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Resumen

La diabetes mellitus (DM) es una enfermedad metabdlica crénica y compleja caracterizada por niveles elevados
de glucosa en sangre (hiperglucemia). Ademas de los sintomas clasicos como la poliuria, polidipsia, pérdida de
peso y vision borrosa; la cronicidad de la hiperglucemia tiene potenciales riesgos a largo plazo. Recientes
investigaciones han demostrado que la DM afecta significativamente la salud 6sea alterando la densidad mineral
6sea (DMO), predisponiendo al desarrollo de osteoporosis y mayor riesgo de fracturas. En el presente trabajo
utilizamos un modelo experimental de diabetes en ratas para evaluar macroscopicamente la morfologia del
fémur. Al analizar las variables de este estudio, no se encontraron diferencias significativas entre el grupo control
y el grupo de ratones con hiperglucémica. Es importante mencionar que este trabajo forma parte de un proyecto
cuyo principal propdsito es evaluar la estructura cristalina de la hidroxiapatita de fémur en condiciones de
hiperglucemia.
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Introduccion

¢ Qué es diabetes?

La DM es una enfermedad metabdlica crénica y compleja caracterizada por niveles elevados de glucosa en
sangre (hiperglucemia). La enfermedad crénica se desarrolla cuando el pancreas no produce suficiente insulina
(hormona que regula el nivel de glucosa plasmatica), o cuando el cuerpo no utiliza la insulina producida o lo
hace de manera deficiente. Dentro de los procesos patologicos para el desarrollo de la DM se encuentran la
destruccién autoinmune o de origen idiopatico de las células beta () pancreaticas ocasionando alteraciones en
los niveles de insulina o anomalias que generan resistencia a su accion (1,2).

Una forma de diagnosticar la DM es midiendo el nivel de glucosa plasmatica en ayunas. De acuerdo con esta
prueba, la Asociacion Americana de Diabetes refiere que menos de 100 mg/dl es normal, de 101 mg/dl a 125
mg/dl se considera prediabetes y 126 o0 mas es diabetes (2).

La DM se clasifica en dos grandes categorias, la primera es la diabetes tipo 1, que se caracteriza por la
deficiencia absoluta en la secrecién de insulina debido a una destruccion de las células b del pancreas por el
sistema inmune (es considerada de origen autoinmune); la segunda es la diabetes tipo 2, donde hay una
combinacién entre produccion inadecuada y resistencia a la accion de la insulina (2). Ademas de estas grandes
categorias existen otras como: la diabetes gestacional, y la diabetes por otras causas (ej. enfermedades del
pancreas exocrino, inducida por farmacos o sustancias, entre otros).

Dentro de los sintomas comunes de la diabetes se encuentran la poliuria, polidipsia, pérdida de peso y vision
borrosa. Sin embargo, la cronicidad de la hiperglucemia tiene potenciales riesgos a largo plazo ya que se asocia
con complicaciones en la vision con posible pérdida de la vista, nefropatias llegando a la falla renal, neuropatias
periféricas con riesgo de Ulceras en pies y amputaciones, complicaciones cardiovasculares (2,3,4) y ademas de
un dafio en la salud del hueso predisponiendo al desarrollo de osteoporosis y un mayor riesgo de fractura (5).
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Epidemiologia de la diabetes

De acuerdo con observaciones de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), desde 1980 se ha observado
una tendencia alarmante en el aumento de la prevalencia mundial de DM, pasando a ser 108 millones de
personas enfermas en 1980 a 422 millones en el 2014. Este aumento se observo principalmente en paises de
ingresos bajos y medios (6).

En el afio 2022, se estimé que el 10.5% de poblacion mundial tenia DM, de estos la mitad desconocia que vivian
con esta afeccion. Se calcula que para el 2045 la poblacion con DM aumentara de 10.5% a 12.2% y con ello
también se incrementara la demanda de servicios médicos, lo que puede implicar una carga econémica
importante para los diferentes paises (7).

De manera alarmante, en México se ha registrado un aumento en la prevalencia de prediabetes, que pasé6 de
12.7% en 2006 a 16.8% para el 2018. Los ultimos resultados de la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion
(ENSANUT) del afio 2022 arrojan una prevalencia de prediabetes, diabetes diagnosticada y no diagnosticada
del 22,1 %, 12.6 % y 5.8 %, respectivamente, con una DM total del 18.3 % (8). En el estado de Guanajuato la
prevalencia de DM reportada fue de 9.9%, encontrandose 2.7% por debajo de la media nacional (9). Estos datos
convierten a la DM en la segunda causa de muerte en México y la entidad, después de la cardiopatia isquémica,
representando un reto para el gobierno para implementar estrategias de prevencion, control y tratamiento de la
DM. La mortalidad debido a la DM por edad aumenté en un 3% entre 2000 y 2019; en este ultimo la enfermedad
causo alrededor de 2 millones de muertes.

Mecanismos moleculares de la insulina en la DM

La insulina es un péptido de 51 aminoacidos producido y secretado por las células 8 de los islotes pancreaticos.
Es la principal responsable de controlar la captacion, utilizacién y almacenamiento de la glucosa y su polimero.
La insulina regula la entrada de glucosa en las células para la obtencion de energia, asi como el transporte y
almacenamiento de esta en forma de glucégeno, ademas de equilibrar los niveles de glucosa en la sangre (10).

Sus acciones comienzan cuando se une a su receptor de tirosin cinasa el cual fosforila los sustratos IRS y
recluta a la fosfatidilinositol-3-OH cinasa (P13K), quien cataliza la produccion de PIP3 a partir de PIP2,
permitiendo la activacion de Akt, encargado de regular diversos procesos metabdlicos como lo son: la sintesis
de glucégeno, la adipogénesis, el transporte de glucosa y la sintesis de proteinas, (Figura 1) (11).

La insulina posee importantes actividades sobre sus érganos blanco o también llamados insulinodependientes
los cuales son el musculo esquelético, el higado y el tejido adiposo principalmente (11,12).

e En el Musculo Esquelético, la insulina promueve la captacién de glucosa mediante la captacién de las
vesiculas de almacenamiento del transportador GLUT4 y estimula la sintesis de glucégeno (Figura
1A).

e En el Higado, la insulina inhibe la gluconeogénesis por supresion del gen FOXO1, por otro lado,
incrementa la sintesis de glucégeno hepético y lipogénesis de novo, asi como promueve la sintesis de
proteinas (Figura 1B).

e En el Tejido Adiposo, esta hormona suprime la lipdlisis y promueve el transporte de glucosa, al igual
que estimula la lipogénesis y adipogénesis (Figura 1C).
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Figura 1. Esquema ilustrativo que representa el papel de sefializaciéon y mecanismos moleculares
empleados por la insulina en diferentes tejidos.

e A Musculo esquelético: Tras la activacion de Akt se promueve la captacion de glucosa
mediante la translocacion de GLUT4 a la membrana plasmatica, esto mediado por la
inactivacion del sutrato de la proteina activadora de GTPasa Akt de 160 kDa (AS160) y la
estimulacion de la forma unida a GTP del sustrato 1 de la toxina botulinica C3 relacionada con
ras (RAC1). Del mismo modo, la insulina estimula la sintesis de glucégeno tras la activacion
de la glucégeno sintasa quinasa 3 (GSK3) regulada por la inhibicién de la glucégeno sintasa
(GYS) y la inactivacién de la glucégeno fosforilasa.

e 1B Higado: Una vez activado Akt se disminuye la gluconeogénesis al suprimir la expresion de
genes gluconeogénicos mediados por el gen FOXO1, por otro lado, la insulina aumenta la
sintesis de glucégeno hepatico al regular GYS2 y la glucégeno fosforilasa a traves de GSK3 y
PP1. Asimismo, se aumenta lipogénesis hepatica de novo al reqular positivamente la proteina
SREBP-1c.

e C Tejido adiposo: Una vez se une la insulina a su receptor suprime la lipdlisis que a su vez
suprime la producciéon de glucosa hepatica al reducir los sustratos gluconeogénicos,
posiblemente mediado por la PDE3B, PP1 y PP2. Por otro lado, la insulina promueve el
transporte de glucosa, la lipogénesis y adipogénesis.

Cuando hay resistencia a la insulina existe un estado de respuesta reducida en los 6rganos blanco o
insulinodependientes ante niveles fisiolégicos elevados de insulina. En consecuencia, sus acciones estan
alteradas con respecto a condiciones normales (12).

En el hueso, la insulina se encarga de regular el metabolismo energético para la remodelacion 6sea. Ademas
de estimular la diferenciacion de osteoblastos favoreciendo la expresion de osteocalcina, la cual puede estimular
la proliferacion de células B pancreaticas y la sensibilidad a la insulina del musculo esquelético (13).
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Relaciéon de diabetes y hueso

Como ya se ha establecido la DM es un grupo de trastornos metabdlicos, cuya principal caracteristica es la
hiperglucemia cuyos procesos fisiopatoldgicos se ven presentes en todo el cuerpo (1,2). No obstante,
investigaciones recientes han establecido que el esqueleto se ve afectado a un nivel significativo, donde una
complicacion importante es la fractura ésea osteopordtica (14,15,16).

Debido a esto la Asociacion Americana de Diabetes (ADA por sus siglas en inglés) ha incluido actualizaciones
importantes en su ultima guia publicada (17), donde establece la necesidad de un mayor énfasis en la
evaluacion y tratamiento de la salud 6sea, asi como una mayor atencién a los factores de riesgo de fractura
especificos de la DM.

Por otro lado, el hueso se compone de tres tipos basicos de células:
e Osteoblastos: comunmente llamadas células formadoras de hueso las cuales participan en la
mineralizacion del hueso y no pueden multiplicarse.
e Osteocitos: osteoblastos maduros que participan en el intercambio de nutrientes y desechos a
través de la sangre
e Osteoclastos: células que derivan del linaje celular macréfago-monocito y participan en la
resorcion osea.
Asi como en otras células del cuerpo la DM ejerce su efecto en las células éseas especialmente en osteoblastos
y osteoclastos. Regulando negativamente la diferenciacion y funcién de los osteoblastos, mientras que
positivamente la diferenciacién de osteoclastos ocasionando una disminucién en la formaciéon de hueso y
aumento en la resorcion de este (18).

Es muy importante mencionar que las personas con DM tipo 1 y 2 comparten un comun riesgo de fractura en
comparacioén con aquellos que no padecen DM. Sin embargo, este riesgo se debe a diferentes razones, ya que
en la DM1 se ha encontrado que la densidad mineral 6sea (DMO) se encuentra disminuida en la mayoria de los
casos atribuible a la disminucion de formacion dsea, por otro lado, la DMO en DM2 permanece normal e incluso
ligeramente elevada. Esta diferencia en valores de la DMO advierte que, pese a que existe una baja calidad de
hueso, esta no puede ser evaluada por estudios de densitometria convencionales como lo es el T-Score (19).
Debido a esto el uso de distintos modelos nos ha permitido comprender mas a fondo la relacion entre la DM y
el hueso; entre ellos los modelos animales con hiperglucemia inducida ofrecen resultados comparables con lo
observado en un paciente con DM dandonos herramientas para analizar los cambios existentes en el hueso.

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 absorcién de rayos X de energia dual o la tomografia
computarizada cuantitativa periférica de alta resolucién; esta Ultima evalia la densidad mineral o6sea
volumétrica. Sin embargo, para conocer la calidad ésea derivada de la composicidon de la hidroxiapatita en
humanos, es necesario utilizar metodologias invasivas para estudiar al hueso como un biomaterial compuesto
en donde para obtener la muestra se emplean métodos invasivos y poco éticos. Por lo tanto, por razones éticas
y legales, es necesario la utilizacion de un modelo de hiperglucemia en ratas, inducida por aloxana y que
presente complicaciones y comorbilidades asociadas a la hiperglucemia no controlada, como lo es el dafio en
el tejido 6seo y que los resultados sean comparables con lo observado en un paciente humano con DM.

Este trabajo forma parte de un proyecto cuyo principal propdsito es evaluar la estructura cristalina de la
hidroxiapatita de fémur en condiciones de hiperglucemia. En una primera aproximacion, en este trabajo se
plantea analizar variables macroscdpicas como el peso, la longitud y ancho, el diametro del cuello, el angulo y
arco de la cabeza del fémur de ratas con hiperglucemia inducida con aloxana.

Objetivo

Analizar el peso, longitud y ancho, el diametro del cuello, asi como el angulo y arco de la cabeza del fémur de
ratas con hiperglucemia inducida con aloxana.
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Metodologia

Animales e induccion de hiperglucemia

En este trabajo se utilizaron ratas macho con un peso promedio de 180 g. Las ratas se mantuvieron bajo
condiciones estandar, ciclos de luz-oscuridad de 12 horas, a una temperatura de 22 °C + 2 °C con agua potable
electropura y alimento estandar LabChow 5001 (13% de grasa, 29% de proteina 'y 58% de carbohidrato, LabDiet
5001) a libre demanda. Las ratas se alojaron en el bioterio ubicado en la sede San Carlos de la Universidad de
Guanajuato Campus Leon. A los especimenes de estudio se dividieron en el grupo control (n=3) y en el grupo
experimental (n=6). A este Ultimo se les indujo hiperglucemia mediante la administracion de 200 mg/Kg de peso
corporal de aloxana (A7413 Sigma Aldrich) via intraperitoneal en un volumen menor a 0.5mL. Al grupo control
se le administré 0.5 mL de solucion salina. Previo a la induccién ambos grupos se sometieron a 10 horas de
ayuno. Para confirmar la hiperglucemia se registrd el peso y el nivel de glucosa a la semana de la induccion y
antes de la eutanasia. La muestra de sangre se obtuvo haciendo una puncién con una aguja estéril en la cola
de la rata para medir glucosa en un glucometro Accu-Chek Active (glucosa oxidasa). Las ratas se consideraran
con hiperglucemia cuando presenten = 220 mg/dL de glucosa.

Después de 12 semanas, las ratas fueron sacrificadas humanitariamente y se obtuvieron los fémures. Se elimin6
el exceso de tejido por métodos mecanicos (pinzas y tijeras) evitando al maximo dafar la superficie del hueso.
Posteriormente, para evitar utilizar algun tratamiento quimico que provocaran cambios en la composicion
quimica del hueso, la limpieza se continué en un dermestario utilizando escarabajos de la orden Coledptera y
de la familia Dermestidae. Una vez que los fémures estuvieron limpios se registré el peso, se utilizé el software
CoolingTech Microscope para realizar las siguientes medidas: longitud y ancho, el diametro del cuello, asi como
el angulo y arco de la cabeza (Figura 2). Estas medidas se corroboraron con un Calibrador (vernier) Digital
Steren HER-411. Posteriormente, los fémures se utilizaran para los andlisis microscépicos, de composicion y
estructura quimica.

Radius:4.282mm
Radian:14 517mm

Figura 2. Esquema ilustrativo de cémo se miden las variables macroscopicas del fémur. Se
mencionan arco, cuelo y radio siendo estas variables lugares criticos en la salud ésea.

Disposicion final de residuos peligrosos biologicos 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).
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Aspectos éticos

Las ratas fueron proporcionadas por el Bioterio del Departamento de Medicina y Nutriciéon, de la Division de
Ciencias de la Salud, Campus Leodn, de la Universidad de Guanajuato. Durante todo el protocolo, las ratas
fueron alojadas en cajas de acrilico transparentes limpias y secas con cama sanitaria (aserrin estéril) suficiente
que garantizé la absorcion de la orina, excremento y desperdicio de agua, favoreciendo su aislamiento térmico
y construccién de nido. Debido a que el grupo de tratamiento presento los sintomas observados en un paciente
humano con diabetes no controlada, como aumento de sed y ganas de orinar, la cama sanitaria de este grupo
se cambio cada tercer dia o cuando fue necesario. Para el grupo control, el cambio de cama sanitaria se realizd
una vez a la semana. A ambos grupos se les proporcioné alimento estandar LabChow 5001 (13% de grasa,
29% de proteina y 58% de carbohidrato, LabDiet 5001) y agua potable electropura a libre demanda.

Todos los procedimientos empleados en este protocolo fueron disefiados para evitar al maximo el sufrimiento
de los animales, segun el articulo 122 de la ley general de salud para investigacion en modelos animales. Para
la obtencion del fémur, procedimiento descrito previamente en la metodologia, se indujo la eutanasia de las
ratas de manera humanitaria eliminando o disminuyendo al minimo el dolor y el estrés previo y durante el
procedimiento (Punto 9.2.2 de la Norma Oficial Mexicana NOM-062-ZO0-1999). La eutanasia fue por
dislocacién cervical que induce inconsciencia y muerte en un tiempo minimo sin producir signos de péanico o
ansiedad (Punto 9.2.2 de la Norma Oficial Mexicana NOM-062-ZO0-1999).

Este proyecto pertenece a la categoria B conforme al Apéndice A (Informativo) sobre la Clasificacion de
actividades experimentales de acuerdo con el grado de invasion, molestia o dafio producido sobre los animales
de laboratorio, incluido en la norma oficial NORMA Oficial Mexicana NOM-062-ZO0-1999. La categoria B
abarca experimentos que causan molestia o estrés minimo, toma de muestras de sangre de la vena caudal para
medir glucosa e inyeccion de alloxana por via intraperitoneal (dosis Unica) e incluye el uso de la dislocacion
cervical como método de eutanasia.

El uso de ratas en este proyecto estd basado, en el Principio de las tres erres (3Rs) de la experimentacion
animal, el cual hace referencia al reemplazo, reduccion y refinamiento. No es posible remplazar el modelo por
el tipo de metodologia para el andlisis del hueso, sin embargo, de acuerdo trabajos publicados con rata wistar,
reduciremos al minimo (3-6 miembros por grupo divididos en dos cajas) el nUmero de animales para obtener la
cantidad de muestras suficientes y obtener resultados reproducibles y confiables. También refinamos los
procedimientos para minimizar el dolor y la angustia, asi como para mejorar el bienestar de los animales y
cumplir exitosamente con el objetivo de la investigacion.

Analisis estadistico

El analisis cuantitativo de los datos fue realizado mediante el sitio web VassarStats (http://www.vassarstats.net/)
utilizando variables de dispersion (desviacion y error estandar), asi como prueba T - de Student para
significancia estadistica. Para la diferencia entre grupos se utilizara la prueba estadistica t de student para
muestras independientes. Los valores de p <0.05 se consideraron significativos.

Resultados y discusion

Se indujo dafio de las células b del pancreas e hiperglucemia en ratas macho wistar con aloxana. Se asignaron
3 ratas en el grupo control y 6 en el grupo experimental (hiperglucemia). Las ratas se sacrificaron
humanitariamente después de 12 semanas de la administracion de la aloxana. Los resultados muestran que el
nivel de glucosa registrado previo al sacrificio fue de 61 + 2.6 mg/dl (n=3) para el grupo control y de *363 + 35.9
mg/dl (n=4) en el grupo experimental, indicando hiperglucemia en este ultimo (20). La diferencia entre los dos
grupos fue estadisticamente significativa (p<0.05). En el caso de las ratas wistar se considera un valor de
glucemia plasmatica normal hasta 220 mg/dl. En dos de las ratas del grupo experimental se observé 104 y 109
mg/dl lo que indica cierta resistencia al efecto del aloxana. Por otro lado, el promedio del peso registrado previo
al sacrificio en los grupos control y experimental fue de 284 + 51 y de 213 + 26 gramos respectivamente y la
diferencia no fue estadisticamente significativa.

Después del sacrificio de las ratas se diseccion6 el fémur, se quito el exceso de tejido y luego se llevaron a un
dermestario para que se limpiaran completamente. Una vez limpios y secos, los fémures se pesaron y midieron
variables macroscopicas como la longitud y ancho, el diametro del cuello, asi como el angulo y arco de la
cabeza. Los resultados muestran que no existen diferencias estadisticamente significativas entre los fémures
derechos e izquierdos de un mismo individuo. Del mismo modo, no se encontraron diferencias significativas en
variables macroscopicas entre el grupo control y el grupo hiperglucémico (Figura 3). No obstante, se logro
observar una tendencia de aumento en Cuello, Arco y Angulo del 0.7%, 1.6% y 5.8% respectivamente en el
grupo de hiperglucémicos. Es posible que incrementando el numero de ratas en cada grupo experimental se
logre obtener una diferencia mas clara.
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Estudios clinicos han demostrado que el cuello y arco femoral son los lugares donde se
producen con mayor frecuencia las fracturas causadas por la osteoporosis (21), sin embargo, en el presente
estudio no se encontraron diferencias significativas entre el grupo de control y con hiperglucemia.

Medidas de variables de Fémur

Grupo n=7 Diametro Cuello Arco Radio Angulo Largo del fémur
Der Izq Der Izq Der Izq Der Izq Der Izq Der Izq

Control 3 3.627 3.944 6.233 6.188 14.289 14.210 4264 4.137 191.994 196.903 30.94 30.985

+0.315 +0.104 +0.138  +£0236 +£0.340 +0.704 £0.098 +0.030 +1.128 +£10481 +0.811 +0.452

Hiperglucémicos 4 3.553 3.723 6.307 6.205 14.560 14.409 4.078 3.960 204248 208.602  30.056 29.818

+0.131 +0.145 +£0.119  +0.017  +£0.696 +£0.166 +0.086 +0.075 +£5.332 +£2.643 +0491 +0.611

Figura 3. Medidas de variables macroscdpicas de fémur analizadas (Diametro, cuello, arco, radio, angulo y largo) ,
asimismo, se mencionan media y error estandar.

Conclusion
Se logré obtener un grupo de ratas con hiperglucemia con la administracion de aloxana.

No se observo una diferencia estadisticamente significativa de las variables estudiadas entre el grupo control y
con hiperglucemia.

A pesar de no haber diferencia en las variables, se observa un aumento en Cuello, Arco y Angulo del 0.7%,
1.6% y 5.8% respectivamente en el grupo de hiperglucemia que pudiera ser concluyente al aumentar la n del

grupo.
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