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RESUMEN

CONSUMO DE REFRESCOS DE COLA Y OSTEOPOROSIS EN RATAS OOFORECTOMIZADAS.
INTRODUCCION: Los refrescos de cola contienen substancias que en forma aislada
se han tratado de relacionar con osteoporosis, los fosfates y la cafeina son
dos de éstas sustancias. Se utiliza un modelo animal para poner a prueba el
efecto del refresco scbre el hueso.

OBJETIVO: A)Determinar si la ingestién de refresco de cola con &cido fosférico
incrementa el desarrolle de osteoporosis en ratas coforectomizadas. B}
Determinar si la desnutricién de las ratas gque consumen refresco es la
responsable del desarrolle de osteoporosis.

MATERIAL Y METODOS: Objetivo A: Se estudiaron ratas hembras de la cepa Sprague
Dawley de 9 meses de edad, distribuidas en forma aleatoria en cuatro grupos de
diez. A los grupos ¢, P y A se les realizé ooforectomia bilateral. Al grupo N
no se le realizé ninguna intervencién quirdrgica. A los cuatro grupes se les
ofrecié Purina Chow ad libitum, a los grupos C y P se les ofrecié refresco de
cola de las marcas registradas mis populares, a los grupos A y N se les ofrecid
agua; en todos los grupos la ingestién de liquides fue ad libitum durante dos
meses. Se determind densidad mineral &sea en fémur, columna lumbar y pelvis, se
determind calcio en ceniza de hueso. En suero sanguineo se midieron calcieo
total, calcio iénico, fésforo, fosfatasa alcalina, cretinina, 25-0H-
hidroxicolecalciferol y paratohormona. Objetive B: Se estudiaron catorce ratas
Sprague Dawley machos de 3 meses de edad, se formaron dos grupos de siete ratas
pareadas por peso, Se utilizd un sistema de alimentacidén por pares, a un grupo
se le ofrecié refresco de cola y se determiné la ingestién diaria de alimento,
al otro grupo se le ofrecié agua y la misma cantidad de alimento de su
contraparte consumidora de refresco de cola, este sistema se utilizé durante
dos meses, se midié calcio en ceniza de fémur, calcio iénico, foésforo,
albGmina. El an&lisis estadistico se realizd con la prueba de Kruskall-Wallis o
ANOVA de una via. Los datos se presenta como media * desviacién estandar.
RESULTADOS: Para el primer experimento, las caracteristicas generales de las
ratas fueron similares en todes los grupos. La concentracién de albimina en
suero sanguineo fue de 1.43 + 6.20, 1.31 + 0.27, 1.63 ¥ 0.55 y 1.71 £ 0.21 g/dl
en los grupos C, P, A y N respectivamente con diferencia significativa entre N
vs C p< 0.02 y N vs P p<0.006. Las concentraciones de fésforo no tuvieron
diferencia significativa. El calcio iénico tUnicamente mostrd diferencia entre
los grupos P y N. La concentracién de fosfatasa alcalina en suerc sanguineo fue
de B84 + 28, 81 %+ 19, 117 % 32 y 115 * 27 en los grupes C, P, N y A
respectivamente, con diferencia entre A vs P p=0.007, C vs N p<0.02, A vs C
p<0.02 y N vs P p<0.02. Las concentraciones de creatinina estuvieron dentro del
rango normal. La concentracién en suerce sanguinec de 25-OH-vitamina D fue de
15.16 + 9.6, 13.68 £ 9.9, 26.58 + 7.0 y 41.07  22.7 ng/dl en los grupos C, P,
A y N respectivamente con diferencia entre C vs AR p<0.02, C vs N p<0.009, P vs
A p<0.02 y P vs N p<0D.001. La densidad mineral ésea en fémur fue de 0.1549 %
0.009, 0.1564 + 0.007, 0.1668 + 0.007 y (.188% + 0.019 g/cm’ en los grupos C,
P, A y N con diferencia significativa entre C vs A p<0.02, C vs ¥ p<0.002, P vs
A p<0.02, P vs N p<0.002 y A vs N p<0.006. La densidad mineral &sea en pelvis
mostréd Gnicamente diferencia entre el grupo N y el resto de los grupos y la
densidad mineral ésea en columna no mostrd diferencia significativa entre los

" grupos. El contenido de calcio en fémur fue de 0.8818 + 0.5212, 0.1425

0.0663, 1.3581 + 0.4596 y 1.5207 ¢ 0.5491 mg/g de tejido seco para los grupos
¢, P, A y N respectivamente, con diferencia entre P wvs N, p=0.0002, P vs C
p=0.0002, P vs A p=0.0002 y N vs C p<0.02. En el segundo experimento, las
concentraciones de foésfoero, fosfatasa alcalina y albumina no tuvieron
diferencia significativa entre ambos grupos. El calcio idnico y el calcio en
fémur fueron menores en las ratas que consumieron refresce gque las gue
consumleron agua.

CONCLUSION: El1 consume de refrescos de cola increments el desarrollo de
osteoporosis en ratas ooforectomizadas. Este es independiente del efecto
nutricio causado por el consume de refresco.
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ABSTRACT
COLA SOFT DRINKS CONSUMPTION AND OSTEOPCROSIS IN OOPHORECTOMIZED RATS.

INTRODUCTION: Cola soft drinks contain substances that in isclated form have been
related to osteoporosis. Phosphate and caffeine are two of these substances. An
animal model is used to test the effect of soft drinks on bone.

OBJECTIVE: A) To determine if the intake of cola soft drink with phosphoric acid
increases the development of osteoporosis in oophorectomized rats. B} To
determine if the malnutrition seen in soft drink-consuming rats ia responsible
for the development of osteoporosis.

MATERIAL AND METHODS: Objective A: Female Sprague Dawley rats, aged 9 months were
randomized to one of four groups, each one formed by 10 rats. Rats belonging to
groups C, P and A underwent bilateral oophorectomy. Group N had noe surgical
intervention. Animals from all the four groups were fed with Purina Chow ad
libitum. Groups C and P received cola soft drinks of the two top selling brands.
Groups A and N received tap water. In all four grxoups ligquid intake was ad
libitum, for two months. Bone mineral density in femur, spine and pelvis was
measured as well as calcium content in bone ashes. Total calcium, ionized
calcium, phosphates, alkaline phosphatase, creatinine, 25 OH colecalciferol, and
PTH were measured. Objective B: Fourteen male Sprague Dawley rats, aged three
months were studied. Two groups were formed pairing the animals by weight. A
pair-feed system was used. Animals from the first group were fed with Purina Chow
ad libitum and cola soft drink. The amount of food consumed daily was measured.
The same amount of food consumed by the first animal of each pair was given to
the second animal of the pair. Animals of the second group received tap water ad
libitum for drinking. This system was followed for two months. Calcium in ashes
from the femur, ionized calcium, phosphates, and albumin were measured.
Statistical analysis was done with the Kruskall-Wallis test or with one way
ANOVA. Data are shown as mean % standard deviation.

RESULTS: For the first experiment, the general characteristics of the rats were
similar in all the groups. Serum albumin concentration was 1.43 = 0.20, 1.31
©.27, 1.63 £ 0.55, and 1.71 # 0.21 g/dl in greups C, P, A and N respectively with
significant difference between N and € (p < 0.02), and N and P (p < 0.006). Serum
phosphate concentrations were no significantly different among groups. Ionized
calcium was significantly different between groups P and N. Serum alkaline
phosphatase concentration was 84 * 28, 81 % 19, 117 % 32, and 115 & 27 in groups
¢, P, N, and A respectively, with significant differences between A and P (p <
0.007), C and N {(p < 0.02), A and C (p < 0.02}, and N and P (p < 0.02). Serum
creatinine concentration was within normal ranges. Serum levels of 25 OH vitamin
D was 15.16 * 9.6, 13.68 + 9.9, 26.58 + 7.0, and 41.07 t 22.7 ng/dl in groups C,
P, A, and N respectively; there were significant differences between C and A {p <
0.02}, C and N (p < 0.009), P and A {p < 0.02), and P and N (p < 0.001). Femoral
bone mineral density was 0.1549 + 0.009, 0.1564 % 0.007, 0.1668 + 0.007, and
0.1889 % 0.019 g/cmZ, in groups C, P, A, and N respectively; there were
significant differences between C and A (p < 0.02), C and N {p < 0.002), P and A
{(p < 0.02), P and N (p < 0,002}, and A and N (p < 0.006). Pelvic bone mineral
density only showed differences among group N and the rest of the groups. Spine
bone mineral density did not show significant differences among groups. Femoral
calcium content was 0.8818 + 0.5212, 0.1425 + 0.0663, 1.3581 £ 0.4596, ang 1.5207
+ 0.5491 mg/g of dry tissue for groups C, P, A, and N respectively; there were
significant differences between P and N (p = 0.0002), P and C {p = 0.0002), P and
A (p = 0.0002), and W and € (p < 0.02). In the second experiment there were no
significant differences of phosphate, alkaline phosphatase and albumin between
the two groups. Serum ionized calcium and femoral calcium content were lower in
the group of rats consuming soft drink than in the group of rats consuming water.
CONCLUSION: Cola soft drink consumption increased the develcpment of osteoporosis
in oophorectomized rats. This effect was independent from the nutritional change
caused by soft drink consumption.
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ANTECEDENTES CIENTIFICOS

REFRESCOS DE COLA

El consumoc de refrescos en México es uno de los mas
altos del mundo y tiende a aumentar. En 1993 México
ocupé el segunde lugar mundial en el consume de
refrescos, con una cifra de 142 1litros per capita
anuales, s6lo superado por Estados Unidos de
Norteamérica'. Del total de 14,000 millones de litros de
refresco que se vendieron en 1993, 55% fuercn para la

firma Coca-Cola y 30% fueron para la firma Pepsi-Cola.

El consumo de Coca-Cola ha aumentado de 306 botellas
de 355 ml por persona en 1993 a 333 botellas de 355 ml
en 1994 y en 1995 disminuyd a 322, quizd en relacién con

. . .2
la crisis econbmica“.

El consumo de refrescos de cola estd distribuido en

forma irregular en el territorio nacional. Ciudades como
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Monterrey, México y Toluca tienen consumos anualizados
per capita de 685, 351 y 189 botellas de 3535 ml
respectivamente, en contraste con otres estades como

Chiapas y Oaxaca donde el consumo es muy bajoz.

Se cree que los refrescos son bebidas inocuas y en
ocasiones se consumen como golosinas. Se han usado como
tratamiento para deshidratacién’ y hay estratos de la
poblacién en los que se administran en biberdn a

lactantes ¥y preescolarest

Los refrescos se han asociado potencialmente a

trastornos de muy diversa indole®

REFRESCOS DE COLA Y METABOLISMO DE MINERALES

Estd descrito que el consumo de refrescos con &acido
fosféricoe puede ser un factor de riesgo para la
. e 6-8 .
produccidn de litiasis renal -, osteopor031s9 e

hipocalcemia con tetania y convulsiones® '°,

El contenido de fosfatos en los refrescos de cola de
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mayor consumo en la ReplUblica mexicana es de 19.7 y 16.1
mg/100 ml en las dos marcas registradas predominantes en

el mercado’.

Desde hace tiempo se reconocidé que la administracidn
de fosfatos exdgenos puede producir hiperfosfatemia e
hipocalcemiam'”. La administracién de fosfatos exdgenos

y la hiperfosfatemia inducen inhibicién de la enzima

renal 1,o-hidroxilasa de la vitamina D que cataliza la
conversién del 25-OH-colecalciferol (calcidiol) en 1la,

25 dihidroxicolecalciferol (calcitriol}, metabolito
active de la vitamina D, cuya disminucidén se relaciona

. . 13-16
con la osteoporosis .

Las concentraciones de fdésforo de los refrescos de
cola son superiores a las de la leche humana y apenas

. , 17
inferiores a las de la leche de vaca .

Recientemente se informé gque el consumo de 1.5
litros o mas de refrescos de cola a la semana, puede ser
un factor de riesgo para el desarrollo de hipocalcemia

4, 18
en lactantes, preescolares y escolares .
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La ingestidén de grandes cantidades de refresco
también puede desplazar a otros nutrientes de la dieta,
principalmente a la leche, lo que puede reducir

peligrosamente el aporte de calcio™.

Por otre lado, la concentracién de acido fosférico
hace que el pH de los refrescos de cola sea muy acido
(alrededor de 2.3); el ingreso de hidrogenicnes puede

dar lugar a acidosis metabédlica.
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OSTEOPOROSIS

Por osteoporosis se entiende la reduccidén de la masa
6sea por unidad de volumen. Desde el punto de vista
histolégico, el trastorno se caracteriza por diminucidén
del grosor del hueso cortical compacto y por reduccién
del ndmero vy tamafioc de las trabéculas del hueso

esponjoso.

La osteoporosis es la enfermedad &sea metabdlica mas
frecuente y es una causa importante de morbilidad en las

. - . 20
mujeres mayores de 50 afios y en los ancianos

Se han identificado diversos factores de riesgo para

la osteoporosis posmenopausica, entre los que destacan:

21

1. Deficiencia de estrogenos
. : . . 2
2. Baja paridad y ausencia de amamantamiento®®
.22

3. Menarca tardia
4, Deficiencia de calcio en la dieta®’

A . . 20,24
5. Inmovilizacidén prolongada y sedentarismo

: 20,25
6. Tabagquismo

7. Consumo abundante de alcohol?®
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. 27-3
8. Consumo de cafeina

9. Talla peso bajos31

10. Alta ingestién de fosfatos™

11. Acidosis metabolica **7¢

El desarrollo de osteoporosis, se favorece por pH

- . 14-16 . s < 3z
sanguineo bajo , ingreso excesivo de fésforo vy

27-30

consumo de cafeina , gque en forma separada o combinada

se han relacionado con su presentacidn.

La hipbétesis de que el Tconsumo de refrescos con
acido fosfoérico podria favorecer la osteoporosis se
emitid desde 1982 en un articulo en el gue no se
presentan experimentos, ni observaciones’. En los ultimos
afios han aparecido articulos en los gue se demuestra la
relacién de consumo de refrescos de cola con aumento en

33-35

la incidencia de fracturas , aungue también aparecid

uno en el gque no pudo demostrarse esta relacién®®.

OSTEOPOROSIS Y REFRESCOS DE COLA

De los diversos ingredientes dque contienen los

1
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refrescos de cola, el acido fosférico ha side el
principal sospechoso de causar los trastornos del
metabolismo déi calcio’®. En 1982 se propuso ésta posible

. s 2 9
asocliacion .

En 1989 se publicdé un estudic en el que se muestra
una relacién entre el consumo de refrescos de cola y la
ocurrencia de fracturas éseas en mujeres atletas con
edades entre 21 y 80 afios. Se infirié que la posible
causa era el contenide de fdsforo de los refrescos de
cola, los cuales pudieron haber causado osteoporosis vy

. a3
como consecuencia, fracturas™.

En 1994 el grupo de autores del articulo comentado
en las lineas anteriores™ publicé otro estudio donde se
documenté asociacién entre el consumo de refrescos de
cola y la ﬁresencia de fracturas oO6seas en mujeres
jévenes con edad promedio de 14.3 afios de edad. La razén-
de momios que se calculé fue de 3.59 con un intervalo de
confianza al 95% de 1.21 a 10.75, p=0.022. En este
estudio, la ingestién elevada de calcio tuvo un efecto
protector con una razdén de momios de 0.284 e intervalo

de confianza al 95% de 0.087 a 0.820, p=0.036“. En

12
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' se midié densidad

. L3
ninguno de estos dos estudios
mineral osea ni se hicieron estudios histolégicos de

hueso, lo que puede debilitar las conclusiones de los

autores.

En 1997 se publicé un estudio de casos y controles
en poblacidén griega en el gue se tratd de determinar si
el consumo de productos ricos en calcio, la ingestién de
bebidas no alcohélicés y 1la actividad fisica son
factores de riesgo para la fractura de huesos de nifios
en edad escolar. Los resultados del estudio muestran una
razén de momios para el consumo de bebidas de cola ¥
fracturas oseas de 1.7 con un intervalo de confianza al
95% de 1.2 a 2.6. S3in embargo, también se vio ésta
asociacién entre el consumo de jugos de frutas Yy la
presencia de fracturas ©Oseas con una razén de
probabilidades de 1.6 e intervalo de confianza del 95%
de 1.2 a 2.3. En este estudio se concluyé gque la
asociacién se debe a que los nifios con mayor actividad
fisica pueden tener mayor riesgo de presentar fracturas,

. © s 35
a la vez gue reguleren mayor consumo de ligquidos

Entre 1988 y 1992 se realizé otro estudio publicado

13
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en 1997, en el que ingresaron 1000 mujeres con edad
entre 44 y 98 afnos. El1 objetive fue determinar la
asociacién entre el consumo de refrescos y la densidad
mineral o6sea en mujeres adultas. Los resultados no
mostraron asociacién entre la ingestién de refrescos
después de ajustar el andlisis por edad, obesidad,
ingestién de calcio, ejercicio, consumo de tabace o

. . z . . 6
alcohol, tiazidas, estrégenos u hormonas tiroideas’®.

Los estudios clinicos realizados hasta el momento
muestran discrepancias en sus resultados. Sin embargo,
excepto en el estudic de Rancho Bernardo%, se encontrd
asociacién entre el consumo de refrescos de cola y el
desarrollo de osteoporosis aun en forma indirecta,
aunque el estudio de Rancho Bernardo es el unico en que

se determiné la densidad mineral &sea.

Se ha tratado de explicar la relacidén del consumo de
refrescos de cola con osteoporosis por su contenido de
fésforo. Sin embargo, se ha prestado poca atencidén al
posible efecto que pueden tener la cafeina y el pH acido

sobre el metabolismo del hueso.

14
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El objetivo del presente estudio es determinar si el
consumo de refrescos de cola disminuye la densidad
mineral 6sea y el contenido mineral ésec, y a la vez que
evaluar si el efecto nutricico provocado por la
disminucién en el consumo de alimentc es el principal

responsable de esta disminucidn.
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MATERIAL Y METODOS

Se utilizé un disefio experimental de posprueba y
control para determinar si el consumo de refresco
disminuye la densidad mineral 6sea y se utilizd un

disefic de posprueba para determinar el efecto nutricio.

Caracteristicas de los grupos experimentales para el

primer objetivo.

Los animales fueron alimentades con Purina Chow ad

libitum. Los liquidos variaron como sigue:

Los grupos experimentales se formaron con ratas
ooforectomizadas, las cuales recibieron dos marcas
registradas de refrescoe de cola durante dos meses,

respectivamente denominados C y P.

1. El grupo C recibid refresco I ad libitum.

2. El grupo P recibidé refresco II ad libitum.

Caracteristicas de los grupos control

16
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1. El1 grupo A se formbé con ratas ooforectomizadas
que recibieron agua ad libitum.
2. E1l grupo N se formb con ratas sin ooforectomia

que recibieron agua ad libitum.

Para el segundo objetivo, se usaron dos grupos de
ratas macho, de la cepa Sprague Dawley, de 3 meses de

edad.

A un grupo se le ofrecid refresco de cola y Purina

Chow ad libitum.

Al otro grupo se le ofrecié la misma cantidad de
alimento gque ingirié la rata correspondiente al grupo

que consumié refresco.

Descripcién general del estudio

Se estudiaron 40 ratas hembras Sprague Dowley de 9
meses de edad distribuidas en forma aleatoria en cuatro
grupos denominados C, P, A y N. A los grupos C, P ¥y A se
les realizé ooforectomia bilateral, con una técnica

PR . R : . . T
quirirgica similar a 1a descrita por Giardino Yy cols”.



Al grupo N no se le realizé ooforectomia. A los cuatro
grupeos se les ofrecid Purina Chow ad libitum. Al grupo C
se le ofrecié el refresco I ad libitum, al grupo P se le
ofrecid el refresco II ad libitum y a los grupos A y N
sé les ofrecidé agua ad libitum. A los cuatro grupos se
les proporciond el mismo esquema de alimentacidn durante

un periode de dos meses.

Las ratas se colocaron en jaulas individuales y se
determind la ingestidn diaria de liquidos. La ingestién
diaria de alimentc se considerd como la media aritmética
de alimento consumido en tres dias consecutives al final

del estudio.

Al cabc de dos meses se efectud densitometria ésea
de columna lumbar, fémur y pelvis, con un densitémetro
Holégic QDR modelo 1500 (Hologic Inc, Waltham, Mass) vy
la imagen se analizdé con el paquete RAT WHCLE BODY
V5.67. Para la medicidén, la rata se anestesidé con
ketamina a dosis de 25 mg/kg y xilasina o droperidel a
dosis de 2 mg/kg intraperitoneal, con lo cual se logrd
mantener estatica a la rata. Después, se colocd al

animal en decibito ventral y se mididé la densidad



mineral ésea en las zonas mencicnadas. El rastreo de
cuerpo completo se realizdé en un area de 182 X 162 mm.
El coeficiente de variacién fue de 2% para el estudio de

cuerpo completo.

En el experimento para el segundo cbjetivo se midid
el consumo de alimento diario de las ratas del grupo que
consumieron refresco de cola y la cantidad registrada se
le ofrecié a una rata del grupo control en un sistema
denominade “alimentacién por pares” durante un periodo

de dos meses.

Las muestras de sangre se tomaron por puncidn de la
arteria aorta con las ratas anestesiadas con droperidol;
después de la toma de sangre se sacrificaron para la

diseccidén de los femures.

El contenidec de calcio en hueso, se midié en cenizas
de fémur por el método de ion selectivo con un aparato
BGElectrolyte (I.L. Diagnostics), previo procesamiento
del hueso, mediante eliminacién de las masas musculares
y almacenamiento en alcohol al 70%. Dos dias antes del

procedimiento final se dejd el hueso a temperatura de

19



37° C en un recipiente sin alcohol. Se registrd el peso
del hueso {peso seco), se triturd en un morterc y se
colocd en un crisol alto de porcelana de 40 ml, se
calenté con mechero para la eliminacién de gases se

expuso a una temperatura de 550 %+ 10°C en mufla durante

6 horas. Las cenizas se diluyeron con 1 ml de A&cido

nitrico al 65% y 4 ml de agua desionizada.

En el suero sanguineo se midieron calcio total,
alblmina, creatinina y fosfatasa alcalina con un equipo
Synchren Clinical System CX7delta (Beckman Instruments

Inc. Diagnostic System Group. Brea, California).

El calcio ionizado se midié por el método electrodo
de ion selectivo en un aparato BGElectrolyte (I.L.

Diagnostics).
El calcidiol y el «calcitriol se midieron por
radioinmuncanalisis (Amersham International plc,

Amersham UK} .

La fraccién 1-34 de la paratohormona se midié por

radioinmunoandlisis con el estuche RIK-6118 PTH 1-34
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(para rata) de Peninsula Laboratories Inc.

Analisis estadistico: Los datos se muestran comeo
media + desviacién estandar y las diferencias entre
grupos se determinaron segin las caracteristicas de los
datos con pruebas de Kruskal-Wallis o ANOVA de una via.

lLas diferencias se consideraron significativas si el

valor de p era menor o igual a 0.05.
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RESULTADOS

Para el primer objetivo, el peso de las ratas al
inicio del estudioc fue similar. El peso final mostré un
incremento significativo en relacién con el pesc inicial
{p<0.005}. No hubo diferencia significativa entre 1los
grupos {cuadro 1). En los grupos 4que consumieron
refresco la ingestién excedid en tres veces a la que
exhibieron los que consumieron agua (p< 0.002), (cuadro
1). La ingestién diaria de alimentos fue casi de la
mitad en los grupes gque consumieron refresco en

comparacién con los que consumieron agua (cuadre 1).

La albumina en sueroc sanguineo fue mayor en 1los
grupos que consumieron agua en comparacién con los que
consumieron refrescos {(p<0.02) {cuadro 2}). La
concentracién de fésforo en suero sanguineo no mostrd
diferencia significativa entre los grupos en tanto que
los de calcio ionizado exhibieron diferencia
significativa entre los grupos N vs C y N vs P ({p<0.02)

{cuadro 2}.

La actividad total de fosfatasa alcalina en el suero
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sanguineo fue menor en los grupos que ingirieron
refrescos que en los grupos gque consumieron agua
{(p<.02) (cuadro 2}. La concentracién de creatinina en
suero sanguineo mostrd niveles més altos en los grupos C

y N que en los grupos P y A (cuadro 2).

La concentracién en suero sanguineo de 25-0H-
colecalciferocl fue menor en 1lo0s Jgrupos gue consumieron
refrescos, que en los grupos que consumieron agua, Ssu
concentracién fue de 15.16 * 9.6, 13.68 * 9.9, 26.58 £
7.0 y 41.07 £ 22.7 ng/dl en los grupes C, P, A y N
respectivamente, con diferencia significativa entre C vs

A (p<0.02), C wvs N (p<0.009), P vs A {p<0.02) y P vs N

(p<0.001), como puede verse en la figura 1.

La densidad mineral &sea {(DMO) en el fémur no mostrd
diferencia significativa entre los grupos que ingirieron
refrescos de cola, si bien fue mas baja que en el grupo
A y el grupo N. Los valores respectivos fueron de 0.1549
+ 0.009, 0.1564 + 0.007, 0.1668 & 0.007 y 0.1889 + 0.01%8
g/cm2 en los grupos C, P, A y N con diferencia
significativa entre C vs A (p<0.02), C vs N (p<0.002), P

vs A (p<0.02), P wvs N (p<0.002) y A wvs N (p<0.0086)
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figura 2.

La densidad mineral 6&sea en la pelvis sdélo mostrd
diferencia significativa entre el grupo N y el resto de
los grupos, sus valores fueron de 0.19%44 % 0.2, 0.1892 ¢t
0.01, 0.2003 + 0.02 y 0.2229 + 0.01 g/cm’ en los grupos
c, P, A Y N respectivamente, con diferencia
significativa entre C VS N (p<0.005}, P vs N {p=0.0003)

y A vs N (p<0.007), (figura 3).

La densidad mineral ésea de columna lumbar no mostrd

diferencias significativas entre los grupos (figura 4}.

El contenido de calcioc en el fémur fue menor en el
grupo P con respecto al resto de los grupos, los valores
encontrados fueron de 0.8818 * 0.5212, 0.1452 % 0.0663,
1.3581 £ 0.4596 y 1.5207 £ 0.5491 para los grupos C, P,

A y N respectivamente, con diferencia significativa
entre P vs N (p=0.0002), P vs C (p=0.0002), P wvs A

(p=0.0009) y N vs C {p<0.02) (figura 5}. -

En el experimento para el segundo objetivo, el peso
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de las ratas al inicio del estudio fue préacticamente
igual pues se paredé por el pesc de los animales. El1
consumo de alimento fue. igual en ambos grdpos. En el
grupo que consumidé refresco su ingestidén fue de 144 +
2.3 ml/dia en tanto que el grupo que consumié agua su
ingestién fue de 35.3 + 2.4 ml/dia (p<0.0001). El peso
final en el grupo gque consumié refresco fue de 256.81 %
16.3 g vs 183.5 + 19.1 g del grupo que consumid agua
(p<0.0001). La concentracién en suero sanguineo del
calcioc ionizado fue de 1.44 % 0.2 mmol/l en el grupo que
consumié agua vs 1.22 + 0.07 mmol/l en el grupoc que
consumié refresco (p=0.02). El1 contenido mineral éseo
(calcio) medide en cenizas de hueso fue de 5.83 * 0.7
mg/g de tejido seco en el grupo que consumid agua Vs
2.29 + 0.6 mg/g de tejido seco en el grupo que consumid

refresco (p<0.0001).
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CUADRC 1. CARACTERISTICAS GENERALES

GRUEQS Refresco I (C) Refresco II AGUA {(A) CONTROL (N)
{P}
Peso Inicial (g} 305.9 ¢ 20 302.9 = 16 302.7 £ 15 304.5 ¢ 13
Peso final (g) 344.2 t 5 345.7 %15 337.8 1+ 26 335.9 & 22
Consumo de 141 + 4.6* 144 * 4.6* 37 £ 5.86 35 + 7
liguidos (ml)
Consumo de 11.76 + 2.85& 10.05 % 3.26% 17.97 £+ 1.75 19.15 + 1.75

alimento (g}

Analisis estadisticc con Kruskal-Wallis. *C y P vs A y N p< 0.002;&C vs

A y N p<0.0005;$P vs A y N p<0.0001
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CUADRO 2. MEDICIONES EN SUERO POR ESPECTROFOTOMETRIA

GRUPOS Refresco I Refresco II AGUA (A} CONTROL (N)
{c) ()

ALBUMINA {(g/dl) 1.31 £ 0.27* 1.43 &+ 0.2** 1.63 * 0.55 1.71 £ 0.21
CREATININA 0.65 + 0.084 0.52 £ 0.114# 0.54 + O0.05#%#%# 0.64 £ 0.005
(mg/dl}
CALCIO TOTAL 9.22 + 0.31 8.4 £ 1.22 9.11 + 0.35 9.48 £ 0.25
(g/dl)
CALCIO IONIZADO 1.4 £ 0.08 1.36 £ 0.06& 1.41 £ 0.05 1.4 £ 0.02
{mmol/1}
FOSFORC (g/dl) 5.78 + 0.83 4.86  0.82 5.63 & 1.25 4.9 + 0.99
FOSFATASA g1 + 19 § 84 + 2458 117 & 32 115 + 27

ALCALINA {mg/dl)

Analisis estadistico con Kruskal-Wallis.* C vs N p<0.02; ** P vs N
p<0.006; # C vs Ay P p<0.02;#% P vs N p<0.05; ### A vs N p<0.02;& P vs N

y C p<0.04;8 C vs Ay N p<0.02;P vs A y N p<0.02
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DISCUSION

Los resultados de la presente investigacidédn revelan
una disminucién de la masa désea, Jjuzgada por dos métodos
diferentes como la densidad mineral ¢ésea y el contenido

mineral 6seo.

El estudio densitométrico mostrd disminucidén de 1la
masa osea en el fémur de las ratas ooforectomizadas que
fue mayor en las gue consumieron refrescos de cola que

en las que consumieron agua.

La densidad mineral dsea en la columna lumbar fue
menor en las ratas ooforectomizadas. Sin embargo ésta
disminucidén no alcanzé significado estadistico entre las
que consumieron refrescos de cola y las gque consumierocn
agua, probablemente por un error de tipo II. En forma
similar no hubo diferencia estadisticamente

significativa en la densidad mineral ésea de la pelvis.

Para demostrar diferencia significativa en 1la
columna lumbar vy pelvis, quizd faltd tiempo de

exposicidn y mayor tamafic de muestra, puesto que la masa
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muscular de la columna, especialmente los psoas, estan
desarrollados para mantener la estabilidad corporal, 1lo
que quizd represente un mecanismo protector contra el
desarrollec de osteoporosis en la columna lumbar. Este
efecto estad de acuerdo con los resultados cobtenidos en

ratas ooforectomizadas por Yeh® Y Kalu®.

El contenido de calcioc en el fémur fue menor en las
ratas ooforectomizadas y de éstas, la disminucién fue
significativamente mayor en las gue consumieron

refrescos de cola.

Los mecanismos implicados en la disminucién de masa
4dsea como inhibicidn de le hidrexilasa, hipercalciuria,
hipocalcemia e hiperparatiroidismo, el bajo contenido de
calcio en los huesos de las ratas gue consumieron
refrescos de cola, la disminucién de 1la vitamina D,
indica disminucién de la mineralizacidén del osteoide,
por lo que la posibilidad de desarrollo no sdélo de

osteoporosis sino también de osteomalacia es muy alta.

En la literatura hay poca discusién acerca de la

relacién entre el consumo de refrescos de cola y el
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desarrollo de ostecporosis.

En 1982° se propuso la relacién entre el consumo de
bebidas con &acido fosférico y el desarrolle de
osteoporosis. El exceso en la ingestién de fosfatos en
la dieta de animales no primates acelera la resorcién
ésea'w, dietas desbalanceadas en calcio y fésforo
causaron osteoporosis e hiperparatiroidismo en monos®l.
Se conoce que las modificaciones en la ingestién de
fosfatos en las dietas de pacientes sanos se realiza
mediante ajustes en la reabsorcién tubular del fésforo
inorganico y de las microvellosidades intestinales vy
causan una relacién inversa en las concentraciones de la
1,25 dihidroxicolecalciferol, las dietas altas en
fosfatos causan incremento en las concentraciones
sanguineas de fésforo inorgénicoqz. Sin embarge, de
acuerdo con la concentracién de fosfatos inorganicos de
los refrescos de c¢ola y la cantidad ingerida de los
mismos por las ratas, su ingestién maxima de fésforo fue
de 28.36 mg/dia, en tanto gue la ingestién en la dieta
fue de 60 mg/dia, con ingestién promedio de 10 g/dia de
Purina Chow, lo que con el calcio ingerido con la misma

dieta representa una relacidén P:Ca de 0.86:1 y las
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"

concentraciones de fésforo en suero sanguineo estuvieron
dentro de los parametros normales. Se intenté relacionar
el consumo de refrescos y su contenido de fosfatos con
el desarrollo de osteoporosis. Sin embargo com¢c podemos
observar en los resultados, a pesar de una relacidén P:Ca
baja se presentd disminucién de la densidad mineral
6sea. Esto obliga a postular gque ademas de la ingestiédn

de fosfatos, deberia tomarse en cuenta la posibilidad de

'que hayan intervenido otros factores como el pH acido de

los refrescos ¢ su contenido de cafeina. En efecto, en
otros estudios en gque se encontré mayor frecuencia de
fracturas o6seas en individuos que consumieron refrescos
con alto contenido en &acido fosférico, posiblemente el
efecto sea por la interaccién de sus demas componentes y

s i PN B 1
no unicamente por el acido fosfdrico .

Si bien la explicacién proporcionada en uno de estos
trabajos35 es muy superficial, vya que no establece qgque
las cantidades de fosfatos ingeridas, asi como de
cafeina, pueden ocasionar una reduccién en la producciédn
de vitamina D3 activa y un hiperparatiroidismo
secundario, los jugos de frutas gque también se valoraron

en dicha investigacién no fueron evaluados en relacién
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con su contenido de elementos capaces de disminuir 1la
densidad mineral o¢sea que a su vez predisponga a la
aparicién de fracturas &seas ni explica tampoco porgué
no se presenté ésta asociacién con el consumo de bebidas

diferentes a los refrescos.

Desconocemos en éste momento la cantidad minima de
refresco necesaria para que se desarrolle la enfermedad
6sea metabdlica, y el modelo posiblemente no refleja el
volumen de consume promedio en humanos, aungue en
ciudades como Monterrey y Distrito Federal, el consumo
de refrescos con respecto al consumo de agua llega a

triplicarse.

Se debe realizar un estudio donde se pueda medir la
cantidad minima y el tiempo minimc necesarios para que

se afecte el metabolismo del calcic y del hueso.

las concentraciones de &cido fosférico, el pH, la
concentracién de cafeina y carbohidratos contenidos en
los refrescos de cola necesarias para alterar el
metabolismo éseo, posiblemente no sean las gue se han

publicado en forma aislada y posiblemente entre en juegoe

32



un efecto sinérgice entre los diversos componentes de

los refrescos.

Con respecto al papel de la nutriciémn se encontrd
que las ratas que consumieron refrescos de <cola
ingirieron casi la mitad de alimento gue las ratas que
consumieron agua, a la vez gue mas de tres veces el
volumen de liquido al dia. Lo anterior pudiera explicar
la menor concentracién de albimina del suero, en las
ratas que consumieron refresco que en las que recibieron
agua. Es decir 1la alta ingestidén de fosfatos y la
disminucién de la ingestidén de alimento y por lo tanto
de calcio, son factores que pueden influir en el

.43
desarrollo de la ostecoporosis ™,

En el modelo de “alimentacidn por pares” se vio una
disminucién del contenido mineral 6seo en las ratas que
consumieron refresco comparades con el de las ratas
contrel, a pesar de 1la desnutricidén que presentaron

éstas. .

El desarrcllo de osteoporosis se ha relacionadc con

ingestién baja de vitamina D, magnesio, boro, fluoruro,
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vitamina K, vitamina Bl2, vitaminas B6é y A&cido félico",
por lo gque debe considerarse ademas de la cafeina, el
4dcido fosférico de los refrescos de cola, un efecto

provocado por la desnutriciédn.

Un hallazgo importante es haber encontrado
concentraciones de 25 hidroxicolecalcifercl m&s bajas en
las ratas que consumieron refrescos, en términos de que
los meéanismos implicados en el desarrollo de la
hipocalcemia come la inhibicién de la la hidroxilasa
deberia causar acumulacién de 25 hidroxicolecalciferol,
lo anterior lleva a plantear la hipétesis de algin
mecanismo alterno come la  inhibicién de la 25
hidroxilasa hepAtica o un efecto causade por el
hiperparatiroidismo. De los resultados presentados no es
posible determinar la causa real de ésta disminucién.
Sin embargo, el desarrollo de osteoporosis se asocia con

. . . . . -48
reduccién en la actividad del colecalc1ferol‘5 .

La concentracién de creatinina revelé diferencia
estadisticamente significativa entre los grupos. 8Sin
embargo, no consideramos importante la diferencia desde

el punto de vista clinico, pues los valores siempre se
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encontraron dentro de la normalidad.

El calcio ionizado udnicamente mostrd disminucién
significativa en el grupe P, lo cual pudiera estar
relacionado <con los niveles mas bajos de <calcio
encontrados en el fémur en éste grupo. Sin embargo, se
sabe que la hipocalcemia y los niveles bajos de vitamina
D estimulan la secrecién de paratohormena, la cual
tiende a normalizar los niveles de calcio y causar
desmineralizacién, de tal forma gque tanto el calcio
total como el calcio ionizado pueden mantenerse sin
cambio por resorcién ésea incrementada. Haber encontrado
niveles bajos de calcio ionizado en el grupo P puede

explicarse por alta resorcién osea.

1a concentracién de fosfatos en el suero ne mostrd
diferencia significativa entre los grupos, probablemente
por efecto de hiperfosfaturia secundaria, la cual no se

determiné.

La actividad de fosfatasa alcalina estuvo reducida

en el suero de las ratas que consumieron refresco de

cola, en comparacién con las gue consumieron agua. Esta
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disminucién indica una detencidén en la osteoformacién lo
cual forma parte del desarrollo de la osteoporosis. Sin
embargo en forma aislada la fosfatasa alcalina no se ha
podido asociar con fracturas en pacientes con

- 4
osteopor051sg.

El consumo de cafeina se ha relacionado con el

2 27-30 . s s
desarrollo de osteoporosis . por su induccién de

. .o s 50 . .
hipercalciuria®™. Sin embargo, hay estudios donde se
considera poca la evidencia de la asociacidén de 1la

. . . 51-53
cafeina con la osteoporosis .

El consumo de refrescos de cola con pH &cido
conlleva excesce de hidrogeniones que bueden producir
acidosis metabblica en ratas inmaduras’'. La acidemia
puede causar hipocalcemia e incremento de la resorcidn
6sea que puede inducir aumento transitorio de calcio, lo
que inhibe 1la secrecién de paratohormoné y produce
hipercalciuriam. La acidosis metabdlica disminuye la
actividad de la la hidroxilasa renal y por lo tanto de
calcitriol!®. Por el incremento de resorcién oésea vy
disminucién de <calcitriol, la acidosis metabdlica

pudiera causar osteoporosis.
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Los componentes de los refrescos de cola que pueden
causar enfermedad o6sea metabdélica, en las cantidades
presentes en ellos, en forma aislada no explican
completamente su papel, por lo que quizd el mecanismo de

dafic es a través de sus interacciones.

Con éste estudio se puede concluir gue el consumo de
refrescos de cola estd asociado con el desarrollo de
enfermedad ésea metabdlica, pero falta por discernir el
tipo de enfermedad ésea metabdlica, el tiempo y la dosis
minima necesarios para su desarrollo y determinar cual o
cudles de los componentes de los refrescos de cola son
los que causan directamente su desarrcllo o si son
necesarias las interacciones entre los componentes para

lograr que se presente.

Queda abierta ésta linea de investigacién en un Aarea
poco explorada, pero'que por la alta exposicién a los
refrescos de cola y el incremento paulatino en la
expectativa de vida y una mayor incidencia de enfermedad
4ésea metabdlica, hacen de éste tema un problema de salud

publica.
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Fig 1. Concentracion de 25-OH-vitamina D.
Analisis estadistico con Kruskal-Wallis.
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