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Resumen

La deficiencia de Ca en la dieta es un factor determinante de la
osteoporosis, enfermedad caracterizada por presentar masa 0sea baja, lo que
produce deterioro microarquitetonico del hueso, en consecuencia un aumento de
la fragilidad 6sea asociada al riesgo de presentar fracturas. Uno de los problemas
actuales a los que se enfrenta el profesional de la salud es realizar un diagndstico
correcto tanto para su determinacion como para el seguimiento de la respuesta al
tratamiento administrado. En el siguiente trabajo se propone el uso de los rayos X
como método alternativo para la evaluacién de la densidad mineral ésea, en ratas
wistar, usando un modelo de desnutricién, ya que actualmente en la bibliografia no
se cuenta con éstas curvas de comportamiento normal y de desnutricion de la
densidad mineral 0sea de huesos en ratas Wistar, se formularon dos grupos de
ratas; grupo control con agua y alimento at libitum y el grupo experimental con una
dieta deficiente en todos los nutrimentos al 40%, registrando el peso y la densidad
Optica mediante la transmision de rayos X's, hasta la semana 12. Se observo en
el grupo experimental una disminucién paulatina de la densidad mineral 6sea a
partir de la semana 9 a diferencia del grupo control en el cual la densidad mineral
Osea siguio en aumento hasta la semana 12 de edad. Los resultados obtenidos
sentaran las bases para la generacion de otros modelos para inducir disminucién

de la densidad mineral 6sea (osteopenia) a base de dietas deficientes en Ca.

Palabras clave: osteoporosis, calcio, fémur, rayos X's



Sumary

Ca deficiency in the diet is an important determinant of osteoporosis, a
disease characterized by low bone mass present, resulting in deterioration of the
bone, resulted in increased bone fragility associated with the risk of fractures. One
of the current problems facing the health professional is to make a correct
diagnosis both for its determination as to monitor response to treatment
administered. In this paper we propose the use of X-rays as an alternative method
for assessing bone mineral density in Wistar rats, using a model of malnutrition, as
currently in the literature do not have the curves of normal behavior and of
malnutrition in bone mineral density of bones in Wistar rats were made in two
groups of rats, control group with water and food at libitum and the experimental
group with a diet deficient in all nutrients at 40%, recording the weight and density
optical transmission using X-ray's, until week 12. Was observed in the
experimental group a gradual decrease in bone mineral density from week 9 unlike
the control group in which bone mineral density continued to increase up to 12
weeks old. The results obtained provide the basis for the generation of models to

induce reduced bone mineral density based diets deficient in Ca-

Words Key: osteoporosis, calcium, femur, X-ray's
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1.- INTRODUCCION

El calcio es el mineral mas abundante en el cuerpo, cuyo contenido
promedio es de 1.2 kg; es decir, aproximadamente el 2% del peso corporal. Casi
todo el calcio (98%) se encuentra en el esqueleto (los huesos) el principal
reservorio, y los dientes representan un 0.5% del total. EI 1.5% restante se
encuentra en los tejidos suaves y en los fluidos corporales, y aunque esta
presente en pequefias cantidades, juega un rol vital en el metabolismo celular. El
calcio esta involucrado en muchos procesos fisiolégicos, incluyendo la contraccién
muscular, la transmision de impulsos nerviosos, los mecanismos de coagulacion y

la activacion de enzimas.

El calcio es un nutriente esencial que no puede ser producido por el
cuerpo y, por ende, necesitamos obtenerlo de los alimentos que consumimos.
Como ya se ha dicho el hueso es el principal reservorio de calcio, y la regulacion
de la densidad O0sea es un proceso considerablemente complejo. El hueso es un
tejido de recambio, esta formado por células; los osteoblastos, que secretan el
colageno y otras fibrillas en los cuales se cristalizan compuestos de calcio. Sin
embargo otras células los osteoclastos, reabsorben el hueso disolviendo los

compuestos cristalinos y liberando el calcio hacia la sangre. (Collin-Osdoby 2003).

El mantenimiento de la masa O0sea depende de un balance entre las
actividades de estos dos tipos de células, la perdida clave de calcio de calcio del
hueso consiste en la mayor actividad de los osteoclastos en comparacién con los
osteoblastos. (Zheng 2006). Dicho en otras palabras, en una situacién ideal, la
dieta suple las cantidades adecuadas de calcio para mantener los procesos
fisiol6égicos. Sin embargo, cuando las fuentes dietéticas son insuficientes, el
cuerpo extrae del tejido 6seo el calcio que necesita para los procesos fisioldgicos

vitales, ocasionando que se desmineralice progresivamente.
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La ingesta inadecuada de calcio ya sea en exceso 0 en carencia, tiene
repercusiones importantes a nivel funcional y metabdlico, con efectos nocivos para
la salud y esta asociada no sélo con un incremento del riesgo de padecer
osteoporosis, sino también con la hipertension, la pre-eclamsia en el embarazo y
el cancer de colon, alteraciones neuroldégicas como convulsiones v,
cardiovasculares como taquicardia (Cashman y Flynn 1999) depresién psicosis,

calculos renales, nausea anorexia entre otros. (Bourges et al., 2005).

La osteoporosis ha sido definida como “una enfermedad sistémica del
esqueleto que se caracteriza por una baja masa 6sea y el deterioro de la micro-
arquitectura del tejido 6seo, con un consecuente aumento en la fragilidad y
susceptibilidad a las fracturas”. Los huesos pierden grandes cantidades de calcio,
se vuelven livianos y fragiles, las vertebras de contraen y se produce una pérdida
de peso. (Collin-Osdoby 2000).

La osteoporosis se produce como consecuencia del desequilibrio entre la
formacion y la resorcion ésea. El volumen de hueso preexistente, que es sustituido
por otro nuevo por unidad de tiempo, se conoce como recambio o turnover 0seo.
La diferencia entre el hueso formado y el hueso resorbido por unidad de tiempo se

conoce como balance 6seo (Serra et al, 2006).

Uno de los problemas actuales a los que se enfrenta el profesional de la
salud es realizar un diagnostico correcto tanto para su determinacion como para el
seguimiento de la respuesta al tratamiento administrado. La OMS (World Health
Organization 1994), ha categorizado el diagndstico en base a la cuantificacion de

la Densidad Mineral Osea

La densitometria dual por rayos “X” (DEXA) es muy utilizada para evaluar la
integridad 6sea en pacientes humanos con antecedentes de osteopatias. Estudios
experimentales con animales se han encontrado correlaciones muy significativas

de este método con lesiones histologicas, histomorfométricas y con andlisis
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quimicos respecto al contenido mineral del hueso o cenizas. La absorciometria de
rayos X de doble energia realizado mediante un software especial para pequefios
animales es una excelente técnica para medir la densidad 6sea en ratas (Brem et
al, 2003).

12



2.- JUSTIFICACION

En la actualidad no se cuenta con datos de referencia de la densidad
mineral 6sea de huesos en ratas de la cepa Wistar, para ser utilizados como un
patrén de referencia, para inducir disminucién de la densidad mineral ésea y
generar las bases que expliquen los cambios en el almacenamiento de Ca en la
rata. Mediante un equipo dental de difraccién y el acople de un sensor digital para
especies pequefias, podemos obtener curvas de calibracién para registrar la
densidad o6ptica de huesos de rata a lo largo de la edad, con el fin de obtener
indicadores equivalentes a la obtenida por DEXA en humanos, el cual no es
funcional para especies pequefas. Esto permitird reducir tiempo y costos para la
obtencion de los resultados, asi como eliminar el sacrificio de los animales
estudiando in vivo la densidad 6ptica utilizando el sistema radioldgico. Esto reviste
importancia debido a que no existe un estudio experimental similar, que sirva
como referencia.

13



3.- REVISION DE LITERATURA
3.1.- Calcio

El calcio, es un nutrimento indispensable que desempefia diversos papeles
biolégicos, es fundamental para procesos tales como: transmision de impulsos,
vasodilatacién, reacciones enzimaticas y de diversas hormonas, contraccion
muscular, adherencia de la célula y permeabilidad de las membranas, mitosis,
coagulacién de la sangre, secrecion glandular y estructura del esqueleto. Actla
también como segundo mensajero en procesos transmembrana citoplasmatica
(Guéguen y Pointillart, 2000).

Como resultado del papel que desempefia, se ha demostrado que un
consumo adecuado de calcio reduce el riesgo de padecer diversas enfermedades
entre las cuales se encuentran: la osteoporosis, la hipertension, el cancer de colon
(Guéguen y Pointillart, 2000), calculos en el rifidn e intoxicacion por plomo (Brynt
et al, 1999), lo que trae como consecuencia una reduccion en las tazas de

morbilidad y mortalidad

El promedio recomendado (RDA) para un consumo adecuado de calcio va
de 800 a 1200 mg por dia, éste valor depende del tipo de poblacion, ya que existe
discrepancia de consumo entre cada una, para proteger al organismo contra un
balance negativo de calcio que provocaria dafio o pérdida de masa Osea
(Guéguen y Pointillart, 2000).

Los requerimientos del calcio a través de la vida no son uniformes debido a
los cambios en el crecimiento esquelético, absorcion y excrecién (Bryant et al,
1999).

La retencion de calcio aumenta durante el crecimiento e idealmente esta en
equilibrio en la edad adulta; pero llega a ser negativa cuando el consumo de calcio
es inadecuado, puesto que el esqueleto sirve como depdsito mineral primario para

el mantenimiento del calcio a nivel del plasma, por ello la necesidad de éste
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mineral, a través de la nifiez y de la adolescencia aumenta para maximizar su
retencion en el hueso , ya que en este periodo es donde existe un crecimiento
esquelético rdpido y es importante obtener una masa maxima de hueso para

protegerla contra el riesgo futuro de osteoporosis (Teegarden et al, 1995).

3.1.1.- Biodisponibilidad del Calcio

La biodisponibilidad del calcio de los alimentos, abarca no sélo la absorcion
intestinal, sino también su utilizacién. El calcio debe ser soluble en el medio &cido
del estbmago antes de que pueda ser absorbido. La buena solubilidad en agua es

una ventaja, pero no es absolutamente necesaria.

El potencial de absorcion de calcio (la absorcion bajo las condiciones
fisiologicas favorables) depende de varios factores: el alimento consumido, la
capacidad de los intestinos (la cual es afectada por: las reservas de calcio, la
regulacion hormonal o las fuentes dietéticas del mismo), la excreciéon urinaria y la

pérdida fecal de calcio enddgeno.

En la absorcion intestinal los factores fisiolégicos, particularmente
hormonales, desempefian un papel importante en la incorporacion de calcio en el

hueso (Guéguen y Pointillart, 2000).
La biodisponibilidad del calcio, por lo tanto, puede ser definida como la
fraccion de calcio dietético que es potencialmente absorbible por el intestino y que

puede ser utilizado para las funciones fisiologicas, particularmente mineralizacion

del hueso o para limitar su pérdida.

3.1.2.- Absorcién del calcio
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La absorcién es el resultado de dos procesos: transporte activo a travées de
las células intestinales y difusion pasiva a través de las células. El primero ocurre
principalmente en el duodeno y yeyuno, el cual precisa de la intervencion e
proteinas (calbindinas 9 kD y 28 kD que fijan el calcio y cuya sintesis esta
regulada por la vitamina D), fosfatasas alcalinas y ATP asa Ca-Mg; todo ello
modulado por las necesidades de Ca y de P mediante la sintesis de 1,25
hidroxivitamina D. Si los aportes de Ca y P son escasos se estimula la sintesis de
calcitriol (1,25 hidroxivitamina D) y aumenta la absorcion intestinal activa hasta un
70% con una reduccion en la eliminacion por las heces. Este mecanismo si es
saturable, sobre todo cuando el aporte de calcio es mayor se pierde entonces por
las heces. El transporte pasivo, ocurre en el ileon y muy poco en el intestino
grueso (Pansu y Bronner, 1999).

El calcio, debe estar en forma soluble generalmente ionizado (Ca*") antes

de que pueda cruzar la pared del intestino (Guéguen y Pointillart, 2000).

3.1.3.- Fisiologia del calcio

La homeostasis fosfocélcica tiene por objeto el mantenimiento de la
concentracion extracelular de calcio ionizado en unos limites estrechos y estables.
Este proceso tiene lugar gracias a un complejo control iénico y hormonal que
regula estrechamente a la vez la entrada intestinal y la salida renal del calcio y
fosforo. Ademas existen reservas importantes de Ca y P en el esqueleto
mineralizado, que pueden ser rapidamente liberadas segun las necesidades. El
esqueleto tiene por su parte como funcidén especial permitir la sedestacipon y la
locomocion. Por ello la homeostasis fosfocalcica debe tener como objeto
primordial el garantizar la mineralizacion optima del esqueleto. Estos mecanismos
deben funcionar de forma precisa sobre todo en la infancia de modo que esta

garantizado el crecimiento y el aumento de masa 6sea (Garabédian et al, 1993).
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3.2.- Fésforo

El contenido de fésforo de un adulto varén es de aproximadamente 500g,
de los cuales el 85% se encuentra como minerales en los huesos, fosfato de calcio
e hidroxiapatita. El resto se encuentra en las células y en el liquido extracelular
como iones de fosfato inorganico, fosfolipidos, fosfoproteinas y ésteres fosféricos
organicos. La mayoria del fésforo esta presente como fosfato; no existe fosforo
elemental presente como tal en el organismo. El fosfato es un constituyente de los
acidos nucleicos y de las membranas celulares, y es un factor esencial en todas
las reacciones que producen energia en las células; este mineral desempefa un
papel importante en la alteracion de las concentraciones de calcio en los tejidos,
en el mantenimiento del equilibrio acido-base y en la excrecion renal de iones

hidrégeno (Morgan y Weinsier, 1999).

3.2.1.- Absorcion del fosforo

El fosfato se absorbe Unicamente en el intestino delgado, mediante un
proceso de transporte activo que requiere sodio y, en mayor medida, mediante
difusion pasiva. La vitamina D estimula la absorcion de fosfato a través de un
mecanismo aparentemente independiente de su accidon sobre el transporte de
calcio. Por lo tanto, en la deficiencia de vitamina D, con una reduccion de la
disponibilidad de 1,25(0OH),D3, la absorcion de fosforo y de calcio esta reducida.
Durante el periodo de lactancia materna, los lactantes absorben entre el 85 y el
90% del fosforo presente. Cuando los lactantes reciben leche de vaca, que es
siete veces mas rica en fosforo que la leche humana, la absorcion intestinal de
fésforo se reduce hasta el 65 al 70%. En nifios de mas edad y en adultos, con una
ingesta de 1.000-1.500 mg de fésforo, la eficacia de la absorcion es
aproximadamente del 50 al 60%. La ingesta de antiacidos que contienen aluminio

reduce su absorcion.
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3.2.2.- Metabolismo de fosforo y calcio

El metabolismo del calcio (Ca) y el fosforo son tan interdependientes que
hay que estudiarlos juntos, hay tres hormonas que regulan los niveles plasmaticos
del calcio y el fésforo inorganico (Pj): los metabolitos activos de la vitamina D
(ahora considerada hormona en lugar de vitamina), la hormona paratiroidea (PTH)
y la calcitonina, Los tejidos metabolicamente activos donde actdan son hueso,
rifidn e intestino. Como érgano fisiologico, el hueso es el reservorio del 99% del
calcio total del organismo (1.000 g) y el 90% del fésforo total, estando el fosfato y
el calcio 6éseo unido como hidroxiapatita: Caio(PO4)s(OH),. Asi, sélo el 1% (1.000
mg) de calcio esta en el liquido extracelular y s6lo una mindscula parte (50mg), es
intracelular, principalmente en mitocondrias (Salter, 2000).

Para que se lleve a cabo el proceso de fijaciéon optimo del Ca en el tejido
0seo debe de existir una relacion 1:1 en la concentracion del Ca y el P presentes
en la sangre, ya que el P tiene un efecto directo en las funciones fisioldgicas del
Ca Esto es lo que se conoce como la relacion Ca/P que es un factor importante
para la formacién de hueso. La relacion Ca/P es importante en el control y
prevencion de enfermedades asociadas con anormalidades en la estructura 6sea
(Guéguen et al, 2000).

El exceso de fosforo en la dieta puede alterar el remodelado O6seo al
estimular la secrecion de hormona paratiroidea, responsable de la movilizacién del
calcio de los huesos, especialmente si la ingesta de calcio es baja (Ortega et al,
2000).

3.2.3.- Biomecanica del hueso
Los huesos responden a las fuerzas aplicadas sobre su superficie siguiendo

un patrén caracteristico. La primera fase es elastica y depende de la rigidez del
hueso. En esta la deformacion es temporal y se mantiene solo durante un

determinado tiempo, tras lo cual, recupera su forma original. Si la fuerza aumenta,
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se entra en una fase plastica y el hueso, aunque se recupere parcialmente, queda
deformado.

Cuando la fuerza aplicada es superior a la resistencia del tejido se produce
la fractura. La respuesta de tejido 6seo frente a las fuerzas que se aplican sobre
su superficie dependera del tipo de fuerza, del tipo de hueso, asi como de la

densidad, arquitectura y composicion del tejido 6seo.

Las fuerzas que pueden actuar sobre el tejido 6seo son de tres tipos tension
compresion y torsion. Ademas pueden ser aplicadas de forma perpendicular a la
superficie 0sea (fuerza normal) o de forma oblicua (fuerza de corte). Los huesos
largos, son elasticos y poco plasticos, donde la resistencia sera mayor cuando la

fuerza se aplica de forma vertical al sentido de la carga.

Cuando la fuerza se aplica de forma oblicua, la fase plastica se acorta y el
hueso se fractura con mas rapidez En los huesos integrados por tejido 0seo
esponjoso, la resistencia es mayor cuando la fuerza se aplica a lo largo del eje
vertical de las trabéculas vertebrales y también cuando es paralela a los sistemas

trabeculares del cuello femoral.

Estos huesos, al ser menos densos, son menos elasticos y mas plasticos,
por lo que pueden presentar deformaciones mayores. Asi, mientras que en los
huesos integrados por tejido esponjoso, las fracturas se producen cuando existen
variaciones del 7% de su longitud, en los integrados por tejido compacto, las

fracturas se producen con variaciones del 2% (Serrano, 1998).
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3.3.- Hueso
3.3.1.- Funcion y Constitucion del hueso

El hueso es un tejido conectivo, profusamente vascularizado e inervado y
sometido a un proceso de remodelado continuo a lo largo de toda la vida. El
esqueleto, por un lado, proporciona soporte estructural para el movimiento; y por
otro, ademas de proteger el encéfalo, medula espinal y el contenido del térax y
pelvis, la medula ésea constituye el soporte y matriz de la hematopoyesis. Para
desempefias tales funciones, el hueso posee una organizacion anatomica
funcional que lo hace ser un tejido muy activo, contrariamente a su apariencia,
junto con todo lo anterior, el hueso contiene el 99% del calcio, 85% de fosforo,
60% del magnesio y 35% del sodio (tres Guerras et al, 2005).

El tejido 6seo puede ser considerado desde dos puntos de vista totalmente
diferentes a) los huesos, como unidades, son estructuras anatémicas y b) el hueso
de todo esqueleto, como conjunto, es un o6rgano fisiologico metabdlicamente
activo (Salter et al, 2000).

El ser humano adulto esta formado por 206 huesos que son los érganos del
sistema esquelético. Ademas sirve como medio de insercion para los musculos
esqueléticos. También protege estructuras delicadas como cerebro, corazon y
pulmones. La médula o tejido blando interno presente en algunos huesos es el
sitio de la eritropoyesis, o formacion de globulos rojos, asi como de ciertos tipos de
leucocitos. La médula eritropoyética se encuentra sélo en los huesos del craneo,
vértebras, esterndn, iliaco, y extremos superiores de los huesos del brazo y muslo.
Los huesos también actian como almacén de calcio y fosforo, minerales que son

liberados a la sangre cuando se necesitan (Dienhart, 1981).

El hueso esta sujeto a presiones, tensiones, torsiones e inclinaciones, y se
opone a éstas gracias a su resistencia y elasticidad. En edades avanzadas y en
algunas enfermedades, esta resistencia esta alterada, produciéndose fracturas (Le
Vay et al, 2004).
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3.3.2.- Tejido 6seo
En el estroma de la cavidad medular de los huesos se halla un tejido

conectivo en el que asientan diversas estirpes celulares esenciales tanto para la
hematopoyesis como para la fisiologia 6sea. Asi en él se encuentran células
progenitoras, adipocitos, macrofagos, mastocitos, células endoteliales y células
puramente 6seas, como osteoblastos y osteoclastos y sus células precursoras
(Tres Guerras JAF et al, 2005).

Todos los huesos se encuentran en un equilibrio dinAmico, es decir, el
deposito (formacién) y la reabsorcion de hueso estan equilibrados, y esto permite,
al mismo tiempo, un remodelado del esqueleto segun las necesidades mecanicas.
Las células responsables de la formacion de nuevo hueso se conocen como
osteoblastos, y las responsables de la reabsorcion del hueso son grandes células
multinucleadas llamadas osteoclastos (las células destructoras de hueso). Los
osteoblastos secretan los componentes organicos del hueso (osteoide) que
posteriormente, siempre que exista una cantidad suficiente de calcio y fosfato en

el liquido extracelular, se mineralizan (Pocock et al, 2005).

3.3.3.- Caracteristica del hueso
Huesos largos: la longitud es mayor que su anchura y el espesor; su cuerpo

o diafisis presenta forma tubular, su textura es compacta y en su eje se encuentra
la cavidad medular; los dos extremos o epifisis presentan estructura esponjosa.

Ejemplo: el fémur.

Huesos planos: las dimensiones que predominan son longitud y anchura; su
textura reporta dos laminas compactas que encierran una capa esponjosa llamada

diploe. Ejemplo: el parietal.

Huesos cortos: presentan sus tres dimensiones practicamente iguales, su

interior es de textura esponjosa. Ejemplo: Los huesos del carpo (Gutiérrez, 2005).

21



Huesos irregulares: son los de formas mixtas por ejemplo: los huesos
faciales, la columna vertebral se llaman huesos sesamoides. Los huesos
wormianos son accesorios y se encuentran entre los huesos de craneos, donde

los boedes se unen (Dienhart, 1981).

El hueso es un tejido conectivo mineralizado que adopta dos variedades
morfologicas: la cortical y la trabecular.

Cada hueso esta conformado por uno o ambos tipos de estructura. El hueso
cortical es un hueso denso o compacto (presente en la diafisis de los huesos
largos, lamina externa e interna de los planos y periferias de los cortos) compuesto

por conductos de Havers, vasos sanguineos y linfaticos y fibras nerviosas.

En contraste, el hueso trabecular o esponjoso (localizado en la parte central
de los huesos cortos, epifisis y metafisis de los largos, y diploe de los planos)
posee cavidades irregulares ocupadas por la médula 6sea y sus laminillas se
disponen alrededor de esas cavidades y carece de conductos de Havers (Tres
Guerras et al, 2005).

3.3.4.- Fémur
El Fémur hueso mas grande y fuerte del cuerpo. El cuerpo es casi

cilindrico, pero sus dos extremos son irregulares. La cabeza, redondeaday lisa, es
recibida en el acetabulo del hueso coxal para formar la articulacion de la cadera.
Los trocanteres mayor y menor son prominencias, en el extremo superior del

cuerpo, en las que se insertan musculos (Drake et al, 2005).
El extremo inferior del hueso esta ensanchado para articularse con la tibia a

nivel de la rodilla. Los epicéndilos dan insercion a los ligamentos y tendones. En la

superficie anterior del extremo inferior, situada entre los dos céndilos (apdfisis
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redondeadas que se ven en la cara posterior del fémur), esta la superficie de
contacto para la rotura (Dienhart et al, 1981).

La diafisis del fémur estd arqueada hacia delante y tiene un trayecto oblicuo
desde el cuello del fémur hasta el extremo distal. Como consecuencia de esta
orientacion oblicua, la rodilla esta cerca de la linea media por debajo del centro de

gravedad del cuerpo (Drake et al, 2005).

La parte media de la diafisis del fémur presenta una seccion triangular. En
la parte media de la diéfisis, el fémur tiene unas superficies medial
(posteromedial), lateral (posterolateral) y anterior, asi como unos bordes medial,
lateral y posterior (Dienhart et al, 1981).

Los bordes medial y lateral son redondeados, mientras que el posterior
forma una cresta rugosa ancha, la linea aspera. En las regiones proximal y distal
del fémur, la linea aspera se ensancha hasta formar una superficie posterior
adicional. En el extremo distal del fémur, esta superficie posterior forma el suelo
de la fosa poplitea y sus bordes, que se continGan con la linea aspera por encima,

dan lugar a las lineas supracondileas medial y lateral (Drake et al, 2005).

La linea supracondilea medial termina en un tubérculo prominente (el
tubérculo aductor) sobre la cara superior del condilo medial del extremo distal.
Justo lateral al extremo inferior de la linea supracondilea medial existe un area
rugosa alargada de hueso para la insercién proximal de la cabeza medial del

musculo gastrocnemio (Drake et al, 2005).

3.4.- Enfermedades Oseas

Las enfermedades producidas por las anormalidades selectivas de las células
ilustran la interpretacion de los factores los cuales conservan la funciono ésea

normal (Ganong et al, 2000).
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Varias mutaciones en los genes codificantes de la colagena dan lugar a huesos
fragiles, con lo que producen la osteogénesis imperfecta (enfermedad de los
huesos fragiles). Otras mutaciones en los genes de la coladgena generan las
diversas condrodisplasias y al menos una variante del sindrome de Ehler-Danlos
Es posible que algunos casos de osteoporosis, osteoartritis y aneurisma aortico
también tengan origen en las mutaciones de los genes de la coldgena (Ganong et
al, 2000).

El trastorno en el que la acrecion del calcio por unidad de matriz 6sea que resulta
insuficiente se denomina raquitismo en los nifios y osteomalacia en los adultos
(Ganong et al, 2000).

3.4.1.- Osteoporosis
La osteoporosis tal como la define la OMS, es una enfermedad esquelética

sistémica caracterizada por una disminuciéon de la masa Osea, asi como el
deterioro microarquitectural del hueso, con un aumento de fragilidad vy

susceptibilidad a las fracturas (Barret-Connor, 1995).

La osteoporosis en una enfermedad que mientras se desarrolla no duele ni
causa ninguna discapacidad, el dolor aparece con las fracturas osteoporéticas y la
discapacidad, en algunos casos, persiste luego del accidente que provoco la
guebradura de un hueso, sin embargo la consecuencia mas importante es la
movilidad limitada del individuo, perdiendo independencia personal vy
disminuyendo la calidad de vida Las fracturas mas comunes que sufren las
personas son las de mufieca, cadera vértebras y fémures. También se producen
fracturas en otros huesos, como la pelvis y el humero, aunque son menos

comunes (American College of Sports medicine, 1993).
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La osteoporosis es a enfermedad muy frecuente en la gente, especialmente
en mujeres posmenopausicas, resultando en una disminucién patolégica de la

masa 6sea (Knight et al, 2004).

En la osteoporosis se pierde la matriz y ademas se presenta una perdida de
masa Yy fuerza ésea junto con un incremento de la incidencia de fracturas. La
osteoporosis se ha transformado en una de las causas mas comunes de la
discapacidad de las personas mayores, y ha determinado la calidad de vida de las
mujeres de mas de cincuenta afios de edad (AMMOM, 2004). La osteoporosis
constituye una enfermedad comun y en los EUA y Europa se ha convertido en un

problema de salud publica muy importante (Ganong et al, 2000).

Las encuestas dietéticas muestran que el 34 al 47% de la poblacién de mas
de 60 afios de edad consume menos de la mitad de la RDA de calcio. Es éste el
grupo de edad con mayor riesgo de desarrollar osteoporosis, Las causas de la
osteoporosis son multifactoriales y en gran medida desconocidas, pero parece
probable que parte del problema esté relacionado con el metabolismo del calcio
(Devlin, 2000).

3.4.2.- Clasificacion clinica de Osteoporosis

La osteoporosis puede ser localizada o generalizada y se puede clasificar
en primaria o secundatria.

-La primaria se produce en ancianos y en mujeres posmenopausicas.

-La segunda se produce como consecuencia de endocrinopatias,

malabsorcién intestinal y neoplasias (Knight et al, 2004).

Existen varias causas que provocan la osteoporosis, lo que permite su
clasificacion en primaria y secundaria. La primaria se observa en asociacién con
menopausia 0 envejecimiento. Tradicionalmente se divide en tipos | y Il. El tipo |

es la osteoporosis posmenopausica debida a la deficiencia de estrogenos que
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llevan un incremento de osteoclastos con el subsecuente estado de recambio
elevado. No se entiende exactamente el mecanismo por el cual la insuficiencia de
estrogenos tiene estos efectos; sin embargo, se ha visto que con niveles bajos de
éstos hay una regulacién positiva de citocinas, especialmente de IL-6 y M-CSF
que favorecen la formacion y activacion de osteoclastos. La osteoporosis primaria
tipo Il, llamada también involutiva, se asocia al envejecimiento. En comparacion
con el tipo |, existe una disminucion en el recambio 6éseo con un defecto primario
en la actividad osteoblastica y reduccion en la formacion de hueso. En cambio, la
osteoporosis secundaria resulta de factores distintos al envejecimiento o la
menopausia. Todos los pacientes con pérdidas O6seas inexplicables se deben
considerar candidatos para la evaluacion de causas secundarias que se pueden

sobreponer a una carencia 6sea primaria (Knight et al, 2004).

Para excluir las causas secundarias mas frecuentes, se realizan examenes
de laboratorio basicos, pruebas de funcion tiroidea, electroforesis de
inmunoproteina (IPEP), 25(0OH), vitamina D3, cortisol libre en orina de 24 horas,
testosterona y/o estrégenos, calcio urinario de 24 horas y PTH intacta. Si los estos
estudios resultan son negativos o0 si se requieren mas estudios, se realizara una
biopsia de hueso (OMS, 2004).

Varios autores han desarrollado diferentes instrumentos para la deteccidn
rapida y barata de los pacientes que deberian ir a DEXA, las cuales se
caracterizan por una alta sensibilidad, pero por una baja especificidad. Estas
herramientas  consisten en la aplicacibn de un cuestionario que contiene
preguntas acerca de la presencia de factores de riesgo relacionados con
osteoporosis. Cada instrumento selecciona unos factores de riesgo y le asignha un
puntaje a cada uno, el cual luego se suma, siendo el riesgo maximo de
osteoporosis el puntaje maximo posible. Una herramienta de tamizacion Optima
deberia tener un punto de corte en el que se pueda seleccionar correctamente a
los sujetos que deben ir a DEXA y en el que no haya falsos positivos ni falsos

negativos. Cada una de estas encuestas establece un punto de corte del puntaje
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adecuado a partir del cual la sensibilidad y especificidad tienen el mayor
rendimiento diagnéstico y asi se decide solicitar o no el examen DEXA.

Las validaciones previas de las escalas18-30 han utilizado puntos de corte
para lograr una sensibilidad mayor al 90%. Solamente un estudiol8 ha buscado
un punto de corte que sea aquel en el cual esta el mejor balance entre sensibilidad
y especificidad.

Los cuestionarios mas conocidos que han sido validados son: ORAI
(Osteoporosis Risk Assesment Instrument) 19, SCORE (Simple Calculated
Osteoporosis Risk Estimation tool) 20, NOF (National Osteoporosis Foundation)
21, ABONE (Age, Body Size, No Estrogen) 22, OST (Osteoporosis Self-
Assessment Tool) 23, 24 y OSIRIS (Osteoporosis Index of Risk) 25. Todas estas

herramientas tienen en comun el utilizar como parametros la edad y el peso.

El ORAI ademas utiliza el uso actual de terapia de reemplazo hormonal,
tiene una sensibilidad descrita entre el 71% y el 94% y una especificidad del 39%
al 67%18, 19, 26, 27.

El SCORE tiene en cuenta la raza, antecedentes de fracturas, antecedente
de artritis reumatoide y uso de terapia estrogénica, cuya sensibilidad es del 56% al
91% y especificidad del 30% al 84% 18-20, 26, 28, 29.

El NOF utiliza adicionalmente la historia personal y familiar de fracturas y el
uso actual de cigarrillo, con sensibilidad entre 87% y 96% y especificidad entre
17%y 25% 21, 26.

El ABONE da puntajes por edad, peso y uso de estrogenos; su sensibilidad

oscila entre 64% y 83% y su especificidad entre 47% y 64% 2 2, 26 (Calvo et al,
2007).
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El OST utiliza Unicamente peso y edad como criterios y han descrito una
sensibilidad entre 72% y 94%, con una especificidad entre 25% y 64% 18, 23, 24,
27.

OSIRIS es la herramienta descrita mas recientemente; aparte del peso y la
edad da puntos por terapia de reemplazo estrogénico y por historia de fracturas;
su sensibilidad varia entre 70% y el 90% y su especificidad entre 38% y 70% 18,
25, 30.

Los detalles de como se utilizan estos instrumentos y los puntos de corte
sugeridos por sus autores. La variacion de sensibilidad y especificidad de cada
herramienta varia segun el punto de corte utilizado y el T-Score del DEXA con el
gue se han comparado. Aunque estos instrumentos se han validado en otras
partes, su validacion no se ha hecho en nuestro pais y asi establecer su utilidad

en la practica clinica en nuestra poblacion (Calvo et al, 2007).

3.4.3.- Osteopenia

La osteopenia, se refiere a la disminucion de la densidad mineral 6sea, esta
condicion es el escaldn previo a la osteoporosis pero es menos frecuente que
esta, en los paises en vias de desarrollo como México, la ingesta de calcio a partir
de la leche y sus derivados esta limitada en mayor medida por el alto costo que
representan estos productos, lo que se refleja en el hecho de que mas de 24.5
millones de personas presenten osteopenia (Murillo et al., 1999; Bocanegra et al.,
2006).

3.5.- Densidad mineral 6sea (DMO)
La densidad mineral 6sea es un indicador para el riesgo de fractura en

cualquier edad, cuando mas baja es la densidad esquelética del hueso, mayor es

el riesgo de fractura (Bryan et al, 1999), esto es debido a que esta bien
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establecida que la densidad y la fuerza del hueso estan altamente correlacionadas
(Pocock et al, 1987)

3.6. - Absorciometria de rayos X de energia dual (DEXA).

La densitometria dual por rayos “X” DEXA es muy utilizada para evaluar la
integridad 6sea en pacientes humanos con antecedentes de osteopatias. Estudios
experimentales con animales se han encontrado correlaciones muy significativas
de este método con lesiones histologicas, histomorfométricas y con andlisis
quimicos respecto al contenido mineral del hueso o cenizas (Brem et al, 2003).

Con esta técnica, dos haces son emitidos de una fuente de rayos X, estos
haces de distinta energia pueden corregir la atenuacion producida por los tejidos
blandos. Es el método mas extendido en la actualidad, por su baja radiacion, su
precision y capacidad de medir tanto el esqueleto axial como el apendicular. Los
densitometros DEXA, exploran la cadera, la columna lumbar, el antebrazo y en
muchos casos el esqueleto total. Algunos DEXA son capaces de dar imagenes
laterales, que tiene la ventaja de poder medir exclusivamente el cuerpo vertebral,
excluyendo los arcos posteriores y los osteofitos anteriores. De esta manera, la
artrosis vertebral no interfiere en la medida. No obstante, la proyeccion lateral
tiene la desventaja de una menor reproductibilidad comparada con la

anteroposterior (Ibafiez, 2003).

Los mas usuales analizan cadera y columna lumbar, dando valores por
separado de la DMO en L2,L3 y L4, asi como en distintas localizaciones de la
cadera: cuello femoral, trocanter y region intertrocantérea. También proporciona
los valores del fémur total y del triangulo de Ward. Esta ultima representa una
zona variable, no anatomica, definida por el software de la maquina,

correspondiente al area de menor DMO de la cadera (Ibafiez, 2003).
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El aparato representa los valores de masa 6sea en g/cm? (BMD), contenido
mineral sea en g (BMC), area (cm?), altura (cm) y grosor (cm) del &rea explorada.
A continuacion suministra los valores de referencia, BMD, en funcion de la edad,
en una gréfica de lineas: 1) la de referencia, 2) desviacion estandar (+1). (Brem et
al, 2003).

En otra tabla proporciona los valores T-score y Z-score en cada una de las
localizaciones exploradas asi como los porcentajes respecto a los valores del
adulto joven y respecto al grupo de edad y sexo. Este densitometro tiene una alta
precision y han demostrado tener valor predictivo de fractura. Son ampliamente
usados. Tienen la desventaja del alto coste y gran tamafio. Requiere espacio y
necesitan personal especializado para su manejo (Ibafiez, 2003).

Los resultados del DEXA son interpretados por un radidlogo, como médico
especializado en el diagndéstico por la imagen de las distintas enfermedades. El
radidlogo emitira un informe y lo enviara al médico solicitante, que realiza el plan

de tratamiento (Brem et al, 2003).

Como ya se menciono antes el método diagnodstico de absorciometria de
rayos X de energia dual (DEXA, por sus siglas en inglés), ha tenido gran
aceptacion debido a su precision, minima radiacién y rapidez del estudio, sin
embargo, es un método muy costoso, en México existen alrededor de 400
escaneres de DXA de los cuales solo el 15% se encuentran en hospitales
publicos, el resto se encuentran en la salud privada, que atiende a la minoria de la
poblacién. (Clark P. 2010).

La Sociedad Mexicana de Metabolismo Oseo y Mineral AC (AMMOM), que
ofrece curso y certificacion en densitometria 6sea informo que de estos 400
escaneres solo 300 estan en uso en centros médicos y no todos han alcanzado la
certificacion por la Sociedad Internacional de Densitometria u otros examenes. El

costo de un examen DEXA en México varia entre los $250.00 a $1500.00 en
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servicios publicos y privados respectivamente, ademas de que no existe en

México una politica de reembolso para exdmenes DEXA. (Clark P. 2010).

Para la calibracién de un DEXA se necesita un patron o phamtom hecho de
hidroxiapatita o aluminio. El sistema automéaticamente ajusta los valores obtenidos
en las radiografias y corrige los tonos acorde a la base de datos de densidad
mineral 6sea de las personas en funcién de su género, edad y nacionalidad (Brem
et al, 2003).

3.7.- Rayos X
3.7.1.- Difraccion de RX

Los rayos X, son radiaciones cuya longitud de onda oscila entre 0.02 A a
100 A y al igual que la luz ordinaria, se manifiesta en forma de energia radiante,
siendo emitidos por los atomos debido a profundas perturbaciones en sus
estructuras electronicas. ElI fenomeno es de caracter electromagnético y de la

misma naturaleza de la luz visible.

La ecuacion establecida por Bragg que permite establecer la relacion
existente entre la longitud de onda de los rayos X y los espacios interplanares de
los cristales es la siguiente:
nA = 2d senb
Donde:

n = es un numero entero, numero de orden de reflexion
A = es la longitud de onda de los rayos X
d = es la distancia interplanar del cristal

0 = angulo de Bragg o angulo de incidencia.

El valor A es una constante del tubo de rayos X, utilizado, que es mas

definido con el empleo de filtros 0 monocromadores.
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El angulo 8 es variado continuamente durante el analisis, pero es un valor
medible registrado por el instrumento.

El valor d es calculado en funcion de los otros valores.

La difraccion de los rayos X es una herramienta Gtil durante el desarrollo de
la caracterizacion de minerales, permite la identificacion de especies minerales

cristalinas que debido a su complejidad es dificil de identificar por otras técnicas.

Toda sustancia cristalina dispersa los rayos X en su propio patron de
difraccion unico, produciendo una “huella” de su estructura atomica y molecular.
La intensidad de cada reflexién constituye la informacién bésica requerida en el

analisis de la estructura del cristal.

Debido a que atomos diferentes tienen diversos numeros de electrones, su
dispersion relativa varia. Como consecuencia, la estructura del cristal determina la
intensidad y posicion del haz difractado. Aun cuando dos cristales tengan redes
idénticas, el tipo de atomos que los forman puede ser diferente. Por lo tanto, cada

especie de cristal difracta los rayos X en una forma caracteristica distinta.

La difraccidon de rayos X, presenta una caracteristica Unica que es la de que
los componentes se identifican como compuestos especificos a partir de sus
diagramas de difraccidén y constituye lo que probablemente sea la aplicacion mas

amplia de este método (Boldu et al, 2001).

En este trabajo de tesis, la difraccion de rayos X sera utilizada
principalmente para la identificacion y caracterizacion de Hap en los huesos de
rata en funcion de la edad y establecer los cambios producidos por los efectos de

una mala nutricion.

La ley de Beer, “Cuando un rayo de luz monocromatica pasa a través de un

medio absorbente, su intensidad disminuye exponencialmente a medida que
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aumenta la concentracion de la sustancia absorbente en el medio”, es la
herramienta principal de esta aplicacion, se emplea para calcular la atenuacion en
los tonos de gris de las radiografias en funcidn del coeficiente de absorcion de la
muestra, su grosor y la energia del haz de rayos x aplicada. Esta ley es
fundamental para encontrar el coeficiente de absorcion de las muestras a analizar,
de tal manera que se pueda encontrar una curva que relacione la intensidad de los
pixeles de la radiografia en la region de interés con el grosor de la muestra, y asi
dar una valoracién de la cantidad mineral 6sea de la misma (Maikala, 2009).

3.8.- Dieta AIN-93

La dieta AIN-93, es una actualizacion de la dieta AIN-762, propuesta por
The American Institute of Nutrition (AIN), realizada por The Federation of American
Societies for Experimental Biology (FASEB), Forrest Nielsen y Philip Reeves. La
meta de esta dieta es establecer una guia que pueda ayudar a los cientificos que
trabajan con nutricidbn experimental. Este intento de estandarizar una dieta prueba
para animales de laboratorio, tiene como objetivo reducir la variacion en los
resultados y facilitar la interpretacion de los mismos entre experimentos y

laboratorios.

Las nuevas dietas fueron formuladas para el crecimiento, prefiez, lactancia
y mantenimiento de ratas y ratones. Las formulaciones fueron hechas bajo los
siguientes criterios: pueden ser elaboradas con ingredientes purificados; con las
formulaciones se puede conformar dietas normales o excedidas en algun
nutrimento; pueden ser elaboradas facilmente con ingredientes disponibles y a

bajo costo, la composicion de las mismas es consistente y reproducible.
La dieta AIN-93 esta recomendada para animales en crecimiento, prefiez y

lactancia (tabla 1); en tanto que la dieta AIN-93M est4 recomendada para el

mantenimiento de animales adultos (tabla 6). Esta Ultima es mas baja en el
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contenido de proteina y grasa. La tabla 2 muestra el contenido de minerales en

base al requerimiento

A continuacion se muestra las formulaciones de las dietas:

Figura 1. Se presentan las tablas con la composicion de las dietas AIN-93 G

(tabla 1) y AIN-93 M (tabla 6), asi como su contenido mineral (table 2).

TABLE 1

AIN-93G diet formulated for the growth, pregnancy and
lactational phases of rodents

Ingredient
glkg diet
Cornstarch 397.486
Casein (285% protein) 200,000
Dextrinized cornstarch
(90-94% tetrasaccharides)! 132.000
Sucrose 100.000
Soybean oil {no additives) 70.000
Fiber? 50.000
Mineral mix {AIN-93G-MX) 35.000
Vitamin mix [AIN-93-VX) 10.000
L-Cystine 3.000
Choline bitartrate (41.1% choline® 2.500
Tert-butylhydroquinone 0.014

IDyetrose [Dyets, Bethlehem, PA} and Lo-Dex 10 (American
Maize, Hammond, IN) meet these specifications. An equivalent
product may also be used.

2S0lka-Floc®, 200 FCC (FS&D, St. Louis, MO) or its equivalent
is recommended.

3Based on the molecular weight of the free base.
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TABLE &

AIN.93M diet formulated for maintenance of adult rodents

Ingredient
g'kg diet
Cornstarch 465692
Casein |285% protein) 140.000
Dextrinized cornstarch
(90-94% tetrasaccharides|! 155.000
Sucrose 100.000
Soybean oil [no additives) 40.000
Fiber? 50.000
Mineral mix [AIN-93M-MX) 35.000
Vitamin mix [AIN-93.VX) 10.000
L-Cystine 1.800
Choline bitartrate (41.1% choline}? 2.500
Tert-butylhydroguinone 0.008

IDyetrose |Dyets, Bethlehem, PA) and Lo-Dex 10 [American
Maize, Hammond, IN) meet these specifications. An equivalent
product may also be used.

2Sulka-F]uc@, 200 FCC (FS&D, St. Louis, MO) or its equivalent
is recommended.

3Based on the molecular weight of the free base.

TABLE 2

Contribution of mineral elements to the AIN-93G and

AIN-93M diets when the recommended mineral mixes

AIN-93G-MX and AIN-93M-MX, respectively, are fed
at 35 g/kg of the diet

Diet
AIN-93G AIN-93M
mg/kg diet
Essential mineral element
Caleium 5000.0 5000.0
Phosphorus! 1561.0 1992.0
Potassium 3600.0 3600.0
Sulfur 300.0 300.0
Sodium 1019.0 101%.0
Chloride 1571.0 1571.0
Magnesiom 507.0 507.0
Iron 35.0 350
Zinc 30.0 30.0
Manganese 10.0 10.0
Copper 6.0 6.0
lodine 0.2 02
Molybdenum 0.15 0.15
Selenium 0.15 0.15
Potentially beneficial mineral element
Silicon 5.0 5.0
Chromium 1.0 1.0
Fluoride 1.0 1.0
Nickel 05 0.5
Boron 0.5 0.5
Lithium 0.1 0.1
Vanadium 01 0.1

1A total of 3000 mg P/kg diet is recommended for each diet. The
difference between the contribution of the mix and the recom-
mended dietary amount is made up from the contribution of phos-
phorus from casein.

Figura 1. Dieta AIN-93 1
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Al emplear estas dietas en estudios de tipo nutrimental que requieren la
alteracion de uno o méas de sus ingredientes; se tiene que tener en cuenta el
contenido de las mismas y realizar los ajustes necesarios para adecuar las
cantidades de nutrimentos (Reeves et al, 1993).

Es bien sabido que en humanos, la dieta influye en el bienestar del
organismo. Cuando hay carencia o exceso de algunos nutrimentos, sobrevienen
enfermedades. Especificamente, hablando del calcio, su carencia o limitacién en
la dieta, afecta la densidad mineral ésea. En el caso de las ratas, existen modelos
de osteopenia después de haber tenido una oforectomia, pero no existe una
referencia en la cual se haya afectado la densidad mineral 0sea a través de dieta.

Es por eso que proponemos una dieta deficiente en calcio que induzca osteopenia
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4.- Hipotesis

La dieta con una disminucién del 40% en todos los nutrimentos
administrada al grupo experimental provocard una desnutricibn que nos permita
observar una descalcificacion 6sea, formando una curva que permita comparar el
comportamiento normal y desnutrido de éste parametro y que posteriormente sirva

de referencia para estudios biolégicos experimentales.
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5.- OBJETIVO

Estudiar la densidad mineral 6sea en ratas mediante una dieta de
desnutricion, que nos permita obtener una curva de densidad mineral osea, que
sirva como patron de comparacion entre un grupo de ratas normal y un grupo de
ratas desnutridas, a través de un método alternativo por trasmision de rayos X; y
gue sirva de referencia para estudios biol6gicos experimentales relacionados con

el tema.

5.1.- Objetivos particulares

1. Generar un método alternativo para la determinacion de la densidad
mineral 6sea, mediante la deteccidn digital de rayos X.

2. Elaborar una curva de crecimiento normal del femur en ratas de la cepa
wistar

3. Formular una dieta que genere una disminucion en la densidad mineral
osea.

4. Generar un modelo de osteopenia a partir de las curvas desarrolladas de
densidad mineral 6sea, a través de dietas deficientes en el contenido de

calcio.
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6.-METODOLOGIA

6.1.- Generar un método alternativo para la determinacién de la

densidad mineral 6sea, mediante la deteccion digital de rayos X.

Se genero un método alternativo para la determinacién de la densidad
mineral 6sea, mediante la transmision de rayos X, esto para evaluar el estado de
la densidad mineral O6sea de los animales alimentados con las dietas
experimentales. Esto se hace necesario, debido a que actualmente no se cuenta
con el equipo (densitometro) para medir la densidad mineral 6sea en especies
pequefas y el costo del mismo es elevado. El evaluar el estado mineral de los
huesos de los animales experimentales por otros medios, implica un elevado
costo, demasiado tiempo, son técnicas en donde se tienen que sacrificar los
animales y los resultados que estos animales pudieran arrojar, serian

semicuantitativos con respecto al resto de los animales del grupo experimental.

Como se explicé anteriormente, para determinar la densidad mineral
0sea se esta construyendo un sistema de transmision de rayos X basado en un
equipo dental, al que se le ha incorporado un detector digital de imagen que
permite obtener las radiografias. Este sistema tiene ventajas sobre la radiografia

convencional por que no tienen influencia los procesos de revelado.

El equipo consta de una fuente de rayos X de tipo dental (figura 2) , el
sensor de rayos X (figura 3) y el software de captura. La calibracion del conjunto
fuente de rayos X y sensor se hizo tomando en cuenta distancia y tiempo de
exposicién, las cuales se corrieron al mismo tiempo. La primera de ellas se enfoca
en determinar la distancia 6ptima para la toma de la radiografia y la segunda es
para analizar el tiempo de exposicion adecuado para que la radiografia no se

sature (se vea muy oscura). Esta prueba se realiz6 usando hueso de pollo.
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Figura 2. Fuente de rayos X dental 1

Figura 3. Sensor de imagen de rayos X 1
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Tiempo de exposicion (Seg)
T1 0.800
T2 0.100
T3 0.125
T4 0.160
T5 0.200

Tabla 1. Tiempo de exposicion predeterminado 1

Obtencion de la distancia y tiempo de exposicion 6ptimo

La muestra analizada en esta prueba es el fémur de pollo descarnado al

cual se le tomaron radiografias bajo el siguiente procedimiento.

1.- Se ajusto el cilindro colimador de la fuente de rayos X frente al sensor dejando

una distancia entre ellos de 2.5, 4y 8 cm.

2.- Se tomaron radiografias con cada tiempo de exposicion en cada una de las

distancias descritas anteriormente.

3.- Se procesaron las radiograficas en computadora tomando una region de
interés (RDI) de 0.25cm2 que equivale a un pequefio cuadrado de 83 x 83 pixeles,
posteriormente se analizaron sus histogramas correspondientes con el objetivo de
cuantificar los niveles de gris y la cantidad de pixeles en la RDI.

4.- Se graficaron los datos obtenidos tomando en cuenta la media + EE

Una vez establecidos la distancia y tiempo de exposiciéon a utilizar,

procedemos a tomar radiografias del grupo control.
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6.1.1.- Calculo de densidad Optica en radiografias

Densidad Optica.

Es la relacion de intensidades en un area determinada y el area de esa
seccion expresada en pixeles. Para calcular la densidad Optica, veamos un
ejemplo:

Necesitamos seleccionar una RDI de la imagen de interés. Los niveles de

gris en cada pixel se ilustran a continuacion.

Tabla 2. RDI seleccionada de una imagen 1

Se necesita obtener el histograma (H) de la RDI; el histograma es una tabla

gue muestra la cantidad de pixeles que tienen el mismo valor en la imagen.

Pixeles 1/13(3|1|1]...[N
Niveldegris |0|1(2|3|4]...|255

Tabla 3. Histograma de la seccion RDI 1

Ahora bien, se obtiene el histograma acumulado (H.A) de la RDI, que es la
sumatoria de cada nivel de gris en el histograma, multiplicado por la cantidad de
pixeles encontrados con ese nivel de gris, y éstos a su vez se van acumulando

hasta recorrer todos los niveles (0> 255).
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Suma total de intensidad en RDI = » Nivel de gris * Pixeles =
0*1+1*3+2*3+3*1+4*1=16

El area en pixeles de la RDI es: 3x3 Pixeles= 9 Pixeles2.

Es decir, se cuenta la cantidad de pixeles que tiene la seccion RDI para
determinar su area.
La densidad Optica es:

DO= Suma total de intensidades en RDI/ Area en pixeles de RDI.

DO=16 Pixeles / 9 Pixeles2.= 1.77/Pixeles, pero como solo usamos valores

enteros, redondeamos éste valor al nUmero mas cercano, es decir 2/Pixel

Siguiendo el mismo procedimiento, se calculan las densidades oOpticas de
cada RDI en las radiografias; la RDI es un cuadro de 2mm?, lo que equivale 67 x

67 Pixeles.
El andlisis de cada densidad Optica ha sido graficado en el software Origin
7.5, la grafica de densidades Opticas para machos y hembras muestra la variacion

existente entre un género y otro, tal como sucede en los humanos.

Las pruebas densitométricas de rayos X dental se realizaron en el animal in

vivo sobre ambos fémures.

El registro de la densidad o6ptica por medio de la transmisién de rayos X
estd basado en la ley de Beer (Maikala R. V., 2009).

Del analisis de los histogramas se toman los valores de intensidad en

pixeles que representan la mayor cantidad de niveles claros en la imagen, los
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cuales se grafican y se encuentra la curva de calibracion para ese tipo de hueso

en andlisis.

En el siguiente paso se uso la ecuacién de la ley de Beer para interpolar el
valor de densidad en la imagen (Maikala R. V., 2009).

I=lg e(-'B-X) 1)

I= Intensidad medida
lo= Intensidad inicial
3= coeficiente de absorcion del material

X= grosor de la muestra

Si tenemos que:

p:m/v )

v=A*X (3)

Sustituyendo la ecuacion 3 en la 2, tenemos

p:m/A*V (4)

Despejando’X” de la ecuacion 4 y sustituyendo en la ecuacion 1, se tiene:

- -B*m/A.
E e(ﬁm p) ©

Esta ley es fundamental para encontrar el coeficiente de absorcion de las
muestras a analizar, de tal manera que se pueda encontrar una curva que

relacione la intensidad de los pixeles de la radiografia en la region de interés con
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el grosor de la muestra, y asi dar una valoracion de la cantidad mineral 6sea de la

misma. (Figura 4)

Figura 4. 1 Imagenes digitalizadas de la radiografia de

fémur de rata in vivo, Hembra de tres semanas de edad.

El presente estudio se realiz6 en el Bioterio de la Facultad de Medicina de
la Universidad Autonoma de Querétaro, trabajando con un total de 220 ratas
hembras (Rattus norvegicus) de la cepa Wistar de tres semanas de edad, recién
destetadas, registrando semanalmente peso, y edad de cada animal. Los animales
fueron mantenidos en condiciones de bioterio, siguiendo los lineamiento para el
manejo de animales de la National Research Council (2003), ciclo de
Luz/Oscuridad 12:12 (luces encendidas a las 07:00 h), humedad aproximada de
45-55% y temperatura 23 + 1°C, evitando factores de alteracion como ruidos,

manejo excesivo y lesiones en los animales.

El experimento se llevo a cabo en un lapso de cuatro meses y medio y los
animales que se utilizaron fueron adquiridos en el Bioterio del Instituto de
Neurobiologia de la Universidad Nacional Autonoma de México Campus Juriquilla,

Querétaro, México.
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Para el trabajo con ratas en el laboratorio es importante el uso de una dieta
balanceada, para facilitar la interpretacion de resultados entre laboratorios y
experimentos. Tras varias pruebas con diferentes dietas, el resultado de las
deliberaciones del American Institute of Nutrition Ad Hoc Writing Committee es la
dieta AIN-93, utilizada en este trabajo.

Se formaron dos grupos de ratas de la cepa winstar: el grupo control y el

grupo experimental.

6.2.- Elaborar una curva de crecimiento normal del femur en ratas de la

cepa wistar

El grupo control (bioterio: INB-UNAM (certificado)), sin ningun tratamiento, en
condiciones controladas y consumo de agua y alimento (dieta AIN- 93G), ad
libitum. Los pardmetros a medir fueron: peso, y la densidad mineral Osea

mediante el andlisis digital de rayos X (figura 5, 6)

Figura 5. Toma radiogréafica de fémur de ratas del grupo control 1

46



Figura 6. Ratas del grupo control 1

6.3.- Formular una dieta que genere una disminucion en la densidad mineral
osea.

6.4.- Generar un modelo de osteopenia a partir de las curvas desarrolladas
de densidad mineral 6sea, a través de dietas deficientes en el contenido de
calcio.

La ingesta diaria segun la OMS (2007) es de 1000 -1200 mg de calcio, la
ingesta promedio en E.U. es de 800 mg de calcio, (Braunwald et al, 2005) y
consumir menos de 400 mg de calcio empieza a afectar el esqueleto, en base a
esto, para el grupo experimental se decidié disminuir la dieta normal AIN- 93G, al
40 % en todos los nutrimentos, se tomd el pellet normal y se molié para obtener el

alimento en polvo y poder realizar la dieta. Se realiz6 el calculo y se elaboraron 30
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kg de dieta, donde: 18 kg fueron de pellet y 12 kg de alfacel (Alphacel Non nutritive
bulk MP Biomedicals LLC).

El grupo experimental fueron ratas de la cepa winstar a las cuales se les
administro la nueva dieta durante 40 dias. Los parametros a medir fueron: peso, y
la densidad mineral 6sea mediante el analisis digital de rayos X
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/.- RESULTADOS

7.1.- Calibracion del equipo

En la grafica 1, observamos que el sensor responde sin saturarse en una
relacién casi lineal desde el tiempo de exposicion 0.8 hasta 0.160 s., después de
este tiempo, existe una variacion grande en la cantidad de pixeles que cae
subitamente tanto para la distancia de 4 (D4 cm) como para la distancia 2.5 (D2.5
cm) a 0.2 s.; mientras que la distancio de 8 (D8 cm) a 0.2 s. baja ligeramente.
Estos datos indican que para una toma radiografica, el tiempo de exposiciéon de
0.160 s., se ajusta bien a cualquiera de las 3 distancias, por lo que se decidio

utilizar este tiempo de exposicion como el éptimo
La mejor distancia en el tiempo de exposicion de 0.08 s. fue a la distancia

de 4 (D4 cm), ya que las pruebas realizadas en la distancia de 2.5 (D2.5 cm) y de

8 (D8 cm) carecian de calidad.
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Grafica 1. 1 Registro de la densidad oOptica en 3 distancias a diferentes tiempos de

exposicion.

7.2- Peso corporal

En la Grafica 2 se observa el incremento del peso en ambos grupos de
ratas: el grupo control y el grupo experimental, el cual es uniforme hasta la
semana 8, a esta edad las ratas alcanzan su madurez sexual (Gutiérrez, 2009). A

partir de la semana 8 la diferencia de peso entre ambos grupos es significativa,
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Grafica 2. 1 Comparacion de pesos entre el grupo control y el grupo experimental.

7.3.- Formulacion de una dieta que genere una disminucion en la densidad

mineral 6sea.

Se realiz6 el célculo para la elaboracion de la dieta que esta siendo utilizada
para originar la descalcificacion del hueso en las ratas Wistar. El célculo se realizo
haciendo una diminucién del 40% menos del requerimiento en todo, esto para
evitar una carencia drastica de nutrimentos que pudiera poner en riesgo la
adaptacion y la vida de los animales experimentales. Para hacer esta dieta, se
partié del pellet LabDiet (5001 rodent diet). Este pellet es similar a la dieta AIN-93
G (gestacion y crecimiento) (Lab diet, 2010). La dieta se realizé agregando 60%
del pellet de Lab Diet y 40% de alfhacel, para obtener una dieta con una reduccién

el 40% menos en todo.
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Elemento 100% 40%
Calcio 5000.0 3000.0
Fosforo 1561.0 1789.7
Potasio 3600.0 4127.5
Sulfuro 300.0 343.9
Sodio 1019.0 1168.3
Cloruro 1571.0 1801.2
Magnesio 507.0 581.2
Hierro 35.0 40.12
Zinc 30.0 34.39
Manganeso 10.0 11.46
Cobre 6.0 6.8
lodo 0.2 0.22
Molibdeno 0.15 0.17
Selenio 0.15 0.17
Silicon 5.0 5.73
Cromo 1.0 1.14
Flaor 1.0 1.14
Niquel 0.5 0.57
Boro 0.5 0.57
Litio 0.1 0.11
Valaquia o|0.1 0.11
Varaquium?

Tabla 4.1 Calculo de los minerales a agregar en las dietas experimentales (mg/kg dieta AIN-936).

(Reeves et al, 1993)

7.4.- Curva de densidad mineral 6sea del grupo control y grupo
experimental
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En base al registro de las radiografias, se obtuvo una curva de densidad
mineral Optica tomando en cuenta las densidades Opticas de cada radiografia de
ambos fémur; sacando el promedio de ambos fémur, tanto del grupo control como
del grupo experimental, con un tiempo de exposicion de 0.160 s; el cual varia en
un 5% debido a las fluctuaciones de la linea de alimentacion eléctrica (Durant y
Diaz, 1995).

Para el grupo control en la grafica 3 se observa una densidad mineral con
comportamiento sigmoideo, lo cual corresponde a lo esperado, donde la densidad
se incrementa conforme se incrementa la edad de los animales, se observa
también una tendencia a estabilizarse a partir de la décimo segunda semana de
edad. Esto se asemeja con el patrén de densidad mineral 6sea de los humanos
(figura 7), donde también se observa una densidad mineral con comportamiento
sigmoideo en la fase de crecimiento acelerado y una estabilizacion en la fase

adulta.

Human 25 as

Years 18 Menopause

F (acture Threshold

Rat Months

Figura 7. 1 Correspondencia de la edad humana con la edad de la rata

H. Wayne Sampson. Alcohol and other factors affecting osteoporosis risk in
women.Alcohol research & health. Vol 26 No. 4 2002.
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Para el caso del grupo experimental se observa en la grafica 3 un
incremento en la densidad mineral 6sea a partir de la semana 1 y hasta la semana
9, donde el crecimiento se observa de forma similar al crecimiento del grupo
control, después de la semana 9 la densidad mineral 6sea comienza a disminuir
paulatinamente, el grupo se comporto de forma esperada, logrando una

desnutricion con la dieta pluricarencial al 40 % en todos los nutrimentos.

—&— desnutridos
—&— control

210
205 -
200 -
195 -
190 -
185 -
180 -
175 -
170 -
165 -
160 -
155 -
150 -
145 -
140 -
135
130
125 -
120

1 ' 1 ' 1 ' 1

2 4 6 8 10 12
Edad(Semanas)

Densidad optica(1/Px)

Grafica 3. 1 Comparacion densidad Optica entre el grupo control y el grupo
experimental.
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8.- Discusion y conclusiones

Para el estudio de la densidad mineral 6ptica, Se utilizé un equipo dental de
difraccion en conjunto con un sensor digital, y mediante la calibracién del equipo
con huesos planos de pollo, pudimos establecer curvas de calibracion para
obtener las densidades minerales Opticas de huesos de rata en funcion de la edad,
para obtener la curva normal equivalente a la obtenida por DEXA en humanos
(Bronner, 1994).

Se necesita conocer el comportamiento tanto normal como deficiente de la
densidad mineral de los huesos de ratas a distintas edades, formando asi un
patron de comportamiento con el fin de contar con una referencia para realizar

comparaciones de la densidad mineral 6sea de animales de estudios bioldgicos.

La comparacion de la densidad oOptica entre el fémur derecho e izquierdo no
representan diferencia significativa ya que se observa el mismo fendmeno por lo

gue se tomaron los datos del fémur derecho e izquierdo en conjunto.

A la 8% semana de edad es cuando las ratas alcanzan su madurez sexual
(Gutiérrez, 2009). Se puede observar en las graficas de peso que a partir de la 8%
semana se detiene el crecimiento acelerado para ir aumentando a menor

velocidad lo que coincide con lo reportado por Tamaki y Uchiyama en 1995.

La importancia del proyecto radica en que la informacién disponible, acerca
de las modificaciones asociadas a la carencia de Ca con relacion a la edad en un

modelo experimental es escasa.

Los resultados obtenidos sentaran las bases para la generacion de otros
modelos para inducir disminucion de la densidad mineral 6sea (osteopenia) a base
de dietas deficientes en Ca, adicionando los demas nutrientes relacionados con su

absorcion y fijacion.

55



Debido que es recomendable que los requerimientos nutrimentales, se
incluyen en la dieta habitual, para favorecer su absorcion. De este modo sugerir
las necesidades de ingesta de acuerdo a la edad y prevenir y evitar enfermedades

relacionadas a la carencia nutricional.

De igual forma sera de gran importancia desarrollar una nueva metodologia
para poder determinar la densidad mineral 6sea, de una forma econ6mica para
estudios viables y sin requerir de tecnologia de alto costo y esto permitiria trazar

nuevas metas y perspectivas dentro de la investigacion clinica aplicada.
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