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Efecto de la obesidad en hueso
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Resumen

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) define a la obesidad como la acumulacién anormal o excesiva
de grasa, es decir, aumento del tejido adiposo, que representa un riesgo perjudicial para la salud. El hueso
esta conformado por células como osteoblastos, osteocitos, osteoclastos y fibras de colageno, en estas
Ultimas se encuentran los cristales de hidroxiapatita que le confieren rigidez y resistencia al hueso. Tras un
andlisis de la composicion quimica de fémur de 20 ratones con obesidad mediante espectroscopia infrarroja,
se observaron cambios en la composicion de la hidroxiapatita en los iones carbonato y fosfato, que en
conjunto con el aumento de la densidad mineral 6sea (DMO) y porosidad del hueso influyen en un mayor
riesgo de fractura.
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Introduccion

La obesidad es un problema de salud que se ha convertido en un factor que contribuye al aumento global de
las enfermedades cronicas no trasmisibles y ahora se considera una enfermedad cronica. La Organizacion
Mundial de la Salud (OMS), define a la obesidad como la acumulacion anormal o excesiva de grasa, es decir,
aumento del tejido adiposo, que representa un riesgo perjudicial para la salud. Existen componentes
genéticos, metabdlicos y hormonales que influyen en el desarrollo de la obesidad que tienen como
consecuencia el desequilibrio energético entre el ingreso y el gasto de calorias. (WHO 2020; Purnell 2023)
La estimacion del indice de masa corporal (IMC), definido como el peso en kilogramos dividido por la estatura
en metros cuadrados, es uno de los criterios que proporciona una medida util y sencilla para clasificar el
sobrepeso y la obesidad de acuerdo sexo, peso y estatura del paciente. A partir del IMC la OMS define como
sobrepeso un valor de IMC = 25 <29.9; obesidad IMC = a 30; Obesidad grado |: IMC entre 30-34.9; Obesidad
grado II: IMC entre 25.0-39.9; Obesidad grado llI: IMC igual = 40.0.

Epidemiologia de la obesidad

Desde 1975 la prevalencia de la obesidad casi se ha triplicado. En 2016, 39% de la poblacién mundial adulta
mayor de 18 afios tenia sobrepeso y de estos el 13% eran obesos, de los cuales 15% eran mujeres y 11%
hombres. (WHO, 2020; Bluher, 2019). Asimismo, en 2017 se estimé que mas de 4 millones de personas
mueren cada afio como resultado del sobrepeso o la obesidad y las tasas contintan creciendo. En este mismo
afo, la Organizacién para la Cooperacion y Desarrollo Econdmico (OCDE) publicéd una comparacion sobre la
prevalencia de la obesidad dentro de los paises que la conforman, en donde el 2° lugar era ocupado por
Meéxico con porcentaje del 72%, solo detras de Chile con 74.5%. (OCDE, 2019)

En México, el 75.2% de los mexicanos padece sobrepeso y casi un tercio parte sufre obesidad; de acuerdo
con la encuesta nacional de salud y nutricién (ENSANUT 2018) del total de adultos de mas de 20 afios y mas,
39.1% tienen sobrepeso y 36.1% obesidad, ademas de que la prevalencia de obesidad fue mayor en mujeres.
(Instituto Nacional de Salud Publica, 2020; Purnell, 2023) En el estado de Guanajuato la prevalencia de
sobrepeso y obesidad fue de 78.5% en mujeres y 66.2% en hombres.
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Hoy en dia, la obesidad representa un gran desafio e incremento de costos en la salud ya que aumenta
sustancialmente el riesgo de enfermedades como la diabetes mellitus tipo 2, la enfermedad de higado graso,
la hipertension, infarto al miocardio, accidentes cerebrovasculares, ademas de asociarse con trastornos
6seos y musculares y algunos tipos de cancer.

Consecuencias de la obesidad

El tejido adiposo es un 6rgano metabdlico y endocrino sumamente complejo y altamente activo que
desempefia un papel clave en la regulacion de la homeostasis energética. Esta formado principalmente por
adipocitos cuya funcién clasica es la sintesis de acidos grasos y su almacenamiento en forma de triglicéridos.
El desarrollo de la obesidad implica la expansion del tejido adiposo al aumentar el nimero (hiperplasia) y del
tamafio (hipertrofia) de los adipocitos, siendo estos Ultimos la principal causa de disfuncion metabdlica y de
las comorbilidades asociada con la obesidad (Fuster et al, 2016). El tejido adiposo posee a su vez una matriz
de tejido conectivo, tejido nervioso, células inmunitarias y del estroma (Frayn et al, 2003; Rafols, 2014).
Ademas de funcionar como almacén de grasa, el tejido adiposo regula muchos procesos fisiolégicos
sistémicos a través de la secrecién de moléculas sefial denominadas, de forma genérica, adipoquinas.
Actualmente se sabe que la expansion del tejido adiposo conduce a la produccidon desequilibrada de
adipoquinas que contribuye al estado proinflamatorio sistémico asociado con la obesidad (Ouch et al, 2011).
La acumulacién anormal de grasa tanto dentro como fuera del tejido adiposo produce trastornos estructurales
y funcionales, como la resistencia a la insulina del propio tejido adiposo y de otros 6rganos como musculo,
higado, pancreas, hueso, entre otros (Oliveira, 2016) . Lo anterior implica que la obesidad representa un
factor de riesgo para presentar diversas comorbilidades como diabetes mellitus tipo 2, dislipidemias,
hipertension arterial, cardiovasculares, neoplasias, higado graso, ovario poliquistico (Apovia, 2016) y
osteoporosis.

El hueso

La parte externa del hueso esta formada por una gruesa y densa capa de tejido calcificado, la corteza (hueso
compacto) que, en la diafisis, encierra la cavidad medular donde se aloja la médula 6sea hematopoyética.
Hacia la metéfisis y la epifisis, la corteza se adelgaza

progresivamente y el espacio interno se llena con una red de trabéculas delgadas y calcificadas que forman
el hueso esponjoso o trabecular. El hueso cortical y el trabecular estan formados por las mismas células
(osteoblastos, osteocitos, osteoclastos principalmente) y los mismos elementos de matriz (fibras de colageno
tipo 1), pero existen diferencias estructurales y funcionales. Lo que da lugar a la diferencia funcional es que el
hueso cortical cumple principalmente una funcién mecanica y protectora, mientras que el hueso trabecular
una metabdlica, no obstante, las trabéculas también participan en la funcion biomecanica de los huesos,
particularmente en huesos como las vértebras. La matriz 6sea se compone principalmente de fibras de
colageno tipo | (aproximadamente el 90%) y proteinas no colagenas. Dentro del hueso lamelar, las fibras
forman arcos para una resistencia 6sea 6ptima. También se encuentran cristales de hidroxiapatita en las
fibras de colageno (Moreira, 2019). La hidroxiapatita [Caio (PO4)s (OH)2] estd compuesta de cristales
minerales, resultado de la combinacién de dos sales minerales: el fosfato de calcio [Cas (PO.)2] y el hidréxido
de calcio [Ca (OH);]. Al combinarse con otras sales minerales e iones como el magnesio, el fluor, el potasio
y el sulfato se deposita en las estructuras formadas por fibras de colageno donde posteriormente el tejido
endurece, a este proceso se le conoce como o mineralizacion o calcificacion. La mineralizacion de la matriz
es un proceso regulado por factores genéticos, hormonales y ambientales; el cual convierte al hueso en un
sistema de almacenamiento para el 98% del calcio corporal. La matriz extracelular mineralizada es entonces
la responsable de las propiedades biomecanicas del hueso; las fibras de colageno le proporcionan flexibilidad
y resistencia a la traccién mientras que las sales inorganicas le confieren dureza, rigidez y resistencia a la
compresion (Mann, 2001).

Obesidad y hueso

Se ha reportado que existe una afectacion de la masa 6sea por aumento de la adiposidad medular. Muchas
de las adipoquinas y otras moléculas sefal que los adipocitos liberan de manera normal, se encuentran
desregulados en la obesidad modulando negativa y positivamente la funcion de osteoblastos y osteoclastos
respectivamente, propiciando la aparicién de enfermedades como la osteoporosis.
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La osteoporosis se caracteriza por una menor resistencia 6sea y un mayor riesgo de fracturas como resultado
de una menor masa y densidad mineral 6sea (DMO) anormal (Jackuliak y Payer, 2014). La disminucién de la
DMO observada en la osteoporosis se asocia con el deterioro de la microarquitectura del hueso,
especificamente en los sitios trabeculares que incluyen vértebras, costillas y caderas, asi como los sitios
corticales (Roy, 2013; Feresin et al., 2014; Bala et al., 2015). Sin embargo, la medicion de la DMO no es
suficiente por si sola para definir si un paciente tiene mayor riesgo de fractura, es necesario tomar en cuenta
otros parametros. Paraddjicamente, en individuos obesos, se ha reportado una relacién positiva entre el IMC
y la DMO, es decir, la obesidad parece ser un factor protector contra la osteopenia/osteoporosis (Asomaning
et al 2006), sin embargo, presentan un mayor riesgo de fractura (Fassio et al 2018). La DMO mas alta en
sujetos obesos se le atribuye en parte, al efecto mecanico del peso corporal sobre el hueso (Bergmann et al

2010).

Justificacion

Existen diferentes técnicas no invasivas para medir en pacientes la DMO, es decir, la cantidad de calcio y
otros minerales que hay en el hueso, tales como la absorciometria de rayos X de energia dual o la tomografia
computarizada cuantitativa periférica de alta resolucion; esta ultima evalta la DMO volumétrica. Sin embargo,
para conocer la calidad ésea derivada de la composicién de la hidroxiapatita es necesario utilizar
metodologias para estudiar al hueso como un biomaterial compuesto en donde la muestra es destruida. Por
lo tanto, por razones éticas y legales, es necesario la utilizacién de un modelo animal que, al ser alimentado
con una dieta alta en grasa, presente complicaciones y comorbilidades asociadas a la obesidad, como lo es
el dafio en el tejido 6seo y que sea comparables con lo observado en un paciente con obesidad.

Objetivo

Analizar la composicién quimica de fémur de ratones con obesidad Espectroscopia Infrarroja (FTIR).

Metodologia

Animales

Se utilizaron 20 ratones macho de la cepa C57BL/6 de 6 a 8 semanas, se alojaron en el Bioterio del
Departamento de Medicina y Nutricion de la Division de Ciencias de la Salud, del Campus Le6n de la
Universidad de Guanajuato. Los animales se separaron en 2 grupos:

1) Grupo sin obesidad (control), alimentacion LabChow 5001 (4% de grasa, 14% de proteina y 82% de
carbohidrato).

2) Grupo con obesidad (experimental), alimentacion con dieta alta en grasa (34.4% de grasa, 27.3% de
proteina y 38.4% de carbohidrato).

Ambos grupos se mantuvieron en jaulas limpias, a una temperatura constante (22 + 1°C) en ciclos 12:12
horas (encendido de la luz a las 08:00 horas) de luz/oscuridad, dispusieron de agua potable para beber a
libre demanda. La manipulacion de los animales se realizé de acuerdo con las especificaciones técnicas para
la produccion, cuidado y uso de animales de laboratorio sefialado en la Norma Oficial Mexicana NOM-062-
Z00-1999 y a la ley general de salud (Ver aspectos éticos). Todos los procedimientos estaran disefiados
para evitar al maximo el sufrimiento de los animales de acuerdo con el articulo 122 de la ley general de salud
en materia de investigacion en modelos animales. La eutanasia fue por dislocacion cervical que induce
inconsciencia y muerte en un tiempo minimo sin producir signos de panico o ansiedad (Punto 9.2.2 de la
Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999).

El uso de los ratones en este proyecto estuvo basado, en el Principio de las tres erres (3Rs) en la
experimentacion animal, el cual hace referencia al reemplazo, reduccién y refinamiento. No es posible
reemplazar el modelo, sin embargo, de acuerdo trabajos publicados con la cepa C57BL/6, se redujo al minimo
(10 miembros por grupo) el niumero de animales para obtener la cantidad de muestras suficientes y obtener
resultados reproducibles y confiables (Franco-Robles et al 2017). También refinaremos los procedimientos
para minimizar el dolor y la angustia, asi como para mejorar el bienestar de los animales y asi cumplir
exitosamente con el objetivo de la investigacion.

Diseccion del Fémur

Después del sacrificio de los ratones se realizo6 la diseccion del esqueleto para separar el tejido del hueso.
Los esqueletos aun con poco tejido se colocaron en cajas de plastico con aserrin para su limpieza. Se
utilizaron escarabajos del Orden Coleoptera y de la Familia Dermestidae para limpiar los fémures de los
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ratones sin utilizar algun tratamiento quimico. Una vez que se obtuvieron el fémur derecho y el izquierdo se
registré el peso, se les midié la longitud y los diametros de la di&fisis, epifisis superior e inferior utilizando un
vernier digital.

Andlisis de fémur por espectroscopia vibracional infrarroja (FTIR)

La cabeza y el cuello del fémur derecho de los ratones se triturd hasta obtener un polvo fino el cual se mezclé
con bromuro de potasio. La mezcla se compacté hasta obtener una pastilla consistente. La muestra se colocé
en el porta-muestra de un espectrofotometro FTIR marca Perkin EImer modelo Spectrum X. Los espectros
de absorbancia se obtuvieron en la regién del infrarrojo medio (4000 a 400 cm') con una resolucién de 4 cm-
'y 16 barridos.

Disposicion final de residuos peligrosos bioldgicos infecciosos

Todos los residuos peligrosos se dispondran de acuerdo con la norma oficial mexicana NOM-087- ECOL-
SSA1-2002 (Proteccion ambiental-Salud ambiental-Residuos peligrosos bioldgico-infecciosos - Clasificacion
y especificaciones de manejo).

Resultados y discusion

Como se menciond previamente, los ratones fueron divididos en 2 grupos: ratones con dieta normal (control)
y ratones con dieta alta en grasas (HFD obesidad). Se registro el peso, consumo de agua y alimento semanal.
Para el grupo control se observé un consumo de agua promedio de 32.5 + 2.9 mL, mientras que el grupo con
obesidad el promedio fue de 24.2 + 1.6 mL. El consumo de alimentos promedio semanal por grupo de ratones
fue de 214 g para el grupo control y 265 g para el grupo obeso.
En la figura 1A se muestra que ambos grupos iniciaron con un peso promedio de 23.8 g, a partir de la semana
1 se observé un aumento de peso en el grupo con obesidad. Después de la semana 8 el peso fue de 28.2 +
1.9 g en el grupo control mientras que en el grupo con obesidad, el peso fue 44.8 + 1.9 g. En la figura 1B se
muestra una foto de un ratén control y otro con obesidad.
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Figura 1A. Registro de peso Figura 1B

Después de las 8 semanas, los ratones de ambos grupos se sacrificaron por dislocacion cervical, de acuerdo
con la Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z0O0-1999. Se realiz6 la diseccion del fémur y se le retird el exceso
d tejido. Posteriormente se colocaron como alimento en un dermestario durante 3-4 semanas para que los
escarabajos del Orden Coledptera y de la Familia Dermestidae limpiaran el hueso. Una vez que el fémur
estuvo libre de tejido, se procedi6 a triturar la cabeza y el cuello para realizar los espectros por espectroscopia
en infrarrojo.

Los espectros aparentemente no mostraron una diferencia significativa en las bandas observadas en el rango
de 4000 a 500 cm-1 (Figura 2A), sin embargo, al expandir la region de los 700 a 500 cm-1 se identifican dos
grupos de bandas que difieren entre el control y los obesos (Figura 2B). El primer grupo de bandas esta
situado a los 600 cm™ y el segundo a los 550 cm™'. En esta region se encuentran las vibraciones de flexion
de los iones carbonato y fosfato, por lo que la diferencia observada se le puede atribuir a un cambio estructural
de la hidroxiapatita sustancia que le da las propiedades mecanicas al hueso y que influye en el riesgo de
fractura. Es necesario continuar con el analisis del hueso utilizando otras técnicas espectroscépicas, de
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microscopia electronica de barrido y difraccion de rayos X para discernir los cambios en la composicion
quimica y estructura de la hidroxiapatita debido a la obesidad.

J
N gt

Figura 2A. Bandas en rango Figura 2B. Regién 700-500 cm-1
4000-500 cm-1

Conclusion

Cualquiera que sea la etiopatogenia de la obesidad, varios 6rganos y sistemas resultan dafiados conforme al
desarrollo de esta condicién. Al hablar de los efectos en hueso, mediante espectroscopia en infrarrojo
observamos que el principal cambio se da en la estructura quimica de la hidroxiapatita, mayormente en los
iones carbonato y fosfato; alterando la capacidad de la hidroxiapatita de atribuir las propiedades mecanicas
del hueso, aumentando a su vez el riesgo de fractura. Sin embargo, sera necesario emplear otras técnicas
para discernir los cambios en composicién quimica y estructura de la hidroxiapatita debido a la obesidad.
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