un retraso en la curacién del hueso alveolar

y de igual manera una temprana interrupcién en la formacion del hueso maxilar [6].

Otro de los factores que méas afectan a la poblacién mexicana es el caso de la
diabetes mellitus tipo 2. Segun la Encuesta Nacional de Salud y Nutricién (Ensalud)
en el 2016 existia un aproximado de 6.4 millones de mexicanos con problemas de
diabetes en etapa adulta. De ese total 3.77 millones son mujeres y 2.69 millones
son hombres. Un estudio realizado por Ling Oei y colaboradores demuestran que
un control glucémico inadecuado cuando se tiene DM-2 puede producir fragilidad
en los huesos debido a una acumulacion de microgrietas [7]. Para el caso de
murinos se encontré que un estudio realizado en la Universidad de Ciencias
Médicas de Suzuka Japon demostré que la masa 6seay la resistencia del fémur se
reducen significativamente, esto es producido por la hiperglucemia en ratones con
diabetes [8].



En México las mujeres entre 45 y 55 afios de edad presentan la menopausia, la cual
se representa con cambios hormonales y falta de segregacion de estrogenos, que
tienen como consecuencia trastornos fisicos, mentales y emocionales. De acuerdo
a una publicacibn de M. Pérez la menopausia ya sea de forma natural o
quirargicamente (ovariectomia) se ve asociada con la pérdida de masa 6sea [9]. Un
estudio realizado en murinos por N. Omi e |. Ezawa demuestran que después de
realizar la ovariectomia la densidad mineral 6sea del hueso trabecular disminuye,
este se encuentra en el interior del tejido 6seo y se encarga de formar las placas
que se localizan en las cavidades internas del esqueleto [10].

Pregunta investigacion

¢La ingesta de bebidas carbonatadas, diabetes mellitus tipo 2 y la ovariectomia

afectan la absorcion de rayos X del fémur en modelos murino?
Hipotesis
La absorcion de los rayos X en la zona del fémur murino se ve afectada debido al

consumo de bebidas carbonatadas sabor cola, diabetes mellitus tipo 2 vy

ovariectomia.

Objetivos

General

Determinar los cambios en la absorcion de rayos X en el fémur de ratonas CD1 con

DMT2, ovariectomia y que consumieron bebidas carbonatadas sabor cola.



Especificos

a)
b)

c)

d)

f)

Reproducir y criar a los grupos de ratonas CD1.

Suministrar la bebida carbonatada sabor cola a las ratonas correspondientes
después del destete, lo que corresponde a 4 semanas de edad.

Realizar la ovariectomia a las 10 semanas de edad a las ratonas de los
grupos correspondientes y dejar recuperar por dos semanas.

Inducir a los grupos de ratonas correspondientes la DM-2 a las 12 semanas
de edad.

Cuantificar la absorcion de rayos-X en el fémur en todos los grupos.
Determinar si existe un incremento de riesgo de fractura con base en la

absorciometria.



Capitulo 3

MARCO TEORICO

Ingredientes de las bebidas carbonatadas sabor cola

De acuerdo a la pagina oficial de la Coca-Cola una porcion de 100 ml de Coca-Cola
original tiene el siguiente aporte nutricional [11]:

e Calorias: 127.5 kJ
e Grasas totales: 0 gr
e Sodio: 10 mg
e Carbohidratos totales: 7.5 gr
e AzUcares totales: 7.5 gr
Los ingredientes que contiene una porcion de 100 ml son:
e Agua carbonatada
e Azucares afiadidos (azlcar)
e Color caramelo clase IV
e Acido fosférico
e Saborizantes sucralosa (4.4 mg/100 g)

e Cafeina



Sistema 6seo

El hueso es un tejido dinamico el cual tiene un proceso de remodelacion a lo largo
de toda la vida, el cual contiene 99% de calcio, 85% de fosfato, 60% de magnesio y
35% de sodio.

Los huesos se pueden clasificar de acuerdo a su forma, los principales son 3:

1) Huesos largos: la longitud es predominante sobre el ancho y el espesor. Lo

constituyen la diafisis y dos epifisis (p. e]. Metacarpianos, fémur y tibia)

2) Huesos cortos: tienen semejanza entre sus tres ejes y se encuentran en el

tarso y carpo (p. ej. Los huesos carpianos de la mano)

3) Huesos planos: la longitud y el ancho tienen mayor dominio, ya que su
espesor es menor. Forman las paredes de las cavidades nasales, pelvianas,

orbitarias y craneales.

La estructura del hueso esta conformada por un tejido conectivo mineralizado el
cual tiene dos variedades morfologicas cortical o compacto y trabecular o
esponjoso. El hueso compacto se encuentra presente en la diafisis de los huesos
largos el cual forma una capa periférica y continua la cual sirve como envoltura del
tejido esponjoso. El hueso esponjoso esta constituido de una serie de laminillas o
trabéculas irregulares ocupados por la médula ésea. De acuerdo a la orientacion de

las trabéculas estas permiten al hueso un mayor soporte y resistencia [12, 13].

En este proyecto se baso principalmente en la zona del fémur, el cual se localiza en
la zona del muslo, es el hueso con mayor volumen ademas es el mas largo y fuerte.
En la parte superior esta unido al hueso coxal, el cual forma parte de la caderay en
la parte inferior por medio de la articulacion femorotibial se une con la tibia
(llustracion 1) [14].
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llustracion 1 Partes del fémur [15]

La resistencia 6sea se ve afectada por las propiedades materiales (minerales,
colageno y micro dafos) y estructurales (geometria y microarquitectura) del hueso,
las cuales si sufren un cambio pueden llegar a generar fracturas en el sistema

esquelético, lo cual genera una fragilidad 6sea [16].

Ingesta de bebida sabor colay Densidad Mineral Osea

En nuestro pais, en 2018 se consumieron 1,994.6 millones de litros de refrescos y
bebidas carbonatadas, segun la Asociacién Nacional de Productores de Refrescos
y Aguas Carbonatadas (Anprac). Las bebidas sabor cola son las de mayor consumo,
debido a que éstas contienen fésforo, magnesio y cafeina, obstruyen la absorcion
de calcio en los huesos y contribuyen a su deterioro al crear o incrementar la

fragilidad de los huesos y el riesgo a fracturas. En el caso de consumo de cafeina,



estudios demuestran tener una mayor pérdida de calcio por las vias urinarias, que
tiene como efecto un déficit de absorcion de dicho mineral en el sistema 6seo [5].
Hay estudios que mostraron que el consumo de bebidas sabor cola se asocia con
la baja densidad mineral 6sea (DMO), en el caso de las mujeres esta se encuentra
con mayor presencia en la zona del fémur [17, 18]. Ademas, estudios a corto plazo
de aproximadamente 10 dias en humanos indicaron que, cambiando la ingesta de
leche por bebidas de cola, tiene impactos negativos en la salud 0sea, no se sabe si
este fendmeno es transitorio o si tiene consecuencias a largo plazo [19, 20].
Estudios determinaron una significativa asociacion entre el consumo de bebidas de
cola y el aumento de riesgo en fracturas 0seas, examinando la relacion entre la
ingesta de bebidas de cola y la densidad mineral 6sea en ratas ovariectomizadas.
Estos datos sugieren que la ingesta excesiva de bebidas sabor cola es un factor
potencial para reducir la densidad mineral femoral [21]. Un estudio que se realizé a
85 mujeres en edad menopausica (entre 49 y 67 afios) que consumian en promedio
7 botellas de refresco a la semana mostraron una disminucion significativa de calcio,
provocando una hipocalcemia, la cual impide la absorcion de calcio en los tejidos y
huesos [22, 23].

Diabetes Mellitus tipo 2 y Densidad Mineral Osea

La diabetes es una enfermedad que se presenta cuando los niveles de glucosa en
la sangre son demasiado elevados. La insulina es una hormona que se produce en
el pancreas, la cual ayuda a que la glucosa que se encuentra en los alimentos sea
procesada y se utilice como energia. La diabetes se manifiesta cuando la
produccion de insulina es insuficiente o nula para procesar la glucosa [24]. Segun
la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion (Ensalud) en el 2016 existia un
aproximado de 6.4 millones de mexicanos (9.4%) con problemas de diabetes en
etapa adulta. De ese total el 10.3 % son mujeres y el 8.4% son hombres. Si lo
comparamos con la encuesta obtenida por el ENSALUD del 2006, cuyo resultado



fue del 7.2% de la poblacion con un diagndstico médico previo, observamos un gran

aumento en dicho porcentaje [25].

La diabetes se puede clasificar de tres maneras, la diabetes mellitus Tipo | (DM-1)
es cuando el cuerpo no produce insulina, generalmente aparece en nifios y jovenes;
la diabetes mellitus Tipo Il (DM-2), se presenta cuando se tiene baja produccion de
insulina, este tipo de diabetes suele presentarse en personas con obesidad y
representa un 85 a 90% de los casos existentes de diabetes; y la diabetes mellitus
gestacional (DMG), esta afecta a mujeres durante el periodo de gestacion, la cual,
en la mayoria de los casos, desaparece al nacer el bebé. Cuando una mujer tiene

DMG tiene mayor probabilidad de padecer DM-2 en un futuro [26, 27].

Estudios demostraron que un control glucémico inadecuado cuando se tiene DM-2
puede producir fragilidad en los huesos debido a una acumulacién de microgrietas.
De igual manera se encontrd, que para este tipo de pacientes la DMO se ve afectada
por el indice de masa corporal (IMC) y hay mayor riesgo a sufrir fracturas [7]. Otros
estudios han reportado que la DMO en personas adultas con DM-1 es menor en
comparacion con la de personas con DM-2, particularmente en mujeres con
sobrepeso [28]. Ademas, se ha comprobado que las personas que llevan mayor
tiempo diagnosticadas con DM-2 tienen una probabilidad mas alta de sufrir fracturas
Oseas, especialmente en la zona de la cadera, probabilidad que aumenta después

de 10 afios de con dicho padecimiento [29].

Cambios hormonales y Densidad Mineral Osea

La menopausia es un momento en la vida de la mujer que se caracteriza por la falta
de menstruacion en un transcurso de 6 meses. De igual manera la produccion de
estrogenos se ve afectada por dicha condicion. En México las mujeres entre 45y
55 afos de edad presentan este cambio hormonal, el cual trae como consecuencia

trastornos fisicos, mentales y emocionales. Se ha estudiado que la llegada de la



menopausia se ve asociada con la pérdida de masa 0sea, dado a que ya sea nhatural

0 quirdrgicamente los ovarios dejan de segregar estrogeno [9].

La ovariectomia (OVX) se define como la extirpacion quirdrgica de los ovarios, dicho
procedimiento se puede llevar a cabo para prevenir ciertas enfermedades como el
cancer de mama y el cancer cervicouterino [30]. Se ha demostrado que el trabajar
con ratas ovariectomizadas es un buen prototipo para analizar la osteoporosis en
mujeres menopausicas. Esta enfermedad se asocia con la pérdida 6sea o la
disminucién de la DMO [31]. Se ha reportado que después de realizar la
ovariectomia la DMO del hueso trabecular disminuye, este se encuentra en el
interior del tejido 6seo y se encarga de formar las placas que se localizan en las
cavidades internas del esqueleto [10]. Estudios en otros animales como el caso de
los perros demostraron resultados muy parecidos. Se encontré que al realizar la
ovariectomia la porosidad del hueso trabecular de la costilla aumentaba un 18% en

comparacion con el grupo control [32].

La disminucion de la DMO cuando se tiene menopausia es un proceso paulatino.
Se ha demostrado que seis afios después de que se diagnostico, el diametro
periostio aumenta. El periostio es la parte fibrosa que cubre al hueso, el cual se
encarga de que el hueso crezca y se obtenga nuevamente su forma después de
una fractura. De igual manera se ha observado que después de ocho afos el
diametro medular también sufre un aumento significativo [33]. Estudios demuestran
gue el tiempo en el cual se empieza a notar la disminucion de DMO en ratones es
después de las 12 semanas de que se practico la ovariectomia [34], este tiempo es
equivalente al de los humanos [35].

Produccion de rayos x e interaccion con la materia

Los fotones de rayos x se generan con una fuente de electrones. Estos son emitidos
por un filamento llamado cdtodo y son producidos por emision termoidnica de dicho

filamento. Los electrones son acelerados debido al potencial eléctrico y se impactan



sobre un blanco metalico que constituye el anodo, el cual est4 hecho de wolframio
o algun otro material de nimero atémico (Z) alto. Dependiendo de como interactian
los electrones con los atomos del blanco es como se pueden obtener los fotones de
rayos X, los cuales los podemos encontrar de dos formas: como rayos x de frenado
(bremsstrahlung) o los rayos x caracteristicos.

La emision de fotones por el proceso de frenado se genera cuando un electron
proyectil se aproxima al nucleo del &tomo del material blanco y sufre una colision
inelastica, la cual modifica abruptamente su energia cinética como consecuencia de
las grandes diferencias entre las cargas del nucleo y el electréon. Dicho cambio de
energia cinética produce la emisién de un fotdn de rayos x, esta emisién conforma

el 85% de los fotones de rayos x.

La produccion de fotones de rayos x por el método de rayos x caracteristicos ocurre
cuando el electron proyectil interactia con uno de los electrones de las capas
internas del material blanco (K, L, M). La emision de rayos x depende de la energia
de ionizacion (o de amarre) con las que el ndcleo interactia con los distintos
electrones de los orbitales. Por ejemplo, cuando el electron de la capa K, es
expulsado de su 6rbita, se genera una vacancia, dando lugar a que los electrones
mas proximos tomen su lugar. Esta transicion de cambio de lugar implica una
diferencia de energia entre las dos capas. Durante dicho “salto” de una capa hacia
otra se emite un foton de rayos X, cuyo nivel de energia va a depender de la capa

en la que se genere la vacancia [36].

La interaccion de un foton con la materia a nivel macroscépico se aprecia por la
atenuacion gue estos sufren a medida que colisionan con los atomos del material
gue estan atravesando. Dicha atenuacién ocurre a través de uno de los siguientes

mecanismos: dispersion Rayleigh, efecto fotoeléctrico y el efecto Compton.

La ocurrencia de uno de estos procesos depende de la seccidn eficaz, la energia

de enlace de los electrones del medio que se atraviesa y de la energia del foton



incidente. Los fotones tienen una cierta probabilidad de atenuacién por unidad de
longitud cuando atraviesan la materia, la cual se denomina coeficiente de
atenuacion lineal (). Esta probabilidad es dependiente de la energia de los fotones,
la densidad y el numero atomico del medio que se atraviesan. Dicho coeficiente
también puede variar de acuerdo con el estado fisico o de agregacién del medio
gue se atraviesa. En ocasiones, se define como coeficiente de atenuacion atémico
a la probabilidad de que un atomo del medio absorbente interactie con uno de los
fotones del haz incidente. El coeficiente de atenuacion atémica también se le puede
denominar seccion eficaz macroscopica (o). Las propiedades de atenuacién de la
materia varian de acuerdo con el niumero atomico (Z) del material absorbente y la

energia de la radiacion [36].

El efecto Compton ocurre cuando un fotdn incidente interactda con un electron de
las capas externas del atomo (considerado electrén libre), el cual produce un fotén
dispersado con una energia menor al del incidente, y un electron con una energia
cinética igual a la diferencia de energia de ambos fotones. El electron liberado
pierde energia produciendo ionizaciones o excitaciones en el medio. La probabilidad
de que ocurra el efecto Compton disminuye con el incremento de la energia del
fotébn y es independiente del nimero atomico del material absorbente. Aumenta
cuando la densidad de los electrones por unidad de masa en el medio aumenta, por
lo tanto, es proporcional a la densidad del medio dispersante [36].

El efecto fotoeléctrico sucede cuando el foton incidente interactla con un electron
de las capas internas y este desaparece, dando como resultado la produccion de
un fotoelectron el cual toma la energia del foton incidente y disipa su energia
ionizando o excitando el medio en el cual se va a absorber. Ademas, hay produccién

de rayos x caracteristicos y/o electrones Auger. La probabilidad de ocurrencia del
. z4 , L. .
efecto fotoeléctrico es de = donde Z es el numero atébmico del material absorbente

y E es la energia del foton incidente [37].



La dispersion Rayleigh tiene lugar cuando se tratan de bajas energias, entre los 15
y 30 keV. En este caso el fotdn incidente se dispersa elasticamente en un rango de
direcciones proximas a su direccion inicial, y excita al atomo en su conjunto. No se
produce ionizacién, ni pérdida de energia o alteracion atémica, pero si produce un

efecto indeseado en la obtencién de imagenes [38].

Métodos de segmentacion de imagenes

La segmentacion de imagenes médicas es una herramienta digital muy importante
para la extraccion y obtencién de informacion, dado que estas imagenes no se
pueden interpretar facilmente. Gracias a esto se pueden clasificar caracteristicas
anatomicas de las imagenes, como es el caso de vértebras, tejido blando o huesos.
Para analizar imdgenes médicas por segmentacion existen tres métodos clasicos:
el método de umbral, el basado en regiones y el basado en bordes. Los mismos se

detallaran a continuacion [39].

El método de umbral: Cuando se tiene una imagen en escala de grises su umbral
puede utilizarse para crear imagenes binarias. Esto hace que se reduzca la
complejidad de los datos y permite que la clasificacién y el reconocimiento de dicha
imagen sean mas faciles. En este proceso, el umbral se utiliza para dividir la imagen
en pequefios segmentos continuos o conjuntos de pixeles, los cuales se clasifican
de acuerdo con su intensidad de color. El proceso mas comun para transformar una
imagen que se encuentra en escala de grises es asignar un valor unico de umbral.
A partir de ese valor los pixeles negros se asignan como el fondo y los pixeles
blancos al primer plano o viceversa, dependiendo de lo que se pretenda estudia
[40].

Método basado en regiones: El método se basa en tres principios, el crecimiento de
regiones, en la divisién y fusion al igual que en el método de segmentacion de
cuencas. La idea principal del crecimiento por regiones es juntar pixeles con las

mismas caracteristicas utilizando un criterio de homogeneidad para construir una



region. Estos criterios de homogeneidad pueden ser la diferencia de intensidad del
pixel, el contraste entre regiones o la intensidad de la regidn, entre otras mas. Una
de las ventajas de utilizar este método de segmentacion por regiones es que es mas
rapido y preciso en regiones que tienen caracteristicas similares, pero estan
separadas espacialmente. La desventaja de utilizar este método radica en la
sensibilidad al ruido, lo que ocasiona que se produzcan segmentos no deseados o

huecos. El resultado final se ve afectado por la seleccidon de los pixeles [40, 41].

Método basado en bordes: En este caso los bordes de la imagen tienen un papel
importante, especialmente en la deteccion y extraccion de caracteristicas. Estos se
pueden apreciar como puntos en la imagen, gracias a que la intensidad luminosa
de la imagen cambia. Si esta tiene un cambio brusco quiere decir que existe una
gran probabilidad de que se trate de un borde. La desventaja de utilizar este tipo de
segmentacion es que es sensible al ruido y pueden encontrar bordes que no son de

gran relevancia para delimitar el objeto [42].

Cuantificacion por absorciometria

La American Association of Clinical Endocrinologist propuso una guia de prevencion
y manejo de la osteoporosis para mujeres, en la cual se propone que todas las
mujeres de 65 afios 0 mayores que presenten antecedentes de fracturas, post-
menopausicas o con algun desorden alimenticio se realicen una valoracion 0sea,
ademas de repetir dicho estudio cada afio [43]. Existen diferentes técnicas para
valorar la DMO, pero todas se basan en el principio de atenuaciéon de los rayos x o
los fotones de rayos gamma cuando atraviesan un medio. Para poder obtener dicha
atenuacion se deben tener distintas consideraciones, como lo son el grosor del
hueso y la densidad de los tejidos que atraviesa dicho haz. Después, estos valores
son comparados con los valores estandar de una poblacion normal y dichos
resultados se expresan en desviaciones estandar en comparacion a la poblacion

normal [44]. Las distintas técnicas son absorciometria fotdénica simple (SPA),



absorciometria fotonica dual (DPA), absorciometria radioldgica simple (SXA),
absorciometria de rayos x de doble energia (DXA), tomografia cuantitativa
computarizada (QCT), densitometria por ultrasonidos (BUA). En este caso

hablaremos Unicamente de la DXA y SXA.

La técnica de absorciometria tipo SXA se basa en la utilizacién de un tubo de rayos
X Yy un detector de radiacion que mide la atenuacion de un haz de fotones
monoenergético. La técnica requiere de una correccién para el tejido blando
adyacente al area de interés en la que se mide la DMO. Dicha &rea de interés debe
estar rodeada por un bolus de agua. En este caso, los fotones que no son
absorbidos por el hueso y el tejido blando se cuentan en el detector de radiacion,
mientras mas fotones se detecten la DMO sera menor. SXA hace mas facil la
cuantificacion del contenido mineral 6seo en zonas periféricas al esqueleto o con
bajo tejido blando a su alrededor. Sin embargo, se ha dejado a un lado para utilizar

el método de DXA y eliminar la necesidad de utilizar el bolus de agua [45].

Los escéneres tipo DXA analizan la DMO midiendo el paso de los rayos x a través
del cuerpo a dos energias diferentes. El estudio en DXA presenta un amplio rango
de energias de fotones. Los rayos x pasan a través de un area dada, la cual esta
compuesta por 2 tipos de materiales de referencia, que son minerales 6seos y
tejidos blandos, para dar lugar a estos dos picos fotoeléctricos. Los fabricantes de
estos escaneres utilizan filtros para disminuir el haz a dos picos o los pulsos de la
fuente de energia se alternan con los rayos x y esto genera un pico de energia dual.
El uso de DXA tiene factores limitantes importantes, uno de ellos es la transmision
de rayos x. El cuerpo humano esta compuesto por 3 tipos basicos de tejidos que
son hueso, grasa Y tejido blando, sin embargo, el DXA solo puede distinguir dos
tipos ya que solo se tienen dos procesos de atenuacion de rayos X, que son
dispersion Compton y efecto fotoeléctrico. Si no se conoce como esta compuesto el
tejido blando que cubre a la region 6sea de interés puede haber error en la medicion
de la DMO [46].



La DMO se puede medir con distintas técnicas como lo vimos anteriormente, una
vez que se obtienen las muestras el software del fabricante utiliza la DMO obtenida
en g/cm? y el valor lo convierte a T-score y el Z-score. Estos puntajes se expresan
en desviaciones estandar y se comparan con una base de datos ya existente, los
cuales se utilizan para el diagndstico de la masa 0sea. A partir de estos valores se
evalla si el paciente estd dentro de los parametros de tener osteopenia u
osteoporosis y para ver el riesgo de fractura [47]. Ambos puntajes cuentan con una
base de datos con la cual se compara la DMO del paciente con la de la media de la
DMO maxima, pero se debe de tomar en cuenta el sexo del paciente y sus
caracteristicas fisicas. La diferencia entre el T-score y el Z-score es que este Ultimo
también toma en cuenta la edad del paciente dado que la edad también es un factor
de riesgo para sufrir fracturas [48]. En base a la literatura se establecieron valores
estandar para el analisis de la DMO y se catalogaron de la siguiente manera:
1) Normal: cuando se encuentra 1.0 desviacion estandar por debajo de la tasa
de normalidad joven (T-score>-1.0)
2) Osteopenia: una DMO entre 1.0 y 2.5 desviaciones estandar por debajo de
la tasa de normalidad juvenil (1.0 < T-score >- 2.5)
3) Osteoporosis: la DMO debe de estar 2.5 desviaciones estandar por debajo
de la tasa de normalidad juvenil (T-score< -2.5)
4) Osteoporosis severa: 2.5 desviaciones estandar o mas por debajo de la
normalidad (T-score< -2.5) y tener en el historial una o mas fracturas debido
a la fragilidad [49].



Capitulo 4

METODOLOGIA

Modelo animal

Se utilizaron ratones hembra de la cepa CDL1 las cuales fueron proporcionadas por
del bioterio de la Facultad de Medicina de la UAEMex, dichas ratonas se separaron
en 5 grupos de estudio con 5 ratones por cada grupo, los cuales son:

e Grupo control 1 (GC1)

e Grupo ovariectomia + bebida sabor cola (GOVX-C)

e Grupo diabetes mellitus tipo 2 + bebida sabor cola (GDMT2-C)

e Grupo ovariectomia + DMT2 + bebida sabor cola (GOVX-DMT2-C).

También se utilizé un grupo control 2 (GC2) o grupo control joven. Este estudio se
realiz6 de acuerdo a la Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999. Durante el
tiempo que durd este experimento las ratonas se mantuvieron en un ambiente de
temperatura y humedad adecuadas con suministro de agua, refresco sabor cola y

alimento ad libitum [50].

Reproduccioén y crianza

Para el proceso de reproduccion se utilizaron hembras de ratén entre las 6 y 8
semanas de vida. De acuerdo a la literatura los ciclos de fecundacion de las
hembras son de 4 a 5 dias, en este tiempo el ambiente debe de contar con un ciclo
estandar de 12 horas dia-luz. El celo en los ratones generalmente es durante los
periodos de oscuridad. Se colocaron dos hembras y un macho en cada caja, la
monta puede variar de 10 min hasta casi 1 hora. En caso de que la hembra resulte
prefiada la palpacion de los fetos es posible a partir del 12avo o 14avo dia. La
gestacion puede durar entre 18.5 y 19.5 dias en las hembras primiparas y entre 19

y 21 dias en las multiparas, esto va a depender del estado fisiolégico de las hembras



[51]. La lactancia puede durar entre 19 y 21 dias. Para obtener el grupo control joven

(GC2) se siguieron las mismas indicaciones de apareamiento antes mencionadas.

Ingesta de bebida carbonatada sabor cola

En el caso de la ingesta de bebidas carbonatadas sabor cola se utilizé la marca
Coca-Colay la proporcion que se suministré fue de 50% de agua y 50% de bebida
carbonatada sabor cola [52]. Para realizar esta mezcla se tomé en cuenta que es
necesario retirar el gas que contiene la Coca-Cola, para ello se agité la botella
completamente sellada por aproximadamente 10 minutos y posteriormente se le

retir6 la tapa por 30 minutos, por ultimo, se mezclé con el agua [53].

Ovariectomia

Para realizar la ovariectomia a los grupos de ratonas correspondientes fue
necesario dejarlas en ayuno de 12 h para posteriormente realizarles la toma de
glucosa. Se continu6 con el pesaje para calcular la dosis de pentobarbital sédico
que se debe de suministrar, de acuerdo a la literatura se necesita inyectar una
mezcla de pentobarbital sédico diluido en solucién inyectable de 50 mg/kg en forma
intraperitoneal. Una vez que la anestesia hizo efecto se llevo a cabo la incisién de
la ratona, la cual fue colocada en forma decubito dorsal y se desinfecto el area
abdominal, posteriormente se rasuro dicha zona para que se logre ver la linea alba
de las ratonas y cortar por dicha linea. Primero se debe cortar la piel y
posteriormente el tejido muscular, la incision no debe ser mayor a 2 cm. A
continuacion, se empezo6 con la busqueda de los ovarios, los cuales se encuentran
detras de los rifiones, una vez localizados se comenz0 a cortar cada ovario y a
cauterizar los cuernos uterinos. Enseguida se procedié a suturar a la ratona,
iniciando con el tejido muscular y posteriormente la piel. Se colocé a la ratona en

forma decubito ventral dentro de una caja con aserrin limpio y un pafio absorbente,



en caso de que llegue a sangrar después de la cirugia, en espera de que la ratona
despierte se estuvo monitoreando su mejora, por lo cual se le suministraron 7.5 mg
de ketorolako sublingual diluido en agua, esto para calmar el dolor que se generé la
cirugia [54, 55].

Induccion de diabetes

La induccion de diabetes fue mediante la administracion de farmacos. Se utilizaron
150mg/kg de monohidrato de alloxan disueltos en 5% de solucién salina normal a
temperatura ambiente, la cual se suministré via intraperitoneal. El monohidrato de
alloxan es un compuesto hidrdéfilo inestable proveniente del derivado de la
pirimidina, este tiene una estructura parecida a la glucosa. Debido a que el alloxan
es hidrofilico impide la penetracién de la bicapa lipidica de la membrana plasmética,
mientras que su estructura similar a la glucosa permite la entrada del alloxan en las
células beta, a través de los transportadores de proteinas GLUTZ2, las células beta
del pancreas son las encargadas de producir insulina, lo que el alloxan genera es la

destruccion selectiva de dichas células [56].

Estos dafios se van dando por fases, la primera fase ocurre minutos después de la
inyeccion, la cual dura aproximadamente 30 minutos y genera una hipoglucemia
transitoria. La segunda fase se manifiesta 1 hora después, la cual produce un
aumento de glucosa en la sangre ademas de disminuciéon de insulina al mismo
tiempo. En la tercera fase nuevamente se encuentra una hipoglucemia, la cual se
puede observar de 4 a 8 horas posteriores a la inyeccion, esta fase se caracteriza
por la pérdida de estructura en la membrana interna y externa de las mitocondrias,
lo cual produce cambios irreversibles en las células pancreaticas. Por dltimo, la
cuarta fase es una hiperglucemia diabética, la cual produce una pérdida de las

células beta en las siguientes 24 a 48 horas después de la inyeccién [57].



Estudios reportan que el suministro de monohidrato de alloxan en esta cantidad
tiene un indice de mortalidad en los ratones del 25%, siendo esta la tasa mas baja
[58, 59].

Obtencion de fémures

Cuando las ratonas cumplieron las 30 semanas de edad, se les retiro el fémur. De
acuerdo a la Norma Oficial Mexicana NOM-062-ZO0-199 apartado 9.4.1.3 la cual
hace referencia al uso de dioxido de carbono (CO2) como método de eutanasia
seguro para los ratones dado a su rapido efecto anestésico, el CO2 produce una
muerte por hipoxia a los pocos minutos, ademas que es seguro de operar para el
personal, no se acumula en los tejidos del ratén y no ocurre la deformacion celular
[50]. Se colocé a la ratona en una cdmara de gas de COz: la cual debe de tardar
aproximadamente de 3-6 min para que la ratona este completamente muerta. Una
vez que la ratona falleci6 esta se posiciono en forma decubito dorsal para continuar
con la incision. Se realizo la extirpacion de los érganos principales, los cuales son
el corazén, higado, rifiones y bazo. Después se procedi6 a retirarles el fémur, el
cual fue limpiado cuidadosamente, quitando todo el exceso de tejido muscular y
grasa que pudieran contener, para esto fue necesario cepillar el hueso con agua y
jabén, después fueron limpiados con agua por aproximadamente 10 min para
posteriormente secarlos y colocarlos en formol. Pasadas 24 horas es necesario

cambiarlos a alcohol en 70% para prolongar su conservacion [60].

Densidad volumétrica del fémur

Para el célculo de la densidad del fémur es necesario saber que la densidad

absoluta de un cuerpo es la relacion entre la masa y el volumen que ocupa, se utilizé

masa (g)

la siguiente formula p = Para conocer los datos a necesarios se

volumen (cm3)’

calculo el volumen utilizando el principio de Arquimedes, en este caso se llend un



tubo de ensayo de plastico de 5 ml con 390 pl de agua destilada, enseguida se
sumergio el fémur y se pudo observar un desplazamiento de agua, después se
cuantifico esa cantidad de agua desplazada utilizando una micropipeta Eppendorf
[61]. En el caso de la masa cada uno de los fémures se obtuvo colocando cada
hueso en una balanza digital.

Adquisicion de imagenes

Se obtuvieron imagenes 3D en el PET/CT del Centro Oncoldgico Estatal del
ISSEMYM marca Phillips, el cual se utilizé como adquisicion de imagenes dentales
por el tamafio que tienen los huesos, se utilizaron 120 kV y 80 mAs. Para la toma
de imagenes se posicionaron los fémures de manera que estos no se movieran, la
parte de la epifisis distal quedo orientada hacia el cabezal y se acomodaron de
izquierda a derecha, los huesos fueron colocados sobre plastico film con su
respectivo etiquetado. Se adquirieron 512 imagenes en corte coronal, 512 en corte

sagital y 782 en corte axial.

Ademas, se obtuvieron las imagenes radiograficas con un aparato de rayos x dental
de la marca Gnatus de pedestal con 70 kV y 8 mAs, el cabezal se coloc6 de forma
vertical sobre los huesos, los cuales fueron colocados sobre un sensor de
radiografia Xios Supreme Dentsply Sirona para ser digitalizadas dichas radiografias,
los huesos se colocaron sobre plastico film para evitar su movimiento y cada uno

con su respectivo etiquetado.

Para una tercera toma de las imagenes se utiliz6 un aparato de rayos x de uso
veterinario, el tubo de rayos x de la marca EUREKA modelo EMERALD-1-2 se
utilizaron 60 kVp y un amperaje de 200 mA, los fémures se acomodaron en un
campo de 14x17cm, los cuales fueron colocados de izquierda a derecha orientados
con la parte de la epifisis distal hacia arriba y colocados sobre plastico film para que

estos no se movieran, ademas a cada hueso se le colocé respectivo etiquetado.



Segmentacion y Absorciometria

Para la segmentacion de imagenes se utilizé el método umbral en MatLab. El cual
consiste en dividir la imagen en pequefios segmentos y clasificar la intensidad de
las escalas de grises [62].

Para realizar la técnica de segmentacion de imagenes se realizé utilizando el
programa MatLab en su version 2017b, el cual trae una aplicacion para segmentar
imagenes. El codigo consiste en que se toma la imagen radiografica en formato JPG
y esta es cambiada de forma matricial a forma vectorial, para después cambiarlo de
formato RGB a escala de grises, la cual se guardara como una nueva imagen. Esta
nueva imagen se debera abrir con la aplicacion “Image segmenter” la cual nos
desplegara la imagen en escala de grises, la cual podemos observar mas cerca en
el apartado de “zoom in”, en este caso se segmentara el hueso en tres partes epifisis
proximal, cuerpo y epifisis distal. Una vez que se acerco la imagen y se selecciona
la parte a segmentar con el apartado “draw freehand” con el cual se debe delimitar
la zona del hueso que queremos segmentar, una vez seleccionado la zona se torna
en color amarillo, posteriormente debemos de exportar tanto la imagen BW como la
maskedlmage. Después el programa retirara los ceros de la matriz del pedazo
segmentado y obtendra los valores de escala de grises de dicha segmentacion.
Ademas, el programa debera contar con el comando “mean” para que
automaticamente arroje el resultado promedio en escala de grises de la
segmentacion. De acuerdo a la literatura se recomienda definir la densidad optica
en una escala de grises de 0-255 siendo el 0 como el valor de la ausencia de fotones

(negro) y el valor de 255 como el de mayor absorcion de fotones (blanco) [63] .

Una vez segmentados los huesos de cada ratona se realizé un promedio general
de escala de grises para cada grupo, lo cual nos indicé la absorcion de fotones para
cada uno de estos grupos. Posteriormente se compar6é con los valores de GC2, de
acuerdo a los parametros establecidos por el protocolo DXA se deben de comparar
la desviacion estandar de los grupos de estudio contra los valores de un grupo
control joven. Por lo cual se obtuvo la primera y segunda desviacion estandar de los
grupos GOVX-C, GDMT2-C y GOVX-DMT2-C para confirmar la absorcion de



fotones en el hueso y se determiné el riesgo de fractura 6sea. Ademas se determiné

el valor de T-score para los grupos de estudio, de acuerdo a la literatura se establece

DMO del grupo de estudio —DMO promedio del grupo de referencia joven
T — score =

[47, 64]. Lo

Desviacion estandar del grupo de referencia joven

cual nos indicara si se tiene un aumento en el riesgo de fractura.



RESULTADOS

Modelo animal

Se separaron a los grupos de estudio en dos cajas, las que consumian bebidas
carbonatadas sabor cola (GOVX-C, GDMT2-C y GOVX-DMT2-C) y el grupo control
GC1. Para el grupo control joven GC2, se aparearon nuevamente a las ratonas, las
crias se separaron 5 hembras a las 4 semanas de vida, las cuales se les estuvo

monitoreando hasta que cumplieron las 10 semanas de vida.

Reproduccién y crianza

Se monitoreo semanalmente el suministro de alimento y bebida esto para poder
llevar un promedio del peso de cada grupo al igual de la cantidad de alimento y agua
gue consume tanto el grupo control como el grupo de estudio. Al grupo control GC1
inicialmente se le suministré 100 g de alimento (Gréfica 2) y 200 ml de agua (Grafica
1). El peso corporal del grupo control al inicio fue de 16.136 g (Grafica 3). El
promedio a las 30 semanas de vida arrojo los siguientes resultados para el grupo
GCl1.
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Grafica 1 Consumo de agua GC1
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Graéfica 3 Peso corporal GC1

En promedio el GC1 comia 98.181 g de alimento y bebia una cantidad promedio de
123.490 ml de agua por semana. Para las 30 semanas de vida el peso corporal
promedio del GC1 fue de 33.599 g.

Para los grupos GOVX-C, GDMT2-C y GOVX-DMT2-C se les suministro 521.12 g
de alimento (Grafica 4) y en dos bebederos se mezclé 200 ml de agua y 200 ml de

Coca-Cola, con un total de 400 ml de bebida (Grafica 5). El promedio del peso



corporal inicial para dichos grupos fue de GOVX-C 15.3075 gr (Grafica 6), para
GDMT2-C de 14.6837 g y para el grupo GOVX-DMT2-C 14.6837 g. Para las 30
semanas de vida el monitoreo del consumo de comida, bebida carbonatada sabor

colay el peso corporal fue los siguientes.
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El consumo de comida de los grupos GOVX-C, GDMT2-C y GOVX-DMT2-C fue un
promedio de 212.656 g a la semana, ademas la ingesta promedio semanal de la
mezcla de bebida carbonatada sabor cola y agua es de 390.271 ml. El peso corporal
promedio a las 30 semanas de edad que obtuvo el grupo GOVX-C fue de 35.114 g,
la ratona sobreviviente del grupo GDMT2-C su peso promedio fue de 34.280 g, de
igual manera la Unica ratona sobreviviente del grupo GOVX-DMT2-C su peso
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Graéfica 6 Peso corporal GOVX-C

promedio corporal final fue de 35.650 g.

El peso corporal promedio para el grupo GDMT2-C al inicio fue de 14.683 g (Grafica

7) y podemos observar su progreso en la siguiente grafica.
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Podemos observar que después de la semana 12 de vida las ratonas empezaron a

tener una baja de peso, pero se fueron recuperando pasando de la semana 15,

llegando a un peso final de 34.28 g.

En el caso del grupo GOVX-DMT2-C el peso inicial fue de 14.683 g (Grafica 8).
Después de las 30 semanas de vida su peso promedio corporal fue de 35.65 g
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Grafica 8 Peso corporal GOVX-DMT2-C



Para el grupo control joven GC2 se estuvo monitoreando su crecimiento,
alimentacion e ingesta de agua por 10 semanas. El peso promedio corporal para el
grupo GC2 fue de 21.444 g (Grafica 9), el consumo promedio de agua fue de 123
ml por semana (Gréfica 10) y el consumo de comida fue de 77.316 g por semana
(Grafica 11).
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Ingesta de bebidas carbonatadas sabor cola

La ingesta de Coca-Cola para los grupos de ratonas empez6 a partir del destete, el
cual fue a las 4 semanas de nacidos (30 dias).

La primera cantidad de bebida que se les suministré fue de 200 ml de agua + 200
ml de Coca-Cola lo cual fue un total de 400 ml. Cada semana de vida se estuvo
monitoreando el promedio de la cantidad de mezcla de agua con Coca-Cola que

consumian (Grafica 12).
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Cabe resaltar los inconvenientes que se tuvo con este procedimiento. Los
componentes nutrimentales de la Coca-Cola producen corrosion en los bebederos,
los cuales se tenian que estar cambiando constantemente, ya que estos empezaban
a gotear. Ademas, se tenian que lavar constantemente porque debido a la alta

concentracion de glucosa los balines del bebedero se quedaban pegados.



Ovariectomia

La ovariectomia se realiz6 a los grupos correspondientes (GOVX-C y GOVX-DMT2-
C), a los cuales se les dejo con un ayuno correspondiente de 12 horas. Después se
les realiz6 la toma de glucosa los cuales
arrojaron para GOVX-C un promedio de 92.5
mg/dl y para GOVX-DMT2-C un promedio de
87.5 mg/dl (llustracién 2).

3 : Para la anestesia de las ratonas se utilizd
lustracién 2 Toma de glucosa pentobarbital sédico, de acuerdo a la literatura la
proporcion que se debe de utilizar para dicho procedimiento es de 1:4; en este caso
se utilizé 500 ul de pentobarbital diluido en 2,000 ul de solucion inyectable, que es
equivalente a 50mg/kg [64]. Se establecid que para cada ratona cuyo peso se
encuentra superior a los 30gr se debe suministrar 170 pl del preparado si la ratona

cuenta con un peso inferior a los 30 gr se estara aplicando 150 pl.

Para esto se estuvo pesando previamente a las ratonas, se obtuvieron los siguientes
resultados, para GOVX-C su peso promedio es de 30.64gr y para GOVX-DMT2-C
su promedio es de 29.04qr.

Después de pesarlas a cada una, se empez6 por a operar el grupo GOVX-C, al cual
se le suministro la mezcla de pentobarbital con solucidon inyectable y se esperé
aproximadamente de 5 a 8 min para que la anestesia hiciera efecto, una vez que la
ratona se duerme esta es colocada en forma decubito dorsal y cada pata es atada
con cinta adhesiva a una tabla de color blanco

sobre la que se coloca al animal [54].

Una vez atada la ratona se procede a desinfectar

la zona abdominal con antibenzil y una gasa.

Posteriormente se rasuro con una navaja para

llustracién 3 Incisidon zona abdominal . .
afeitar la zona desinfectada, la cual abarca tres



milimetros debajo del esternén hasta 2 mm sobre su orificio urogenital. Una vez
afeitada la zona se puede observar una linea alba en la cual se realiz6 una incision
con las tijeras quirdrgicas de aproximadamente 2 cm, primero cortando la piel y

posteriormente el tejido muscular como observamos en la llustracion 3.

Con ayuda de unas pinzas y un gancho pequefio se hace el tejido muscular a un
lado para poder buscar los ovarios de la ratona, los
ovarios estan ubicados debajo de los rifiones
(Hlustracioén 4). Los ovarios se encuentran rodeados
por tejido adiposo, las cuales se deben de sostener
con la pinza de diseccion simple, con otra pinza se

jala el ovario y con una aguja caliente se procedio

a cauterizar la vena ovérica y el cuerno uterino [55].

llustracion 4 Extirpacion de los ovarios

Una vez que se extirparon los ovarios, se procede a acomodar los érganos, se
sutur6 a la ratona, utilizando una aguja para suturar, hilo y porta agujas. Se realiz6
sutura simple, primero se suturé el tejido muscular y posteriormente la piel. Se retiré
a la ratona de la tabla blanca y se colocé en una caja con aserrin limpio y sanitas

para que absorba la sangre que pudieran desprender.

Fueron colocadas en la caja en forma decubito ventral, de igual manera se les
colocé un calentador frente a la caja para que las ratonas no entren en estado de
hipotermia y despierten mas rapido de la anestesia [65]. Se espera alrededor de 20
min para que despierten completamente y asi poder suministrarles alimento y
bebida.

En este caso para la pronta recuperacién de las ratonas, en la bebida se les coloco
7.5mg de ketorolaco sublingual diluido en 25 mL de suero electrolitico, 125 mL de
agua y 100 mL de Coca-Cola. El alimento que se esta utilizando es el Rodent Diet

5001 de la marca LabDiet y se les proporcion6 490g.



Después de los 3 dias se les retir0 el restante de la mezcla de ketorolaco, suero,
agua y Coca-Cola, se les volvié a suministrar Coca-Cola con agua en proporcion

1:1 y se estuvo monitoreando la cicatrizacion de la operacion.

Induccion de diabetes

Para la induccion de diabetes a las 14 semanas de edad se utiliz6 monohidrato de
alloxan se dejo previamente a las ratonas en ayuno de 24 horas. Antes de la
induccion de diabetes es necesario tomarles la glucosa a los grupos
correspondientes, el grupo GDMT2-C tuvo un promedio de 51.5 mg/dl y el promedio
para el grupo GOVX-DMT2-C fue de 56.6 mg/dl. De igual manera se peso6 a cada
una de las ratonas, de las cuales se obtuvo un peso promedio por grupo, para
GDMT2-C fue de 25.87 gr y para el grupo GOVX-DMT2-C de 26.26 gr.

De acuerdo a la literatura los rangos de suministro de alloxan via intraperitoneal
para ratones esta entre los rangos de 150 mg/kg a 200mg/kg. Por lo tanto, como no
se encontro en la literatura informacion sobre experimentos en los cuales a ratones
que estén consumiendo bebidas carbonatadas sabor cola se les induzca la
diabetes, se opt6é por suministrarles la cantidad mas pequefia recomendada en la
literatura, que fue de 150 mg/kg de alloxan diluido en solucion inyectable, fue

administrado via intraperitoneal [56].

Las ratonas deben estar en supervision, 2 horas después de la inyeccion se les
suministrd alimento y de bebida se les proporcioné la cantidad de 200 ml de Coca-
Cola y 200 ml de suero diluidos en el mismo bebedero. Después de 48 horas se les
retird el alimento y se les dejé en ayuno por 16 horas para una segunda toma de

glucosa.

Los resultados para el grupo DMT2-C Unicamente dos ratonas obtuvieron valores
arriba de los 200 mg/dl, del grupo GOVX-DMT2-C unicamente una de las ratonas

obtuvo dicho valor [66]. Lo cual nos indica que las demas ratonas no obtuvieron



diabetes con dicha dosis. Se esperd dos semanas para ver si la ingesta de Coca-
Cola elevaba los niveles de glucosa y realizarles nuevamente la prueba. Después
de este tiempo se les volvié a tomar la glucosa y los resultados para el grupo
GDMT2-C fue de 227 mg/dl para unicamente una ratona y en GOVX-DMT2-C
igualmente solo una ratona tenia niveles altos de glucosa (205 mg/dl). Las cuales
se separaron del resto del grupo y de decidié suministrarles una segunda dosis,

ahora usando 200 mg/kg de alloxan.

Para la segunda dosis se pesé a las ratonas y se noté un aumento de peso, para el
grupo GDMT2-C fue un promedio de 27.02 gr y para GOVX.DMT2-C un promedio
de 28.24 gr. Se preparo la segunda dosis de 200 mg/kg de monohidrato de alloxan
diluido en solucién inyectable, se les inyecto via intraperitoneal. Después de dos
horas se les suministré alimento con bebida carbonatada sabor cola y suero, 200
ml de cada uno. A las 48 horas se les retir6 la comida y bebida para dejarlos en

ayuno y realizarles las nuevas tomas de glucosa.

Los resultados de la toma de glucosa fueron muy elevados en ambos grupos, en el
glucometro aparecia la leyenda HI (high) lo que indica valores glucémicos arriba de
500 mg/dl. Las ratonas presentaban un grado muy alto de deshidratacién por lo cual
se les suministré en el hocico suero sin endulzante con una pipeta, ademas se les
inyectd suero via intraperitoneal al igual que insulina para contrarrestar los niveles
altos de glucosa. Después de esto se estuvo monitoreando el avance de las ratonas,

pero a pesar de los cuidados ninguna de ellas pudo salvarse.

Unicamente sobrevivieron las ratonas que fueron separadas con anterioridad, al
cumplir las 30 semanas los valores de glucosa que tuvieron fueron para la ratona
de GDMT2-C 112 mg/dl y para el grupo GOVX-DMT2-C de 107 mg/dl.

Después de la baja de ratonas inmediatamente se pusieron a aparear nuevamente
ratones de la cepa CD1. Las crias hembras que nacieron fueron los grupos nuevos
de GDMT2-C y GOVX-DMT2-C y se separaron para el grupo GC2.



A los nuevos grupos se siguieron las mismas indicaciones, el destete fue a las 4
semanas, el suministro de bebida carbonatada sabor cola, la realizacion de la
ovariectomia y todos los cuidados previos a la induccion de diabetes. Para estos
nuevos grupos de ratonas se decidio utilizar la cantidad més alta de monohidrato de
alloxan (200 mg/kg) para no tener que suministrar una segunda dosis. Se espero
dos horas para poder suministrarles alimento y bebida, en este caso se uso6 suero
sin azucar para que no presentaran deshidratacion, después de 48 horas
empezaron las bajas de ratonas, empezaron a presentar baja de peso por lo cual
se optd por suministrarles suero via intraperitoneal e insulina. A las 72 horas
después de la induccién de diabetes se les tomé la glucosa a las ratonas las cuales
arrojaban valores de HI en el glucémetro, por lo cual presentaban un grado de
hiperglucemia lo que provoc6 una baja de peso en ellas. Después de 5 dias de

monitoreo fallecieron ambos grupos, debido a la hiperglucemia.

Obtencion de fémures

Una vez realizado el sacrificio de las ratonas se procedi6 a retirar los 6rganos mas
importantes que son el corazén, higado, rifiones y bazo, para posteriormente

pesarlos y obtener sus promedios por grupos (Grafica 13).
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Gréfica 13 Peso promedio de los érganos por grupo

De acuerdo a los valores presentados podemos observar el incremento en el peso
del rifidn en los grupos GOVX-C, GDMT2-C y GOVX-DMT2-C que fueron los que
ingirieron bebidas carbonatadas sabor cola durante 28 semanas a comparacion del

grupo control GC1 que se mantuvo con una dieta adecuada.



Densidad volumétrica

Con la extracciéon del fémur se obtuvieron varios datos de él, como lo son su peso
(Grafica 14), volumen desplazado y su densidad (Gréfica 15), para lo cual se obtuvo

un promedio por grupo (Tabla 1- 5).

GC1 GOVX-C
Peso del
Peso del i
fémur (g) 0.072 fémur (g) 0.077
Volumen . Volumen
desplazado desplazado
(l) 47.5 () 50
i Densidad
Densidad
(g/cm?3) 1.540 (g/cm?3) 1.576

Tabla 1 Densidad GOVX-C
Tabla 2 Densidad de GC1

GDMT2-C GOVX-DMT2-C
Peso del Peso del
fémur (g) 0.070 fémur (g) 0.074
Volumen Volumen
desplazado desplazado
(uh 50 (uh 47.5
Densidad Densidad
(g/cm?) 1.414 (g/cm?) 1.573

Tabla 4 Densidad de GDMT2-C

Tabla 3 Densidad de GOVX-DMT2-C




Peso promedio del femur por grupo (g)

GC2

Peso del

fémur () 0.061

Volumen
desplazado

(ul) 46

Densidad
(g/cm?®) 1.352

Tabla 5 Densidad de GC2
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Graéfica 15 Densidad promedio del fémur por grupo

La densidad volumétrica de los grupos GOVX-C y GOVX-DMT2-C tuvieron una
variacion no significativa a comparacién del GDMT2-C, en el cual se demostré que

su densidad volumétrica fue menor a la del grupo GC1.

Adquisicion de imagenes

De las tres tomas diferentes de imagenes se trabajé con la radiografia digital
adquirida por el aparato de rayos x marca EUREKA con un tamafio de campo de
14x17.



llustracion 5 Aparato de rayos X

Se obtuvieron dos imagenes radiograficas digitales, de las cuales se estuvo

trabajando con la de mejor calidad, la cual se muestra a continuacion.
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llustracion 6 Imagen radiografica digital de los fémures

En la imagen podemos observar que se encuentra la parte distal hacia arriba,
ademas los huesos estdn ordenados por grupos de izquierda a derecha
comenzamos con el grupo GC1 empezando por la ratona #1 colocando primero el
fémur izquierdo y posteriormente el derecho. Se continuo con este mismo proceso
el GOVX-C, GDMT2-C, GOVX-DMT2-C, GC2 y un grupo que solo consumieron
bebida carbonatada sabor cola, los cuales no se tomaron en cuenta ya que no
cumplen con los estandares de tiempo establecidos en el trabajo.

Segmentacion y Absorciometria

La segmentacion se realizé en MatLab, en el cual se desarroll6 un cédigo para dicho
proceso, el cual consiste en transformar la imagen original (llustracién 7) y
convertirla en RGB (llustracion 8) para posteriormente cambiarla a escala de grises
(llustracion 9) y proceder con la segmentacion.



llustracion 7 Imagen radiografica digital original

llustracion 8 Imagen RGB



llustracion 9 Imagen radiografica en escala de grises

La imagen se segmento en tres partes: epifisis distal (A) (llustracion 10), cuerpo del
fémur (B) (llustracién 11) y epifisis proximal (C) (llustracion 12), este proceso se
realizd con la aplicaciéon “image segmenter” que forma parte del MatLab 2017B. En
este paso se utilizé la imagen ya convertida en escala de grises, la cual se aumento
de tamano y se selecciond con la opcién “draw freehand” cada parte del hueso, la
cual se torna de un color amarillo para seleccionar la parte segmentada como se

muestra a continuacion.
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llustracion 10 Segmentacion parte distal
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llustracion 11 Segmentacion parte cuerpo
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llustracion 12 Segmentacion parte proximal

Una vez seleccionado el hueso se exporta los datos de segmentacion de la imagen
por cada una de las secciones, los cuales se muestran de forma matricial de dos
maneras, una que contiene 1 y 0 (BW) que observamos en la llustracién 13 y otra
gue contiene los valores en escala de grises del 0 al 255 (masked image) que

corresponde a la llustracién 14.



llustracion 13 Segmentacién con contraste BW de la parte del cuerpo del fémur

llustracion 14 Segmentacion en escala de grises masked image de la parte del cuerpo del fémur



Después de tener estos dos valores se vuelve a correr el programa para que este
nos dé el valor promedio de la absorcion de fotones en la parte seleccionada

(llustracion 15).
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llustracion 15 Valores promedio de la segmentacion
Una vez obtenidos los valores de cada grupo se obtuvo su promedio por ambos
fémures para todos los grupos y ademas se obtuvo la primera, segunda y 2.5
desviacion estandar del GC2, para asi compararlo con los grupos de estudio y

obtener su absorciometria.

Los valores promedio de la absorcién total de ambos fémures por grupo lo podemos
encontrar representado en la ilustracion 16. De acuerdo con los protocolos de SXA
y DXA, estos valores son los que se ocupan para determinar la densitometria, como

se explica en los siguientes parrafos y figuras.
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llustracion 16 Absorciometria de ambos fémures

De igual manera se obtuvieron los valores de absorciometria de fotones para la
parte proximal de cada grupo como observamos en la ilustracién 17, esto debido a
la cercania que se tiene con la cadera, la cual es un factor a considerar para las

lesiones del sistema musculo-esquelético.
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llustracion 17 Absorciometria de la parte proximal del fémur



Con base a los pardmetros establecidos por el estudio SXA para humanos, el cual
nos indica de acuerdo a la desviacion estandar si se encuentra dentro de los
paradmetros normales, osteopenia, osteoporosis u osteoporosis severa. En la gréafica
de la absorciometria de ambos fémures (llustracién 16) podemos observar que el
GOVX-C se encuentra entre la 2SD y 2.5SD lo cual nos indica que esta en un grado
de osteoporosis. De acuerdo a los valores de T-score obtenidos para cada grupo,
los cuales tienen los siguientes valores: GC1: -3.6054; GOVX-C: -2.2024; GDMT2-
C: -3.0186; GOVX-DMT2-C: -3.9400, los grupos GDMT2-C, GOVX-DMT2-C y GC1
se encuentran en un grado de osteoporosis severa considerando que ninguna de

las ratonas sufrio alguna fractura.

En el caso de la absorciometria para la parte proximal del fémur (ilustracion 17)
encontramos nuevamente que el grupo GOVX-C se encuentra en el limite de la
osteopenia aun que se puede considerar como osteoporosis. Los grupos GDMT2-
C, GOVX-DMT2-C y GC1 se encuentran en una zona donde se considera

osteoporosis severa.

Se estima que el resultado de que los grupos GDMT2-C y GOVX-DMT2-C padezcan
osteoporosis severa es debido a los altos niveles de insulina en la sangre
provocados por la diabetes mellitus tipo 2 combinado con el exceso de azucares,
cafeina y el 4cido fosférico que contiene la bebida carbonatada sabor cola. Otro de
los aspectos a considerar es la edad que tienen estos grupos, todos los grupos a
excepcion del GC2 tenian 30 semanas de edad lo cual significa que estan en etapa

adulta.

DISCUSION

En este estudio se observo un aumento de masa corporal en los ratones de la cepa
CD1 que consumieron bebidas carbonatadas sabor cola en comparacion con el
grupo control. En la literatura podemos observar que dicho comportamiento se ha

estudiado con otras cepas de ratones, las cuales tienen un aumento de masa



corporal, a pesar de que el tiempo de ingesta sea mas corto [67]. En México, la
obesidad representa uno de los sintomas del Sindrome Metabolico (SM) que afecta
a la mayoria de la poblacién, esto es causado por la mala alimentacion de la

poblacion mexicana [68].

En el caso de las ratonas que consumieron bebidas carbonatadas sabor cola
observamos que se tuvo un aumento en el consumo de alimento y desarrollaron
una dependencia al consumo de bebidas carbonatadas sabor cola a tal grado que
se les proporcionaba agua y estas ratonas se oponian a consumirla, ademas
desarrollaron un alto grado de hiperactividad ocasionado por la cafeina y azucares
gue contienen este tipo de bebidas. Los resultados anteriores aplicados o
trasladados a humanos indicarian que las personas que consumen bebidas
carbonatadas tienden a aumentar de peso y pueden desarrollar obesidad. En
comparacion con la investigacion de Cony et al [69] en la cual nos muestran que los
ratones de estudio no presentaron un aumento de peso al consumir bebidas
carbonatadas sabor cola durante 17 semanas, en dicho estudio también se reporta
que los murinos muestran una baja ingesta de alimento sélido. La diferencia de este
proyecto es que a los grupos de estudio se les proporciono la mezcla de bebida
carbonatada sabor cola y agua durante 26 semanas y en el de Cony y colaboradores
solo fueron 17 semanas. En lo que ambos estudios concuerdan es que el consumo
de bebidas carbonatadas sabor cola no presenta un aumento en los niveles de
glucosa se podria plantear que dicho estudio comienza a partir del dia 21 de vida
de las ratonas, pero podemos observar que a pesar del suministro de Coca-Cola a
temprana edad las ratonas no presentan ningun tipo de hipoglucemia o

hiperglucemia, siempre y cuando no padezcan de otra patologia.

El peso promedio que se obtuvo de los fémures de ratonas presenta un aumento en
los grupos que consumieron bebidas carbonatadas sabor cola en comparacion al
grupo control GC1. Estudios representan una correlacion entre la DMO y el peso
del fémur [70, 71]. Uno de los problemas que se encontré es que los articulos

cientificos no reportan el peso de los fémures de ratonas con OVX, ademas se



encontré que la ovariectomia se les realiza a las ratonas cuando ya estan en una
etapa adulta, ademas las semanas de vida que se utilizan son periodos cortos entre
28 dias y como maximo 16 semanas de vida [10, 31]. En este trabajo se encontraron
diferencias entre los pesos de los fémures, para el grupo GOVX-C se mostré un
incremento del 6.94%, de igual manera el GOVX-DMT2-C incremento un 2.77% su
peso y para el grupo GDMT2-C mostro una disminucion del 2.77% todos fueron

comparados con respecto al GC1.

En el caso de la induccion de diabetes utilizando monohidrato de alloxan se
utilizaron los valores estandar que se deben inyectar a ratonas que no consumen
bebidas carbonatas sabor cola, tanto el valor méaximo como el minimo. Una vez
inyectado el monohidrato de alloxan las ratonas presentaban una baja de peso
corporal después de 48 horas, la cual de acuerdo a la literatura es normal cuando
se induce diabetes por medio de farmacos, también se ha reportado que pueden
tener afectaciones en la vista y deshidratacion [72]. Se estim6 que la ingesta de
dichas bebidas no causaria ningun problema para el suministro de dicho farmaco,
pero observamos que para este grupo de estudio el indice de mortalidad fue mucho
mayor en comparacion con los estandares de la literatura los cuales dicen que una
dosis Unica de 200 mg/kg de monohidrato de alloxan suministrada via intraperitoneal
tiene un 10% de mortalidad [73].

Las Unicas ratonas sobrevivientes de la inducciéon de diabetes presentaron un
cambio en los niveles de glucosa, los valores que se tomaron a los primeros dias
de la induccion no fueron los mismos cuando se les sacrifico. De acuerdo a su
composicion quimica el mohidrato de alloxan tiene una vida media corta, por lo que
se cree que al llegar a las células beta ya no es un farmaco que pueda producir
diabetes, a comparacion del estreptozotocina el cual tiene un mayor tiempo de vida
dentro del torrente sanguineo [74, 75]. Para los grupos de ratonas que consumen
bebidas carbonatadas sabor cola aun no se tienen registros en la literatura sobre
las cantidades de monohidrato de alloxan que se debe de inyectar, por lo tanto,

esperamos gue esta investigacion sirva como base para trabajos futuros, ya que



explicitamente encontramos que la Coca-Cola afecta de una manera que todavia
no esta explicada, pero hace a los sujetos mas sensibles al alloxan, tanto que

incrementa el indice de mortalidad hasta un 80%.

Anteriormente se ha estudiado el consumo de las bebidas carbonatadas en ratas y
sus efectos secundarios, en los cuales se ha encontrado que presentan una
desmineralizacion en el sistema 0seo, especialmente en la zona trabecular del
hueso. A pesar de no saber exactamente cuales son las causas de esta
desmineralizacion se cree que es debido a los altos niveles de cafeina, lo cual esta
relacionado con una mayor pérdida de calcio por medio de la orina [5]. Ademas la
bebida carbonatada sabor cola contiene varios tipos de acidos, como lo son el &cido
fosforico, acido citrico y acido carbonico, los cuales no son tdxicos para el consumo
humano pero si puede desencadenar en severas afectaciones si se consume en
grandes cantidades [76]. Es de esperar y con respaldo de nuestros resultados que
las ratonas que consumieron este tipo de bebidas carbonatadas sufrieran una
disminucién en su sistema éseo dado que el tiempo de ingesta de dicha bebida fue
durante 28 semanas y el consumo de la bebida carbonatada sabor cola fue diaria

sin proporcionarles otro tipo de bebida.

De igual manera se ha reportado el efecto que tiene la diabetes mellitus tipo 2 sobre
murinos a los cuales se les inyecto estreptozocina a los 3 meses de edad como
método para induccion de diabetes, pasadas 8 semanas se encontré que la DMO
disminuyo en la parte trabecular a comparacion del grupo control [77]. De acuerdo
a nuestro estudio las ratonas que tuvieron diabetes mellitus tipo 2 se encuentran
dentro de los valores de osteoporosis severa. La osteoporosis severa es una
afectacién de la pérdida de masa 6sea en grandes cantidades y un riesgo mayor de
sufrir fracturas, aunque uno de los parametros es el historial clinico de fracturas del
paciente. En este caso nuestras ratonas no cuentan con ninguna fractura 0sea, pero
de acuerdo a los parametros SXA siguen estando en el rango de osteoporosis

severa. Aunque esta clasificacion se considera un valor universal esta sometida a



varias limitaciones, de acuerdo al Departamento de Salud de Espaia [78] estas
limitaciones son el color de piel de las mujeres de estudio, ya que solamente se
realiza a mujeres de tez blanca, ademas que se encuentren en etapa
postmenopausica entre otros limitantes. Estos estandares cumplen con los

establecidos en el proyecto.

Por primera vez se reporta un estudio cientifico en el cual se combinan la diabetes
mellitus tipo 2, bebidas carbonatadas sabor cola y la ovariectomia como factores
que afecten la absorciometria de rayos-X, se encontraron varios estudios en los
cuales mencionan uUnicamente la diabetes mellitus tipo 2 y la ovariectomia,
compararemos con uno en especial, el cual menciona que la diabetes mellitus afecta
a largo plazo los indices de deformacion plastica de los huesos los cuales son
causados por modificaciones en la microestructura Osea, ademas que la
ovariectomia provoca una pérdida de hueso trabecular pero este no afecta las
propiedades mecéanicas del fémur, esto puede ser debido a la acumulacion de
materiales [79]. Teniendo en cuenta que una sobremineralizacién del hueso también
produce un aumento en la fragilidad del hueso, asi como las microgrietas 0seas
producen un mayor riesgo de fractura, esto debido a la perdida de flexibilidad del
hueso y su deformacién elastica, lo cual es una afectacion para este tipo de
pacientes. Por lo tanto, ya se tenia conciencia de que estos dos factores afectaban
la composicién 6sea del fémur y si a este estudio le sumamos la ingesta de bebidas
carbonatadas sabor cola podemos observar que el grupo GOVX-DMT2-C es el que
mas se encuentra alejado del GC2, es decir, el mas afectado y con mayor riesgo de

fractura.

El GC1 también se encuentra fuera de la 2.5SD, se estima que estos valores sean
debido a la edad de las ratonas. Aunque la OMS declara que estas desviaciones
estandar se realizaron en personas que gozan de excelente salud. En el caso de
los animales no se cuenta con dichos valores para determinar las afectaciones del
sistema 6seo, pero podemos observar que los estandares para humanos podrian

ser erréneos si Unicamente se toma en cuenta los valores del grupo control joven,



ya que la edad puede ser un factor que influya en el diagndstico, probablemente se
cataloguen como una enfermedad del sistema musculo esquelético, aunque su

alimentacion sea balanceada y se tenga una actividad fisica constante.

CONCLUSIONES

Las ratonas presentaron una adiccién al consumo de bebidas carbonatadas sabor
cola, la dependencia dicha bebida es a tal grado que estas ratonas ya no consumen
agua u otro tipo de bebida.

La induccion de diabetes por medio de monohidrato de alloxan produce una
mortalidad del 92.3% en ratones que consumen bebidas carbonatadas sabor cola
desde la cuarta semana de vida, en esta etapa se catalogan como adultos, aunque

no sean sexualmente activos.

Los sujetos de prueba que consumieron bebidas carbonatadas sabor cola durante
26 semanas no presentan variacion significativa en los niveles de glucosa en la
sangre en comparacion del grupo control que solamente ingirié agua durante este

mismo periodo.

La absorciometria de fotones muestra un grado de osteoporosis en el fémur de los
grupos murinos estudiados a las 30 semanas de edad. Se observa un efecto
sinérgico en la desmineralizacion producido por el consumo de bebida carbonatada,
DM y OVX. El grupo control de 30 semanas también se encuentra dentro de los
grupos con déficit de absorcion de rayos-X en el fémur, por lo que la edad de las
ratonas puede ser considerada como otra afectacibn mas, la cual incrementa la

desmineralizacion en el sistema 0seo, lo que aumenta el riesgo de fractura.
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