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RESUMEN

La osteoporosis es una enfermedad cronica caracterizada por baja masa 0sea y un
deterioro de la microarquitectura del tejido 6seo que incrementa la fragilidad del mismo,
aumentando el riesgo de fractura; debido a que el calcio (Ca?*) es fundamental para la
mineralizacién de huesos y dientes, se recomienda una ingesta diaria adecuada como
medida preventiva y tratamiento de enfermedades esqueléticas. ElI microbioma
intestinal es un factor determinante en la absorcion de minerales y existe evidencia
gue el consumo de fructooligosacaridos, como la inulina del agave, incrementan la
presencia de micriobiota benéfica en el tracto gastrointestinal. Las similitudes
fisiologicas y la proximidad filogenética entre el humano y los monos Rhesus, los
vuelven un excelente modelo para el estudio de enfermedades asociadas a la edad y
sus posibles tratamientos. Ademas, las poblaciones de macacos en cautiverio son una
alternativa ventajosa en estudios de larga duracion ya que las historias clinicas estan
completas, los individuos se encuentran bajo observacion constante y variables como
la dieta y el consumo general de alimentos estan estrictamente controladas. Objetivo:
Evaluar las concentraciones de calcio y fosforo en sangre antes y después de la
suplementacién de inulina tipo agave en la dieta de una poblacién de monos Rhesus
con densidad 6sea conocida mediante Tomografia Axial Computarizada (TAC).
Material y métodos: Se utilizaron 32 macacos (Macaca mulatta) divididos en grupos
etarios (juveniles de 5-9, adultos de 10-19 y seniles de 20-28 afios), se realizdé una
tomografia axial computarizada (TAC) para medir la densidad media 6sea (DMO)

femoral y categorizarlos en sanos, osteopénicos y osteopordticos. También se



extrajeron muestras de sangre para realizar bioguimica sanguinea, en donde se
evaluaron los niveles de calcio (Ca), fésforo (P) y fosfatasa alcalina (FosAl). La
poblacion se dividié en dos grupos: control (n=11) y experimental (n=21) de acuerdo a
sus clanes familiares. Al grupo experimental se le suministré un producto comercial de
inulina de agave (Metlin®) a una concentracion de 1 gr/ml asegurando una ingesta de
al menos 8g de inulina al dia. Transcurridos 22 meses, se realiz6 nhuevamente un
andlisis de sangre. Los resultados de la TAC fueron analizados estadisticamente
mediante ANOVA y prueba de Tukey para determinar diferencias en la densidad 6sea
de los individuos. Para determinar diferencias en las concentraciones de Ca, P y FosAl,
se us6 ANOVA para las concentraciones iniciales y ANOVA de 3 vias para las
concentraciones finales y sus relaciones con las variables. Resultados: Se obtuvo la
DMO de la poblacion, y las proporciones de hueso trabecular y hueso cortical para
cada grupo de edad, también se determinaron 7 sujetos osteopénicos. Tanto en el
grupo control y grupo experimental no presentaron diferencias significativas en las
concentraciones iniciales de Ca, P y FosAl. En las concentraciones finales se
observaron diferencias significativas en Ca y P, no asi en FosAl. Conclusiones:
Nuestros resultados sugieren que en monos Rhesus, la ingesta de inulina como
suplemento alimenticio tiene un efecto positivo en la salud ésea favoreciendo la
homeostasis del Ca a través de su absorcibn y consecuente incremento en
biodisponibilidad, potencialmente deteniendo los procesos de resorcion O0sea. Se
recomienda la realizacién de estudios mas especificos para comprobar el efecto de

este prebidtico en la salud Gsea.
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ABSTRACT

Osteoporosis is a chronic skeletal disease characterized by low bone mass and
microarchitectural deterioration of bone tissue with a consequent increase in bone
fragility and fracture risk. An adequate calcium (Ca2+) daily intake is recommended to
prevent and treat bone diseases, since it is critical to bone and teeth mineralization.
Gut microbiome is a determinant factor on the absorption of minerals and there is
evidence that the consumption of fructooligosaccharides like agave inulin increases the
presence of beneficial microbiota in the gastrointestinal tract. The physiological
similarities and the close phylogenetic relation between humans and Rhesus monkeys,
make them an excellent model to study age-related diseases and possible treatments.
Captive macaque populations are an advantageous alternative in long-term studies
because their individual clinical history is well documented, the individuals are under
constant observation and variables such as diet and overall food intake are controlled.
Objective: To evaluate the concentrations of calcium and phosphorus serum before
and after the supplementation of agave-type inulin in the diet of a population of Rhesus
monkeys with known bone density through of Computed Axial Tomography (CT).
Material and methods: 32 macaques (Macaca mulatta) were used, divided in three age
groups (youth 5-9, adults 10-19 and senile 20-28 years old), an axial computer
tomography (CT scan) was performed to assess femoral bone mineral density (BMD)
and categorized them into healthy, osteopenic and osteoporotic. Blood samples were
also extracted to run blood biochemistry test, where the levels of calcium (Ca),

phosphorus (P) and alkaline phosphatase (FosAl) were evaluated. For the
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experimental phase, subjects were sorted out in two groups: control (n=11) and
experimental (n=21) according to their troops. The experimental group was supplied
with a commercial product of agave inulin (Metlin®) at a concentration of 1gr/ml
ensuring an intake of at least 8 gr of inulin per day. After 22 months, a blood test was
performed again. The results of the CT scan were statistically analyzed by ANOVA and
Tukey's test to determine differences in the bone density of the individuals. To
determine differences in Ca, P and FosAl concentrations, ANOVA was used for the
initial concentrations and 3-way ANOVA for the final concentrations and their
interaction with the variables. Results: The BMD of the population was obtained, and
the proportions of trabecular bone and cortical bone for each age group, 7 osteopenic
subjects were also determined. Both the control group and the experimental group did
not show significant differences in the initial concentrations of Ca, P and FosAl. In the
final concentrations, significant differences were observed in Ca and P, but not in
FosAl. Conclusions: Our results suggest that in Rhesus monkeys, inulin intake as a
dietary supplement has a positive effect on bone health, favoring Ca homeostasis
through its absorption and consequent increase in bioavailability, potentially stopping
bone resorption processes. More specific studies are recommended to verify the effect
of this prebiotic on bone health. Key words: Bone Mineral Density, calcium, agave

inulin, prebiotics, non-human primates, Rhesus macaques.
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l. INTRODUCCION

La osteoporosis es la enfermedad 6sea mas comun en los humanos,
representando un creciente y serio problema en la salud publica mundial (Khosla y
Hofbauer, 2017). El debilitamiento 6seo coadyuva a un mayor riesgo de fractura; las
fracturas osteoporéticas estan asociadas a una mayor morbilidad y mortalidad
(Aziziyeh y cols., 2019). Su prevalencia se incrementa con la edad principalmente en
la vejez y es particularmente elevada en las mujeres postmenopausicas, aumentando
su incidencia proporcionalmente a la transicion demografica mundial (Vijayakumar Ry
Bisselberg D, 2016; Cabrera-Pivaral y cols., 2018; Aziziyeh y cols., 2019). Se estima
gue alrededor del 40% de las mujeres y el 14% de los hombres mayores a 50 afos,

presentaran una fractura osteoporotica en el resto de su vida (Cheng y cols., 2019).

Si bien el proceso de envejecimiento poblacional ocurrié en un lapso de dos siglos
en paises industrializados y desarrollados, esta sucediendo muy rapido en México. La
expectativa de vida al nacimiento aumenté casi 39 afios en promedio en las ultimas
siete décadas (de 36,2 a 75 afos). La poblacion del segmento etario de 60 afios y
mas, gque actualmente asciende a 10,7 millones, aumentara a 36,4 millones en 2050.
En ese momento, la expectativa de vida promedio de México sera de 82 afios

(Zanchetta José y cols., 2012).

Las recomendaciones universalmente aceptadas para el manejo clinico incluyen:
Proporcionar informacion sobre el riesgo de desarrollar este padecimiento;
recomendar ingesta adecuada de calcio (Ca) (1000 mg/dia para hombres 50-70 afios;

1200 mg/dia para mujeres mayores de 51 afios y hombres mayores de 71) y de



vitamina D (800-1000 IU/dia); recomendar ejercitarse regularmente; evaluar factores
de riesgo y ofrecer alternativas (incluyendo el monitoreo cuidadoso de medicamentos
antidepresivos y/o antihipertensivos y de correctores visuales) y aconsejar dejar de
fumar y disminuir la ingesta de alcohol; para el diagnéstico se recomienda medir la
estatura anualmente, evaluar la densidad mineral ésea (DMO) y analizar marcadores
bioguimicos de resorcion 6sea; una vez confirmada la patologia se comienza la terapia
farmacolégica (Cosman y cols, 2014; NICE, 2017; Rizzoli, 2019a). En México hay
disponibles varios tipos de medicamentos para el tratamiento de la osteoporosis, sin
embargo, hay tan solo un programa oficial para la prevencion de la osteoporosis
dirigido a los derechohabientes del IMSS, el cual considera estos lineamientos
generales no farmacologicos (Torres-Arreola y cols., 2018). Sin embargo, este
protocolo esta dirigido a mujeres peri y postmenopausicas y a hombres mayores de 60
afnos, sin enfatizar la importancia de estas medidas preventivas para el resto de la

poblacién.

La osteoporosis ha sido definida operacionalmente con base en la DMO siguiendo
los criterios de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) basados en el T-Score, los
cuales han sido ampliamente aceptados dado que proveen tanto un diagnéstico como
un umbral para determinar la severidad de la pérdida de DMO, implicando que la DMO

debe ser evaluada antes de considerar cualquier tratamiento (OMS, 2007).

La técnica de evaluacion no invasiva mayormente empleada es la densitometria
0sea por rayos X (DXA), introducida comercialmente a partir de 1987, sin embargo, los

resultados arrojados son calculados a partir de una imagen bidimensional por lo que



no reflejan la densidad volumétrica real sino la densidad general de un area (Genant y
cols., 2009). Nuestro grupo de trabajo ha probado la eficiencia y precision de la
Tomografia Axial Computarizada (TAC) para la investigacion, asi como la posibilidad
de usar los valores de UH obtenidos como unidad de medida para evaluar la densidad

Osea (Solis-Chavez y cols., 2018),

Los estudios sobre la ingesta promedio de Ca y estado general de la salud 6sea en
México son escasos. A nivel federal se cuenta con la Encuesta Nacional de Salud y
Nutricion (ENSANUT), y aunque sus resultados son utilizados como una herramienta
diagnostica para permitir al gobierno federal la implementacion de nuevas acciones en
temas de Salud Publica (Shamah y cols., 2017), los cuestionarios son modificados
cada vez que son aplicados. De esta manera, la ENSANUT del 2012 tuvo un marcado
enfoque hacia la nutricion de la poblacion mexicana y, a partir de ella se determiné que
la ingesta de Ca fue inadecuada en 25.6% de los infantes entre 1-4 afos; en el 60%
en infantes de entre 5-11 afios, siendo aun mayor la deficiencia en nifias (74.6%)
particularmente en condiciones de pobreza (55.2%); en adolescentes se presento la
mayor deficiencia en ingesta con un 88.1% para mujeres y 71.8% para hombres y en
adultos mayores de 20 afios, fue de un 90% en mujeres y 54% para hombres
(Sanchez-Pimienta y cols., 2016). A pesar de estos resultados, el enfoque de la
ENSANUT-MC 2016 fue medir el desempefio de la Estrategia Nacional para la
Prevencion y Control del Sobrepeso, la Obesidad y la Diabetes, por lo cual, la ingesta
de Cay problemas relacionados no fueron considerados. Finalmente, aunque aun no

han publicado los documentos analiticos sobre la ENSANUT 2018, la cual incluye a



toda la poblacion, en el disefio conceptual y los cuestionarios aplicados, no se hace
referencia a: Osteoporosis, Fracturas, Ingesta de Ca como suplemento ni ingesta de
Ca en general (Shamah y cols., 2017) no obstante, en los andlisis ya publicados sobre
la ENSANUT 2018-100K, la cual tiene representatividad en localidades menores de
100,000 habitantes, principalmente indigenas y de escasos recursos; los resultados
sobre prevalencia de anemia sefialan a un 23% de nifios entre 1-4 afios (De la Cruz-
Gongoray cols., 2019) y un 34.3% de las mujeres entre 12-49 afios (Mejia-Rodriguez
y cols., 2019), esto es importante ya que algunas investigaciones sefialan que el Ca
juega un papel importante en la modulacion de la absorcion de otros nutrientes
(Skibsted, 2016; Boranat y cols., 2017). Asimismo, de acuerdo al analisis de los
resultados derivados de la ENSANUT 2018-100K, con respecto a las lesiones
accidentales no fatales, los resultados indican que dentro de la poblacion mayor a 60
afnos 6.27% de los hombres y 6.57% de las mujeres reportaron “Caidas” (caida a nivel
piso o caida de un nivel a otro), aunque estos resultados no determinan el grado de la
lesion derivado del evento, los datos analizados representaron a 64,027,104 personas
las cuales componen el 52% del total de la poblaciébn en México; esta poblacion se
compuso por un 48.30% de hombres y 51.6% mujeres y, dentro del grupo etario de
mayores de 60 afios, 13.15% de los encuestados fueron hombres y 12.45% mujeres
(Hidalgo-Solorzano y cols., 2019) esto indica que en poco mas de la mitad de la
poblacién, alrededor de 261,793 hombres mayores de 60 afios en México y 270,736
mujeres pertenecientes a un grupo etario con riesgo de fracturas, han sufrido lesiones

no mortales por caidas.



El tracto gastrointestinal tiene un papel importante en la salud del sistema
esquelético pues es aqui donde se lleva a cabo la absorcion de Ca. Se ha demostrado
gue el microbioma intestinal puede afectar la densidad éseay, por ende, la fuerza del
hueso (McCabe y cols., 2015) debido a sus efectos en el metabolismo del hospedero,
en la funcién inmune y en la secrecion hormonal (Liy cols., 2019). Estas funciones del
micriobioma intestinal se observan en todos los humanos, sin embargo, la
composicion y equilibrio, en cuanto a diversidad y proporcion, es Unica para cada
individuo (Rinninella y cols., 2019). La disbiosis se refiere a la alteracion de este
equilibrio, ya sea por el tipo de nacimiento, genética, la ingesta de agentes patdgenos,
el uso de antibioticos y otras interacciones medicamentosas, estrés, envejecimiento o
habitos dietéticos (Walker, 2017), lo cual puede provocar un malfuncionamiento y ha
sido asociada a procesos inflamatorios y enfermedades crénicas como sindrome de
colon irritable, cancer colorrectal, enfermedad celiaca, problemas cardiovasculares,
obesidad, diabetes tipo I, Alzheimer, Parkinson, encefalopatia hepatica, sindrome de
ovario poliquistico y osteoporosis (Brown y cols., 2012; Butel y cols., 2012; Walker,

2017, Liy cols., 2019; Rinninella y cols., 2019; He y cols, 2020).

Con respecto a la salud 6sea, se ha observado que la abundancia de
actinobacterias del género Bifidobacterium, se relaciona positivamente con la densidad
0sea, misma que ha sido asociada negativamente ante la abundancia de Firmicutes o
Endobactarias cuya proliferacion desencadena respuestas inflamatorias y la activacion
de osteoclastos promoviendo la resorcion ésea (Yatsonky Il y cols, 2019). Asimismo,

algunas investigaciones indican que los cambios en el microbioma intestinal derivado



de la ingesta de prebidticos y de probidticos, tiene efectos positivos en la absorcién y
transporte de Vitamina D, Ca y la reduccién de marcadores de resorcién 6sea como la
paratohormona (PTH), lo cual podria sugerir que la adicion de éstos a la dieta, reduciria
el riesgo de desarrollar osteoporosis (Rizzoli, 2019). Es por esto que se ha propuesto
para la prevencion y tratamiento contra la disminucion de la densidad mineral ésea la
ingesta de fructooligosacéridos (FOS) incluyendo fructanos tipo inulina, los cuales al
ser fermentados por el micriobioma intestinal, incrementan la cantidad de &cidos
grasos de cadena corta, reducen del pH intestinal disminuyendo la cantidad de
bacterias asociadas a procesos inflamatorios como Ruminococcus sp., y favorecen la
proliferacion de bacterias benéficas, particularmente actinobacterias (Bifidobacterium
sp.) (Holscher y cols., 2015) las que a su vez promueven la absorcion de minerales,
incrementado la biodisponibilidad de Ca (Yang y cols., 2013, Yatsonky Il y cols, 2019)

y aumentando su absorcion entre 10- 25% (Madrigal y Sangronis, 2007).

Por otro lado, el empleo de los Primates No Humanos (PNH) como modelo
biologico en las ciencias biomédicas y de la salud publica ha sido un elemento medular
(Cruzeny Colman, 2009). Particularmente, la especie mas utilizada en la investigacion
biomédica es el mono Rhesus (Macaca mulatta); se estima que la esperanza de vida
en condiciones de cautiverio para estos primates es de aproximadamente de 30 afios
(Ibafez-Contreras y cols., 2011). Aproximadamente el 93% del material genético es
compartido con el del humano, asi como multiples caracteristicas fisioldgicas,
anatémicas, neuroldgicas, endocrinoldgicas e inmunoldgicas son analogas a con

Homo sapiens y los procesos de envejecimiento son similares (Mattison y cols., 2017),



lo cual facilita y complementa los estudios de tipo longitudinal para el conocimiento de
procesos tales como desarrollo, maduracibn y envejecimiento, asi como la
fisiopatologia de ciertas enfermedades tanto congénitas como propias del periodo

ontogénico (Cruzen y Colman, 2009; Herndndez-Godinez y cols., 2011).

Es por lo anterior es que, los PNH son un excelente modelo para el estudio de
los efectos del consumo de la inulina de agave en la concentracion de Ca plasmaético,
ademas de que el proceso fisiopatologico de la osteoporosis es similar en ambas
especies (Cerroni y cols., 2003; Hernandez-Godinez y cols., 2010; 2012). En
poblaciones en cautiverio, hay un control estricto sobre las variables y la historia clinica
de los individuos es conocida, estas caracteristicas son factores importantes para
establecer la eficacia de los tratamientos y podrian ser clave para dilucidar los
mecanismos conexos a la absorcion de minerales relacionados con la salud 6sea. En
relacion a ello, el objetivo de esta investigacion fue evaluar las concentraciones de
calcio y fésforo en sangre antes y después de la suplementacion de inulina tipo agave
en la dieta de una poblacion de monos Rhesus con densidad 6sea conocida mediante

Tomografia Axial Computarizada (TAC).



Il. ANTECEDENTES

1 La importancia del calcio (Ca) como nutriente

El Ca es el mineral mas abundante en el cuerpo, mas del 99% (1 -1.2 kg) de
éste, se encuentra contenido en el sistema 6seo y dientes. Menos del 1% es
encontrado en suero (Beto, 2015). Ademas de proporcionar dureza al tejido éseo, es
critico en numerosos procesos biolégicos como la permeabilidad de membranas,
excitabilidad y conduccion nerviosa, vasoconstriccion y vasodilatacion, actividad
enzimatica, mecanismos de secrecion glandular y hormonal, por mencionar los mas
importantes (Fernandez y cols., 2011). EI Ca contenido en el tejido 0seo,
principalmente como cristales de hidroxiapatita, sirve como reservorio y fuente de Ca
para las necesidades metabdlicas criticas mencionadas antes, a través del proceso de
remodelado 0seo (Ross y cols., 2011). A su vez el Ca plasmatico se encuentra
fraccionado en: a) Ca plasmatico no difusible: representando el 46% del Ca plasmatico,
unido a albumina y globulinas y b) Ca plasmaético difusible en sus fracciones ionizada
y no ionizada. El Ca ionizado representa el 47.5% del total del Ca plasmatico y es la
porcién biolégicamente activa, participa en los intercambios con hueso, rifién y tubo
digestivo. Mientras que el Ca difusible no ionizado es el 6.5% del total del Ca
plasmatico y se encuentra formando complejos con bicarbonatos, fosfatos, citratos y
sulfatos (Fernandez y cols., 2011). En el caso de los complejos amorfos formados por
fosfato de Calcio (CaP) se ha observado que, en sus enlaces con Magnesio (Mg), son

importantes no solo como precursores de la apatita, imprescindible para la



mineralizacién de huesos y dientes, sino que también en el intestino delgado (en la
zona distal del yeyuno e ileo), estas particulas tienen una funcién en el sistema inmune
como la capacidad de atrapar macromoléculas o regular la accién de las células T y
su unién con proteinas, como al albamina, puede evitar la formacion de agregados de

calcio en érganos como el corazon o los rifiones (Gelli y cols., 2019).

La regulacion de las concentraciones extracelulares de Ca se encuentra bajo
un control endocrino complejo por hormonas calciotropas como la 1,25 dihidroxi
vitamina D (1,25[OH]2D) y la paratohormona (PTH), que influye sobre su entrada y
absorcion en el intestino, la excrecion regulada por los rifiones, y al mismo tiempo
mantiene el reservorio esquelético con potencial de extraccion (Tierney y cols., 1999).
La homeostasis del Ca se refiere al proceso en el que el cuerpo mantiene
sistematicamente las concentraciones de Ca en suero, bajo un rango muy estrecho (9-
10 mg/dL) a través de absorcion intestinal, renal y deposicion 6sea (Weaver y Peacok,

2019).

1.2  Metabolismo del Calcio

La Unica fuente de Ca es a través de su ingesta en los alimentos, y
posteriormente es absorbido en el tracto gastrointestinal (Figura 1). Esta absorcion es
indispensable para mantener la homeostasis debido a que facilita el transporte desde
el lumen intestinal hasta el espacio extracelular (Cao y cols., 2020). Una dieta
promedio balanceada aporta de 600mg — 1000mg al dia (Ross Yy cols., 2011) y otros

200 mg pertenecen a secreciones endogenas (Cao y cols., 2020); la eficacia en la



absorcion diaria es alrededor del 30% (200-300 mg) en adultos jévenes (Awumey y
cols., 2006), aunque este porcentaje puede variar dependiendo de distintos factores
fisioldgicos, como el embarazo donde, debido a los requerimientos del feto, el
porcentaje de absorcion aumenta (Beto, 2015) o el tipo de alimentos consumidos, ya
gue la biodisponibilidad aumenta cuando el Ca esta bien solubilizado y es inhibida en
presencia de agentes que se unen al Ca o forman sales insolubles (Gelli y cols., 2019).
Si un alimento contiene compuestos que se unen al Ca o interfieren con la absorcion
de éste, como el &cido oxalico (presente en espinacas, remolachas y frutas) y el acido
fitico (presente en leguminosas, granos y frutos secos), entonces, se considera que la
fuente de alimento es pobre en Ca (Ross y cols., 2011, Weaver y Peacock, 2019). Por
otra parte, en los rifiones el Ca es reabsorbido eficientemente gracias a la filtracion
renal, ya que de 10g filtrados al dia, solo se excretan alrededor de 150-200mg (Mundy

y Guise, 1999; Cao y cols., 2020).

Si la concentracion de Ca en suero baja del rango normal (8.5 a 10.2 mg/dL),
rapidamente se activa una respuesta de emergencia para evitar hipocalcemia,
interviniendo para esto, el intestino delgado proximal, los riflones y el hueso, regulados
principalmente por la hormona paratoidea, la calcitonina y la vitamina D o calcitriol
(Fernandez y cols., 2011). El recambio de Ca dseo representa aproximadamente la
mitad del recambio de Ca total en una persona adulta a través del proceso de
modelado y remodelado éseo, siendo este mecanismo altamente sensible y de pronta
respuesta para el mantenimiento homeostético (Peacock, 2010) Se ha demostrado

gue en mujeres adolescentes, los procesos de remodelado 6seo responden a la
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ingesta diaria de Ca, asi pues, en dietas deficientes o excesivas, la formacion de hueso
se mantiene constante pero la resorciobn 6sea es inversamente proporcional a la

ingesta (Cao y cols., 2020).

1G/Dia
Tejido suave
Ca
1000 mg Hueso
,f"'"_,» 1 kg
TRACTD 500 mg."d_ijl—-’" o
GASTRO INTESTINAL -
200 mg/dia _—
E :—-' Ca Plasma *«-" 500 mg/diz
T me/diz 900 mg
L
| RIFGN
850 mg/dia
150 mg/dia

Fig.1 Homeostasis del Calcio en un adulto sano alo largo de 24 horas.

Por lo general, la acumulacion de mineral éseo es igual a la reabsorcién mineral del
esqueleto, y el contenido de calcio en la orina se aproxima al de la absorcién intestinal
neta. Al ingerir 1g de calcio al dia, el 30% es absorbido en el tracto gastrointestinal. Debido
a que la secrecion intestinal de calcio es relativamente constante a 150 mg por dia, la
absorcién neta de calcio es de aproximadamente 150 mg por dia para un adulto sano con
un balance de calcio normal. El calcio absorbido desde el intestino entra en la sangre y
es filtrado por el rifidn. La mayoria del calcio filtrado (> 98%) se reabsorbe en los tibulos
renales proximales; Asi, solo se excretan 150 mg por dia en individuos sanos (Adaptada
de Mundy y Guise, 1999).
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2 Remodelacion y densidad 6sea

El sistema 6seo es un tejido dinAmico que posee la capacidad de adaptarse a
las influencias mecénicas a las que se encuentra sometido, variando tanto su
microestructura interna como su forma externa (Luque, 2009). Este proceso de
formacién-resorcion 6sea es denominado remodelacion 6sea y permite 1) asegurar la
adaptacion esquelética en cuanto a su forma y funcién; 2) reparar las microfracturas;

3) mantener la homeostasis de Ca en suero (Ferrari, 2019).

La composicion en peso de la matriz ésea es de un 10% de agua, 65% de
minerales como fosfato y carbonato de calcio y 20% de materia organica,
principalmente colageno y fibronectina. Los minerales que forman parte de la matriz
0sea se encuentran depositados en una reticula formada por las fibras de colageno.
El proceso por el cual estas sales minerales se depositan y cristalizan en la reticula,
se denomina calcificacion (Luque, 2009). Esta combinacion de colageno y Ca hace
gue el hueso sea fuerte para soportar cargas y a la vez flexible, ademas funge como
reserva en tanto que contiene mas del 99% del Ca en el cuerpo; el restante 1% circula
en sangre; siendo este Ultimo responsable para determinar la remodelacion Gsea
(Hardam y Limbird, 2003) mediante la actividad de osteoblastos, osteoclastos
(Dempster, 2003) y el conjunto parathormona - vitamina D, principales encargadas de
la regulacién del Ca en el cuerpo (absorcion, excrecion o agregacion al hueso)

(Roschger y cols., 2003; Zhou y cols., 2003).

La diferencia entre el volumen de hueso formado y el de hueso resorbido, por

unidad de tiempo, se denomina balance Gseo. Si la resorcion y formacion son idénticas
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el balance es igual a cero y el volumen total del hueso (masa ésea) no variard en
funcion del tiempo. Si la formacion y la reabsorcion no son iguales, la masa 6sea se

modificara en sentido positivo o negativo (Luque, 2009).

El modelamiento éseo ocurre durante toda la vida, sin embargo, en humanos,
es solo hacia la tercera década de edad que el remodelamiento 6seo es balanceado.
La masa Osea alcanza su densidad maxima en la tercera década de edad (Kini y
Nandeesh, 2013), acumulando por un periodo de alrededor de 20 afios una tasa
promedio de 97 mg por dia 0 35 g por afo; a partir de los 40 afios se instaura un
balance negativo y la masa 0sea disminuye de manera progresiva comenzando el
decaimiento del Ca en la matriz 6sea. En el hombre, la pérdida se realiza a una
velocidad constante (0.5% anual) mientras que en la mujer se acelera tras la
menopausia (Bosscher y cols., 2006; Luque, 2009) por consiguiente la edad, el género
y la raza son factores clave no modificables, que intervienen en la pérdida de densidad
mineral 6sea. Dentro de los factores modificables se encuentran la ingesta de Ca,
desordenes hormonales, falta de exposicion al sol, tratamiento con corticosteroides y
condiciones intestinales que disminuyen la capacidad de absorcion de nutrientes que
influyen en la mineralizacién del hueso y que pueden derivar en el desarrollo de
osteopatologias como la osteoporosis (Kini y Nandeesh, 2013; McCabe y cols., 2015;

Cao y cols., 2020)
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3 Osteoporosis

La osteoporosis es un trastorno comun en el que los huesos se debilitan,
principalmente a medida que envejecen las personas (Kanis, 2002; 2008; 2019). De
acuerdo con el National Institutes of Health Consensus (NIH) (2001), la osteoporosis
se define como un trastorno esquelético caracterizado por baja masa 6sea, y por una
microarquitectura ésea deteriorada, con el consecuente incremento de la fragilidad
O0sea y un mayor riesgo de fractura. La osteoporosis representa la enfermedad
metabdlica 6sea mas frecuente y constituye un problema de salud publica mundial. Su
importancia clinica radica en las fracturas y consecuencias medicas, sociales y
econdmicas asociadas a la enfermedad que ocasionan un gran impacto en la calidad
de vida e independencia funcional de hombres y mujeres (Torres-Arreola y cols.,
2013). Algunas deficiencias dietéticas como una pobre ingesta de Ca, déficit o exceso
de fésforo (P) y déficit de vitamina D, tasas de resorcion 6sea mayores a la formacion
de hueso; cambios hormonales y la combinacion de estas distintas afecciones pueden
promover una estructura 0sea debilitada (Office of the Surgeon General (OSG), 2004).
También se ha observado que el microbioma intestinal puede tener funciones criticas
en el metabolismo 6seo, en cuanto a la absorciéon y transporte de nutrientes (como Ca
y vitamina D), sistema inmune y actuando sobre el sistema endécrino (Xu y cols., 2017;

Liy cols., 2018; Zhang y cols., 2018).

El estado intermedio entre el hueso sano y el hueso fragil es denominado
osteopenia, definida como la disminucién en la masa 6sea sin llegar a ser critica como

en la osteoporosis (Cosman y cols., 2014). En México, se ha reportado que el 30% de
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los hombres y el 43% de las mujeres presentan osteopenia en la columna lumbar, y el
56% y 41% de hombres y mujeres, respectivamente, presentan osteopenia femoral

(International Osteoporosis Foundation (IOF), 2012).

El criterio para la caracterizacién de la osteoporosis y osteopenia, de acuerdo
con la Organizacién Mundial de la Salud (1994) se basa en la densidad mineral ésea
(DMO) a partir de la densitometria 6sea con rayos X (DEXA) y se expresa como DMO
absoluta (g/cm3) (Cummings y cols., 2002). Se clasifica de acuerdo a la desviacion
estandar (DE) respecto al promedio normal de una poblacion; para lo cual se utiliza

como referencia la escala “T-score” (Tabla 1).

Tabla 1. Criterios para el diagnostico de osteoporosis (OMS)

Valoracion Valor de DMO*

Normal T-score >-1 DE
Osteopenia o densidad 0sea baja T-score < -1y >2.49 DE
Osteoporosis T-score <-2.5 DE
Osteoporosis grave T-score <-2.5 DE + fractura

*T-score: Valor de DMO comparado con valor medio del adulto joven expresado en términos de
desviacién estandar (DE) (OMS, 1994).

3.1 Fisiopatologia
En la osteoporosis, la tasa neta de resorcién ésea supera a la de formacion del
hueso, provocando una reduccion de la masa 6sea y alteraciones en la microestructura

0sea, particularmente la reduccion o el debilitamiento de la trabécula, disminuyendo el
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namero de puentes trabeculares, provocando el adelgazamiento -cortical y

aumentando la porosidad cortical (Ferrari, 2019).

Estas alteraciones son principalmente el resultado del remodelamiento éseo
que, como se menciond con anterioridad, responde tanto a la adquisicién y
mantenimiento de la masa 6sea, como a la regulacién de las concentraciones de Ca
extracelular. Ademas del complejo vitamina D-PTH, las hormonas sexuales también
son extremadamente importantes en la regulacién del crecimiento esquelético y el
mantenimiento de la masa Osea y la fuerza del hueso. Los estrogenos favorecen el
crecimiento 0seo y actuan sobre los osteoclastos y osteoblastos para inhibir la
resorcion del hueso durante todas las etapas de la vida y es posible que también
estimulen la formacién 6sea. En mujeres, el descenso de estrégeno en sangre
después de la menopausia se acompafia de una pérdida acelerada de hueso; en
hombres, el envejecimiento también provoca un descenso tanto de estrdgenos como

testosterona afectando la salud 6sea (OSG, 2004).

A nivel celular, los osteoclastos son células multinucleadas osteoespecificas
gue se diferencian de células madre hematopoyéticas similares a las que dan origen
a los macrofagos. Los osteoclastos, se adhieren a la superficie del hueso produciendo
y secretando &cido clorhidrico (HCI) y enzimas proteoliticas (particularmente
metaloprotesas) y catepsina K, acidificando y digiriendo la matriz 6sea y liberando
minerales y colageno; la sefalizacion necesaria para inducir la diferenciacion de
osteoclastos son el Factor estimulante de colonias de macrofagos (M-CSF) y ligando

de receptor activador para el factor nuclear kappa B (RANKL) (citoquina regulada por

16



accion de los estrégenos) la cual se une a su receptor RANK. Para controlar la
diferenciacién de osteoclastos, los osteoblastos producen osteoprotegerina (OPG), un
receptor que actiia como sefiuelo uniéndose al RANKL vy, por lo tanto, regulando

inversamente la osteoclastogénesis (Eghbali-Fatourechi y cols., 2003, Ferrari, 2019).

La hormona paratiroidea (PTH) es otra de las principales hormonas implicadas
en la pérdida 6sea, sus receptores PTH/PTHrP se expresan en los osteoblastos y son
parte de la sefalizaciobn para la promocién de la osteoclastogénesis. Las
concentraciones de esta hormona se elevan cuando hay una ingesta deficiente de Ca,

deficiencia de Vitamina D, falla renal cronica o hiperparatiroidismo (Ferrari, 2019).

Los osteoblastos son las células 6seas que, una vez que estan totalmente
diferenciadas, sintetizan la matriz 6sea (principalmente constituida por colageno tipo I)
y la mineralizan por la activacion de la deposicidon de cristales de hidroxiapatita, la cual
a su vez se activa por la fosfatasa alcalina (FosAl). Aun no hay suficiente evidencia
para asegurar que la senescencia afecta la capacidad de estas células para activar

dicha sefalizacion (Seeman, 2005).

Aunque el control hormonal es indispensable para entender la homeostasis del
Ca, también hay intercambios fisico-quimicos entre el fluido 6seo y el plasma, los
cuales pueden ser importantes para determinar el punto de equilibrio (concentracion
neta de Ca en suero estable) amortiguando la fluctuacion causada, por ejemplo, por
las cargas de Ca en dieta o por la destruccién 6sea causada por enfermedad (OSG,

2004).
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3.2 Epidemiologia

La osteoporosis, cuando es diagnosticada a tiempo, es prevenible y tratable,
pero la falta de signos de alerta previos a la aparicién de fracturas conlleva a que pocos
pacientes sean diagnosticados en fases tempranas y tratados adecuadamente (Castel

y cols., 2001).

A nivel mundial los estudios epidemioldgicos consideran la prevalencia de la
osteoporosis como un problema de salud publica importante, ya que representa la
enfermedad metabdlica 0sea mas frecuente, la cual pertenece al grupo de
enfermedades cronicas no trasmisibles (ENT) y su importancia radica en las fracturas
y consecuencias médicas, que ocasionan un grave impacto en la calidad de vida e
independencia funcional del paciente, costos de atencion e incremento en la

mortalidad de los pacientes (Hervas, 2006; Cosman y cols., 2014).

Se calcula, que a nivel mundial aproximadamente 200 millones de personas
padecen osteoporosis (Schurman y cols., 2013), por ende, la OMS la ha clasificado

como el quinto problema de salud a nivel global (OMS, 1994; 1996).

La osteoporosis esta relacionada con 8.9 millones de fracturas al afio a nivel
mundial (Johnell y Kanis, 2006), de las cuales 4.5 millones ocurren en América Latina
y Europa, ademas las fracturas estan asociadas con una morbilidad significativa. Las
implicaciones socioeconOmicas de la osteoporosis adquieren trascendencia clinica,
considerando que las fracturas de cadera tienen una tasa de mortalidad del 20% al
primer afio, mientras que las fracturas vertebrales tienen una prevalencia de 19.5% e

incremento de la mortalidad a 5 afios (Mendoza-Romo 2003; Gonzalez y cols., 2009).
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Por otro lado, México estd enfrentando una transicion demogréfica con un
aumento de poblacion etaria mayor de 60 afios y un incremento en la esperanza de
vida. De acuerdo con las estimaciones para el afio 2050 el 37% de la poblacion
superara los 50 afios y el 14% tendr& 70 afios 0 mas; por lo cual se estima un aumento
del 531% en fracturas osteoporéticas de cadera en un periodo de 50 afos,
representando en cifras 20,725 casos en 2005 a 110,055 casos en 2050 implicando
un incremento en el costo en salud publica (Clark y cols. 2010; Torres-Arreola y cols.
2013; Clark y cols., 2018) que podria llegar a ser insostenible. Es por ello que el 6 de
septiembre del 2017 se publicé en el Diario Oficial de la Federacion, como parte del
Plan Nacional de Desarrollo 2013-2018 y del Programa sectorial de Salud (2013-2018)
el Proyecto de Norma Oficial Mexicana para la Prevencion, deteccion, diagndstico,
tratamiento, control y vigilancia epidemiolégica de la osteoporosis (PROY-NOM-049-
SSA2-2017). Siendo este el primer paso oficial en donde México reconoce la

osteoporosis como un problema de salud puablica.

De acuerdo a la proyeccion econdémica de Aziziyeh y cols. (2019), el costo
econdmico para México relacionado a las fracturas osteoporoticas sera alrededor de
411 millones de ddlares anuales para 2022 (al tipo de cambio promedio de marzo del
2018) dividiéndose en: costos de hospitalizacion (~211 millones USD); pérdidas en
productividad (~71.5 millones USD); cirugias (~68.7 millones USD); pruebas

diagndsticas (~37 millones USD); medicamentos (~22.5 millones USD).
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3.3  Factores de riesgo

La osteoporosis es un padecimiento multifactorial, por lo cual la incidencia a
padecerla estd determinada por diversas condiciones como la edad, sexo, déficit
estrogénico, etnicidad, peso, alimentacién, ubicaciébn geogréfica, congenicidad
(Rosen, 2017), y de manera secundaria por factores tales como tratamientos con
glucocorticoides, tabaquismo, obesidad, desordenes intestinales (incluyendo
insuficiencias y fallas), diabetes mellitus, artritis reumatoide, enfermedades del higado,
intolerancia al gluten, mieloma multiple y otros desérdenes hematoldgicos (Nygaard y

cols., 2017).

La densidad 6sea muestra diferencias con relacion al sexo, las mujeres
presentan una densidad 6sea menor que los hombres de la misma raza y después de
la menopausia comienza un decremento mas acelerado de dicha densidad Osea.
Ademas, la incidencia de fracturas es dos a tres veces mayor que en los hombres
(Gonzélez y cols., 2009; Schurmany cols., 2013), mientras que aproximadamente 30%
de fracturas de cadera y 20% de fracturas vertebrales por osteoporosis se encuentran

en los hombres (Ducharme, 2010).

La edad es el factor de riesgo mas importante, ya que la probabilidad de sufrir
algun tipo de fractura aumenta a partir de los 50 afos; la mayoria de las mujeres
menores de 50 afios presenta una DMO normal, a la edad de 80 el 27% desarrolla
osteopenia y el 70% padece de osteoporosis en cadera, columna lumbar o antebrazo
(Gonzélez y cols., 2009). El riesgo de fractura en hombres de mas de 50 afios en el

resto de su vida es entre 13-30% Yy la proporcion de mortalidad como consecuencia de
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fracturas de cadera en hombres mayores de 70 afios es tres veces mas grande que

en mujeres (Geunsens y van den Bergh, 2019).

Se han reconocido factores de riesgo relacionados con el estilo de vida, como
la baja ingesta de calcio y vitamina D, ademas del sedentarismo (Gonzalez y cols.,
2009; Schurman y cols., 2013). Por otro lado, una baja exposicion a la luz solar lleva
a una disminucién del metabolismo de vitamina D y, por tanto, una disminucion en la
fijacion de calcio en huesos (OSG, 2004). Se ha reportado que, algunos farmacos
pueden ocasionar osteoporosis secundaria, como los glucocorticoides, que causan
desmineralizacion en el hueso trabecular durante el primer afio de tratamiento (Soen,

2009).

En la poblacién mexicana, los niveles de vitamina D y de Ca se conocen sélo
parcialmente; Clark y cols. (2010) reportaron que, tras la evaluacion de cuestionarios
en estudios epidemioldgicos, los mexicanos consumen, en promedio, mucho menos
Ca que lo establecido por las recomendaciones internacionales para este tipo de
nutriente. Respecto a la vitamina D, diversos estudios han mostrado que, en México,
entre el 23-62% de los pacientes pediatricos presentan insuficiencia y entre el 16- 20%
deficiencia y en la poblacion mayor de 14 afios se descubrio que el 46.8% presentaba

deficiencia y el 43.6% insuficiencia (IOF, 2012).

La Asociacion Mexicana de Metabolismo Oseo y Mineral (AMMOM) y la
Fundacién Internacional de Osteoporosis (IOF) estimaron que 1 de cada 3 mujeres y
1 de cada 8 hombres mayores de 50 afios estan en riesgo de sufrir alguna alteracion

en la DMO (Lago y cols., 2008) y que la DMO varia significativamente de acuerdo con
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la regién de la poblacion estudiada (IOF, 2012). De igual forma, se ha reportado que
en México la prevalencia de osteoporosis en adultos es del 17.9% de los cuales el
79.8% son mujeres y el 20.1% son hombres. En esa misma muestra, se observo
osteopenia en el 34.5% de los pacientes (76.1% mujeres y 23.8% hombres) de los
cuales 39% correspondieron a mayores de 60 afios. Lo anterior brinda un panorama
del alcance del problema en nuestro pais (Lago y cols., 2008). La fragilidad y las
fracturas en huesos que derivan de la osteoporosis ocupan el segundo lugar de

atencion quirargica en el Instituto Mexicano del Seguro Social (Lago y cols., 2008).

En la poblacion mexicana se ha encontrado una predisposicion familiar a este
padecimiento; un estudio realizado a tres generaciones encontré que existia una
asociacion entre las densidades 6seas de cada una de las generaciones, con una
tendencia a ser iguales en las mujeres relacionadas (Lazcano-Ponce y cols., 2009).
Incluso se ha sefialado a la pobreza y al estrato social, durante la historia de vida de
una persona, como predisponentes para presentar osteoporosis en la adultez (Clark y

cols., 2005).

3.4  Clasificaciéon de la osteoporosis

La osteoporosis generalizada, también llamada sistémica o primaria, es el tipo
mas frecuente. A pesar de su nombre, no afecta la totalidad del esqueleto, pero si
presenta una distribucion simétrica. Se clasifica en primaria y secundaria. La forma
primaria, constituye el grupo mas amplio, llamada “osteoporosis involutiva®, comienza

en la etapa media de vida volviéendose mas comun con el incremento de la edad.
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Existen tres tipos de osteoporosis primaria: osteoporosis idiopética juvenil y del adulto
joven, osteoporosis postmenopausica tipo | y osteoporosis senil tipo Il (Mendoza-

Romo, 2003; Bartl y Bartl, 2019).

La osteoporosis idiopatica juvenil afecta a nifios y adolescentes de 8 a 14 afios,
se manifiesta por lo general por fracturas de compresion en las vértebras acompafiada
de dolor de espalda severo; el trastorno remite por si solo en muchos casos y la
recuperacion ocurre de forma espontanea en el transcurso de 4-5 afios. La
osteoporosis ideopatica del adulto joven afecta a individuos de ambos sexos con
funcién gonadal normal, entre 30-50 afios de edad, aunque se presenta con mayor
frecuencia en varones, usualmente fumadores crénicos. Presentan disminucion de la
DMO del hueso trabecular que puede permanecer a bajos niveles durante varios afos.

La evolucion de la patologia es variable (Mendoza-Romo, 2003; Bartl y Bartl, 2019).

Osteoporosis postmenopausica. Tipo |: Ocurre en el subgrupo de mujeres
posmenopausicas de 51 a 75 afos, se relaciona directamente con la pérdida de
funcidn gonadal y se caracteriza por una pérdida acelerada y desproporcionada de
hueso trabecular en comparacion con hueso cortical. Las fracturas vertebrales y del
radio son complicaciones frecuentes. Hay disminucion de la actividad de la hormona

paratiroidea para compensar el aumento de la resorcién 6sea (Mendoza-Romo, 2003).

Osteoporosis senil. Tipo Il: Se detecta en algunas mujeres y varones de mas de
70 afios como consecuencia de un déficit de la funcion de los osteoblastos. Otros
factores etiopatogénicos son: sedentarismo-inmovilizacion, mala absorcion de calcio,

menor insolacidén y trastornos nutricionales que ocasionan déficit de vitamina D e

23



hiperparatiroidismo secundario. Se asocia con fracturas de cuello femoral, porcion

proximal del humero y pelvis, por afectarse tanto el hueso cortical como el trabecular.

La osteoporosis secundaria, también llamada osteoporosis regional o
localizada, representa menos del 5% de los casos. En este grupo estan todos aquellos
casos de osteoporosis que son una consecuencia 0 bien una manifestacion
concomitante de otras enfermedades o de sus tratamientos (Mendoza-Romo, 2003)
como inactividad/inmovilizacion; sindrome de edema de médula ésea; sindrome de
Gorham-Stout o enfermedad del hueso evanescente, entre otros sindromes

osteoliticos (Bartl y Bartl, 2019).

3.5 Teécnicas de diagnostico

La resistencia 0sea puede ser definida analizando la DMO vy la calidad del
hueso. Actualmente no es posible analizar el grado de deterioro del tejido 6seo en un
entorno clinico, por lo cual, el diagndstico de la osteoporosis se establece mediante la
medicién de la DMO, que puede predecir hasta el 70% del riesgo de fractura (Moyad,
2003), o por la ocurrencia de fracturas espontaneas en ausencia de traumatismos

mayores (S6zen y cols., 2017).

La masa Osea puede evaluarse a través de métodos directos e indirectos. La
histomorfometria es el método directo mas antiguo pero sus limitaciones respecto a
ser un método restringido, invasivo, lento y costoso lo han relegado de la practica

clinica. Los métodos indirectos de evaluacion de la masa 6sea pueden ser cualitativos

24



(radiologia simple), semicuantitativos (indices radiolégicos), radiogrametria (indices de
Nordin-Barnet) y cuantitativos a través de técnicas densitométricas axiales como la
densitometria fotonica dual (DPA), la tomografia axial computarizada (TAC) y la
densitometria radiolégica de doble energia (DXA) o periféricas como la densitometria

radiol6gica monoenergética (SXA) (Gomez Alonso y cols. 2004).

La radiologia simple, es ineficaz en la deteccidon temprana de osteopenias ya
gue, para que la pérdida de masa Osea sea visible debe ser del 30-35% (Reich y
Seidelman, 1976), mientras que todas las técnicas de evaluacion indirecta cuantitativa
tanto axiales como periféricas han mostrado capacidad para predecir el riesgo de

fractura (Marshal y cols., 1996).

3.6  Tomografia Axial Computarizada (TAC)

El principio basico de la TAC, es que la estructura interna de un objeto puede
reconstruirse a partir de multiples proyecciones del mismo (Corbo Pereira, 2004). La
obtencién de imagenes mediante TAC se basa en la tomografia basica, con la
diferencia que en vez de un pase unico (o complejo) del emisor de rayos-X sobre la
region de interés, se realizan multiples pases desde distintos angulos sobre el paciente
y son grabados por uno o mas elementos detectores circunferenciales los cuales son
posteriormente reconstruidos por una computadora de acuerdo con sus distintos
valores de atenuacién en un corte axial (Wesolowski y Lev, 2005). En la TAC las
imagenes son obtenidas a través de la transformacion del coeficiente de atenuacion

original, calibrado de tal forma que el agua destilada (a condiciones normales de
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temperatura y presion) se define como 0 HU, mientras que el aire se define como -
1000 HU bajo las mismas condiciones, por lo tanto, la densidad de cada voxel (unidad
de informacion gréafica que define un punto en 3D) representa la cantidad de rayos X
absorbidos por un fragmento pequefio de tejido. La absorcion es calculada y medida
en unidades Hounsfield (HU) (Snyder y cols., 1991), en honor de uno de los creadores

de esta técnica, Godfrey Hounsfield (Wesolowski y Lev., 2005).

Los coeficientes de absorcion de los tejidos suaves, asi como del hueso
trabecular y cortical son diferentes y pueden ser usados para identificar y etiquetar
cada voxel como tejido blando (HU<300), hueso trabecular (300= HU < 700) o hueso
cortical (HU > 700); usando estos umbrales, es posible segmentar y caracterizar
automaticamente el hueso (Adams, 2009; Lim Fat y cols., 2011). En otras palabras,
las HU son indicadores de la DMO. En las imagenes obtenidas a partir de esta técnica,
el hueso cortical se observa brillante, delimitando un area mas obscura, la cual
corresponde a otros tipos de tejido 6seo por lo cual esta técnica de diagndstico es
apropiada y altamente precisa en la deteccion de patologias 0seas relacionadas con

la disminucion de la DMO (Marinova y cols., 2015).

Ruesegger y cols. propusieron la cuantificacion de la densidad 6sea mediante
TAC en 1974 para hueso cortical y en 1976 para hueso trabecular. No obstante, la
DXA se ha impuesto como la técnica mas utilizada para el diagnéstico dado que los
indices de radiacion ionizante necesarios son menores, por lo que puede ser utilizada
también para monitorear la evolucion y tratamiento de la enfermedad ya que el estudio

es repetible hasta cada 6 meses (en casos especiales), sin que represente un riesgo
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para el paciente (Giner Ruiz y cols. 2014) y su menor costo sin sacrificar su alta
precision. Sin embargo, algunas investigaciones han mostrado que, en algunos casos,
como los pacientes con osteoartritis, el diagnéstico con DXA sobreestima la DMO
(Dalle Carbonare y cols. 2000); mientras que, en pacientes con obesidad moérbida o
nifos en edad de crecimiento, puede ser subestimada (Bachrach, 2000). Actualmente,
la tecnologia de diagndstico por imagenes ha avanzado rapidamente y el tiempo de
exposicion a la radiacién, asi como la dosis necesaria para la TAC ha disminuido por
lo que su uso se ha incrementado notablemente en la practica clinica (Goo, 2012) y
las ventajas de esta técnica sobre la DXA han resurgido de tal forma que varios autores
han probado que es posible la determinacion de la DMO de manera oportunista en
pacientes que, por otros motivos, son sometidos a este estudio sin necesidad de
exponerlos a una mayor radiacion (Brett y Brown, 2015; Ziemlewicz y cols., 2016; Hoel

y cols., 2017).

4 Prebioticos

Mediante el sistema digestivo, el organismo se relaciona con el ambiente por la
ingesta de alimento y la deglucién accidental de células extrafias y particulas como
bacterias, virus y hongos, que entran al cuerpo y se vuelven parte del microbiota
intestinal, el cual se define como el material genético completo del microbioma
intestinal (McCabe y cols. 2015). El tracto gastrointestinal es un tejido altemente
inervado que media la digestion y absorcion del contenido de los alimentos, facilitando

la comunicacion con los tejidos periférficos a través de diferentes vias de sefializacion
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activadas por las moléculas generadas por el microbioma intestinal (Wishner y Castillo,
2018). En los humanos, Unicamente ~10% de las células y menos del 1% de los
genes son humanos, el resto proviene de los trillones de microbios que habitan el tracto
digestivo (Fontana y Patridge, 2015; Rizzoli, 2019a). El microbioma intestinal juega
muchos papeles esenciales en la salud humana y animal, sin embargo, su papel en la
fisiologia fue por un largo tiempo ignorado, por lo que se le llamé, hasta afios recientes
un organo olvidado (O’Hara y Shanahan, 2006), actualmente ha sido reconocido como
el mayor componente del sistema enddcrino humano cuyas secreciones y actividades
digestivas tienen una profunda influencia en la mayoria de los 6rganos (Uhr y cols.,
2019), esta abundante y diversa comunidad de microorganismos con caracteristicas
estables y resilentes, interactian de manera simbiética con el hospedero realizando
funciones metabolicas como la extraccion, sintesis y absorcion de nutrientes e
inmunoldgicas previniendo la colonizacion de bacterias patégenas a través de diversos
procesos de competencia interespecifica al inhibir su crecimiento consumiendo los
nutrientes disponibles, produciendo bacteriocinas y secreciones peptidicas
antimicrobianas, cambiando el pH intestinal y manteniendo la integridad del epitelio
intestinal; igualmente, se ha identificado que actlan directamente sobre el sistema
inmune del hospedero ya que poseen funciones regulatorias sobre el desarrollo,
homeostasis y funciones de las células inmunes tanto innatas como adaptativas

(Rinninella y cols., 2019)

La proliferacion bacteriana intestinal es influenciada por la dieta, edad del

individuo, sexo, condiciones de vida, localizacion geografica (Rizzoli, 2019b) genética,
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interacciones medicamentosas, enfermedades subyacentes y por el tiempo,
considerando en este ultimo, desde los ciclos circadianos diarios hasta la especiacion
y evolucién, durante milenios, del microbioma asociado a una especie (Zarrinpar,
2014). El microbioma intestinal se adquiere desde el desarrollo embrionario cambiando
progresivamente de acuerdo a la integracion de nuevos elementos a la dieta infantil
continuando estos cambios hasta la vida adulta cuando su composicién se mantiene
relativamente estable (Rizzoli, 2019a). Si bien esta composicion es Unica para cada
individuo, se ha observado que los phyla Firmicutes y Bacteroidetes representan el
90% de la diversidad bacteriana intestinal, mientras que el otro 10% estéa representado
por especies de los phyla Actinobacteria, Proteobacteria, Fusobacteria y
Verrucomicrobia (Rinninella y cols., 2019). Cualquier alteracion al equilibrio de esta
micriobiota, se denomina disbiosis e implica cambios como a) la pérdida de
microorganismos benéficos, b) la expresion de agentes patégenos o benéficos y c) la

pérdida de diversidad (Walker, 2017).

Se ha descubierto que la calidad de vida en la vejez asi como las condiciones
asociadas a la misma, pueden ser mejoradas mediante la intervencidn de cambios en
la dieta e intervenciones farmacoldgicas, esto ha permitido que se expanda la
investigacion en temas de medicina preventiva para enfermedades asociadas a la
edad; algunos de estos estudios, tanto en animales como en humanos, han mostrado
gue alteraciones especificas en la dieta como: restricciones, ayunos intermitentes,
frecuencia de ingesta de alimentos y consumo de prebioticos y probioticos; conllevan

a cambios benéficos en la salud (Fontana y Partridge, 2015).
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Los prebidticos son alimentos funcionales que se encuentran presentes
naturalmente en las comidas vegetales o producidas sintéticamente por la conversion
enzimatica de azlcares. Las fibras prebidticas son resistentes a la digestion y
absorcion en el intestino delgado y sirven como sustratos para el microbioma intestinal,
dichos sustratos se hidrolizan y fermentan en la parte final del tracto digestivo (Cao y
cols., 2020). Los oligosacaridos como los fructanos tipo inulina y Ilos
galactooligosacéaridos son las fibras prebioticas insolubles més conocidas y mas

estudiadas (Wishner y Castillo, 2018).

Aunque historicamente la ingesta de oligosacéaridos se ha usado para potenciar
beneficios en la salud en civilizaciones antiguas en América y principalmente en Asia
(Leach y Sobolik, 2010; Gibson y cols., 2017) en funcién de hasta 135g/dia en
poblaciones cazadoras-recolectoras, la agricultura trajo consigo cambios importantes
en la alimentacion y actualmente el consumo promedio en las civilizaciones
occidentales ha caido dramaticamente, siendo de 1-4g/dia en Estados Unidos y 3-11

g/dia en Europa Occidental (Wishner y Castillo, 2018).

En 1907 el microbidlogo Elie Metchnikov en su libro “Sobre la prolongacion de
la vida: Estudios optimistas” fue uno de los pioneros en la historia moderna en atender
la importancia de la micriobiota intestinal, a la que denominé “microbios benéficos” asi,
durante la primera mitad del siglo XX se estudiaron los probiéticos como Lactobacillus
sp (Butel y cols., 2012); no fue sino hasta 1995 que se acufi6 el término prebidtico para
definir la actividad de esta clase de componentes como “aquellos ingredientes

comestibles no digeribles que afectan benéficamente al hospedero al estimular
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selectivamente el crecimiento o actividad de una o un limitado nimero de bacterias
residentes del colon” (Gibson y Roberfroid, 1995). Tras mas de 20 afios de
investigacion en esta materia, la definicion de prebidtico fue ampliada recientemente
a: “Sustrato que es utilizado de manera selectiva por los microorganismos huéspedes,
confiriendo un beneficio a la salud”. Aunque esta nueva definicibn permite la
integracién de otras sustancias y otros sitios de aplicacion, es importante recalcar que
los prebidticos intestinales, deben ser no digeribles por el hospedero, pero

metabolizados por el microbioma asociada a él (Gibson y cols., 2017).

El efecto de los prebioticos intestinales, deriva en el mantenimiento del estado
de salud y en la disminucién en el riesgo del desarrollo de patologias, asi su ingesta
constituye una oportunidad de contribuir a mejorar la calidad de la dieta y la seleccion
de alimentos que afecten positivamente en la salud y el bienestar del individuo (Abrams
y cols. 2005; Abhari y cols. 2015). Coadyuvan al mejoramiento de las funciones
gastrointestinales (por ejemplo, inhibicion de patégenos y estimulacion del movimiento
intestinal), accion sobre el sistema redox y antioxidante, modulacion del sistema
inmune (Cagigas-Reing y Blanco-Anesto, 2002), cardiometabolismo, salud mental,
prevencion del cancer, la absorcion de minerales, metabolismo y biodisponibilidad de
macronutrientes (principalmente glucidos, proteinas y lipidos) y micronutrientes

(vitaminas y minerales), entre otros (Gibson y cols., 2017).

La generacion de productos metabdlicos por accion del microbioma intestinal
considerada benéfica depende de la disponibilidad de sustrato, el cual se provee en

parte por los prebiéticos (McCabe y cols. 2015) los cuales tienen como efecto
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potencializar la actividad y proliferacion de bacterias benéficas como bifidobacterias y
lactobacilos (Roberfroid y cols., 2010), que producen acidos grasos de cadena corta
(AGCC) como el acetato, propionato, buritato, isobutirato; &cido lactico y otros
componentes que son reconocidos por tener un papel benéfico sobre la salud;
disminuyendo el pH en el colon y creando un ambiente donde las bacterias
potencialmente patdgenas no pueden crecer y desarrollarse (Bosscher y cols., 2006;
McCabe y cols., 2015), es por ello que los prebidticos modulan positivamente la
fisiologia del sistema gastrointestinal. En las dltimas décadas también se estudian
otros efectos, como la estimulacion del sistema inmunoldgico, la reduccién del riesgo
de cancer de colon y el impacto en el aumento de la absorcion de Ca y fosfatos para
la salud 6sea (Roberfroid, 2000; Cagigas-Reig y Blanco-Anesto 2002; McCabe y cols,

2015).

Los prebioticos son seguros y se ha demostrado que pueden ser incorporados
a la dieta desde los 5 meses de edad siendo los unicos efectos adversos observados
distension abdominal, gas y mayores movimientos intestinales (Locantore y cols.,

2020)

4.1  Fructooligosacéridos (FOS)
En la actualidad existe una gran variedad de compuestos prebidticos que
incluyen una variedad de estructuras: polidextrosa, fructo-oligosacaridos (el primer

prebidtico, definido en 1995), inulina (que contiene fructo-oligosacaridos), xylo-
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oligosacaridos, galacto-oligosacéridos, oligosacéaridos de soya, fibra dietética, entre

otros (Cagigas-Reig y Blanco-Anesto 2002; McCabe y cols., 2015).

Los oligosacaridos mas estudiados y reconocidos con actividad prebidtica
intestinal en la actualidad son los fructanos, grupo que incluye a oligo o polisacaridos
de origen vegetal o bacteriano, comprendidos por cualquier carbohidrato en el cual
una o mas uniones fructosil-fructuosa predominan dentro de las uniones glucosidicas
(Olagnero y cols., 2007). Entre ellos los mas estudiados y de mayor uso a nivel
industrial son la inulina, la oligofructosa y los fructooligosacaridos (FOS),
caracterizados por sus enlaces de tipo B-(2-1) en el monomero terminal entre las
unidades de fructosa, con un grado de polimerizacion (GP) tipicamente de 2 a 10
unidades pero que pueden contener hasta 60 unidades, siendo el GP promedio
(GPprom) de 10 a 12; presentando una estructura polimérica predominantemente
lineal. Son considerados carbohidratos de cadena corta o de bajo GP (Velazquez-

Martinez y cols., 2014).

Estos tipos de polisacaridos no estructurales, aunque pueden ser sintetizados
guimicamente, son los mas abundantes encontrados en la naturaleza después del
almidon y estan presentes en plantas monocotiledéneas de las familias Liliaceae,
Agavaceae, Amaryllidaceae e Iridaceae, asi como también en algunas dicotiledéneas
de las familias Compositae, Boraginaceae, Malpighiaceae, Primulaceae, Styracaceae
y Violaceae, ademas en hongos tipo Aspergillus spp. y en bacterias, en las cuales

prevalece el fructano del tipo levano, también llamadas flevinas (Meier y Reid, 2012).
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4.2  Inulina
La inulina es un fructano polidisperso que consiste en una mezcla de oligdmeros y
polimeros mayores formados por uniones B-(2-1) o B-(2-6) fructosil-fructosa (Petkova

y cols., 2013).

Es un carbohidrato de reserva energética presente en mas de 36,000 especies
de plantas, siendo uno de los mejores oligosacaridos utilizados por su efecto sobre las
bifidobacterias intestinales (Abou-Arab y cols., 2011; Weaver, 2015), encontrados en

raices de achicoria, cebollas, alcachofas y agaves (Garcia-Vieyra y cols., 2014).
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Fig 2. Estructura quimica de la inulina.
La inulina es un polisacéarido polidisperso de la familia de los fructanos,
que consiste principalmente en unidades (3-(2-1) (Fm) y una unidad
terminal a-glicopiranosa (1—2) (GFn). (Petkova y cols., 2013)

Una de las principales caracteristicas que posee la inulina es que no puede ser
hidrolizada por las enzimas digestivas del tracto gastrointestinal en los humanos y

animales, se comporta como fibra dietética, aportando un contenido cal6rico reducido
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(1,5 kcal/g) en comparacion con los carbohidratos digeribles (4kcal/g) (Flamm y cols.
2001; Roberfroid 2007), siendo metabolizada y fermentada en el intestino grueso a
través de bacterias benéficas, por ejemplo, Actinobacterias, del colon, resultando en
la produccién de gases (H2, CH4, CO2) y metabolitos como el formato, &cidos
carboxilicos de cadena corta, principalmente 4cido acético, propionico y butirico, que
disminuyen el pH del lumen intestinal incrementando la solubilidad de minerales como
calcio, hierro y zinc (Roberfroid y cols., 1999; 2000; 2002; Cagigas—Reig y Blanco-
Anesto, 2002; Coxam, 2007), siendo estos minerales de suma importancia para tejidos
corporales, particularmente el Ca en la composicion del tejido 6seo y su dinamica de

desarrollo.

La inulina se encuentra presente en plantas, vegetales, frutas y cereales, se
obtiene generalmente de la raiz de la achicoria y mas recientemente del agave; posee
una reserva de carbohidratos polimeros de fructosa, en lugar de glucosa, mas
pequefios que las moléculas de almidén con una mayor solubilidad en agua (Bautista-
Justo y cols., 2001). La utilizacién de la inulina ha sido ampliamente estudiada, siendo
una de las propiedades mas documentadas su comportamiento como prebiético,
estimulando el aumento de bifidobacterias y lactobacilos en el colon, con la
consecuente disminucion de especies como E. coli y Clostridium spp. que pueden
resultar perjudiciales para el huésped (Madrigal y Sangronis 2007; Velazquez-Martinez

y cols., 2014).

En México se encuentran aproximadamente 150 de las 200 especies de agave

gue hay en el mundo; en las pifias del agave se encuentra un alto contenido de fructosa
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y, particularmente el agave azul (Agave tequilana Weaver var. azul) es una fuente de

inulina ya que el 25% de la planta presenta este fructano (Rivera-Huerta, 2017b).

Macilla-Margalli y Lépez (2006) acufiaron el término agavina para definir la
inulina del agave y propusieron la estructura molecular de la misma (Figura 3). La
composicion de las uniones glicosidicas en los fructanos de A. tequilana varian de
acuerdo a la edad de la planta (Mellado-Mojica y Lépez, 2012), con un grado de
polimerizacién (DP) de 2-60 siendo la media 16; la importancia de tener una
descripcion precisa de la estructura quimica de estos componentes radica en que

dicha estructura dicta las propiedades de los materiales derivados (Toriz y cols., 2007).

Los fructanos presentes en el agave poseen una estructura cuya molécula
presenta: inulina, levanos y neoinulina. La concentracion de fructanos en una planta
de 6 afios es de aproximadamente el 27% en la pifia y en la parte inferior de las hojas.
Estudios preliminares en ratones indican que este tipo de fructanos poseen
caracteristicas funcionales aun mayores que los de la inulina obtenida comercialmente

a partir de la achicoria (Roberfroid y cols., 2000; 2002).

A nivel comercial, la empresa Nekutli S.A. de C.V. llevé a cabo la caracterizacion
de los fructanos presentes en el Agave azul, haciendo el registro de marca de dos
grupos de moléculas: FOS con un GP de 3-11 registrado como Metlos e Inulina con
un GP de 12 a 60 registrada como Metlin (Riverta-Huerta, 2017b), producto usado en

esta investigacion.
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Las propiedades fisicas de los productos comerciales derivados de fructanos,
se relacionan con la calidad del material crudo usado para producirlos, por lo cual, las
practicas agricolas, las condiciones de crecimiento, el tiempo de cosecha asi como las
condiciones de almacenaje y procesamiento, influyen en las propiedades
fisicoquimicas del producto final; asi pues, la solubilidad, densidad aparente,
viscosidad de la solucién, dulzor relativo y apariencia, estan directamente relacionadas
con el grado de polimerizacion y las ramificaciones moleculares de la materia prima
(Tungland, 2018). La inulina del agave es altamente soluble en agua (del 70-80% a
temperatura ambiente y hasta el 14% a 4°C); el dulzor relativo corresponde al 10% del
perceptible en la sacarosa y es termoestable al calor a un pH > 4 (Glibowski y

Bukowska, 2011).
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Fig 3. Estructura molecular de lainulina del agave
Los fructanos pertenecientes al agave, son complejos y poseen una gran catidad de uniones glicosidicas p(2-1) y
B(2-6) ramificadas, especialmente en las plantas maduras. Adaptado de: Mancilla-Margalli y L6pez, 2006.

4.3  El papel de los prebidticos tipo inulina en la absorcion de Ca

Aunque los estudios, tanto en animales como en humanos demostraron que la
ingesta de prebidticos conllevan claros beneficios a la salud ésea a través del
mejoramiento del metabolismo de Ca, el cual fue correlacionado de una forma positiva
con los cambios en las comunidades de microbiota intestinal, los mecanismos
especificos por los cuales el microbioma intestinal mejora directamente la salud 6sea
o indirectamente a través de los cambios en el tipo de bacterias, aun estan pobremente

entendidos (Cao y cols., 2020).
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Como se menciond anteriormente, se ha demostrado que las fibras prebidticas
(fibro-dextrina, inulina, fructano oligosacaridos y fructanos del agave) incrementan el
contenido de acidos carboxilicos de cadena corta (AGCC) como acetato, propionato,
butirato, isocutirato, valcerato e isovolerato (Trinidad y cols., 1996; Ohta y cols.; 1998;
Yang y cols., 2013; Garcia-Vieyra y cols., 2014; Weaver, 2015; Locantore y cols.,
2020). Estos AGCC pueden influenciar directamente en el metabolismo 6seo; se ha
observado que la adicion de éstos al agua incrementa el volumen trabecular y reducen
el numero de osteoclastos y de marcadores de resorcion 0sea en roedores (Rizzoli,
2019). El butirato, el cual es el sustrato energético utilizado para el metabolismo,
proliferacion y diferenciacion celular en la mucosa intestinal (Rivera-Huerta, 2017), ha
probado ser también clave en la salud 6sea ya que actia como inhibidor de la histona
deacetilasa, y estimula la diferenciacion de osteoblastos e incrementa la produccion

de sialoproteina 6sea y osteoprotegerina (Rizzoli, 2019).

Existen varias propuestas dentro de los mecanismos conocidos en los que los
AGCC pueden influir en la absorcion de Ca (Figura 4.). En el primer mecanismo, y el
mas fuertemente aceptado es la produccion de AGCC acidifica el pH del lumen
intestinal y en consecuencia se reduce la formacion de sales y compuestos,
permitiendo la circulacion libre de minerales solos como el Ca, Mg, Fe y Zn (Scholz-
Ahrens y cols., 2007; Yang y cols, 2013; McCabe y cols. 2015; Wishner y Castillo,
2017; Cao y cols., 2020), ha sido sugerido que el sitio donde acttuan los metabolitos
prebidticos dentro del intestino puede tener una relaciébn importante respecto a los

beneficios directos en la salud 6sea (Weaver y cols., 2010; McCabe y cols.; 2015;).
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Por ejemplo, el tratamiento con fructanos del agave o inulina incrementa los niveles de
una variedad de &cidos grasos de cadena corta en el ciego, pero solo acetato,

propionato y butirato en el colon (Garcia-Vieyra y cols., 2014).

Como segundo mecanismo, los AGCC pueden tener una influencia directa
sobre el epitelio para incrementar la absorcién del Ca. La privacion de hormonas
sexuales incrementan la permeabilidad intestinal, permitiendo el ingreso de bacterias
y antigenos a la mucosa intestinal; se ha reportado que los prebidéticos incrementan el
grosor y superficie de las paredes intestinales (Rizzoli, 2019), esto puede ser medido
como el incremento de peso del ciego y/o histolégicamente por el incremento de los
villus intestinales en el ciego los cuales maximizan la superficie y la absorcion pudiendo
favorecer el transporte paracelular del Ca y aumentar las proteinas de unién para la

expresion de Ca (McCabe y cols. 2015; Wishner y Castillo, 2017).

Otro mecanismo propuesto es la regulacion del sistema inmune, en estudios
con animales libres de gérmenes, se ha observado que éstos presentan un sistema
inmune en mucosa inmaduro con menos células CD4-T, sugiriendo que el microbioma
puede modular el desarrollo del sistema inmune, aunque hasta el momento no existe
suficiente evidencia para relacionar directamente la relacion entre estos mecanismos
de sefializacion con los cambios inducidos con la ingesta de prebidticos (Wishner y

Castillo, 2017; Rizzoli, 2019).

Asimismo, el microbioma intestinal tiene una influencia en la sefializacion
enddcrina; el incremento en la absorcién de Ca reduce la produccion de PTH y por lo

tanto disminuye la resorcién 0sea; se ha demostrado en roedores libres de gérmenes
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gue hay una menor secrecion de serotonina, la cual esta relacionada a una menor
formacion Osea y, también, en roedores convencionales tratados con antibiéticos, se
presenta un decremento en marcadores de formacion ésea, sin embargo, tras recibir
suplementos de AGCC, reestablecieron sus niveles 6seos (Wishner y Castillo, 2017,

Rizzoli, 2019).

La inulina y los FOS han demostrado que cambian los niumeros de diferentes
especies de bacterias tanto en el intestino proximal como en el distal; incrementando
significativamente las bifidobacterias y lactobacilos en intestino proximal, asi como,
incrementando las eubacterias, y disminuyendo clostridias en el intestino distal
(Langlands y cols., 2004). Se cree que la estimulacion de los niveles de bifidobacterias
conlleva a un incremento en la escision de conjugados de isoflavona liberando sus
metabolitos, incrementando de esta forma la biodisponibilidad de fitoestrogenos

(McCabe y cols., 2015).

Se sabe que la deficiencia estrogénica reduce la absorcidon del Ca es por ello
gque el efecto de los prebidticos en roedores ha sido estudiado. En ratas
ovariectomizadas, tras recibir un tratamiento con FOS por un periodo de 6 semanas,
se observo que no previno la pérdida 6sea y al suministrarles un conjugado de FOS
con isoflavonas se observo un efecto aditivo en el hueso trabecular y en la parte distal
del fémur, y un incremento en actividad de la beta-glucosidasa cecal y la produccion
de daidzeina sugiriendo asi que los FOS aumentan la biodisponibildiad de isoflavonas,
dando lugar a efectos cooperativos en la prevencion de la osteopenia (Ohta y cols.,

2002).
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En ratas Wistar, se verificd el efecto de los fructanos del agave azul al ser
afiadidos como suplementos a dietas con niveles normales, insuficientes y deficientes
de calcio; los resultados mostraron que los iones de Ca y P se mantuvieron
relativamente constantes en sangre, siendo ligeramente mayor en presencia de
fructanos del agave; el contenido de Ca en hueso incrementé claramente en los grupos
con este suplemento y mostraron mayor estabilidad y densidad 6sea en el hueso,

particularmente en el grupo con ingesta insuficiente de calcio; sugiriendo que los
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fructanos de agave azul pueden ser Utiles en prevenir la pérdida de densidad 6sea y

fuerza y en consecuencia prevenir la osteoporosis (Cieslik y cols., 2012).

Garcia-Vieyra y su equipo (2014), demostraron que en ratas ovariectomizadas,
las concentraciones de Ca en plasma y hueso, asi como la osteocalcina aumentaron
tras anadir en la dieta un 10% de fructanos de agave, concluyendo que el uso de este

suplemento alimenticio previene pérdida 6sea y promueve la formacién de hueso.

4.4 Modelos animales

La mayor parte de la literatura disponible que apoya los efectos benéficos que
los prebioticos tienen sobre el hueso, esta basada en investigaciones con animales en
todas las fases del ciclo de vida en estudios in vivo y en cultivos celulares in vitro
(Wishner y Castillo, 2017). En su trabajo, éstos autores presentan una revision sobre
algunas de las investigaciones con roedores, orientadas al efecto de la ingesta de
prebidticos tipo inulina sobre el metabolismo del Ca y la salud 6sea, los resultados
mayormente reportados son los siguientes: Mayor absorcion de Ca (Levrat y cols.,
1991; Younesy cols., 2001; Coudray y cols., 2003 y 2005; Zafar y cols., 2004; Raschka
y cols., 2005; Demigné y cols., 2008; Lobo y cols., 2009; Legette y cols., 2011y 2012;
Yang y cols., 2013; Garcia-Vieyra, 2014; Krupa-Kozak y cols., 2017), otros resultados
reportados en estas investigaciones incluyen mayor absorcién de Mg, acidificacion de
pH intestinal, menor resorcién ésea, mayor disponibilidad de AGCC, mayor peso del
ciego, mayor produccion de osteocalcina y mayor DMO. Otras investigaciones

revisadas no analizaron la absorcién de Ca, pero reportaron una mayor DMO, mayor
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fuerza 6sea y/o un mayor contenido de Ca en hueso (Roberdfroid y cols., 2002; Weaver

y cols., 2010; Bueno-Vargas y cols., 2016).

Por otra parte, Tahara y cols. (2000) demostraron que el incremento en la
absorcion de Ca tras la administracion de FOS se traduce a su vez en un mayor
volumen de hueso trabecular femoral con una mayor concentracién de minerales en el
mismo. Otro estudio apoy0 esta evidencia y reporté un beneficio general en la salud
Osea después de tratamientos con inulina de achicoria en ratas macho en crecimiento
(de 4 a 22 semanas) sin una variacion significativa del efecto respecto a la edad
(Roberfroid y cols. 2002). Asimismo, en pollos de engorda, el tratamiento con inulina
durante cinco semanas demostré un incremento en la mineralizacion y el contenido de
Caen hueso (Ortiz y cols., 2009). Sin embargo, el uso de inulina en cerdos de engorde
final como modelo de estudio, la inulina no tuvo ningun efecto en la proliferacion de
lactobacilos o bifidobacterias, ni cambios aparentes en la mineralizacion 6sea, asi
como tampoco se observé un aumento en la biodisponibilidad de minerales en el tracto
digestivo en dietas cuyo contenido de inulina variaba en un radio directamente

proporcional al del Cay P (Varley y cols., 2010).

Se han realizado estudios clinicos en humanos analizando la introduccion de
inulina en la ingesta diaria y sus efectos en la salud 6sea. Slevin y su grupo de
investigadores (2014) comprobaron que un grupo de mujeres post-menopausicas sin
osteoporosis y en mujeres con oseteopenia, tras ingerir un conjugado de Ca y FOS,
presentaron una disminucién significativa en los marcadores de fosfatasa alcalina

fraccidn Osea, indicando una desaceleracion en la pérdida de hueso, aunque sin
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cambios aparentes en la densidad 6sea. Abrams y su equipo (2005) determinaron los
efectos bioldgicos de suplementar la dieta de preadolescentes de 9 a 13 afios con una
dosis diaria de 8g de fructanos tipo inulina durante 8 semanas y 1 afo; al finalizar el
periodo experimental, observaron en ambos grupos un incremento considerable tanto
en el contenido mineral en todo el cuerpo, como en la densidad mineral 6sea en
comparacién al grupo control. Aunque existen ejemplos como estos que indican la
relacién entre la absorcion de calcio y sus efectos en la salud 6sea humana, hay otros
estudios cuyos resultados no prueban esta relacion, algunos autores sefialan que la
diferencia entre las metodologias, las dosis y el tiempo son un factor importante para
determinar esta relacion (McCabe, y cols., 2015; Coxam, 2007) lo cual se debe, en
parte, a que los mecanismos exactos del funcionamiento de los prebidticos sobre la

salud 6sea no estan claramente definidos.

La proliferacion de bacterias benéficas como lactobacilos y bifidobacterias tras
el tratamiento con fructanos del agave se ha demostrado en varios estudios tanto in
vivo como in vitro (Ramnani y cols., 2015; Holscher y cols., 2015; Lépez-Velazquez y
cols., 2015 Koenen y cols., 2016). En un estudio clinico en humanos recién nacidos
(20 +/- 7 dias) se demostrd que la adicion de probidticos como lactobacilos y fructanos
del agave Metlin y/o Metlos a las dietas infantiles de leche en férmula, potencializa la
proliferacion de bifidobacterias y una reduccién considerable de Clostridium. Respecto
al metabolismo 6seo (el cual se calculé cuantificando la deoxipiridinolina excretada
(DPD), la cual es una hormona liberada en infantes durante la resorcién ésea durante

el proceso de crecimiento del hueso, por lo cual se utiliza como marcador de recambio
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0seo0), se observdé una tendencia en el incremento de DPD en los grupos
suplementados con fructanos y en el grupo control, alimentado anicamente con leche
materna, aunque los resultados no fueron significativos (Lépez-Velazquez y cols.,

2015).

En muchos casos se necesita ingerir una gran cantidad de prebi6ticos para
obtener suficiente actividad prebiotica, es por esto que algunos de ellos, como la
inulina, se han comercializado en forma de cépsulas, tabletas o licuados (McCabe y

cols., 2015).

5 Los primates no humanos (PNH) como modelo en el estudio de la

osteoporosis

El uso de los PNH en las ciencias biomédicas y de la salud publica ha sido un
elemento medular a lo largo de su historia, siendo las especies animales mas similares
filogenéticamente al humano (Cruzen y Colman, 2009). La especie mas utilizada en la
investigacion biomédica es el mono Rhesus (Macaca mulatta). Se estima que el tiempo
de vida de estos mamiferos es de aproximadamente de 30 afios en condiciones de
cautiverio (Ibafiez-Contreras y cols., 2011) lo que facilita y complementa los estudios
de tipo longitudinal, para el conocimiento de procesos tales como desarrollo,
maduracion y envejecimiento, asi como la fisiopatologia de ciertas enfermedades

(Cruzen y Colman, 2009; Hernandez-Godinez y cols., 2011).
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Desde 1987 en el Instituto Nacional del Envejecimiento (NIA, por sus siglas en
inglés) de Estados Unidos, se han estudiado los mecanismos paralelos entre el
envejecimiento de los macacos y los humanos (Roth y cols., 2004). En relacién a la
salud ésea, se ha observado que la edad es un factor predisponente a la presencia de
tumores espontaneos, presencia de osteopatologias, enfermedades cardiovasculares
y cognitivas en los PNH, (Yamate y cols., 2007; Ebersole y cols., 2008; Hernandez-
Godinez y col.,, 2010 y 2012). Como se menciona en parrafos anteriores, el
envejecimiento se asocia con una reduccion gradual de la DMO en los hombres y las
mujeres perimenopausicas, comenzando alrededor de la cuarta década de vida.
Dentro de las osteopatologias mas comunes en macacos se ha descrito la disminucion
de la DMO. De acuerdo con Colman (1999a y 1999b) y Black y cols. (2001) que
estudiaron la relacion de la edad y factores como la disminucion de hormonas
esteroidales con la presencia de osteoartritis y osteoporosis en monos Rhesus,
describen que después de la menopausia natural, las hembras Rhesus tienen una
menor DMO; de la misma manera, Kessler y cols. (2016) reportaron que en Rhesus
machos que han sido orquiectomizados, la ostopenia es similar a la encontrada en
varones humanos que han sido a su vez sometidos a este proceso por cancer testicular
o prostatico. Debido a que la osteoporosis estd claramente relacionada con los
cambios hormonales, estas similitudes en el sistema endocrino es una gran ventaja
para el uso de este modelo (Turner y cols., 2001). Finalmente se ha observado el
efecto de la maduracidén y envejecimiento en el contenido mineral 6seo en monos
Rhesus hembras en sitios analogos evaluados comunmente en los  humanos,

encontrando que hasta los 11 aflos existe un incremento en el contenido mineral,
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observandose posteriormente un decremento en monos de edades méas avanzadas
junto con la pérdida de longitud total del cuerpo, columna vertebral y el hueso del radio
(Black y cols., 2001; Bellino y Wise, 2003; Hernandez-Godinez y cols., 2010). Por su
parte Cerroni y cols. (2000) encontraron que la parte inferior toracica y lumbar de los
monos Rhesus son también susceptibles a las fracturas por fragilidad, en monos de
edad avanzada, con presencia de osteoporosis. Colman y cols. (1999a) mencionan
como conclusién de su estudio de la menopausia natural en los monos Rhesus, la
disminucion de la masa 0sea y el aumento de transferencia esquelética, actividad que
es similar a la condicion humana. Los resultados muestran de manera general que, la
edad a partir de la cual comienzan estas osteopatologias es aproximadamente a partir
de los 9 afos, siendo indistinto el sexo, existiendo una relacién cronoldgica similar a la
presentada por humanos (Hernandez-Godinez y cols., 2010), condicién que hace que
sean el modelo mas cercano filogenética y fisiopatologicamente para el estudio de los

mecanismos metabdlicos relacionados con la osteoporosis.

Ademas de las similitudes genéticas y bioldgicas, estos primates estan bien
adaptados para la investigacion en condiciones de laboratorio, incluyendo crianza en
cautiverio y nutricion (Roth y cols., 2004) lo cual permite mantener una constante
observacion sobre los individuos experimentales, asi como un control estricto en las
variables relacionadas a la nutricion, presentado una ventaja sobre los ensayos
clinicos de este tipo con humanos. Esto es relevante ya que los principales retos en
la investigacion en nutricion clinica incluyen factores como la heterogeneidad de la

nutricion previa a los ensayos, las dificultades para definir el grupo control apropiado,
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la existencia de historias clinicas incompletas, las diferencias entre estilos de vida y
actividad fisica y las dificultades para asegurar el seguimiento correcto de las dietas
por parte de todos los individuos, principalmente en estudios de larga duracién

(Weaver y Miller, 2017).
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1. PREGUNTA DE INVESTIGACION
¢La dieta suplementada con inulina tipo agave produce cambios en las
concentraciones del calcio y del fosforo séricos (circulantes) en monos Rhesus con

densidad 6sea conocida determinada por TAC?

IV.  HIPOTESIS
Si la disponibilidad de inulina tipo agave en la dieta de una poblacion de monos Rhesus
con densidad 0sea conocida mediante TAC, favorece la absorcion de minerales en
tracto gastrointestinal, entonces, se observara un aumento en la concentracion de Ca

y el mantenimiento en las concentraciones de P sanguineo.

V. OBJETIVOS
1 Objetivo General
Evaluar las concentraciones de calcio y foésforo en sangre antes y después de
la suplementacion de inulina tipo agave en la dieta de una poblacion de monos Rhesus

con densidad 6sea conocida mediante Tomografia Axial Computarizada (TAC).

2 Objetivos Especificos
i. Determinar el estado de la densidad 6sea de una poblacién de monos

Rhesus
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de Etica e

Establecer las concentraciones de calcio (Ca) en sangre para cada
individuo de una poblacion de monos Rhesus antes y después de la
administracién de la inulina.

Establecer las concentraciones de fésforo (P) en sangre de cada
individuo de una poblacion de monos Rhesus antes y después de la
administracién de la inulina.

Establecer las concentraciones de fosfatasa alcalina (FosAl) en sangre
de cada individuo de una poblacion de monos Rhesus antes y después
de la administracion de la inulina

Evaluar el efecto del sexo, el grupo de edad y la presencia de osteopenia,
en la disponibilidad de Ca, P y FosAl después de la administracion de

inulina.

MATERIAL Y METODOS

La investigacion se realizé de acuerdo con la NOM-062-Z00-1999, asi como con
la normatividad internacional del Cédigo Zoosanitario Internacional de la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS), apartado de primates no humanos (PNH) y de las
directrices internacionales para la adquisicion, el cuidado y la reproduccion de PNH
del International Primatological Society (IPS). El protocolo fue aprobado por el Comité

Interno de Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (CICUAL) y por las comisiones

Investigacion de Applied Research in Experimental Biomedicine

(APREXBIO) S.A. de C.V.
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1 Modelo de estudio

Se utilizaron 32 PNH de la especie Macaca mulatta, alojados en condiciones
Optimas en el establecimiento del Laboratorio de Primatologia de APREXBIO S.A. de
C.V., el cual forma parte de los Predios e Instalaciones que Manejen Vida Silvestre
(PIMVS), que cuenta con numero de registro ante SEMARNAT (DGVS-PIMVS-CRIN-
1014-D.F./08).

Se realizaron evaluaciones de densidad 6sea mediante TAC, para evaluar la
densidad de hueso en 32 PNH de la especie Macaca mulatta con un rango de edad
de entre 5 a 28 afios. La muestra fue dividida en 3 grupos, de acuerdo con la etapa
ontogenética (juveniles de 5-9 afios, adultos de 10-19 afios y seniles de 20-28 afios)
para la toma de imagenes y posteriormente, de manera aleatoria (por clan familiar) en
un grupo experimental (21 individuos) y un grupo control (11 individuos) para la
medicién de niveles de calcio en sangre antes y después de la administracion de la
inulina. Es importante sefialar que la N de los grupos experimental y control fue
determinada por la naturaleza de los clanes (familias) en que se encontraban viviendo,
con la finalidad de no separar individuos de sus familias y como consecuencia alterar
sus costumbres cotidianas de dinamica familiar. Todos los sujetos fueron alimentados
con base en el 4% de su peso corporal, con alimento MonkeyChow Purina 5045® 25%
proteina (MonkeyDiet 5038, PMI Nutrition International, St Louis, MO), 3 veces al dia
y agua ad libitum, asi como suplementados con frutas de temporada. A continuacion,
se muestra la reparticion de los grupos de acuerdo a tratamiento (por familia), grupo
de edad y sexo (Figura 5). Cabe sefialar que los grupos no son homogéneos en

namero de sujetos porque se formaron de acuerdo a sus clanes familiares.
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Poblacion Tratamiento Grupo de edad Sexo

-

Fig. 5. Reparticion de grupos de acuerdo a tratamiento, grupo de edad y sexo.
Se presenta la poblacion total de 32 sujetos, los cuales se dividieron en 11 para el grupo Control y 21 para
el grupo experimental, que a su vez constaron de subgrupos por edad de juveniles, adultos y seniles cada uno.
Todos los grupos de edad tuvieron sujetos de ambos sexos.
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2 Tomografia axial computarizada

De acuerdo con el protocolo estandarizado por Solis-Chavez y cols. (2018), se
utilizé un equipo de Tomografia Axial Computarizada, Marca SIEMENS (Sensation 64,
SIEMENS, Erlangen, Alemania), equipado con un médulo rotatorio de bajo voltaje, un
adaptador-detector UltraFast Ceramic de 64 x 1344 canales. Los estudios fueron
realizados en las instalaciones del Centro Nacional de Investigacion en Imagenologia
e Instrumentacién Médica (CI3M) de la UAM Iztapalapa.

Los sujetos fueron sedados con una mezcla de Tiletamina-Zolacepam (4mg/kg,
Solis-chavez y cols., 2013) y colocados en posicion supina con los brazos en 90°; las
imagenes fueron adquiridas axialmente a lo largo de todo el espécimen con los
siguientes parametros: diferencia de potencial de 120 kV, corriente de 18 mA, diametro
de reconstruccion de 359 mm con una distancia de la fuente al paciente de 570 mm,
matriz de 512 x 512, ancho de rebanada de 0.6 mm, resolucion de voxel de 0.77 x 0.77
x 0.6 mm; la duracion de adquisicion fue de hasta 2 minutos dependiendo de la longitud
de los sujetos.

El procesamiento de imagen fue realizado con el software Amira (FEI, Houston,
TX, bajo la licencia Amira-Trial-YY-2016-MM-08-DD-01). Mediante la visualizacion del
cuerpo completo se selecciond el fémur izquierdo de todos los sujetos, esto debido a
gue los huesos largos son mas proclives a descalcificarse y desarrollar mayor
propension a fracturas; mediante segmentacién semiautomatica, el area de interés fue
delimitada y etiguetada para su analisis experimental.

En este trabajo, para la evaluacion diagndstica de osteopenia en PNH a través de

TAC se utilizé el protocolo estandarizado por Solis-Chavez y cols. (2018). La
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segmentacion consisti6 en la seleccién de aquellos voxeles del area de interés
subdivididos en rangos: 300-700 unidades Hounsfield (UH) para hueso trabecular (Tb)
y >700 UH para hueso cortical (Cb) (Fat y cols., 2012). La superficie y volumen de
cada material 6seo se determinaron mediante el método de aproximacion triangular.
Posteriormente la proporcion de cada tejido en relacion al volumen total del hueso fue
extraida dividiendo el volumen del Th/volumen total del hueso y el Cb/volumen total
del hueso. Un observador independiente realiz6 el andlisis de imagen sin tener
conocimiento sobre la edad de los sujetos en el momento de la adquisicion de los

datos, después los otros observadores revisaron y consensaron el analisis de imagen.

3 Determinacion 6sea y osteoporosis

La determinacion de la salud ésea se realizd de acuerdo a los criterios
establecidos por la OMS; sustituyendo el T-scorepxa por T-scorenu, como fue
previamente descrito y validado por Hendrickson y cols. (2018). Donde la Osteopenia
se define como T-scoreny < -1y >2.49 DE y la Osteoporosis como T-scoreny <-2.5 DE.
La poblacion fue evaluada a partir del promedio de densidad 6sea de hueso cortical
de los adultos jovenes (machos y hembras) de 9 a 13 afios, edades donde los monos
Rhesus han alcanzado ya el pico maximo de masa 6sea (Colman, 1999; Colman y

cols. 1999b; Cerroni y cols., 2000).
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4 Bioquimica sanguinea

Los animales fueron sedados con Tiletamina-Zolacepam (4 mg/kg), (Solis-
Chéavez y cols., 2013), fueron trasladados a una mesa quirdrgica aséptica en la que se
extrajeron 10 mililitros de sangre de la vena safena externa y depositada en tubos BD
Vacutainer®, sin anticoagulante, centrifugados posteriormente a 8,000 rpm durante 15
minutos y de la cual se extrajo el sobrenadante de todos los sujetos, los cuales fueron
enviados a los Laboratorios Orthin (Ciudad de México, México) para su analisis
mediante bioquimica sanguinea y la posterior obtencion de los niveles de Ca, FosAl y
P. La primera muestra, se obtuvo 15 dias antes de comenzar el tratamiento, al mismo
tiempo que la TAC vy, la segunda muestra 15 dias después de la conclusion de la

administracion de la inulina.

5 Inulina

El fructano tipo Inulina obtenido de Agave azul (Agave tequilana Weber Var.
azul) a través de extraccion en agua caliente y posterior filtrado y registrada como
Metlin®, se utilizo en el presente trabajo. Esto derivado de la ventaja de tener un alto
grado de polimerizacion (DP 10-60) y otras caracteristicas que maximizan su
purificacion (Product Data SheetMetlin, 2007).

La inulina de agave fue administrada en agua de bebida a una concentracion
de 1 gr/ml, de modo que cada sujeto consume al menos 8g. de inulina al dia. El tiempo

de administracion fue de 22 meses.
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A continuacion, se muestra la linea del tiempo de las actividades que se

realizaron para este trabajo.

A Toma de
Traslado de Procesamiento de
. TAC g muestra de
Primates muestras y TAC's
Bioquimicas

[ 2-3 PNH x dia = 3 meses aprox ] [ 1 afio aprox ] [ 22 meses ] [ 1 mes } [ 1 afio aprox ]

Fig. 6. Linea del tiempo de las actividades realizadas durante el proyecto.
Se presentan las actividades de forma cronolégica y duracion aproximada década una.

6 Analisis estadisticos

Se analizaron los valores de UH de las imagenes de fémur mediante TAC y la
proporcion de cada uno de los tejidos. A estos datos, se les aplicé un analisis de
varianza (ANOVA) de una via, con la finalidad de evaluar diferencias significativas
entre los grupos de edad, cotejando el cumplimiento de la igualdad de varianzas
(prueba de Levene, IC 95%). La ANOVA fue seguida de un analisis pareado (Tukey,
IC, 95%).

Los resultados de los parametros bioquimicos iniciales fueron analizados en dos
subgrupos, comparando el grupo control con el experimental.

Se realiz6 la una prueba ANOVA de una via para evaluar las diferencias
significativas de los analitos entre el grupo control y el experimental, durante la primera
muestra (antes del tratamiento). A las diferencias (después menos antes del

tratamiento) del Ca, P y FosAl se les aplico una prueba ANOVA de tres vias (factores:
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tratamiento, sexo y grupo de edad) para evaluar diferencias significativas entre
factores, asi como en sus interacciones.

Se realizé una T-student de una muestra para comparar los valores de los
analitos (Ca, P y FosAl) de los sujetos osteopénicos que recibieron tratamiento (grupo
experimental), contra el Unico sujeto osteopénico que no recibioé tratamiento (grupo
control).

Los datos fueron analizados con los softwares SPSS en su version 22.0 (IBM
Corp, Armonk, NY, US) y NCSS en su version 12.0.8 (NCSS, LLC, Kaysville, Utah,

us).
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VIl.  RESULTADOS

1 Tomografia axial computarizada

Las imagenes obtenidas de los fémures de cada sujeto fueron entre 200-400 y
en un paso pre-procesamiento se observaron las areas de interés, siendo contrastadas
por un blanco intenso y un gris, definiéndose como el hueso cortical (HC) y hueso
trabecular (HT) en el interior, respectivamente (Figura 7A), evidenciandose tras la
asignacion de un color por umbral para su segmentacion (Figura 7B). La Figura 7B
ejemplifica la segmentacion representando el HC (>700 UH) con azul, el HT (300 < UH
< 700) con rojo y morado para la médula 6sea (UH < 300); a partir de dichas imagenes
se obtuvieron los coeficientes de absorcion del hueso completo, donde la absorcion

media por grupo fue de 659.91 UH (juveniles), 694.72 UH (adultos) y 619 UH (seniles).

El resultado de la superficie renderizada por medio del método de aproximacion
triangular, se observa en la Figura 8, donde la malla muestra la superficie volumétrica
del hueso cortical, (Figura 8A). La Figura 8B muestra los triangulos componentes del
meétodo de aproximacion; la Figura 9A representa a un sujeto adulto, mientras que la
Figura 9B representa a un sujeto senil, en ella es apreciable la diferencia en proporcion

de tejidos trabecular y compacto.
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Figura 7. Segmentacion de UH en el fémur.
A) Imagen de TAC sin post-procesamiento en la escala de grises original. B)
Segmentacion semiautomatica representando el hueso cortical (UH > 700) en azul, el
hueso trabecular ( > 300 UH < 700) en rojo y médula 6sea (UH < 300) en morado. C)
Reconstruccion de las secuencias originales, enfocadas en el fémur.

\ 'R i !
Figura 8. Renderizacion del método de aproximacién triangular para el hueso cortical

A) Render del esqueleto sélido, B) Resultado del método de aproximacion triangular aplicada a cada hueso

segmentado.
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El nimero de sujetos, la media, desviacion estandar, valor minimo y maximo de

absorcion (UH) del fémur completo se muestran en la tabla 2. Los grupos 1 (juveniles)

y 2 (adultos) muestran una mayor densidad 6sea, mientras que la densidad del grupo

3 (seniles) es menor (Figura 10).

(A)

Figura 9. Fémur segmentado

Se observa un sujeto adulto (A) y unos senil (B) mostrando en morado el hueso cortical
y en verde el hueso trabecular.

Tabla 2. UH de hueso completo en la poblacion estudiada
Grupo N Media DE Minimo Maximo
1 10 659.91 53.98 568.35 761.07
2 15 694.72 71.90 568.78 810.63
3 7 619.40 50.20 548.04 676.29

Tabla 2. Muestra grupos y nimero de sujetos, media, desviacion estandar, valor minimo y maximo de

absorcién (UH) del fémur completo en una muestra de 32 monos Rhesus divididos por grupos de

edad: grupo 1 (5-9 afios), 2 (10-19 afios) y 3 (20-28 afios). (N: niumero de sujetos); (DE, desviacion

estandar).
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Figura 10. Media y desviacién estandar de UH de fémur completo
Se muestra la media y desviacion estandar de UH del fémur izquierdo
completo de monos Rhesus divididos por grupo: grupo 1 (5-9 afios), grupo 2
(10-19 afos), grupo 3 (20-28 afios). Las letras representan el andlisis de la
prueba de Tukey: para grupos con letras diferentes, sus medias presentan
diferencias significativas, para grupo con letras iguales, sus medias no
presentan diferencias significativas.

La Tabla 3 muestra el tamafio, media, desviacion estandar, valor minimo y
maximo de la proporcion de tejido trabecular y cortical en relacion con el fémur
izquierdo completo. La proporcién de hueso trabecular fue mayor en el grupo 1 (valor
medio de 23.94%) en comparacion con los grupos 2 y 3 (valor medio de 20.9% para
ambos grupos), mientras que el analisis de varianza arroj6 diferencias significativas
entre los grupos (P = 0.046) (Figura 11), siendo la media del grupo 1 significativamente

diferente de las medias del grupo 2 (prueba de Tukey).
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Tabla 3. Proporcion de hueso cortical y hueso trabecular por grupo

Grupo N Media DE Minimo Maximo
Hueso cortical

1 10 0.5478 0.0581 0.4499 0.6429
2 15 0.5891 0.0752 0.4709 0.7041
3 7 0.4400 0.0455 0.3728 0.4871
Hueso trabecular

1 10 0.2490 0.0467 0.1967 0.3511
2 15 0.2091 0.0394 0.1440 0.3099
3 7 0.2094 0.0310 0.3728 0.4871

Tabla 3. Grupos, nimero de sujetos, media, desviacién estandar, valor minimo y maximo de la proporcién de hueso

trabecular y cortical en relacion con el volumen total del fémur izquierdo de monos Rhesus divididos en grupos:
grupo 1 (5-9 afios), grupo 2 (10-19 afios), grupo 3 (20-28 afios).

Proporcion de Hueso Trabecular (Hb)

@30

0.25
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0.1%
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= L
1 2 3

Grupos etarios

Figura 11. Media y desviacién estandar de hueso trabecular
Se muestra media y desviacion estandar de la proporcion de hueso
trabecular del fémur izquierdo de monos Rhesus dividido por grupos:
grupo 1 (5-9 afios), grupo 2 (10-19 afios), grupo 3 (20-28 afos). Las letras
representan el andlisis de la prueba de Tukey: para grupos con letras
diferentes, sus medias presentan diferencias significativas, para grupo
con letras iguales, sus medias no presentan diferencias significativas.
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Por otro lado, la proporcion de hueso cortical (Figura 12) en el grupo 1 fue de
54.8%, para el grupo de edad 2 es 58.9% y en el grupo 3 comprende el 44%. El analisis
de varianza demuestra diferencias significativas (P < 0.001), siendo especificamente
el grupo 3 el que tiene una menor proporcion de hueso compacto, en relacion con los

grupos 1y 2.
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Figura 12. Media y desviacion estandar de hueso cortical
Muestra la media y desviacién estandar de la proporcién de hueso
cortical del fémur izquierdo de macacos Rhesus dividido por grupos:
grupo 1 (5-9 afios), 2 (10-19 afios) y 3 (20-28 afios). Se incluyen los
resultados de la prueba de Tukey: para grupos con letras diferentes, sus
medias presentan diferencias significativas, para grupo con letras
iguales, sus medias no presentan diferencias significativas.
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2 Determinacion de Osteopenia y Osteoporosis en los individuos de la

muestra

La Tabla 4 muestra los individuos que presentaron una DMO de hueso cortical
mayor a una desviacion estandar de la media de poblacion estudiada,

caracterizandose, por lo tanto, como individuos osteopénicos.

Tabla 4. Hueso Compacto (UH >700) en individuos osteopénicos
Grupo de edad Edad Sexo Inulina HU de HC
~ 5 H Si 1321.442
1 (5-9 afos) 9 H Si 1318.585
10 M Si 1310.123
2 (10-19 afios) 11 M Si 1339.835
12 H Si 1342.686
~ 23 H Si 1320.529
3 (20-28 afios) 23 M NO 1344.327
| Media 1429.016
Desviacion Estandar 64.42067
Intervalo de Confianza 1302.751
Osteopenia T-score HU <-1y <2.49 DE 1364.595
Osteoporosis T-score HU <-2.5 DE 1267.964

Se muestran los sujetos de la poblacion que presentan un T-score HU< -1 en
comparacioén con la poblacién sana. Se indica grupo al que pertenecen, edad, sexo,

tratamiento y media de hueso cortical en UH.

3 Bioquimica sanguinea
Se analizaron las diferencias en los niveles de Ca, P y Fos Al entre los grupos

control (C) y experimental (E) antes de aplicar el tratamiento (Tabla 5). No se
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observaron diferencias significativas iniciales en los niveles de los analitos entre los

dos grupos.

Muestra los resultados de la prueba de ANOVA de 1 via para evaluar las diferencias

significativas de los analitos en la primera muestra (antes del tratamiento) del grupo

Tabla 5. Niveles iniciales en los grupos controly
experimental

Analito Prom.C |Prom.E |F P

Ca 10.54455| 10.20619 0.8746| 0.35716
P 5.909091| 5.375714 3.1544| 0.08587
FosAl 208.1818| 303.7619 3.6111| 0.06704

control (C) (n=11) y grupo experimental (E) (n=21).

3.1 Efectos en los niveles de Ca con relacion al tratamiento, al grupo de edad y

al sexo.

Como resultado de la ANOVA de tres vias para las diferencias del calcio (Tablas

6 y 7), encontramos que hay incremento altamente significativo de concentracién con

relacion al tratamiento (Grafica 1) y con relacién al sexo (Grafica 4); no asi con relacion

al grupo de edad (Gréficas 2 y 3). Tampoco hay significancia para las interacciones de

tratamiento-sexo, tratamiento-grupo de edad, ni para sexo-grupo de edad.
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Tabla 6. Estadistica Descriptiva para Ca

Prom. Prom.

N Inicial SE Final SE

. C 11| 10.544 0.293 | 10.454 |0.3666
Tratamiento

E 21| 10.206 [0.2121| 10.715 |0.2653

Sexo Hembras|18| 10.467 [0.2289| 10.956 |0.2733

Machos [14| 10.135 [0.2596 10.2 0.3099

1 11| 10517 |0.2956| 10.727 |0.3642

Grgg’;’dde 2 |17] 10305 [0.2378] 10.735 |0.2929

3 4 9.857 0.4903 0.88 0.6039

Se muestran la N, promedios iniciales (Prom. Inicial), promedios finales (Prom. Final), error estandar (SE) en relacién al

tratamiento (donde: control =Cy experimental = E), sexo, y grupo de edad (donde: 1 =juveniles, 2 =adultos y 3 =seniles).

Tabla 7. ANOVA de tres vias para diferencia en las concentraciones de Ca

Tipo lll de Cuadrético
Origen sumade cuad. | gl | promedio F p

Tratamiento 2.535 1 2.535| 11.462 .003
Sexo 1.212 1 1.212| 5.483 .029
Grupo de edad 178 2 .089 402 674
Tratamiento * Sexo .020 1 .020 .091 .766
Tratamiento * Grupo de edad .396 2 .198 .896 423
Sexo * Grupo de edad 1.021 2 b511|  2.309 124
Error 4.644| 21 221
Total 14.604| 32

Se muestran los resultados de la ANOVA de 3 vias para evaluar la diferencia en las concentraciones de Ca en relacién a

las interacciones entre tratamiento, sexo y grupo de edad. p < 0.05
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Se muestra la diferencia de las concentraciones de Carespecto al tratamiento. Se observa un incremento en
laconcentracién de Ca en el grupo Experimental (E) (n=21) respecto al grupo Control (C) (n=11) que presenta

un decremento.

68



Dif Ca 0 -

= ol

-2

Grafica 2
Diferencia de Ca x tratamiento x Grupo de edad

] B

Tratamiento

Grupo_de_edad

1
2
3

Se muestra la diferencia de las concentraciones de Ca respecto al tratamiento por grupo de edad. Se observa un

incremento en la diferencia de niveles de Ca en el grupo experimental (E), donde 1 = juveniles (n=6) 2= adultos (n=12) y

3=seniles (n=3) respecto al grupo Control (C), donde 1=juveniles (n=5), 2= adultos (n=5) y 3= seniles (h=1) en todos los

grupos de edad, excepto en el grupo de seniles del grupo control, ya que este consta de un solo individuo.
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Grafica 3

2 . Diferencia de Ca x tratamiento x grupo de edad
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Se muestra la diferencia de las concentraciones de Ca respecto al tratamiento por grupo de edad. Se observa un
incremento en la diferencia de concentraciones de Ca en el grupo experimental (E) (uno= juveniles (n=6), dos= adultos
(n=12) y tres= seniles (n=3) respecto al grupo Control (C) (uno=juveniles (n=5), dos=adultos (n=5) y tres=seniles (n=1),

el cual presenta un decremento en los grupos de adultos y mas aun en seniles.

70



Dif Ca

Grafica 4
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Se muestra la diferencia de las concentraciones de Ca respecto al sexo por grupo de edad. En machos (M)

(juveniles n=3 adultos n=8 seniles n=3) se observa un incremento en el grupo de jévenes y un decremento

en el grupo de seniles. Mientras que en hembras (H) (juveniles n=8 adultos n= 9 seniles n=1) se observa un

incremento en los tres grupos de edad, aunque mayor en los adultos y seniles.

3.2 Efectos en los niveles de P con relacion al tratamiento, al grupo de edad y

al sexo.

Como resultado de la ANOVA de tres vias para las diferencias en P (Tablas 8 y

9), encontramos gue hay una diferencia altamente significativa de concentracion con
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relaciéon al tratamiento (Grafica 5) y con relacion al grupo de edad (Grafica 6); no asi

con relacién al sexo. Tampoco hay significancia para la interaccién de tratamiento-

grupo de edad, pero hay una diferencia significativa para las interacciones de

tratamiento-sexo (Gréfica 7) y sexo-grupo de edad (Gréafica 8).

Tabla 8. Estadistica Descriptiva para P

Prom Prom
N Inicial SE Final SE
. C 11 5.909 0.2432| 5.549 0.29
Tratamiento

E 21 5.375 0.176 5.782 0.21
Sexo Hembras |18 5.911 0.1746| 6.059 [0.2061
Machos 14 5.105 0.198 5.242 |0.2337
1 11 5.914 0.2259| 5.676 [0.2971
Gré‘gs dde 2 17| 5561 [0.1817] 5731 | 0.239
3 4 4.57 0.3746 5.65 0.4927

Se muestran la N, promedios iniciales (Prom. Inicial), promedios finales (Prom. Final), error estandar (SE) de fésforo (P)

en relacion al tratamiento (donde: control = Cy experimental =E), sexo, y grupo de edad (donde: 1 =juveniles, 2 =adultos

y 3 = seniles).

Tabla 9. ANOVA de 3 vias para diferencia en las concentraciones de P

Tipo lll de Cuadratico
Origen sumade cuad. | gl | promedio F p

Tratamiento 7.069 1 7.069 9.225 .006
Sexo 215 1 215 .281 .602
Grupo de edad 5.681 2 2.840| 3.707 .042
Tratamiento * Sexo 4.230 1 4.230 5.520 .029
Tratamiento * Grupo de edad 3.152 2 1.576| 2.057 153
Sexo * Grupo de edad 5.613 2 2.806| 3.662 .043
Error 16.092| 21 .766
Total 40.691| 32

Se muestran los resultados de la ANOVA de 3 vias para evaluarlas interacciones entre tratamiento, sexo y grupo de edad.

p < 0.0cinco
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Grafica 5
Diferencia de P x tratamiento
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Tratamiento

Se muestra la diferencia de las concentraciones de P respecto al tratamiento. Se observa un decremento en
la diferencia de concentraciones de P en el grupo Control (C) (n=11) con respecto al grupo experimental (E)

(n=21).
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Grafica 6
Diferencia de P x grupo de edad
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Se muestra la diferencia de las concentraciones de P respecto al grupo de edad. Se observa un decremento
en la diferencia de concentraciones de P en los grupos de edad: 1= juveniles (n=11) y 3= seniles (n=4),

mientras que en el grupo 2=adultos (n=17) se mantienen las concentraciones.



Grafica 7
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Se muestra la diferencia de las concentraciones de P respecto al tratamiento por sexo. Se observa un
decremento en la diferencia de concentraciones de P tanto en machos (M) (n=4) como en hembras (H) (n=7)
del grupo control (C), mientras que se observatanto en machos (M) (n=10) como en hembras (H) (n=11) que

las concentraciones de P se mantienen en el grupo experimental (E).
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Grafica 8
4 - Diferencia de P x sexo x grupo de edad
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Se muestra la diferencia de las concentraciones de P respecto al sexo por grupo de edad. Se observa un
decremento en la diferencia de concentraciones de P en el grupo de seniles en hembras (H) (juveniles=8
adultos=9, seniles=1), mientras que en los machos (M) (juveniles=3 adultos=8, seniles=3) se observa un

decremento en juveniles y un aumento en seniles.

3.3 Efectos en los niveles de Fos Al con relacion al tratamiento, al grupo de edad
y al sexo.
Como resultado de la ANOVA de tres vias para Fosfatasa alcalina (Tablas 10 y

11), encontramos que no hay ninguna diferencia significativa de concentracion con
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relacién al tratamiento ni con relacién al grupo de edad, ni con relaciéon al sexo.

Tampoco hay significancia para las interacciones de tratamiento-sexo, tratamiento-

grupo de edad ni sexo-grupo de edad.

Tabla 10. Estadistica Descriptiva para Fos Al

Prom Prom
N Inicial SE Final SE
. C 11| 208.181 |40.746| 213.181 |19.678
Tratamiento
E 21| 303.761 | 29.49 | 275.381 |14.242
Sexo Hembras |18 | 224.833 |31.224| 231.722 |15.828
Machos |14| 330.142 |35.405| 282.642 |17.948
1 11| 237.363 [41.519| 231.909 |20.718
Grgg;’dde 2 |17| 310941 [33.3908| 276.47 |16.666
3 4 193 68.852| 219.25 |34.358

Se muestran la N, promedios iniciales (Prom. Inicial), promedios finales (Prom. Final), error estandar (SE) de Fosfatasa

alcalina (Fos Al) en relacién al tratamiento (donde: control = C y experimental = E), sexo, y grupo de edad (donde: 1 =

juveniles, 2 = adultos y 3 = seniles).

Tabla 11. ANOVA de tres vias para diferencia en las concentraciones de FosAl

Tipo lll de Cuadratico
Origen sumade cuad. | gl | promedio F p

Tratamiento 720.335 1 720.335 .057 .814
Sexo 3992.471 1 3992.471 315 .580
Grupo de edad 9554.163 2 4777.082 377 .690
Tratamiento * Sexo 1102.371 1 1102.371 .087 A71
Tratamiento * Grupo de edad 3115.172 2 1557.586 123 .885
Sexo * Grupo de edad 31624.255 2| 15812.128| 1.249 .307
Error 265774.083| 21| 12655.909
Total 364301.000| 32

Se muestran los resultados de la ANOVA de 3 vias para evaluarlas interacciones entre tratamiento, sexo y grupo de edad.
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3.4 Efecto del tratamiento en los sujetos osteopénicos.

Como resultado de la T-student para evaluar los valores de Cay P en los sujetos
osteopénicos encontramos que se observa una diferencia significativa en Ca (Tablas
12 y 13), ya que, en el grupo experimental hubo un ligero incremento del Ca en los
sujetos osteopénicos, en comparacion con en el Unico sujeto osteopénico del grupo
control que presentd una disminucion de la concentracion de Ca. Mientras que, para

P no hubo diferencia significativa.

Tabla 12. Estadistica descriptiva para sujetos osteopénicos

Ca P
N Prom Inicial | Prom Final | Prom Antes | Prom Desp
Control 1 8.8 7.5 4.5 5.1
Experimental / 10.232 10.831 5.654 5.442

Se muestran la N, promedios iniciales (Prom. Inicial), promedios finales (Prom. Final) de Calcio (Ca) y Fosforo (P) en los

sujetos osteopénicos

Tabla 13. T-student en sujetos
osteopénicos

T P
Ca 6.68| 0.00055
P 0.92]  0.393

Se muestran los resultados de la T-student para evaluar las diferencias de las concentraciones de Calcio (Ca) y Fésforo

(P) entre los sujetos con tratamiento y el sujeto sin tratamiento.
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VIIl.  DISCUSION

Al igual que las tendencias en otras regiones del mundo, la dinamica demografica
de México ha cambiado y su poblacién esta envejeciendo. Dado que las fracturas
osteopordticas y por fragilidad son enfermedades asociadas con el envejecimiento, se
espera que su incidencia crezca de manera acorde (Zanchetta José y cols. 2012).
Debido a la composicién poblacional, en México se estima un incremento del 531% en
fracturas osteoporéticas de cadera en un periodo de 50 afios (Clark y cols., 2018). Por
lo anterior, es de suma importancia la atencion a esta probleméatica desde un punto de

vista preventivo.

Por tanto, es recomendable realizar investigaciones sistematicas enfocadas a los
problemas derivados de las deficiencias en la ingesta recomendada de
macronutrientes en México, asi como en sus consecuencias a hivel poblacional; la falta
de estos estudios enfatiza la importancia de las medidas de prevencion que cada
individuo debe tener, en este caso, mediante la ingesta adecuada en Ca en su dieta.
Adicionalmente, la mayoria de los medicamentos correctivos producen efectos
secundarios indeseables, por lo que los tratamientos preventivos y/o paliativos no

farmacoldgicos, pueden generar beneficios en la calidad de vida de los individuos.

Mantener cantidades adecuadas de Ca biodisponible en sangre a lo largo de
nuestras vidas es fundamental para mantener la salud del sistema musculo
esquelético. Por lo tanto, preocupa considerablemente la gran disminucion en la
ingesta de Ca reportada por numerosos paises, incluido México. Este déficit observado

en la ingesta de Ca pone en consideracién la funcién que cumplen los suplementos de
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Ca en los sujetos adultos sanos (Cooper y cols. 2015). En este sentido, la ingesta
constante y en cantidades adecuadas de Ca es de suma importancia para la absorcion
de dicho mineral en nuestro cuerpo a lo largo de nuestras vidas. Es por esto que, los
tratamientos que ayuden a aumentar esta absorcibn de Ca en el organismo
principalmente durante la edad adulta y senil, son de gran ayuda para prevenir la

descalcificacion en los huesos.

Como se menciondé con anterioridad, la técnica de evaluaciéon de la DMO
tradicionalmente se realiza a través de un estudio DXA; como parte de este protocolo,
nuestro grupo de trabajo probo la eficiencia y precision de la TAC para la investigacion,
asi como, la posibilidad de usar los valores de UH obtenidos como unidad de medida
para evaluar la densidad O0sea (Solis-Chavez y cols., 2018), confirmando que su
caracter tridimensional permite analizar la estructura del hueso midiendo de manera
independiente los valores de hueso trabecular y cortical, posibilitando asi la
identificacion de las distintas etapas de remodelacién 6sea (Snyder y Schneider, 1991;
Shapuriany cols., 2006; Adams, 2009) y la reduccién significativa del tiempo necesario

y los niveles de radiacion a los que se exponen los individuos (Christe y cols., 2013).

En relacion con la variabilidad relacionada con la maquina de escaneo (Tabla 2), la
desviacién estandar de cada grupo experimental fue de aproximadamente el 10% del
promedio, lo que implica un alto grado de precision y repetibilidad en estos ensayos.
Las mas grandes desventajas de la TAC contindan siendo el acceso limitado a los
equipos, asi como sus altos costos de operacién (Kanis, 2019). Sin embargo, y como

se menciono anteriormente, en humanos se ha demostrado que el célculo de la DMO
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se puede realizar de manera oportunista eficientemente a través de las TAC realizadas
a pacientes con otros motivos médicos y esto puede ser aplicable de igual forma a los
ensayos clinicos veterinarios o de investigacion (Patel y cols., 2016; Hendrickson y

cols., 2018).

Como se menciond en los antecedentes, dentro de los modelos animales, los PNH
comparten muchas caracteristicas genéticas morfolégicas y ain mas importante,
fisiolégicas con el humano, lo que los vuelve un modelo de estudio excepcional para
la investigacion de muchas enfermedades y desarrollo de diversos tratamientos.
Especificamente, el mono Rhesus (Macaca mulatta), comparte una relacion
filogenética cercana, con un genoma 93% similar al del humano (Gibbs y cols., 2017).
En el caso de la salud 6sea, los monos Rhesus representan un excelente modelo, ya
gue, generalmente se consideran viejos después de aproximadamente 20 afios de
edad y muestran signos significativos de deterioro fisico, como disminucion de la
movilidad, atrofia de la piel y envejecimiento / adelgazamiento del pelaje, entre otros.
En estas edades posteriores, también desarrollan muchos de los trastornos comunes
en humanos mayores, incluyendo cancer, cataratas, osteopenia y enfermedad
cardiovascular, ademas de presentar cambios hormonales importantes en el caso de
las hembras, las cuales presentan un ciclo menstrual de 28-30 dias y menopausia
alrededor de los 25 afios (Walker y Herndon, 2008; Colman, 2017). Por todo lo anterior,
y puesto que, la colonia de PNH con la que trabajamos consta de numerosos individuos
en todas sus etapas fisioldgicas, consideramos que constituyen una poblacion como

biomodelo experimental excepcional para diversas enfermedades, gracias a su rica
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diversidad poblacional, principalmente en cuanto a variedad de etapas ontogenéticas,
aumentando el beneficio de ser una poblacion controlada en cuanto a su dieta, habitos
de comportamiento, e igualdad de condiciones medioambientales para todos los

individuos.

Por otro lado, aunque se usan con frecuencia por tratarse organismos de facil
acceso para los laboratorios, los roedores no son un modelo ideal para la osteoporosis
humana. El hueso cortical humano presenta una remodelacién continua a lo largo de
la vida, en cambio, el hueso cortical de redores rara vez sufre remodelacion, por lo
tanto, no suelen tener osteonas. El hueso cortical consiste principalmente de laminas
circunferenciales colocadas en la superficie externa a medida que crece el hueso. A
diferencia de lo que sucede en humanos, la adquisicion 0sea y el crecimiento 6seo
longitudinal contintan en roedores después de la madurez sexual y en muchas cepas,
el crecimiento 6seo continda hasta edad avanzada. Ademas, los ratones no suelen
estar sometidos a una verdadera menopausia. Si bien pueden experimentar ciclismo
irregular a partir de los 10 meses de edad, los niveles de estrégeno aun se mantienen
normales hasta una edad avanzada. Del mismo modo, sucede en los roedores
machos, que mantienen los niveles de testosterona hasta la edad avanzada (Colman,
2017). En cambio, los macacos son un excelente modelo para el estudio de la
osteoporosis humana porque, al igual que los humanos, tienen remodelacién osteonal
del hueso cortical, y un similar sistema endocrino y reproductivo que afecta el
metabolismo 6seo. Después de su pico de masa 6sea mas alto alrededor de los 10

afnos de edad, los macacos desarrollan de manera confiable un aumento en el
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recambio esquelético y pérdida 6sea como consecuencia de procesos naturales como
la edad avanzada, el ciclo menstrual, la ocurrencia de menopausia natural y otros

procesos de remodelacion 6sea en hueso cortical y trabecular.

Respecto a la medicién de UH en los PNH, a través de la TAC, es de notarse que
nuestros resultados fueron los esperados, en el sentido de que obtuvimos 659.91 UH
en juveniles, 694.72 UH en adultos y 619 UH en seniles; por tanto, los adultos son los
gue obtuvieron una cantidad mayor de UH, esto como consecuencia de encontrarse
en la edad pico de DMO, mientras que en segundo lugar tenemos el grupo de los
juveniles que aun no se encuentran en su pico maximo y en ultimo lugar los seniles
gue ya se encuentran en una etapa de resorcion 0sea, todo esto de acuerdo con Kini
y Nandeesh, 2013. Como consecuencia se observo una diferencia significativa entre

la cantidad de UH en el grupo de adultos y el de los seniles.

Con relacion a la proporcion de hueso trabecular nos encontramos que el grupo de
juveniles (23.94%) obtuvo el mayor nivel, seguido de los otros dos grupo (adultos y
seniles), ambos con 20.9% de hueso trabecular, o que nos sefiala claramente que los
sujetos juveniles poseen mayor cantidad de hueso trabecular al encontrarse en una
etapa de crecimiento y por tanto en la edad con mayor actividad osteoblastica, de
acuerdo con diversos autores (Pope y cols., 1989; Colman y cols., 1999a; Colman y

cols., 1999b; Cerroni y cols., 2000; Black y cols., 2001).

En cuanto a la proporcién de hueso cortical obtuvimos que, el grupo de juveniles

obtuvo un 54.8%, el grupo de adultos un 58.9% y el de seniles solo un 44%. Estas
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proporciones nos revelan que, de acuerdo con diversos autores (Pope y cols., 1989;
Colman y cols., 1999a; Colman y cols., 1999b; Cerroni y cols., 2000; Black y cols.,
2001), el grupo de adultos se encuentran en su pico maximo de DMO y por ende,
tienen mayor cantidad de hueso cortical, seguido del grupo de juveniles que se
encuentran en un proceso muy activo de corticalizacion, y finalmente los seniles con
una pérdida importante de hueso cortical, lo que los expone a fracturas derivadas de

la disminuciéon de la DMO.

En la literatura existente sobre DMO en monos Rhesus encontramos que, a pesar
de ser un modelo ampliamente estudiado a nivel mundial, las diferencias tanto en el
disefio experimental como las condiciones peculiares propias de cada poblacién no
permiten llegar a un consenso respecto a una igualdad de valores para determinar las
edades exactas de desarrollo de DMO y valores para considerarlos como osteopénicos
u osteoporéticos. Por tal motivo, en nuestro disefio experimental, utilizamos como
estandar de poblacion sana para el calculo de DMO a monos de entre 9 y 13 afios sin
hacer diferencia entre los sexos, considerando lo que se ha reportado en otras
investigaciones, donde se sefiala que los monos Rhesus alcanzan el pico maximo de
densidad 6sea entre los 10 y los 12 afios para machos y entre los 9 y los 13 afios para
hembras (Pope y cols., 1989; Colman y cols., 1999a; Colman y cols., 1999b; Cerroniy
cols., 2000; Black y cols., 2001). Tomando en cuenta lo anterior, y gracias a los
resultados obtenidos a través de la TAC, se determinaron siete individuos como
osteopénicos distribuidos en los tres grupos etarios (Tabla 4), ya que, todos ellos

presentaron un déficit mayor a una desviacion estandar de hueso cortical en
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comparacion al promedio obtenido por la poblacién de jévenes adultos afectando en
dltima instancia el total de DMO y caracterizdndose, por tanto, como osteopénicos de
acuerdo con el T-score establecido por la OMS. Aunque durante mas de 70 afios
predominé la idea de que el debilitamiento éseo se encuentra asociado a la pérdida de
densidad 6sea en el hueso trabecular, el 80% de todas las fracturas ocurren en huesos
cuya estructura es predominantemente cortical y, en realidad, el 70% de la pérdida
Osea es en hueso cortical a pesar de que la pérdida en hueso trabecular sea mas
rapida (Seeman, 2015). Esta caracteristica enfatiza la importancia de diferenciar la

DMO entre ambos tipos de hueso para la investigacion.

Para nuestros resultados, es necesario considerar que las dos hembras
osteopénicas del Grupo 1y los dos machos osteopénicos del Grupo 2, probablemente
no habian alcanzado aun la edad donde se obtiene el pico maximo de densidad 0sea;
tomando en cuenta que eran individuos aun en crecimiento y que en éstos casos la
DMO estéa fuertemente influenciada por la talla, es posible que al analizar no solo el
hueso femoral sino también la densidad 0sea de las vértebras, las cuales alcanzan su
pico de densidad 6sea mas temprano- a los 7 y 9.5 afios para machos y hembras,
respectivamente (Cerroni y cols., 2000), no serian caracterizados como osteopénicos.
Asimismo, como los procesos de acumulacion y modelamiento éseo ocurren durante
el crecimiento, es posible que estos individuos tengan una recuperacién espontanea
de DMO (Saggese y cols., 2001). Sin embargo, se sabe que la masa Osea es
determinada en el estado adulto por la cantidad neta ganada durante el crecimiento y

de la misma manera, la cantidad neta de pérdida durante la senescencia y la
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porosidad, es determinada por la cantidad neta de porosidad establecida durante el
crecimiento asi como por cualquier incremento en la porosidad adquirida con el tiempo
(Seeman, 2015), es decir, como la corteza se genera por la “corticalizacion” de la
trabécula, la fragilidad puede aumentar durante el crecimiento si la trabécula es
generada cerca de la placa de crecimiento, si es delgada o si falla al fusionarse para

formar la corteza (Bala y cols., 2015).

Respecto a los individuos del Grupo 3, nuestros resultados son consistentes con lo
publicado por Black y cols. (2001) y Cerroniy cols. (2000), quienes sefialan que a partir
de los 18 afios hay un decremento constante en el DMO de los monos Rhesus sin

importar el sexo.

Cabe sefalar que la mayor parte de los individuos osteopénicos pertenecen a la
misma familia; estudios sobre la microarquitectura 0sea de los babuinos han
demostrado que entre el 61-82% de la variacién en la microestructura cortical esta
relacionada con factores genéticos sin importar el sexo y 9% fuertemente influenciados
por la edad y el sexo (Havill y cols., 2013) e igualmente, se ha encontrado
predisposicion genética a la osteoporosis en la poblacién mexicana (Lazcano-Ponce y
cols., 2009). Nuestros resultados son consistentes con estos reportes y enfatizan la

importancia de los PNH como modelo de estudio para este padecimiento.

La FosAl es usado como marcador de recambio 6seo (Romero Barco y cols., 2012),
y es una proteina de superficie que participa en la proliferaciébn, migracion y

diferenciacion de las células osteoblasticas (Fernandez-Tresguerres y cols., 2006).
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Durante la etapa de crecimiento sus niveles en suero pueden incrementarse y, de igual
manera, los niveles aumentan en presencia de osteopatologias (Swaminathan, 2001).
En la poblacion estudiada, no se observaron ni sesgo inicial, ni diferencia final
significativa en los niveles de este marcador entre los grupos asignados como control
y experimental (Tablas 5 y 10). A pesar de no ser estadisticamente significativo, el
grupo experimental present6 un nivel ligeramente mas alto de FosAl, respecto al grupo
control en los niveles iniciales, lo cual podria explicarse debido a la composicion del
grupo, ya que presentaba una mayor de cantidad de macacos aun en crecimiento y
osteopénicos. Después de los 22 meses del tratamiento, en el grupo control se observé
un ligero incremento en los valores de FosAl, mientras que el grupo experimental
presentd una reduccion, estos resultados podrian indicar una disminucion en la tasa
de recambio 0seo, sin embargo, la desviacion estandar de este analito dentro de la
misma poblacion de monos es muy amplia (Cieslik y cols., 2012; Ibafiez-Contreras y
cols., 2011; Hernandez-Godinez y cols., 2019) y tiene una baja especificidad, ya que
también esta asociada al funcionamiento hepatico (Kini y Nandeesh., 2013) por lo que,
si bien se sigue recomendando en la practica clinica para las evaluaciones iniciales
del estado de salud 6sea (Romero-Barco y cols., 2012), ha entrado en desuso para la
investigacion siendo sustituida por FosAl osteo-especifica (Kittivanichkul D y cols.,
2016). Adicionalmente, no se encontraron interacciones significativas con tratamiento,

sexo ni grupo de edad (Tabla 11).

Se ha observado que, tanto los biomarcadores osteoespecificos, como las

hormonas calciotropas y la homeostasis de iones minerales tienen mecanismos de
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accion similares en PNH y en humanos, dada esta similitud, y considerando que
durante la remodelacion ésea ambos procesos se presentan al mismo tiempo, es muy
importante que las mediciones de biomarcadores sean interpretadas cautelosamente

(Vahle y cols., 2015).

Durante el crecimiento esquelético, los valores de Ca y P en suero son mayores
gue en la etapa adulta sin importar el sexo del individuo, llegando a una meseta en
cuanto termina el desarrollo (Institute of Medicine (US), 1997), y dado que los cambios
metabdlicos degenerativos tienen que ver con la edad, tanto en poblaciones humanas
como en monos Rhesus (Ibafiez-Contreras y cols., 2011), las concentraciones en
sangre de estos minerales bajan conforme avanza la edad, esto debido al deterioro de
la capacidad intestinal de absorcion de estos minerales (Institute of Medicine (US),
1997). La poblacion de macacos estudiada muestra estas mismas caracteristicas en
los valores promedios iniciales de acuerdo a los grupos etarios (Tablas 6 y 8) y no se

observaron sesgos iniciales entre los grupos control y experimental (Tabla 5).

Transcurridos los 22 meses del experimento, nuestros resultados mostraron
diferencias significativas en las concentraciones finales de Ca (Tabla 7) en relacion al
tratamiento y al sexo y, diferencias significativas en las concentraciones de P (Tabla
9) asociadas al tratamiento, a la edad y a las interacciones tratamiento — sexo y sexo

— grupo de edad. Estos resultados se discuten a detalle a continuacion.

88



Efectos del Tratamiento

En el caso del Ca, se observa que la diferencia significativa respecto al tratamiento
se debe tanto a un decremento en el grupo control como al incremento en el grupo
tratado con inulina (Gréfica 1). No hubo diferencias significativas sexo-especificas, ni
asociadas a la edad en relaciéon con el tratamiento; lo cual sugiere que la inulina del

agave tiene un efecto favorable en toda la poblacion, sin importar edad o sexo.

En un analisis detallado (Graficas 2 y 3), se observa que, en el grupo control, la
mediana se mantuvo cercana a los niveles iniciales en los grupos 1y 2 y sufriéo una
reduccion notable en el grupo 3, sin embargo, debido al tamafio de la muestra de este
(n=1), no es posible afirmar que esta disminucion sea representativa para todas las
poblaciones de macacos. Por otra parte, en el grupo experimental se observo un
incremento en la biodisponibilidad de Ca en todos los grupos etarios, con una media y
mediana mayor a las concentraciones iniciales y una tendencia positiva proporcional a
la edad; los efectos fueron particularmente amplios en los grupos 2 (adultos) y 3

(seniles).

Respecto a la concentracion de P en sangre (Tabla 8), en el grupo experimental
fue registrado un promedio inicial ligeramente menor que el final mientras que, en el
grupo control ocurrio lo contrario; después del tratamiento, los resultados de la ANOVA
de tres vias (Tabla 9), mostraron diferencias significativas en relacion al tratamiento y
a la interaccién tratamiento-sexo. En la Grafica 5, se observa que esta diferencia esta

relacionada a un ligero decremento en las concentraciones finales del grupo control y
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un ligero incremento en las concentraciones finales del grupo experimental; esto
pudiera suceder debido a que en el grupo experimental hay mas sujetos jovenes, que
tienen mayor actividad de formacion ésea, ademas de que en el grupo experimental
también hay mas sujetos adultos osteopénicos (Tabla 4) que en el grupo control. Sin
embargo, al observar las diferencias Unicamente del grupo experimental al inicio y al
final del tratamiento, observamos que las diferencias no son grandes. Lo que pudiera
representar que el tratamiento no es significativo para las concentraciones de P en

sangre.

Asimismo, al analizar los efectos del tratamiento en la concentracion de P con
relacion al sexo, dado que fue estadisticamente significativo (Tabla 9, Grafica 7), se
observa que, los machos presentaron una mayor concentracion de P en sangre que
las hembras, tanto en el grupo control como en el experimental; sin embargo, es
importante mencionar que la grafica muestra claramente que las mayores diferencias
son debidas al tratamiento, no al sexo, ya que las tendencias (lineas hembras y
machos) son cercanas, mientras que los puntos entre tratados y no tratados son muy
separados, por tanto, es posible observar que, en ambos sexos del grupo control se
presentd un decremento mayor respecto a los valores iniciales mientras que en el
grupo experimental los valores finales se mantuvieron cercanos al promedio inicial. En
humanos, la relacion entre P sérico y el sexo es inversa a lo encontrado en nuestra
poblacién de macacos, Yoo y cols. (2016) reportan que la concentracion de P en
mujeres adultas mayores a 40 afios es mayor al registrado en hombres, sin embargo,

analizando los valores de referencia reportados en otras investigaciones con monos
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Rhesus, las hembras presentan concentraciones ligeramente menores de P en suero
con respecto a los machos, lo cual concuerda con nuestros resultados (Smucny y
cols., 2001; Ibafiez-Contreras y cols., 2011; Lee y cols., 2012; Hernandez-Godinez y

cols., 2019; Koo y cols., 2019).

Efectos Independientes del tratamiento

Las diferencias significativas en las concentraciones de Ca en sangre relacionadas
al sexo, independientes del tratamiento se muestran en la Gréafica 4, donde se observa
gue la unica hembra del grupo de seniles presentd una mayor concentracion de Ca en
sangre, por lo tanto, se ve un aumento de acuerdo a la edad en la tendencia. En
cambio, en los machos se observa una disminuciéon conforme avanza el grupo de
edad, por tanto, para el grupo 3 es visible una disminucion considerable, explicada
porque los dos Unicos machos seniles con tratamiento practicamente no tuvieron
cambios, pero el Unico macho sin tratamiento, tuvo una disminucién importante de

concentracion de Ca.

De igual manera, se presentd una diferencia estadisticamente significativa en la
concentracion de P y el grupo de edad y en la relacibn sexo — grupo de edad,
independientemente del tratamiento (Tabla 9, Graficas 6 y 8, respectivamente). Las
concentraciones de P en sangre se mantuvieron estables en el grupo 2 y fueron
menores en los grupos 1y 3; al observar estos cambios en relacion al sexo, nuestros
resultados muestran que, en las hembras, el nivel fue constante tanto en el grupo 1,

como en el 2 y bajé considerablemente en el grupo 3 que consta Unicamente de una
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sola hembra. Por el contrario, en los machos, la concentracion de P en sangre fue
incrementandose con relacién a la edad, alcanzando su pico maximo en el grupo 3;
pero cabe sefialar que, de los tres sujetos de este grupo, dos son machos con
tratamiento en los cuales subi6 mucho la concentracion de P (casi 2 unidades),
mientras que en el macho que no tuvo tratamiento, el incremento fue menor (0.6

unidades).

El Cay P interactian en varios procesos fundamentales; en hueso, trabajan junto
a los osteoblastos, osteocitos y otras proteinas para mineralizar la matriz 6sea; en los
tejidos no esqueléticos existen otros mecanismos regulatorios, aun pobremente
entendidos, que previenen la deposicion de complejos Ca-P en tejidos blandos
(Peacock, 2010), estos sistemas de control son muy importantes debido a la gran
capacidad que tienen estos iones de unirse y formar complejos; Heaney y Nordin
(2002) mostraron que dentro del lumen intestinal, cada 500 mg de Ca ingerido se une
a 166 mg de P. La homeostasis de Ca y P estan interrelacionadas debido a que ambos
minerales interactian en el suero sanguineo a través de la modulacion hormonal,
aunque mientras las concentraciones de Ca en sangre son estrictamente controladas,
las concentraciones de P pueden tener una mayor fluctuacion (Lamberg-Allardt y cols.,
2017). Lo anterior que nos hace considerar los cambios de P como normales, sin
embargo, no asi con los cambios de Ca. En suero sanguineo se observa una relaciéon
casi invertida en sus concentraciones (Madeo y cols., 2018), ya que un aumento en
las concentraciones de P, estimula la produccion de PTH, activando los mecanismos

de resorcién ésea para liberar Ca y, conforme las concentraciones de Ca en suero
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sanguineo aumentan, se activa una respuesta donde intervienen la Vitamina D y el
calcitriol para detener la produccién de PTH y promover la excrecién de P; de hecho,
esta homeostasis de Ca y P es tan efectiva que se ha demostrado que la ingesta de
172 mg de Ca, promueve una respuesta aguda, que en unas cuantas horas suprime

la produccion de PTH (Lamberg-Allardt y cols., 2017).

En humanos, se recomienda que la ingesta diaria de Ca y P corresponda como
minimo a la proporcion 1.5:1, en la actualidad, los alimentos procesados contienen
fosfatos afiadidos por lo que la cantidad de P en la dieta suele ser mas elevada de lo
recomendable; esto puede provocar hiperfosforemia, ain en personas sin falla renal
cronica, lo cual ha sido relacionado con procesos de resorcion 0sea y pérdida de BMD
(Goretti Penido M. y Alon U.S., 2012). Dado que la ingesta dietética de los macacos
usados en esta investigacion fue estrictamente controlada y corresponde a una dieta
balanceada, los incrementos en ambos analitos en el grupo experimental, sugieren
gue la inulina podria estar promoviendo un incremento en la absorcion de ambos

minerales lo cual podria coadyuvar en los procesos de formacion ésea.

En roedores se ha estudiado el uso de la inulina del agave (Metlin), como
suplemento alimenticio y su efecto en la salud 6sea. La investigacion realizada por
Cieslik y cols. (2012) mostro que en machos de ratas Wistar cuyas dietas variaban en
las dosis de ingesta diaria recomendada Ca, tras la aplicacion del tratamiento durante
28 dias, se observé un ligero incremento en las concentraciones de iones de Ca en
plasma, asi como un ligero decremento en las concentraciones de P; aunque las

diferencias en los pardmetros bioquimicos no fueron estadisticamente significativas
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(Rivera-Huerta y cols., 2017). Lo anterior concuerda con los resultados obtenidos en
este trabajo con primates, ya que, también encontramos un aumento en las
concentraciones de Ca en los sujetos tratados con inulina, pero a diferencia del trabajo
en roedores de Rivera-Huerta y cols., 2017, el aumento que nosotros observamos fue
significativo. Con relacion al P, nuestro resultado no concuerda con el de Rivera-Huerta

y cols., 2017.

Otras investigaciones, con distintos prebiéticos y/o con prebidticos combinados con
probidticos, han reportado tanto un incremento en biodisponibilidad de Ca y P en
sangre en comparacion a los controles, incluyendo ratas gastroerectomizadas y
ovariectomizadas (Wishner y Castillo, 2017). Lo anterior, concordando en similitud con

nuestros resultados.

Las diversas comunidades bacterianas que colonizan el tracto gastrointestinal
juegan un papel esencial en el mantenimiento de la homeostasis, inmunidad y la
absorcion de nutrientes, a través de la produccion de metabolitos criticos como los
acidos grasos de cadena corta, lo que puede, ser interrumpido por el uso de

antibidticos, causando una disbiosis intestinal (Manuzak y cols., 2019).

Se sabe, que los taxas encontrados en el microbioma intestinal se mantienen
relativamente estables en la edad adulta y su abundancia esta influida por la dieta,
inclusive se ha observado en PNH de vida silvestre cambios estacionales ciclicos en
la composicion de la flora intestinal influenciado por los alimentos disponibles en cada

temporada siendo estos cambios visibles en cuestién de dias (Hicks y cols., 2018). Sin
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embargo, la dieta también influye en la composicién y la funcién del microbioma en
escalas mas prolongadas de tiempo, una dieta estable se vuelve un factor clave en el
comportamiento del microbioma intestinal ya que este ecosistema presenta histéresis
y “memoria” (Uhr y cols., 2019), como se menciond en el marco teodrico, existe
evidencia de que los fructanos del agave cambian la composicion del microbioma
intestinal favoreciendo la proliferacion de bacterias benéficas (Holscher y cols., 2015;
Lépez-Velazquez y cols., 2015; Ramnani y cols., 2015; Koenen y cols., 2016) . Esto
nos permite explicar el efecto visible en relacion al tiempo respecto a las
concentraciones plasmaticas de Ca, tras 22 meses de aplicacion del tratamiento.
Seria recomendable realizar otro tipo de estudios para averiguar si hubo cambios en
el microbioma intestinal de nuestros sujetos de estudio y en su caso, si estos cambios
promovidos por la inulina del agave en el microbioma intestinal se mantienen a través

del tiempo, aun después de finalizado el tratamiento.

En humanos se ha encontrado evidencia de que en la infancia se determina el
ecosistema intestinal que se mantendra relativamente estable durante toda la vida;
tanto la alimentacidn, como los factores genéticos y los ambientales influyen en esta
estructura (Uhr y cols., 2019). Asimismo, se ha observado que la composicién cambia
con el envejecimiento y se cree que se debe a los procesos degenerativos asociados
a la edad, como la desaceleracion de la actividad intestinal (Odamaki y cols., 2016)
aunque no se ha llegado a un consenso al respecto, pues puede haber factores
ambientales que presionen, aun mas que el envejecimiento (Mueller y cols., 2006).

Con respecto a esto, nuestros resultados arrojan que la biodisponibilidad de Ca en

95



plasma aument6 en todos los grupos etarios después del tratamiento, incluyendo al
grupo de seniles (Tabla 6, Graf 2), la diferencia entre esta disponibilidad de Ca en
suero respecto a las propias concentraciones de este grupo antes del inicio del
tratamiento, como a los resultados del grupo control (Tabla 6, Graf 1) podria indicar
gue la inulina contribuye positivamente en la homeostasis del Ca desacelerando los

procesos de resorcion 6sea asociados a la edad.

Como resultado de la T-student para evaluar los valores de Cay P en los sujetos
osteopénicos encontramos que se observo una diferencia significativa en Ca (Tablas
12 y 13), ya que, en el grupo experimental hubo un ligero incremento del Ca en los
sujetos osteopénicos, en comparacion con en el Unico sujeto osteopénico del grupo
control que presentd una disminucion de la concentracion de Ca. Mientras que, para
P no hubo diferencia significativa. Esto pudiera indicar que existe un efecto al adicionar
inulina a la dieta de los PNH que favorece la absorcion de Ca y permite incrementar
las concentraciones de este mineral en sangre. No asi en el sujeto osteopénico que

no recibiod tratamiento.

Esta investigacion es la primera que muestra los efectos de la inulina del agave en
la salud 6sea en PNH; después de la aplicacion del tratamiento, nuestros resultados
muestran un incremento significativo en la biodisponibilidad de Ca y en P en sangre
en el grupo experimental, respecto al grupo control (Tablas 6 y 9, Gréficas 1y 2y 5),
enfatizando que la diferencia significativa en P, esta dada por que en el grupo control

disminuye la concentracidn y en el experimental se incrementa. Esto apoya la hipétesis
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del efecto positivo de los fructanos tipo inulina del agave en la absorcion de Ca

relacionado a la salud 6sea.

Se sugiere la realizacién de una mayor cantidad de estudios en poblaciones de
diversas edades para obtener mayor cantidad de datos sobre el papel que juega la
inulina en el microbioma intestinal a largo plazo, y su repercusion en el aumento de
absorcion del Ca, pues, segun las tendencias de la International Osteoporosis
Foundation (Zanchetta, 2012), podria significar un ahorro de millones de ddlares
mediante la promocion del consumo de inulina como preventivo de la disminucion en

la DMO y también como coadyuvante a los tratamientos ya existentes.

También se sugiere realizar mas estudios de las osteopatologias a largo plazo en
poblaciones de PNH, en donde se pueda medir la DMO pre y post tratamiento para
verificar los efectos de los prebidticos en las concentraciones de Ca en sangre, pero
también relacionado a la DMO antes y después del tratamiento, asi como, el estudio
de diversos marcadores opsteoespecificos, como hormonas para entender de mejor

manera su compleja interaccion.
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IX.  CONCLUSIONES

Mantener las cantidades adecuadas de Ca biodisponible en sangre a lo largo de
nuestras vidas es fundamental para mantener la salud ésea, especialmente en la edad
adulta y senil, es por esto que la investigacion y el desarrollo de tratamientos que
ayuden a aumentar esta absorcion de Ca en el organismo son de gran ayuda para
prevenir la descalcificacion en los huesos y con ello las fracturas ocasionadas, asi

como, las consecuencias econdémicas, sociales y principalmente en la calidad de vida.

La TAC es un método efectivo y con alta precision para evaluar la DMO, dado que
las imagenes permiten diferenciar entre los diferentes tipos de hueso, esta técnica
permite obtener medidas volumétricas reales de densidad 6sea y, a pesar de su alto
costo, es viable y eficiente, por lo que se recomienda ampliamente aprovechar la
oportunidad de medir la DMO de un paciente cuando se necesita realizar una TAC por
otros motivos médicos.

Las poblaciones de PNH con numerosos miembros en diferentes etapas
ontogenéticas, son un excelente modelo de estudio para las enfermedades
relacionadas a la osteoporosis, ya que constituyen sujetos de estudio a largo plazo con
condiciones bioldgicas similares a las poblaciones del humano, sin perder la propiedad
de ser sujetos de experimentacion con condiciones y variables que pueden ser
controladas en laboratorio. A demas de que, a diferencia de los roedores, los PNH
poseen una fisiologia muy similar a la del humano.

Los resultados obtenidos de la TAC (UH y proporciones de hueso), son

consistentes con la bibliografia y de acuerdo a lo esperado para cada grupo de edad
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acorde a su etapa fisiolégica de DMO. Lo que nos confirma que, la TAC es una
herramienta precisa y confiable; que nos permitié obtener valores para categorizar a
los sujetos como sanos, ostepénicos y osteoporéticos, lo cual, nos permitié confirmar
qgue la poblacion estudiada posee una DMO en general sana, dado que, contiene
pocos sujetos categorizados como osteopénicos, de los cuales, algunos son juveniles,
y por tanto, es posible que se encuentren con una alta actividad osteoblastica.
Quedando solo unos cuantos individuos seniles como ostopénicos, estado propio de
la edad avanzada que poseen y por lo tanto, consideramos que obtuvimos datos
propios de una poblacion heterogénea en cuanto a su composicion de etapas
ontogenéticas relacionado a sus DMO.

Respecto a FosAl, no se presentaron sesgos en las concentraciones iniciales, ni
cambios significativos en las concentraciones después de la administracion de inulina.
Por tanto, concluimos que las concentraciones de FosAl en sangre, no se ve afectadas
por la adicion de inulina en la dieta de los PNH.

Con relaciéon al Ca, no se observa sesgo en las concentraciones iniciales, pero si
se observa que hay una diferencia significativa respecto al tratamiento. Lo anterior,
como resultado del incremento significativo de las concentraciones de Ca finales en el
grupo experimental y un ligero decremento en las concentraciones finales del grupo
control. Lo que sugiere que la inulina del agave tiene un efecto favorable en las

concentraciones de Ca en toda la poblacion, sin importar edad o sexo.

Respecto a la concentracibn de P en sangre, no se observa sesgo en las

concentraciones iniciales. Sin embargo, se encontrd diferencia significativa en las
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concentraciones finales de P en sangre con relacion al tratamiento, como resultado de
que, hubo un ligero decremento en las concentraciones finales del grupo control y un
ligero incremento en las concentraciones finales del grupo experimental. Lo que
provoca la diferencia significativa por la diferencia entre grupo control y experimental,
sin embargo, comparando Unicamente los cambios de concentraciones iniciales y
finales en el grupo experimental encontramos que el tratamiento con inulina no genera

una diferencia significativa en las concentraciones de P.

También obtuvimos diferencias significativas para las concentraciones de Ca en
sangre respecto al sexo, asi como diferencias significativas para las concentraciones
de P en sangre respecto al grupo de edad y para la relacion sexo- grupo de edad, sin
embargo, dichas diferencias pueden estar dadas por que las N's de los grupos son
muy pequefias y no son homogéneas. Por lo tanto, las diferencias de un grupo en

algunos casos son el resultado del cambio en las concentraciones de un solo individuo.

Los resultados de este estudio, concuerdan con la mayoria de las investigaciones
con que la dieta influye en los procesos de absorcion de nutrientes y sugieren un efecto
positivo en la salud 6sea y la homedstasis del Ca en PNH, derivado de la ingesta de
prebidticos tipo inulina como suplemento alimenticio que pudieran beneficiar al
microbioma intestinal.

Por otro lado, encontramos que existid un aumento en las concentraciones de Ca
en sangre en los sujetos osteopénicos con tratamiento, mientras que el sujeto
osteopénico sin tratamiento no tuvo dicho incremento de concentracion de Ca. Lo que

favorece la hipétesis de que la adicién en la dieta de probiéticos como la inulina tipo
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agave en los PNH, favorece la absorcién y, por tanto, la biodisponibilidad del mineral

en sangre, posiblemente coadyuvando a mejorarla salud 6sea.

Esta investigacion es la primera que muestra los efectos de la inulina del agave en
la salud 6sea en PNH; después de la aplicacion del tratamiento, nuestros resultados
muestran un incremento significativo en la biodisponibilidad de Ca y en P en sangre
en el grupo experimental, respecto al grupo control, enfatizando que la diferencia
significativa en P, esta dada por que en el grupo control disminuye la concentracion y
en el experimental se incrementa. Esto apoya la hipoétesis del efecto positivo de los

fructanos tipo inulina del agave en la absorcion de Ca relacionado a la salud 6sea.
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X. RECOMENDACIONES

De acuerdo a nuestro conocimiento al momento de la publicacion de este trabajo,
esta es la primera investigacién realizada en PNH respecto al efecto de la inulina del
agave en la absorcion de Ca y los resultados sugieren la necesidad de explorar con
mayor detalle sus efectos para comprender en qué medida este prebibtico beneficia la
salud Osea. Para futuras investigaciones se recomienda analizar marcadores
osteoespecificos de formacion dsea en suero sanguineo como son fosfatasa alcalina
osea (FAO), PTH y el propéptido C-terminal de protocolageno tipo | (PICP), asi como
marcadores especificos de resorcion 6sea como el telopéptido C-terminal de colageno
tipo | (ICTP). Asimismo, en proyectos de larga duracion, se recomienda hacer una
segunda TAC para evaluar si hubo cambios en la DMO.

Otra prospectiva de investigacion que se sugiere realizar es la de determinar la
diversidad del microbioma intestinal y medir sus cambios al suplementar la dieta con
el prebidtico, asi como la realizacion de estudios a largo plazo para explorar si los
cambios en el microbioma intestinal con el uso de prebidticos reducen el riesgo de
desarrollar osteopatologias en poblaciones con predisposicion genética a la

osteoporosis.
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1 | INTRODUCTION

Abstract

Osteopathologles are a result of advanced age and decreased bone density andrepresent a global
health problem. It is therefore important to generate models for ko ng tudinal studies of the patho-
phiysiology in onder to improve early diagnosts and develop preventive theraples. For this kind of
resaarch, the use of computed tomographry (CT) to eval ate bone health offers advantages over
other technigues since It provides more complete infomatlon. The aim of this prospective. pllot
study was to obtain measurements of the left femur from a population in captivity of 32 rhesus
maonkeys [Macaca mulatta) Inorder to standardize t he madel for futwe researc b Healthy subject =
from 5 to 28 years old were chosen. Three groups with different ages were formed as follows:
(1) 5-9 years, (2) 10-19 years, and {3) 20-28 years. Seml-automatic segmentation by threshold
defined the reglons of interest. which were subdivided in the range of 300-700 Houwnsfield wnits
{HU] for trabecular bone and =700 HU for cortical bane. Then, the proport lonal ratlos of the wol-
wmes of trabecular bone andcort lcal bone were obtained. Significant differences (analysls of vari-
ance test) in the averages of Hounsfleld units cortical, and trabeoular bone proport lons from each
age group proved that adecrease [nbone density beging at approsdmately 20 years of age Thewval-
ves presented here, aswell as the method toobtain them from CT scans, can beused asa baseline
Ina primate mode for long-temn researdch in bone pathaol opy diagnesis and treatment.

KEYWORDS
Honresfied d wnits, medical imaging. nonhwman primates, rhesus monkey

rhesus monkeay ks therefore a pood model of the skeletal system in lon-
gltudinal studies of developmental processes and aging aswell astheir

Age |s one of the most Important risk factors for osteopathologes:
the likelihoosd of suffering amy type of fracture as a result of bone
density loss increases significantly after the age of 50 in humans.!
Research an bone patho logy in animal modelsiscneclal to aobtain abet-
ter understanding of the relatlonship between changes In bone den-
slty and varkus physiopathologles and toallowfor the davelopment of
better early diagnostic methods and preventive theraples. Cumently,
theuse of nonhuman primates a experiment al modeks ks highly impaor-
tant for blomedical research, due totheir phdopenetics that is simi-
lar to humans the Macaca mulatta species [rhesus monkey) belng the
mast commaonly wsed The estimated lifetime of the Individuaks of this
species ks 30 years incaptivity? and cases of osteapathology have been
observed asearly 2 ¥ yearsold For blomedical research purposes, the

associated physiopathologles &4

Bones are composed of thoues with different densitles and struc-
tures: trabecular or spongy bone and cortical or compact bone, which
differ in their mechanical function * Trabecular bone & a porous tk-
sue conformed by trabeou lae that supports oyelic charges and provdes
a certain flexdbil ity to the bone. Cortical bane ks the dense mineralized
outer layer that covers the trabecular bone, providing hardress and
stiffress. Current technigues such & dual-energy X-ray absomt lome
tiny, are used to measure bone density and, although cheaper and mare
accessible, only provide data for a small part of the tisee. Incontrast,
other technigues that provide us with three-dimensional information
can be used to separate compact bone from trabecular bone and thus
|dentify the different stages of bone formation and resorption® In
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this work, we propose the use of high-reso lution computed tomogra-
phy (CT) images and measurement of Hounsfield units (HU) of the com-
plete bone from each subject of a population of resus monkeys used
in blomed ical reseanch protocols. The acguisition of the CT images k
based on the transformation of the original linear attenuwation coeffl-
clent, calibrated so that distilled water at standard pressure and tem-
perature ks defined as 0 HU while air ks def ined as — 1000HU under the
same conditions 57 Therefare, th e density of each voxel represents the
gquantity of absorbed X-rays by a small volume of tlsue. This absarp-
tion ks calboulated and measured in Hounsfleld units. ™= In ot her words,
Hounsfleld units are an indicator of mineral bone density 510

Absorption coefficlents of soft, trabeoular, and cortical tissues ane
different. and cam be used to ldentify and label each vooel as soft tis-
swe (HU < 300), trabeoular bone (300 < HU < 700, or cortical bone
{HU = 700). Using these thresholds proposed by Ad ams, 2! wecan then
automatically segment and characterize the entire bone. The cortical
bone from the surface of the bone should appear visually as a shin-
ing edge that surrounds adarker area which correspond s to the other
types of bone tissue in the CT images. This technigue may be anappro-
priate diagnostic tool, and It ks also highly acourate in the detection of
bone pathologles related to deoreased bone density assoclated with
age 1032 At hough much information already exists describing the wse
of guantitative CT by measuring bone density based on Hounsflekd
units inveterinary medicine, mainly for domestic animals, such as cats
and dogs, there ks little avallable infomnat bon on this topic for wild ani-
mals. Therefare, studles on primates may benefit veterinary radiolo-
gistsrelated to wildl ife man agement. such as those working inzoos and
conservationprograms 12-14

Thuss, the present study aimed to develop a standard protoool for
the evaluation of bone density through acquisition of CT imaging in
a sample of rhesus mankeys. Findings could provide the found at lons
for a future research model to evalu ate new treatments and di agnostic
methods for diff erent osteopatho logles.

2 | METHODS

21 | Experimental design

The experimental design was a prospective, pllot study. The protocol
was perf omned acc ording tothe Officl al Medican Standard MOM-062-
200-1999 and was approved by the Institutional Animal Care and
Uee Committes and by the Ethics and Investigation Committes from
Applied Research in Experimental Blomedicine 5.4 deC WV

A total of 32 rhesus monkeys from a facllity that handles wildlife
under proper conditlons Predios e Instal aclones gue Mansjen Vida 51
vestre [PIMVS] with a registration number from the local Minlstry of
Envvironment and Natural Resowrces (SEMA RNAT, DGVS-PIMVE-CR-
IN- 1014 -DF 08 were used. Veterinarlans and researchersof Applled
Research in Experimental Blomedicine SA_ de CV with experience in
the management of a monkey rhesus colony selected the inclusion and
achsion oriterdia The Incluslon criterla were subjects that were at
least 5years old and with no apparent injuries or signs of disease. Sub-
Jects with diseases or that were part of another study were e luded.

The animalswere considered “healthy” according to the healthrecords
based om routine ecaminat lons made through a clindcal history, whidh
consisted of ausoultation, dental inspection, and blood chemistry (28
dements). Sublects were classified Into the following three groups
according to decades of life group 1 from 5 to 9 years(n= 10), group 2
from 10 to 19 vears (n= 15).and group 3 from 20 to 29 years fn=T7).

22 | Image acquisition and processing

Computed tomography scans were performed on a CT scanner
[SIEMEMNS Sensation &4, Erlangen, Germamy equipped with a contin-
uvonshy rotating, low-voltage slip gantry; an UlraF ast Ceramic with
adaptive amray detector; amd &4 = 1344 detection channels. The study
was camied out at the Mational Center for Medical Imaging and Instru-
mentation Research (C13M) Unbversidad Autdnoma Metropolltana—
Unidad |ztapal apa. Experimental subjects were sedated with a dose
of 4 mg/kg of tiletamine-zolazepam!® and placed in a supine position
with #07 arm abd wcti on Astlal imaging was taken from the whaole spec -
men, with the following acgu isitlon parameters: potential difference of
130 k', current of 118mA, recon structiond] ameter of 359 mim, matrix
of 5132 » 512 slide thickness of 0.6 mm, voxel resolution of 077 «
OF7 ¢ 0u6 mimy dist ance from the sounce to the patient of 570 mm and
2 min approximately for total acguisition depending on the subject’s
lemgth

Image processing was perf omned with AMIRA software (FEI, Hous-
ton, T, LISA, under the trial license Amira-Trialy™y-20 16-MM-08-DD-
01). By semiautomatic segment ation of the complete body, the bownd-
arles were defined in the reglons of Interest. For this study, the left
femur was ldentified, labeled, and subsequently used for the exper-
imental analysks, since nomally long bomes are prone to decalklfica-
tion and are more |ikely tosuffer fractures. When the femur aut omatic
segment atlons were performed, the bo undaries were established with
reglons of interest subdivided In ranges, 300-700 HU for trabeoular
bome, and =700 HU for cortical bone_ 1% The surface and volume of the
reglons of interest were determined using the trangular approsd ma-
tion method. Then, the proportion of each type of tissue inrelation-
ship to the total volume of bone was caloulated as follows: trabecw-
lar bome vo lume/t otal volume and cortlcal bone volumetotal volume.
One independent observer performed the image analysesand wasnot
aware of the age of the animals at the time of recording the data,
and afterward, in consensus, the other observers reviewed the image
analyses.

2.3 | Statistical analysis

Conmipsu ted t cimio graphilc Hounsfield unit values for the complete femur
and the propaort lons of trabeoular and cortical bone were analyzed To
test for mean significant differences among age groups, one way analy-
sk afvar ancewas applied. ensuring that the assumpt kon of equal ity of
varlances was fulfilled (Levens's test 95% ] Analysksof varlance was faol -
lowed by posterior] palr-wise comparisons [Tukey's test 95%] All sta-
tistical procedures were perfomed by two of the authors (GMC and
MUCRL) wsimg the comimencl al by awal lab be st at Isties software [SPSS pro-
gram version 22, SPSS Inc, Chicago, IL).
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FIGURE1 Hounsfield units segmentation of the femur. A Computed
tomography image without post-processing in the original grayscale.
B, Automatic segmentation result: blue for cortical bone (HU > 700),
redfor trabecular bone (300 < HU < 700). and purple for bone marrow
{HU < 300) C, Reconstructionofthe original sequences focused onthe
femur [Color figure can be viewed at wileyonlingl ibrary.com]

3 | RESULTS

The CT images were obtained, depending on the subject size fwith a
mean of 1473 images), with an effective dose mean time of 118 s. In
an image without post-processing. the contrast between the regions
of interest was observed, cortical bone {white hyperintense) and tra-
becular bone (gray area), which correspond to Hounsfield scale levels
{Figure 1A). After assigning a fake color to the subdivided regions
in the defined Iintervaks of the Hounsfleld scale, the separation of
the structures ks clear. (Figure 1B) exemplifies the femur’s segmen-
tation; the colors assigned were the following blue for cortical bone
{HU > 700), red for trabecular bone {300 < HU < 700), and pumple for
bone mamrow. From this segmentation, In all of the experimental sub-
Jects, the absorption coefficlents were obtained. where the mean of
the absorption coefficient in the whole bone was 659.91 HU (Group
1) 694.72 HU (Group 2), and 6194 HU {Group 3). The result of the
surface rendering by means of the polygonal approximatlon method,

WiLEYy-2

isobserved in Figure 2 where the mesh shows the volume surface cal-
culated for the cortical bone. The surface rendering is exemplified in
Figure 2A, while Figure 2B shows the triangles that make up the mesh
of the approach. Figure 3 shows the comb ination of two different sur-
faces rendering trabecular bone and cortical bone. Figure 3A corre-
sponds to a subject of age group 2 while Figure 3B corresponds to a
subject of age group 3. The difference in trabecular and cortical bone
volumes between the two subjects Is clearly observed. The volume of
cortical bone in the subject of the age group 2 is greater than the vol-
ume inthe subject of age group 3.

The number of subjects by group, mean, standard deviation, mini-
mum, and maximum values for Hounsfield unitsofthe complete femur
are shown in Table 1. Age groups 1 and 2 showed higher bone density,
while age group 3 had lower density (Figure 4] Analysis of variance
testing revealed significant differences in Hounsfleld units among age
groups (P =0.031) because the mean value of group 2 wassignificantly
higher than for group 3 (Tukey's test)

Table 2 shows the sample, dze, mean, standarddeviation, minlmum,
and maximum values for the proportionof trabecu lar and corticalbone
volumes of the complete left femur. The proportion of trabecular bone
was higher for age group 1 {mean value of 24.9%) than for age groups
2 and 3 (both with mean valees of 20.9%), and analysis of variance
testing showed significant differences among mean groups (P=00446)
{Figure 5), with the mean value of group 1 being significantly higher
than the value of group 2 (Tukey's test] On the other hand, the pro-
portion of cortical bone {Figure &) for age group 1 was 54.8%; forage
group 2, it was 58.9%: and for age group 3. it was 44%. The analysis of
varlance test showed significant differences In the proportion of cor-
tical bone volume among groups (P < 0.001), with the mean value of
group 3 being signif icantly lower thanfor groups 1 and 2 (Tukey'stest).

4 | DISCUSSION

High-quality images of the complete body of each subject were
obtained. Due to the short time of exposure to radiation and rapid
veterinary management. the animalks underwent only a brief period of
stress 15

FIGURE 2 Rendering of the cortical bone triangle approach method. A Rendering of the entire skeleton. B, Triangle ap proach method result
applied to ROIs segmented on each bone [Color figure can be viewed at wileyonlinel ibrary.com]
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FIGURE3 Segmented femur from asubject from group 2 (A) anx

shades [Color figure can be viewed at wileyonline! brary.com]

Notes. Groups and number of subjects mean, standard devia tion minimum
f the Hounsfield un
orkeys divided by age g
-Z8years). SD, standard deviation: N, number of sub

and maximum valy totalfemur froma totalsam-

x1(5-9 yeur

Hounsfield units
.
E
2

w

Age groups

FIGURE 4
left femur of Macaca mulatta monkeys by age group are shown Group
1{5-9years), group 2 {10-19 years), and group 3 (20-28 years] The
results of Tukey's test are also shown: for groups with a different let-

Mean and standard error of Hounsfield units from the

ter, thelr means have significant differences; for groups with the same

letter, their mean

not have significant difference

ve from group 3 {B) with trabecular bone and cortical bone shown in different

TABLE2 Propor
total volume of the complete femur

onsoftrabecular and cortical bonesinrelationto

Group N Mean S0 Minimum

Cortical bone
1 0 04499 Qs&429
2 15 Q7041
3 7 0.4871

1 0

0.1967
0.1440
03728

03511
0.3099
04871

the praportions of trab

o i va bues e +
complete femur from a

in relstion to volusr

menkeys divided by ape group: 1{5-9year

2Byeary). SD, standard deviation: N nur

In relation to machine-related variability, the standard @

of Ho

val {Table 1) varle

nsfield units for each age gro anly

approximately 10% from their mean valk e, coefficient of varla-
tion], which implies ahigh degreeof precision and repeatability of the
assays. However, at this moment, it ks not possible to estimate a pre-

T {bas

dictive value of n bone density measurements) for fracture

nsk

Despite the efficlency and precision obtained by the use of thistech-

nique, the main disadvant agesof CT are the limited accessto the equip-

ce Its availability for

ment and the high operating costs, which re

arch |aboratories. 17

to obtain high-resolution three-dimensional information of an entire
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FIGURES Mean and standard error of the proport lon of trabecular
bome from the left femur of Mocaca mulatts monkeys by age group are
shown Group 1({5-% years), growp 2 (10-19 years), and group 3 (20-
28 years). The results of Tukey's test are also shown: for groups with
a different letter, their means have significant differences; for groups
with the same letter, thelr means do not have significant differences

1 F 1
Agee groups
FIGURE & Meanand standand emor for proportions of cortical bone

from the left femuwr of Macaca muwlatta monkeys by age group are
shown. Group 1(5-% years), growp 2 (10-19 years), and group 3 (20-
28 years). The results of Tukey's test are also shown: for groups with
a different letter, thelr means have significant differences; for groups
with the same letter, thelr means do not have significant differences

bone, as opposed to only two-dimensional in standard densiometry
using dual-energy X-ray absorptiometry or even the omne-dimensional
information available from early single-photon absorptiometiry 71011
Such information can be used to analyze the structure of the bone,
measure the size of the trabeoul ae, and compare the different bone
thsswes. Second, when using the mean Hounsfleld units of the bone
a5 a measure of bone density, as we did In this paper. it may mot
be &= sensithe to mineral content, but becawse the mean k cakos-
lated from the entire three-dimensional model, it & naturally mor-
malized and insensitive to bone density epth specifically), unlike
dual-energy X-ray absorptlometry and other two-dimensional meth-
ods. Finally, and perhaps most importantly, the three-dimensional

WiLEY-|2*

Infarmation can be used to separate compact bone from trabecular
bone and thus identify the different stages of bone formation and
resomtion 2517 |n addition, when using modern CT scanners with spi-
ral acquisition, such as the one we used, an entire body scan can be
obtalined in a very short time, with a dose reduction of approximately
B0% compared to other CT scamners while maintaining the image
quality™

Im this pajper, weused the mean valuesof Hounsflekd unitsof the left
femur as a measure of bone density. A comparison of the age groups
demanstrated clear differences between groups and proved a sensl-
the and reproducible varlable to use as an Indicator of bone health,
with alder subjects showing a signif icant decrease Thus., although the
mean Hounsfield unit values of the first two age groups did not show
significant differences, the mean of the senile adults (group 3) wassig-
nificantly lower than the mean of the midd le-aged adults group 2). To
complement the information provided by the Hounsfleld units, we also
calculated the proportions by valume of trabecular and cortical bone.
‘We found that this information was very helpful in disoriminat ing the
different developmental stages. Young adults (group 1) had a high pro-
portion of both trabecular and cortical bomes because the bones are
still growing. Middle-aged adults {Group 2] had a high proportion of
cortical bone becavuse the bones have hardened but show a relatvely
loww propaort lon of trabecular bone Final by, in the senile (growp 3), both
cortical and trabecular bones hawe low proportions 2 demineraliza-
thon develops.

By combining all three variables, we can therefore best discrimi-
nate bone health and track changes over time, with the added advan-
tage that the caloulation of all three of these guantiflable measures
can be automated eazlly. Indeed, we have programmed the procesing
of these varlables fromthe CT images. so that they can be caloulated
quickly and easily from the scans and, thus, can eliminate interpreta-
tion blas

Im comclusion, we are satisfied with the methodology presented in
this paper in which we caloulated Hounsfied wnits, the proportion
of trabecular bone volume, and the proportion of cortical bone vaol-
ume from the femur CT scans of Mocaca mulstta Due to these saths-
factory results, we propose to use these varlables in our reseanch on
b jpathalko gy for the nonhuman primate model The valves obt al ned
from this sample will also be wsed as referemce values for the gen-
eral untreated popul atlon of Macaca mulatta for future research. Thus,
this information can be valuable for veterinary radiologists related to
wildlife management and for blamedic al research in humans.
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