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OBIJETO

El esqueleto es un conjunto total y organizado de piezas 6seas o huesos que
proporcionan una estructura firme al cuerpo. El sistema esquelético es uno de los érganos mas
grandes del organismo, es metabdlicamente activo y se encuentra en constante remodelacién.
Estd formado por una matriz organica, compuesta principalmente de colageno tipo |, de un
componente mineral, constituido por cristales no puros de hidroxiapatita, y por células activas
especializadas en el intercambio de calcio y fosfato con el plasma (osteocitos, osteoblastos y
osteoclastos). Entre sus principales funciones se encuentran la de soporte mecanico, dar
proteccién a la médula y a diferentes drganos, el mantenimiento de la homeostasis del calcio,
la hematopoyesis que se realiza en la médula dsea y su funcién como dérgano endocrino
secretando factores y proteinas con capacidad de regular la actividad biolégica de otros

drganos.

Los minerales del hueso son la principal reserva de calcio y fosforo del organismo, se
encuentra en constante intercambio y remplazo junto a los componentes organicos en un
proceso que se denomina remodelado éseo o “turnover”. Su homeostasis se encuentra
regulada por mecanismos que controlan la formacion y resorcidn del tejido éseo, procesos que
se ven influenciados por factores genéticos, endocrinos y ambientales, entre los que se
destaca la nutricién y el ejercicio, y que pueden dar lugar a composiciones anormales y a

patologias dseas.

El efecto de la nutricién sobre el hueso se hace mas patente en las etapas de la vida
donde existe un mayor metabolismo dseo como el embarazo y la lactancia, durante el
crecimiento del nifio y tras la menopausia. Es decir, una carencia o una suplementacién
pueden ejercer su mayor efecto en periodos donde el hueso estd mas activo y por lo tanto

tiene un mayor requerimiento de nutrientes.

Durante el embarazo y la lactancia, los minerales del esqueleto materno, entre los que
destaca el calcio, se movilizan para poder cubrir las necesidades creadas para la mineralizacién
del esqueleto fetal y, posteriormente, para la generacién de la leche materna que debe
aportar los requerimientos de calcio del neonato durante la lactacidn. Esto genera una
descalcificacion del esqueleto materno durante estas etapas que, en condiciones de

malnutricion o deficiencia de ciertos nutrientes, como la vitamina D o el calcio, puede provocar
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un incremento de la fragilidad del hueso e incluso producir roturas. Por este motivo, la
nutricion juega un papel muy importante en la conservacion de la masa ésea materna durante

estos periodos.

Ademds, la nutricion materna no sélo afecta a la madre, también ejerce un efecto
sobre el desarrollo fetal y en el neonato durante la lactancia, donde la madre es la fuente mas
importante de nutrientes. En este periodo, donde se produce una ganancia muy rapida de
minerales por el crecimiento fetal y neonatal, y donde existe una gran plasticidad del
esqueleto en formacion, se producen intensas interacciones entre el genoma y la nutricidn,
que afectan al desarrollo y mantenimiento del hueso durante toda la vida postnatal (efecto
early programming). De esta manera, tanto el feto como posteriormente el neonato, responde
de una manera plastica a las influencias de su medioambiente, recibidas en forma de sefiales
hormonales y nutricionales a través de su madre. Estas sefiales provocan una adaptacion
fisioldgica o morfolégica del nifio que afectaran a su desarrollo durante toda su vida™. Esta
fase plastica de adaptacidn al entorno se extiende desde el momento de la concepcidn, e

incluso antes de la misma, hasta el destete del neonato.

Actualmente existen un abanico de nutrientes y alimentos funcionales que estan
siendo estudiados por su efecto beneficioso en el hueso. Entre estos nutrientes podemos
destacar los prebidticos, que han demostrado tener un efecto beneficioso sobre el hueso en el
crecimiento o frente a la osteoporosis que se produce tras la menopausia. Sin embargo, hasta
la fecha no se ha estudiado su efecto durante la gestacion y la lactancia en el esqueleto

materno ni tampoco su efecto programming en el hueso de la descendencia.

Asi, partiendo de la premisa planteada, se plantea el objetivo de esta tesis doctoral:

Estudiar el efecto beneficioso que la suplementacidon de la dieta materna con el
prebidtico, inulina enriquecida con oligofructosa, durante la gestacién y la lactancia, puede
generar no sélo en la salud dsea de la madre sino también en la formacién y desarrollo del
esqueleto de la cria a lo largo de su vida, desde su nacimiento hasta el final de la adolescencia,

a través de un estudio preclinico en ratas.

M2 PILAR BUENO VARGAS
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2.1. EL HUESO: FISIOLOGIA Y METABOLISMO.

El hueso es un drgano altamente especializado compuesto por una matriz organica
mineralizada en la que se incluyen diferentes tipos de células, y que se caracteriza por su

rigidez, dureza y su capacidad de reparacién y regeneracion.

El mayor constituyente del mineral déseo son nanocristales de hidroxiapatita
[(Ca1p(P0O4)s(OH),] que se localizan dentro y entre las fibrillas de colageno que forman la matriz
organica. El colageno tipo | constituye aproximadamente el 98% de la matriz orgdnica, el 2%
restante son proteinas no colagénicas, entre las que se encuentran la osteocalcina,
osteopontina, osteonectina y sialoproteinas. Las fibras coldgenas le proporcionan flexibilidad y
resistencia a la tensién mientras que las sales minerales le confieren dureza, rigidez y
resistencia a la compresién. Ademas, el hueso tiene en su composicidn células especializadas
en su formacién y de soporte, los osteoblastos y los osteocitos, y células encargadas del

remodelado, los osteoclastos.

El hueso es un érgano vivo que sufre transformaciones constantes a lo largo de la vida,
lo que lo convierte en un tejido dindmico. Estas transformaciones vienen definidas por cuatro

procesos principales: desarrollo, modelado, remodelado y reparacidn dsea.

La formacidn y desarrollo del tejido éseo se conoce como osteogénesis, y ocurre por
dos procesos diferenciados: la osificacion endocondral y la intramembranosa. El primer hueso
que se forma es el primario, que sera resorbido y sustituido por el hueso secundario, que

@) Durante la

continuara resorbiéndose durante toda la vida aunque a un ritmo mas lento
embriogénesis, los huesos largos se forman inicialmente como cartilago que gradualmente se

reemplaza por hueso, a este proceso se le conoce como osificacion endocondral (Figura 1).

Brevemente, en la zona dentro del embrion donde crecerd un hueso se forma un
“molde” de cartilago hialino de dicho hueso, aproximadamente en la 82 semana de gestacién.
Una vez que este molde alcanza el tamafio, se produce la vascularizacion de la membrana
media de la diafisis del cartilago, momento en el que las células condrogénicas se convierten

en células osteoprogenitoras formadoras de osteoblastos. Los osteoblastos formados
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comienzan a secretar matriz ésea generando un complejo formado por hueso calcificado y
cartilago. Conforme se genera y engruesa el hueso, este crece desde la zona media de la
diafisis hacia la epifisis, momento en el cual los osteoclastos comienzan a reabsorber el
complejo cartilago-hueso formado. De esta manera se reemplaza el cartilago por hueso en la
diafisis pero no en las placas epifisarias, que son las encargadas del crecimiento del hueso

hasta los 18-20 afios® (aprox.).

M2 PILAR BUENO VARGAS
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Figura 1. Partes de la formacion 6sea por osificacion endocondral
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1. Durante la 99 semana de gestacion se forma el collar éseo alrededor del cartilago hialino.

2. Elcartilago del centro de la didfisis se calcifica y se comienzan a desarrollar cavidades.

3. En el 3* mes de gestacion se produce la invasién de las cavidades internas por el periostio y
comienza la formacion del hueso esponjoso.

4. Tras el nacimiento, la didfisis se alarga, formdndose la cavidad medular. Comienzan a
aparecer centros de osificacion secundarios.

5. Durante el crecimiento, de la infancia hasta la adolescencia, la epifisis se osifica. Sélo queda
cartilago hialino en el plato de crecimiento y en los cartilagos de las articulaciones.

(Modificada a partir de Gartner et al. &) )
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Otros huesos, como los huesos planos del craneo, se forman directamente por
condensacién en la mesénquima, por un proceso que se denomina osificacidn
intramembranosa. Durante este proceso, las células mesenquimatosas se diferencian en
osteoblastos que secretan matriz 6sea generando un entramado de trabéculas en el centro
primario de osificacion. Conforme se produce la osificacién, los osteoblastos atrapados en el
osteoide se transforman en osteocitos que finalmente se ven rodeados por el hueso en
formacion. Todo esto lleva a la generacidon de una red de trabéculas, cuya adicion en la
periferia aumenta el tamano del hueso que se esta formando. Por ejemplo, Las fontanelas de
los recién nacidos, situadas en los huesos frontal y parietal, son centros de osificacién no

fusionados antes del nacimiento.

Los huesos largos contintan su crecimiento en longitud y anchura durante la infancia 'y
la adolescencia. El aumento en longitud se debe a que continta la formacidon de hueso por
osificacién endocondral en cada extremo de los huesos. Sin embargo, el incremento en la
anchura del hueso o crecimiento por aposicién, por ejemplo a nivel de la diafisis, se consigue
mediante la formacion de hueso nuevo en la superficie exterior del hueso cortical por

osificacion intramembranosa.

Otro de los procesos principales es el modelado dseo (bone modelling). Durante el
crecimiento, el hueso se transforma en forma y tamafio gracias al modelado dseo. En este
proceso participan los osteoblastos'” sin que ocurra una resorcién Gsea previa en la misma
superficie(s). El modelado dseo puede ocurrir en el periostio, en la superficie endocortical y en
la superficie trabecular, y genera un cambio en el disefio de la red trabecular o en la pared
cortical. El resultado final del proceso de modelado dseo es un balance positivo de masa dsea,
especialmente en nifios y adolescentes, pero también en aquellas personas que mantienen
una actividad fisica razonable, ya que el modelado dseo es bastante sensible a la estimulacién

mecanica que se produce durante la realizacién de ciertos deportes.

Durante el crecimiento también actia otro de los procesos principales
simultdneamente con el modelado éseo y que permite que la dinamica ésea continle una vez
que el crecimiento cesa: el remodelado dseo (bone remodelling). El remodelado dseo es un

proceso esencial en la determinacion de la calidad d6sea puesto que de él dependen la
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arquitectura, la mineralizacién y la geometria del hueso'®. Fue Frost en 1964 el primero en
describir el remodelado éseo como el resultado de los proceso de resorcidon y reposicion
acoplados, es decir, que tienen lugar en una misma zona llamada unidad de remodelado dseo
(URO)‘s’. El remodelado éseo tiene lugar en cualquiera de las superficies del hueso: el
periosteo, en la superficie endocortical, en la trabecular y en la intracortical”. Su principal
objetivo es reemplazar una pequeiia cantidad de hueso viejo por otra cantidad de hueso
nuevo, obteniéndose, si ambas cantidades son iguales, un balance neutro o conservador. Sin
embargo, el remodelado 6seo puede generar un balance negativo, cuando la cantidad de
hueso nuevo generado es menor que la cantidad de hueso viejo eliminado. Cuando el balance
negativo ocurre en el hueso esponjoso se produce una disminucién de la anchura trabecular,
que puede dar lugar a perforaciones e incluso a fracturas. Si el balance negativo ocurre en el
hueso cortical, se puede traducir en un aumento de la cavidad medular y/o en una disminucién
del grosor de la pared cortical, mientras que en la superficie intracortical puede generar un

incremento de la porosidad que reduciria la rigidez y dureza del tejido éseo.

El remodelado del hueso se lleva a cabo por grupos especializados de células que
constituyen la unidad multicelular basica (BMU, Basic Multicelular Unit) en las URO. Una BMU
estd compuesta por las principales células dseas: osteoblastos, osteoclastos, osteocitos vy
células de revestimiento. Estas células actian de manera coordinada en el tiempo y el espacio
en un ciclo de remodelado. Se estima que en un momento dado existen unos 2 millones de

unidades de remodelado activas®.

Hasta el momento, el remodelado dseo es el Unico mecanismo conocido por el que se
reemplaza tejido 6seo envejecido por tejido nuevo manteniendo la integridad del esqueleto“o).
El remodelado 6seo se produce durante toda la vida y su velocidad puede ser tan alta como
para que se produzca la renovacion de hasta un 50% del tejido cortical en la diafisis del fémur
durante los dos primeros afios de vida, para, mas tarde, ir desacelerandose hasta llegar a una
tasa de reposicién del 2-5% en el hueso cortical de los ancianos. Por otro lado, en el hueso
trabecular, las tasas de remodelado son proporcionalmente mas altas, de 5 a 10 veces las tasas

de remodelado del hueso cortical en el adulto™.
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El ciclo del remodelado déseo sigue la siguiente secuencia de fases: quiescente o

reposo, activacién, resorcién, reversa o inversiéon y formacion, tras la cual vuelve a la fase

quiescente™ (Figura 2).

Figura 2. Fases del remodelado 6seo en una Unidad de Remodelado Oseo (URO).

Preosleoclaslos
: Preosteoblastos
Osteoclastos aclivos gy 1 Osteoblastos
mononucleares Osteocitos
\)\)
“d ~
Superficie sea -
en reposo Fase reversa Formacién
Linea de cemento
4-6 semana 1-2 semar Aprox. 5 mes

El remodelado es un ciclo que se produce en 5 etapas sucesivas: quiescencia o reposo,

activacién, resorcion, inversién o fase reversa y formacion. URO:Uunidad de Remodelado Oseo;
/ (13))

OS: Osteoide (modificada a partir de Reyes-Garcia et al.
En la fase quiescente o de reposo, la superficie dsea se encuentra inactiva, cubierta por
una capa de células de revestimiento provenientes de la linea osteobléstica'™. Por debajo de
esta capa celular se encuentra la membrana endédstica, compuesta por tejido conectivo no
mineralizado. La superficie ésea permanece en este estado inactivo hasta que se inicia la

siguiente fase'®

Durante la activacion, las células de revestimiento comienzan a segregar colagenasa,
disolviendo la capa no mineralizada (membrana endodstica) que protege al hueso y dejan
expuesto la superficie mineralizada en la que se anclan los osteoclastos. Como consecuencia
de la actividad de los osteoclastos se comienza a producir la resorcion dsea, generandose una
excavacion poco profunda llamada bahia o laguna de resorcién (también denominada laguna
de Howship en el hueso trabecular y cono penetrante en el hueso cortical‘6’). Entre el final de

la fase de resorcién y el inicio de la de formacidon en una zona determinada transcurre un
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tiempo de acoplamiento que dura entre 1-2 semanas y que se denomina fase de inversién o
reversa. Durante esta fase se forma una linea de cemento en la que se observan células
mononucleares, posiblemente fagocitos, y preosteoblastos que preparan la superficie para la
formacion del hueso y ausencia de osteoclastos. La fase de formacién comienza con la sintesis
de matriz, en la que los osteoblastos acoplados a la linea de cemento producen el osteoide
(matriz colagénica principalmente). Cuando la capa de osteoide alcanza las 12-15um,
aproximadamente tras 5-10 dias, los osteoblastos comienzan con la mineralizacion primaria,
cuyo frente se sitla en el fondo de la cavidad de manera que, conforme avanza, va dejando la
matriz 6sea mineralizada por la formacidn de cristales de hidroxiapatita. Una vez rellena Ila
cavidad, la mineralizacidn continda aunque a un ritmo menor, produciéndose la mineralizacion
secundaria que dura entre 3 y 6 meses. Finalmente, la superficie 6sea se vuelve a cubrir por
una delgada capa de hueso no mineralizado y de células de revestimiento, entrando de nuevo
en la fase quiescente (Figura 2). Por lo tanto, un ciclo completo de mineralizacion dura
alrededor de los 4 meses, aunque es necesario mas tiempo para que el hueso alcance la plena

madurez®®.

Los procesos de modelado (formacién y conformacién) y remodelado (remplazamiento
0 renovacion) ocurren durante todo el crecimiento, desde la infancia y la adolescencia
simultdaneamente, existiendo una alta resorcion ésea acoplada a una formaciéon ain mayor de
hueso (figura 3), resultando en un aumento de la masa esquelética hasta alcanzar el llamado
pico de masa 6sea, entre los 20 y los 30 afios. Mientras que durante la edad adulta es el
remodelado el proceso predominante por el que se mantiene la integridad del esqueleto.

Gracias a ambos procesos el esqueleto adulto se regenera totalmente cada 10 afios*.

Debido a la importancia que tiene la obtencién de un correcto pico de masa dsea, mas

adelante se le dedica un capitulo en esta memoria de tesis.
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Figura 3. Procesos de modelado y remodelacion durante el crecimiento dseo.
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En el recuadro azul se representan la osificacion endocondral que ocurre en los cartilagos
articulares y en las placas epifisarias a medida que el hueso se alarga. En el recuadro
naranja se muestran la remodelacion 6sea que ocurre durante el crecimiento del hueso largo

para mantener proporciones oseas adecuadas. El contorno rojo discontinuo coincide con el

perfil de la izquierda.(Modificada a partir de de Marieb et al. (16)

Por ultimo, el proceso de reparacion ésea hace del hueso el Unico tejido capaz de
repararse a si mismo completamente mediante la reactivaciéon de los procesos que tienen
lugar durante su embriogénesis. Una fractura en el hueso produce danos y destruccion en la
matriz dsea provocando la muerte celular y desgarros en el periostio y endostio. Ademas, la
rotura de los vasos sanguineos adyacentes a la linea de fractura provoca una hemorragia
localizada formando un hematoma®. Durante el proceso de reparacion, los macrofagos se
encargaran de eliminar primeramente este hematoma. A continuacién, aparecen células
formadoras de hueso, procedentes de ambos lados de la linea de fractura, que forman
puentes de tejido dseo inmaduro, sin orientacién espacial definida (callo de fractura), uniendo
entre si los extremos del hueso fracturado. Finalmente este hueso, a través de un proceso de
modelado, es sustituido por otro, de tipo laminar, orientado segun las lineas de fuerza que

actuan sobre la zona*”.
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Ademads de las funciones mecanicas del hueso, entre las que se encuentran la de
proteccién de los érganos vitales, sostén, movimiento y transduccién de sonido, el hueso lleva

a cabo importantes funciones metabdlicas entre las que se encuentran:

1.- Reserva mineral.

Los huesos actuan como un reservorio homeostatico de minerales importantes para la
funcién del cuerpo, entre los que se encuentran el calcio y el fésforo. Estos minerales dseos
pueden ser movilizados para mantener la homeostasis mineral sistémica. Esta funcién
metabdlica del hueso prevalece frente a su funcién estructural ya que el calcio y otros
minerales son secretados y reemplazados por el hueso para servir a las necesidades
homeostaticas sistémicas independientemente de que ello resulte en una pérdida de la

integridad estructural del esqueleto.

2.- Almacén de factores de crecimiento y citoquinas.

La matriz mineralizada del hueso también es un almacén de cierto tipo de citoquinas y
factores de crecimiento que pueden ser liberados tras la resorcién y pueden ejercer sus
efectos localmente y sistémicamente. Entre estos factores destacan los factores de
crecimiento insulinémico (IGFs, Insulin-Like Growth Factors), los factores de crecimiento
fibroblastico (FGFs, Fibroblast Growth Factors), los factores de transformacion de crecimiento
beta (TGF-B, Transformation Growing Factor beta) y las proteinas morfogenéticas dseas (BMP,

Bone Morphogenetic Proteins)

3.- Almacén de grasa.

Fundamentalmente la reserva de grasase produce en la médula dsea amarilla que se

infiltra tras la periadolescencia, cuando se produce un declive de la hematopoyesis.
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4.- Equilibrio acido-base.

El hueso se encarga de tamponar la sangre frente cambios en el pH, bien por la

absorcion o bien por la liberacion de sales alcalinas.

5.- Detoxificacion.

El tejido dseo es capaz de almacenar metales pesados y otros elementos extrafios,

eliminandolos de la circulacion y ayudando a reducir sus efectos en otros tejidos.

2.1.1. FUNCION ENDOCRINA DEL HUESO

Ademas de las funciones metabdlicas descritas, durante los Gltimos afios se ha dado a
conocer la funcién endocrina del hueso gracias a la aparicion de estudios en los que se
muestran un verdadero papel endocrino de este drgano. Principalmente se ha debido a la
demostracion del papel hormonal de proteinas especificas dseas y al hallazgo de nuevas
hormonas producidas por las células déseas que controlan el balance energético y la

18)

homeostasis mineral Entre estas “nuevas” hormonas se encuentran el factor de

crecimiento fibroblastico (FGF-23) y la osteocalcina.

Asi, el FGF-23, producido en el hueso principalmente por los osteocitos, regula los
niveles de fésforo en el suero mediante la inhibicidon de la produccién de vitamina D activa
(calcitriol 0 1,25-(0OH), Vitamina D3) y sobre los transportadores especificos de este mineral en

los rifiones"% 2% (

Figura 4). El FGF-23 también regula la secrecidén de la hormona paratiroidea
(PTH) de una manera dosis dependiente. Por otro lado, tanto los niveles séricos de calcitriol
como los de la PTH influyen a su vez en la regulacion de éste factor. Por todo esto, el FGF-23 ha
sido identificado como el principal factor regulador del metabolismo del fosforo y parece jugar
un papel critico en la regulacién mineral y en el metabolismo dseo de pacientes con

enfermedad renal crénica o con enfermedad cardiovascular®?.
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Figura 4. Efecto del FGF-23 sobre la regulacion del metabolismo de la vitamina D.
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El FGF-23 producido por los osteocitos en el hueso inhibe la produccion de 1,25(0OH),
vitamina D, mientras que la PTH estimula su produccion. A su vez, 1,25(0OH), vitamina D
inhibe la produccion de PTH y la secrecion de las gldndulas paratiroides y estimula la
produccion de FGF23 a partir del hueso. (Figura modificada de Bikle D. 2009(22))

Por otro lado, también recientemente se ha demostrado el papel hormonal de la
osteocalcina, una proteina dsea especifica liberada exclusivamente por los osteoblastos. Es en
su estado descarboxilado cuando la osteocalcina liberada en el torrente sanguineo actia como
hormona, contribuyendo a la regulacién del metabolismo de la glucosa a través de una nueva
ruta metabolica®®. Asi, la osteocalcina regula la homeostasis de la glucosa a través del
incremento de la secrecién de insulina y la sensibilidad a la misma, ademas de aumentar el
nimero de células B productoras de insulina® y de la estimulaciéon de la expresién de la
adiponectina en los adipocitos dando lugar a una mejora en la intolerancia a la glucosa(zs’
(Figura 5). Por otro lado, la insulina y la adiponectina estimulan la expresion de la osteocalcina
en los osteoblastos, sugiriendo que existe una comunicacién entre el hueso, el pancreas vy el
tejido adiposo(zs). Ademas, estudios recientes han demostrado que la osteocalcina aumenta la

sensibilidad a la insulina y la diferenciacidon en el musculo, mientras que mioquinas secretadas

en el musculo son a su vez capaces de regular el metabolismo 6seo. Estos hallazgos sugieren

TESIS DOCTORAL
Early Programming: Efecto de la Suplementacion con Prebidticos de la Dieta Materna Durante la
Gestacion y Lactancia sobre el Metabolismo Oseo de la Madre y de su Descendencia

17



ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS

gue el metabolismo éseo y el metabolismo de la glucosa estan asociados entre si a través de la

accion de la osteocalcina'®.

Figura 5. Funciones hormonales de la osteocalcina.
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La osteocalcina descarboxilada estimula la secrecion de la insulina y la proliferacion de las
células 8 en el pdncreas, el gasto de energia por el musculo y la sensibilidad a la insulina
tanto en los tejidos adiposo, muscular y hepdtico. Ademds, promueve la fertilidad masculina
por la estimulacién de la sintesis de testosterona en los testiculos. (Modificada de Karsenty
et al. 2012%°)

Ambas moléculas, el FGF23 y la osteocalcina, cumplirian por lo tanto con la definicién
clasica de hormona, es decir, se producen exclusivamente por el hueso y actuan sobre

diferentes drganos diana siendo reguladas por mecanismos de retroalimentacion™®.

2.1.2. OSTEOBLASTOS

Los osteoblastos son células mononucleadas grandes (20-30 pum), de forma poliédrica,
con citoplasma basoéfilo y con un aparato de Golgi y un reticulo endoplasmico rugoso de
tamafio importante®. Se localizan a lo largo de la superficie 6sea, suponiendo un 4-6% del
total de células déseas existentes. Los osteoblastos derivan de las células mesenquimales

pluripotenciales (OSC, Osteogenic Stem Cells) de la médula ésea que a su vez pueden

M2 PILAR BUENO VARGAS
18



ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS

diferenciarse también en otros tipos de células entre las que se incluyen los adipocitos, los

condrocitos y los mioblastos"® (Figura 6).

Figura 6. Diferenciacion de las células mesenquimales pluripotenciales.

Condrocito
hipertréfico

Condrocito /
Osteoblasto
Q apoptético
Célula - Osteocalcina

mesenquimal Sox9 coLl
pluripotencial ’ OPN
ALP

" Runx2 E ]
O @ Dy
o Osteoblasto Osteoblasto
' Preosteoblasto comprometido ThadiirG

/ Osteocito

Dkk1/SOST |

A A

PPARY

Esquema de diferenciacion osteobldstica y sus principales sefiales moleculares. Sox9: sex
determining region Y-box 9; Runx2 (runt-related transcription factor 2); Osx: osterix; PPARy:
peroxisome proliferator-activated receptor gamma; Dkk-1: proteina Dickkopf-1; SOST: gen
de la esclerostina; COL1: coldgeno tipo 1; OPN: osteopontina; ALP: Alcalina fosfatasa.

(Modificada a partir de de Baron y Rawadi®”)

Para que la diferenciacidn sea selectiva hacia la formacién de osteoblastos se requiere
de dos factores de transcripcion: Runx2 y Osterix (Osx)®*”. El Runx2 no sélo regula la
diferenciacidon a osteoblastos, también regula la expresién de genes relacionados con la

maduracién de los mismos entre los que se incluyen los de la osteocalcina, la osteopontina

)(31)

(OPN), la sialoproteina ésea (BSP, Bone Sialoprotein) y el coldgeno tipo | (Col1)”". Por otro

lado, el mecanismo a través del cual Osterix (Osx) regula la diferenciacion en osteoblastos esta
poco estudiado, aunque parece que este factor de transcripcién juega un papel en la

maduracién osteoblastica, es decir, en el paso del preosteoblasto a osteoblasto y en la

osteogénesis (formacion del hueso)®?.
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Una vez diferenciados, los osteoblastos se encargan de generar la matriz dsea asi como
de la regulacién de los osteoclastos®, como mas adelante explicaremos. La sintesis de la
matriz ésea por los osteoblastos ocurre en dos pasos principales: sintesis de la matriz

colagénica y mineralizacion.

En el primer paso, los osteoblastos sintetizan colageno tipo |, que es depositado en
paralelo o en capas concéntricas para producir el hueso maduro o hueso lamelar. Las fibras de
colageno se acomplejan con las proteinas no colagénicas formadas por el osteoblasto, como la

osteocalcina o la osteonectina, que, de esta forma, quedan incluidas en la matriz ésea.

El mecanismo por el que se produce la mineralizacidon de la matriz colagénica no estd
aun muy bien definido. Parece que en él juega un papel fundamental la fosfatasa alcalina, que
es expresada en concentraciones relativamente altas en el osteoblasto y que se encuentra
anclada en la superficie de su membrana pIasmética(34). Ademas, el osteoblasto es capaz de
regular las concentraciones locales de calcio y fosfatos, de forma que puede controlar la
formacidn de hidroxiapatita y, por tanto, la mineralizacién. La sintesis de la matriz determina el
volumen del hueso, aunque no su densidad, mientras que la mineralizacion aumenta la

densidad del hueso pero no altera su volumen.

Una vez que la superficie del hueso entra en estado quiescente los osteoblastos
pueden: sufrir apoptosis, incorporarse dentro de la matriz como osteocitos o transformarse en

células de revestimiento (bone surface-lining cells).

2.1.2.1. Osteocitos

Los osteocitos son las células mdas abundantes presentes en el hueso,
aproximadamente 10 veces mds que osteoblastos, lo que supone el 90-95% del total de células

B3 Los osteocitos

Oseas. Son células muy longevas con una duracién de hasta 25 afios de vida
poseen una morfologia dendritica y se localizan dentro de las lacunaes rodeados de matriz
6sea mineralizada (figura 7). Son capaces de comunicarse con las células de su alrededor a
través de su membrana plasmatica que se extienden a lo largo de los canaliculos. Debido a su

situacion estratégica, los osteocitos actian como mecanorreceptores indicando a los
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osteoclastos dénde y cuando reabsorber hueso y a los osteoblastos cémo y cudndo
generarlo(g), detectando asi las necesidades de aumentar o reducir el hueso durante las
adaptaciones funcionales del esqueleto, como también la necesidad de reparar

microrroturas®?

. Los osteocitos son, por tanto, capaces de detectar cambios hormonales,
como por ejemplo de estrogeno o de glucocorticoides, asi como también cambios debidos a
fuerzas mecanicas. Es esta ultima cualidad la que hace pensar que los osteocitos actian como
mediadores del remodelado dseo, a través de la regulacion de las actividades de los
osteoblastos y los osteoclastos. Es mads, se ha reconocido la apoptosis de los osteocitos como

una de las sefiales quimiotactica en los osteoclastos para el inicio de la resorcion®®®.

Figura 7. Osteocitos.

Imagen de microscopia electronica de barrido mostrando dos osteocitos (en amarillo)
rodeados de matriz dsea (en blanco). Se puede observar los procesos citoplasmdticos entre
los osteocitos formando una red interconectada. Barra de escala: 2 um. (Modificada a partir

de de Florencio-Silva et al. {31))

2.1.2.2. Células de Revestimiento

Los osteoblastos también pueden dar lugar a las células de revestimiento. Estas células
no son mas que osteoblastos en forma plana. Se encuentran formando una capa por encima

de la matriz colagénica no mineralizada que recubre al hueso cuando se encuentra en su

(14)

estado quiescente’™™. Una de las posibles funciones de las células de revestimiento es la

eliminacidn de esta matriz colagénica para facilitar la unidn de los osteoclastos a la superficie
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del hueso durante la fase de activacion del proceso de resorcion, como ya hemos explicado.
Otra de las funciones seria la contraria: prevenir la resorcién ésea impidiendo la interaccién
entre los osteoclastos y la matriz dsea cuando la resorcion no debe ocurrir en un determinado

espacio®.

Asi, existe una comunicacién activa entre las diferentes células que componen el
hueso, en donde los osteocitos indicarian a las células de revestimiento qué zona estd
necesitada de ser remodelada vy, a su vez, las células de revestimiento generarian la sefial que

indicaria a los osteoclastos la localizacién en dénde actuar®®”.

2.1.3. OSTEOCLASTOS

Los osteoclastos son células grandes (100um) multinucleadas derivadas de las células

B2 son las células

hematopoyéticas mononucleares, ricas en mitocondrias y vacuolas
encargadas de la resorcidén dsea a través del borde en cepillo de su membrana. Este borde se
polariza y se adhiere a la matriz 6sea mediante integrinas, formando una zona de sellado. En
esta zona comienza el proceso de resorcién, con la secrecién de lisosomas y enzimas,
principalmente proteasas como la catepsina K, por el aparato de Golgi que digieren la matriz
orgénica. Conjuntamente se genera un microambiente acido debido a la accién de la H'-

)

ATPasa y que permite la disolucién de la hidroxiapatita(lo, produciéndose la eliminacién del

hueso (Figura 8).
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Figura 8. Formacion de los osteoclastos a partir de las células hematopoyéticas.
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Etapas madurativas del osteoclasto. Durante este proceso actuan citoquinas, factores de
transcripcion y proteinas transmembrana. En el esquema sdlo se han mantenido las mds
significativas, véase: MCSF, factor estimulante de colonias de macrdfagos, implicado en los
estadios iniciales de la diferenciacion osteocldstica. RANK, receptor activador del factor
nuclear kB), como receptor de membrana de tipo | expresado en la superficie de los
osteoclastos y su ligando el RANKL (ligando del receptor activador del factor nuclear kB);

NFkB: factor nuclear kB. (modificada a partir de de Arboleya et al. (38) ).

La accién de los osteoclastos durante la resorcion Osea produce una gran
concentracién de fragmentos de coldgeno degradado, junto a minerales como el calcio y el
fosforo (en forma de fosfato) que son transportados a través del osteoclasto para finalmente
ser expulsados al exterior. Los osteoclastos son capaces de moverse a lo largo de la superficie

6sea, solubilizando hueso en un drea definida®?.

Los osteoblastos juegan un papel fundamental en la diferenciacion y formacion de los

osteoclastos (figura 9).
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Figura 9. Regulacion de la osteoclastogénesis por el osteoblasto.
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Las células madres mesenquimales se diferencian a osteoblastos por la sefializacion Wnt. El
DKK-1 se une al complejo receptor de Wnt en la superficie del preosteoblasto bloqueando su
diferenciacion. Por otra parte, los preosteoblastos liberan RANKL que al unirse a su receptor,
RANK, aumenta la osteoclastogénesis y, en consecuencia, la resorcion del hueso. La
reactivacion de la via de sefializacion Wnt en los osteoblastos maduros aumenta la

liberacion de osteoprotegerina (OPG) que bloquea al RANKL y por tanto la
L (39))

osteoclastogénesis. (Modificada a partir de Goldring et a

Por un lado, los osteoblastos sintetizan el factor estimulante de las colonias de tipo
monocito macréfago (M-CSF o CSF-1), que actua tanto en las etapas tempranas de la
diferenciacion del osteoclasto como en la expresion del receptor activador del NF-kB (RANK,
Receptor Activator of Nuclear Factor kappa B), critico para la diferenciaciéon del osteoclasto.
Por otro lado, los osteoblastos también producen el ligando del receptor activador de NF-kB
(RANKL), un factor perteneciente a la familia del TNF (Tumor Necrosis Factor). Cuando el
RANKL, liberado por los osteoblastos, se fija en su receptor (RANK) presente en la membrana
de los precursores osteocldsticos, induce una serie de sefiales que promueven la
diferenciacion, la formacion vy la activacion de los osteoclastos® *% Y. La expresion del RANKL
se incrementa, al menos en parte, por diferentes factores como la hormona paratiroidea, la

1,25-dihidroxivitamina D3 y algunas citoquinas como la IL-6'%.
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Curiosamente, por otro lado, los osteoblastos ademas de producir el RANKL también
producen la osteoprotegerina (OPG), una proteina soluble con similitud estructural con el
RANK vy, en consecuencia, se fija a la RANKL inhibiendo su accion®. Asi, el sistema RANKL-
RANK-OPG desempena un papel esencial en la osteoclastogénesis e indica la interaccidn

existente entre osteoblasto y osteoclasto.

La disfuncidon en la formacidn y actividad de los osteoclastos conlleva a algunas
enfermedades como la osteoporosis, donde la resorcién excede a la formacidn causando una
disminucién de la densidad 6sea y un incremento de las fracturas dseas, o la osteopetrosis,
donde la disminucién de la funcionalidad del osteoclasto resulta en una acumulacién

desproporcionada de masa 6sea®®"**.

2.1.4. MARCADORES DEL REMODELADO OSEO

Como se ha comentado anteriormente, los osteoblastos y los osteoclastos estan
involucrados en los procesos de modelado y remodelado dseo. Debido a estos procesos, el
modelado, principalmente durante el crecimiento, y el remodelado, durante la edad adulta, la
matriz organica se forma y se reabsorbe. Los productos moleculares de estos dos procesos,
como los derivados del coldgeno tipo | y las proteinas no colagénicas dseas como la fosfatasa
acida tartrato resistente 5-b (TRAP-5b), la alcalina fosfatasa 6sea o la osteocalcina, son
liberados dentro del compartimento sistémico extracelular, pudiendo ser analizados y usados
como marcadores de formacidn y resorcion ésea y cuyos cambios se pueden utilizar para
analizar el efecto en el hueso de intervenciones fisicas, farmacéuticas o nutricionales®” (Figura

10).
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Figura 10. Representacion de una unidad de remodelado y los productos generados

en ella.
Osteoclasto Osteoblasto
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Los osteoclastos se adhieren al hueso y comienzan a degradarlo mediante acidificacion y
digestion proteolitica. Los osteoblastos empiezan el proceso de formacion de hueso nuevo
secretando osteoide que mds tarde mineralizard. De la accién de ambos procesos se vierten
a la circulacion productos de degradacion del coldgeno o de la matriz 6sea (resorcion dsea) y
productos resultantes de la actividad osteobldstica (formacion dsea). PINP: propéptido N-
terminal del protocoldgeno tipo I; PICP: propéptido C-terminal del protocoldgeno tipo I; NTx:
telopéptido N-terminal del coldgeno tipo I; CTx: telopéptido C-terminal del coldgeno tipo I;

DPD: deoxipiridinolina; PYD: piridinolina; ALP: Alcalina fosfatasa. Modificada a partir de de
[ (46) )

(Garcia-Pérez et al.

Para que las moléculas liberadas sean consideradas como marcadores del remodelado

6seo, es decir de formacion o de resorcidn, deben cumplir una serie de caracteristicas entre las
gue se encuentran: determinacién no invasiva, facilidad de recogida de la muestra, ser un
producto especifico del metabolismo éseo, mostrar correlacidon con técnicas de referencia en
el andlisis dseo como la densitometria, y responder al tratamiento especifico de enfermedades

gue afecten al metabolismo déseo.

Los marcadores del remodelado incluyen hormonas, proteinas, enzimas y péptidos
enzimdticos que se clasifican en funcién de la fase que representan, aunque algunos pueden

ser reflejo tanto de la fase de formacién como de la resorcién'” (Tabla 1 ).
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Tabla 1. Marcadores de formacidn y resorcion dseos.

Marcadores de formacion

e Fosfatasa alcalina total y Fosfatasa alcalina 6sea (BSAP)

e Osteocalcina

e Propéptidos amino terminales del procolageno tipo | (PINP)

e Propéptidos carboxi terminales del procolageno tipo | (PICP)

Marcadores de resorcion

e Hidroxiprolina e Hidroxilisina

e Cross-links del Piridinio: Piridinolina (PYD) y Deoxipiridinolina (DPD)

o Telopéptidos amino y carboxiterminales del procolageno tipo I (CTX, NTX)

e Fosfatasa acida tartrato resistente (TRAP)

2.1.4.1. Marcadores De Formacién Osea

2.1.4.1.i. Fosfatasa Alcalina y Fosfatasa Alcalina Osea

La fosfatasa alcalina fue el primer marcador utilizado para evaluar la formacién ésea

por dar informacion acerca del turnover 6seo'®®.

Esta enzima se encuentra en la membrana celular de los osteoblastos y en las células
del higado, el rifidon, el intestino, el bazo y la placenta, siendo la ésea y la hepatica las isoformas

mas abundantes.

Como ya comentamos, su funcién esta relacionada con la calcificacion de la matriz

organica, bien por liberacion de fosfato o bien por ser un estimulador indirecto de la formacién
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de cristales de hidroxiapatita. La actividad de la fosfatasa alcalina varia segun la edad y el sexo

siendo mayor en los nifios en edad de crecimiento y disminuyendo con la edad.

La fosfatasa alcalina ésea es la fraccidn mayoritaria en las situaciones donde existe un
recambio dseo aumentado como durante el crecimiento o en algunas enfermedades como la

enfermedad de Paget o el hiperparatiroidismo™*”

. En adultos normales, aproximadamente la
mitad de la fosfatasa alcalina circulante en el suero proviene del hueso“®, por lo que un
anadlisis de la fosfatasa alcalina puede relacionarse con las concentracién de la isoforma
procedente del hueso. El andlisis de la fosfatasa alcalina sérica es un ensayo colorimétrico
sencillo por su reaccion directa con el para-nitrofenilfosfato, mientras que la determinacién

especifica de su isoforma Oésea, fosfatasa alcalina &sea, necesita de un ensayo

inmunohistoquimico especifico.

2.1.4.1.ii. Osteocalcina

Otro de los marcadores de formacidon ésea es la osteocalcina. Sintetizada por los
osteoblastos, es la proteina no colagénica mas importante del hueso. La osteocalcina esta
formada por 49 aminoacidos con tres grupos carboxiglutamicos (Gla) cuya carboxilaciéon es
dependiente de la vitamina K. A través de los residuos Gla la osteocalcina puede unirse al
calcio y a la hidroxiapatita, incorporandose a la matriz del hueso. Su actividad principal es la de

regular la maduracién de la mineralizacién 6sea®™

aunque recientemente se le ha dado un
papel hormonal por el que actua regulando no solo la masa dsea, sino también el metabolismo
energético, la secrecién de insulina e, incluso, el sistema reproductor®” *? tal y como se
comentd anteriormente. La osteocalcina es un marcador sensible y especifico de la actividad
osteoblastica. Su concentracidn varia con la edad siendo particularmente elevada en nifios
durante el primer afio de vida y en la pubertad, cuando la concentracién aumenta con el
crecimiento del esqueleto, para luego bajar a los niveles normales presentes en un adulto®.
También presenta un aumento en mujeres tras la menopausia, entre los 50-60 afos,
posiblemente debido a un aumento en el turnover con un exceso relativo de resorcion dsea
debido a la osteoporosis. En mujeres gestantes, la concentracién de osteocalcina se eleva

durante el primer trimestre, volviendo a los valores pre-gestacién durante el tercer trimestre.

Durante la lactacién los niveles vuelven a aumentar, siendo superiores a los de mujeres
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gestantes o no lactantes, debido al mayor turnover dseo que existe en las madres durante éste

periodo®?.

2.1.4.1.iii. Propéptidos Amino- Y Carboxi- Terminales Del

Procoldgeno Tipo | (PINP, PICP)

Durante la sintesis del coldgeno tipo |, el componente mas abundante de la matriz
Osea, se liberan fragmentos peptidicos amino y carboxi terminales de la molécula precursora,

el pro-colageno, que son liberados a la circulacion®

. Los productos fraccionados de este
proceso son el PINP y el PICP, que son medibles en suero y por lo tanto usados como

marcadores de formacién especificos de hueso.

2.1.4.2. Marcadores De Resorcion Osea.

2.1.4.2.i. Hidroxiprolina e Hidroxilisina

Son aminoacidos caracteristicos del coldgeno. Un aumento de sus niveles en orina ha
sido relacionado con un aumento de la resorcién ésea ya que la hidroxiprolina liberada
durante la degradacion del coldgeno no puede ser utilizada en una nueva sintesis. Sin
embargo, la hidroxiprolina es considerada poco especifica como marcador de resorcidn dsea
puesto que puede existir liberacion de ésta por parte de otros tejidos como la piel o ser
modificada por la dieta. De las dos formas de hidroxilisina existentes, la forma galactosil-

hidroxilisina es mas especifica de hueso y puede ser cuantificada en orina®®.

2.1.4.2.i. Interrelaciones entre la Piridinio: Piridinolina (PYD) y

Desoxipiridinolina (DPD)

El coldgeno dseo se caracteriza por la presencia de uniones cruzadas o cross-links de
piridinio entre el extremo de una molécula de coldgeno y la porcién helicoidal de la molécula
adyacente (figura 11). Estas uniones o puentes son el mecanismo principal para la
estabilizacion de las moléculas de colageno en el hueso, proporcionandole una elevada
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insolubilidad y resistencia que lo diferencian del coldgeno contenido en otros tejidos‘57’. Los
puentes intermoleculares son de dos formas: la piridinolina (PYD) y la desoxipiridinolina (DPD).
Durante la resorcion, el colageno es degradado y se liberan tanto la PYD como la DPD a la
circulacién, un 20% en forma libre y el restante ligada a proteinas. La fraccién de DPD y PYD
ligada a proteinas se encuentra unida bien a N-telopéptido, (NTx, N-telopéptido de pro-
colageno tipo |) o al telopéptido C, (CTx, C-telopéptido de pro-coldgeno tipo I). Una vez en
circulacion, esta fraccién de PYD y DPD ligada a proteinas se somete a degradacién renal

produciendo un 40% de formas libres y 60% de proteinas unidas en la orina®®.

La PYD se encuentra distribuida en los tejidos conectivos del hueso y del cartilago,
siendo su concentracién mayor en este ultimo mientras que la DPD es especifica de hueso y se
encuentra en menor concentracion en la dentina, la aorta y en ligamentos. Ya que el recambio
6seo es mucho mayor que el de otros tejidos, la concentracién de estos dos marcadores en
suero y orina se considera procedente, en su mayoria, del hueso y, por lo tanto, se utilizan
como marcadores de resorcién 6sea’”. Tanto la PYD como la DPD no son catabolizadas in vivo,

y son secretadas por la orina en forma libre, aproximadamente un 40%, o unidas a péptidos.
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Figura 11. Marcadores de resorcidon osea derivados de la degradaciéon del colageno

tipo .
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La cadena peptidica del coldgeno tiene terminaciones amino (N) y carboxy (C) a las que
estdan unidos covalentemente los N-telopéptidos y los C-telopéptidos a través de los enlaces
cruzados de piridinio (PYD y DPD)(Modificada de Dogan et al. (58))

2.1.4.2.iii.  TELOPEPTIDOS AMINO Y CARBOXI-TERMINALES DEL
PROCOLAGENO TIPO | (CTX, NTX)

Como ya hemos comentado, durante la accién de los osteoclastos en la resorcidn, las
piridinolinas son excretadas principalmente unidas a péptidos de la molécula de coldgeno
dando lugar a los CTX y NTX (figura 11). EI NTX es un producto directo de la degradacion del
colageno por los osteoclastos, no es metabolizado en el higado y se elimina rapidamente por el
rifidn, lo que lo hace un marcador especifico de la resorcion ésea®®®. Su concentracién en orina
crece con la edad llegando a un pico en la adolescencia, posteriormente disminuye en la

madurez para volver a elevarse durante la menopausia.

2.1.4.2.iv. Fosfatasa Acida Tartrato Resistente (TRAP)

La fosfatasa acida es una enzima lisosémica que esta presente en el hueso, la préstata,
las plaquetas, los eritrocitos y el bazo. La fosfatasa acida dsea es tartrato resistente (TRAP-5b)
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y es secretada por los osteoclastos durante el proceso de resorcion como una enzima activa
que posteriormente es inactivada y degradada a fragmentos mas pequefios antes de ser
eliminada de la circulacién. Los niveles de TRAP-5b no se ven afectados por la alimentacion

aunque si tiene una pequefia variabilidad diurna de, aproximadamente, un 14%"> %0,

2.1.5. FACTORES REGULADORES DEL REMODELADO

OSEO.

El balance entre la formacién y la resorcién 6seas estd influido por una serie de
factores que se encuentran interrelacionados, como son factores genéticos, mecdnicos,

nutricionales, hormonales y locales'®".

Los factores genéticos: Son los determinantes principales del pico de masa 6ésea,
explicando entre el 60 y el 80%°? de la variabilidad del contenido mineral 6seo en la
poblacién normal. La regulacion de la masa désea es un proceso poligénico, ya que son
multiples los genes que intervienen en la sintesis de hormonas y factores de crecimiento
relacionados con la misma. La masa dsea se transmite de padres a hijos, por ello la

predisposicion a padecer osteoporosis es mayor en hijas de madres que la padecen'®®.

Los factores mecanicos: Son imprescindibles para el correcto desarrollo del hueso
como, por ejemplo, la actividad fisica. La accion muscular transmite al hueso una tensién que
produce un cambio en el fluido éseo que es detectado por la red de osteocitos. Estos
osteocitos producen mediadores como prostaglandinas, 6xido nitrico e IGF-I, que estimulan
tanto su actividad como la de los osteoblastos y originan una mayor formacion dsea. Por el
contrario, la falta de actividad muscular, el reposo o la ingravidez tienen un efecto negativo

sobre el hueso, acelerando la resorcién®.

Los factores vasculonerviosos: La vascularizacion es fundamental para el normal
desarrollo dseo, permitiendo el aporte de células sanguineas, oxigeno, minerales, iones,
glucosa, hormonas y factores de crecimiento. Ademas constituye el primer paso para la

osificacién: los vasos sanguineos invaden el cartilago y posteriormente se produce la resorcién

M2 PILAR BUENO VARGAS
32



ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS

6sea por los osteoclastos, procedentes de los vasos proximos. De la misma forma este
fendmeno es importante en la reparacién de fracturas o de la regeneracion désea, ya que la

existencia de oxigeno es fundamental para que se produzca.

La inervacidn es necesaria para el normal fisiologismo dseo. El hueso es inervado por el

sistema nervioso auténomo y por fibras nerviosas sensoriales®?.

Los factores nutricionales: Pueden ser facilmente modificados, y por lo tanto son de
gran interés. Asi, se pueden producir efectos beneficiosos a través de la nutricion, como los
generados por la ingesta adecuada de proteinas o negativos como los producidos por el
consumo de cafeina, alcohol o un exceso de sa,l que constituyen factores de riesgo para la
aparicion de osteopenia. Como parte fundamental de esta tesis, el efecto nutricional sobre el

hueso sera desarrollado mas adelante.

Los factores hormonales: El desarrollo normal del esqueleto estd condicionado por el
correcto funcionamiento del sistema endocrino, fundamentalmente de la hormona
somatotropa (GH) y las hormonas calcitrépicas (hormona paratiroidea, calcitonina y
metabolitos de la vitamina D). Debido a su importancia, a continuacién se describe el papel de

las hormonas y precursores hormonales mas importantes que intervienen en la fisiologia dsea.

2.1.6. HORMONAS Y PRECURSORES HORMONALES

2.1.6.1. Hormona Paratiroidea (PTH)

El papel fisioldgico fundamental de la PTH es la regulacién de la homeostasis del calcio
plasmatico. La PTH tiende a aumentar la calcemia por diferentes mecanismos: aumenta la
resorcién de hueso, disminuye la excreciéon renal de calcio y estimula la sintesis renal de
calcitriol, lo que secundariamente favorece la absorcién intestinal de calcio. La administracion
de PTH produce un rapido movimiento de salida del calcio del hueso que implica un cambio en
las células de revestimiento y una activacion de los osteoclastos lo que genera un incremento

en la resorcion.
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Sin embargo también tiene un papel estimulante de la formacidn dsea a través de la
sintesis de IGF-1 y TGF-B®Y). Este doble efecto de resorcién y formacion se explicaria porque la
PTH en administracion continua estimularia la resorcidn dsea a través de la sintesis de RANKL
por los osteoblastos, mientras que a dosis intermitentes estimularia la formacién de hueso, a
través de un incremento de los factores de crecimiento y de la disminucién de la apoptosis de
los osteoblastos'®. Al igual que la PTH, se ha encontrado que la proteina relacionada con la
PTH (PTHrP), que también se une al receptor de la PTH influencia el remodelado éseo'®®. Es
precisamente la PTHrP una de las moléculas encargadas de la activacion del turnover éseo
materno que se produce durante la gestacién y la lactancia, como ya comentaremos mas

adelante.

La determinacion de la concentracion de PTH en suero es una medida de la actividad

osteoclastica y, por lo tanto, de resorcidn ésea.

2.1.6.2. Calcitriol o 1,25(0OH), Vitamina D3

La vitamina D (calciferol) debe de ser considerada como un substrato necesario para la
sintesis de una familia de hormonas reconocidas por su papel en la regulacién del calcio.
Aungue una de sus fuentes es la dieta, en la mayoria de los individuos se genera en mucha mas
cantidad por produccién endégena a través de la piel. Como resultado, su nivel en el
organismo no es sélo un problema determinado por la carencia en la alimentacidn, sino
también por una deficiencia en la exposicion a la luz solar. A partir de la vitamina D (calciferol)
sintetizada por la piel se producen una serie de moléculas esteroideas que son importantes

reguladores del metabolismo del calcio'®.

Los calciferoles, entre los que se encuentran la vitamina D, (ergocalciferol) y la
vitamina D; (colecalciferol) son compuestos liposolubles que se absorben en el yeyuno y en el
ileon, por lo que procesos de eliminacion de grasas o malabsorcidn de las mismas pueden dar
lugar a deficiencias en vitamina D. Esta “vitamina” se encuentra en alimentos como los aceites

de pescado, la yema de huevo, el higado o la mantequilla.
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El calcitriol o 1,25 dihidroxivitamina D3 (1,25 (OH), Ds3) es la hormona calcitrépica
producida a partir de la vitamina D y cuya funcién primaria es la de elevar las concentraciones
de calcio en el suero. El primer paso en la activacion de la vitamina D es a través de las enzimas
del higado que la hidroxilan en la posicion 25 dando lugar al 25(0OH) vitamina D, para,
posteriormente en un segundo paso, ser activada en los rifiones generando la vitamina D

activada 0 1,25(0OH), D5 .

Aungque su accion principal es la de favorecer la absorcidn intestinal de calcio y fosfato
también se le ha relacionado con un aumento de la sintesis de osteocalcina y de fosfatasa

alcalina por los osteoblastos!*”.

El resultado de ambas acciones produciria una mayor
mineralizacion 6sea. Ademas el 1,25(0OH), D; estd relacionado con una disminucion en la
expresion del gen de la PTH, lo que supondria una disminucidn de la secrecion de la PTH, vy, por

lo tanto, una disminucion de la resorcion dsea.

El calcitriol es también esencial durante la gestacién y la lactancia a través de la
regulacién de la sintesis de hormonas que regulan estos estados. En la fase temprana de la
gestacién induce la transformacion de los tejidos permitiendo la implantacién del embrion en
el utero. Tanto el endometrio durante la gestacidn (decidua) como la placenta sintetizan esta

hormona'®®.

Existen cambios importantes en la concentracion de la vitamina D y el metabolismo del
calcio en la madre durante la gestacion. El transporte del calcio de la madre al feto ocurre a
través de la placenta, y seguramente este paso se vea facilitado por la mayor concentracién de

1,25(0H), D; existentes en el suero de la madre en comparacién con las circulantes en el

(69)

feto™”'. Estos niveles mas altos en el suero materno se deben a que, durante la gestacién,

aumenta la sintesis materna de 1,25(0OH), D; por el rifién que se sumaria a la sintesis por la

(70)

placenta y la decidua, como ya hemos comentado "*'. Como resultado, la produccion de

calcitriol excede a la de su eliminacién incrementando los niveles en el suero. Es por esto que
las mujeres en el tercer trimestre de gestacion presentan dos veces mas concentracion que
mujeres no prefiadas o que mujeres tras el parto'®. Las principales funciones del 1,25(OH), D,
durante la gestacion parecen estar relacionadas con el transporte de calcio a través de la

placenta, como indicamos, y con el aumento de la osificacion del esqueleto del feto'?).
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La ingesta de vitamina D es, por tanto, esencial para la salud materna y la prevencion
de problemas/enfermedades. La deficiencia en vitamina D esté asociada a un mal metabolismo
del calcio, un deficiente crecimiento fetal, preclamsia y diabetes gestacional entre otros. Un
nivel adecuado de vitamina D en la madre no sélo es importante para la salud fetal sino
también para la del recién nacido. Bajas ingestas de vitamina D durante la gestacion y la
lactancia estan relacionadas con bajo peso al nacimiento, un ablandamiento de los huesos de
la cabeza, con un bajo desarrollo del esqueleto fetal en el Utero y con un desarrollo éseo
deficiente en nifos a los 9 aﬁos(m'm(efecto programming). Ademas, el calcitriol es necesario
para el crecimiento normal del esqueleto y su deficiencia, o la deficiencia de vitamina D, puede

llegar a generar enfermedades graves como el raquitismo y la osteomalacia.

2.1.6.3. Hormonas Sexuales.

Las hormonas sexuales tienen un papel muy importante en la regulacién del desarrollo

del esqueleto asi como en el remodelado dseo.

Los andrégenos tienen un efecto anabolizante sobre el hueso, a través del estimulo de
los receptores de los osteoblastos. Mientras que la deficiencia androgénica se asocia a una
menor densidad 6ésea, la administracion de testosterona en jévenes antes del cierre epifisario
incrementa la masa 6sea. Igualmente, las mujeres con exceso de andrdgenos presentan

densidades Gseas mas altas®?

. Por otro lado el efecto de los andrégenos en el desarrollo
muscular puede tener un efecto indirecto positivo en el esqueleto al alterar las fuerzas
mecdnicas ejercidas en el hueso. (Un aumento de la fuerza muscular ejercida sobre el hueso,
durante el crecimiento o en respuesta al incremento de la carga, o la disminucion de la carga,
por inactividad o inmovilizacion, afectan a la masa, al tamafio y a la resistencia del hueso de

forma positiva o negativa, respectivamente, siguiendo el modelo mecanostato propuesto por

Harold Frost'’® en 1987).

Los estrégenos son esenciales para el cierre de los cartilagos de crecimiento jugando
un papel importante en el desarrollo esquelético tanto femenino como masculino durante la
adolescencia. Los estrégenos tienen un doble efecto sobre el metabolismo éseo: por un lado

favorecen la formacién ésea al aumentar el nimero y funcién de los osteoblastos e inhibiendo
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la apoptosis de osteoblastos y osteocitos y por otro lado, disminuyen la resorcidn suprimiendo

BL 79 Se han descrito

la formacion y actividad de los osteoclastos e induce su apoptosis
receptores de estrégenos en osteoblastos, osteocitos y osteoclastos humanos. Investigaciones
recientes han comprobado que los estrégenos pueden aumentar los niveles de
osteoprotegerina (OPG) y disminuir la sintesis de RANKL, ambos generados por los
osteoblastos, por lo que podrian jugar un papel importante en la regulaciéon de la

(61)

osteoclastogénesis™ . Es por esto que la deficiencia de estrégenos durante la menopausia

constituye el factor patogénico mas importante de la pérdida 6sea asociada a la osteoporosis.

La progesterona tiene un efecto anabolizante sobre el hueso, bien directamente, a
través de los osteoblastos, que poseen receptores para la hormona o bien de forma indirecta,

mediante la competicidn por los receptores osteobldsticos de los glucocorticoides®?.

2.1.6.4. Hormona de Crecimiento (GH)

La GH tiene dos acciones sobre el hueso, directa e indirecta. La accidén directa recae
sobre los osteoblastos, que poseen receptores para esta hormona, estimulando su actividad, lo
que produce un aumento en la sintesis de coldgeno, osteocalcina y fosfatasa alcalina. La accidn
indirecta se produce a través del aumento de la sintesis de IGF-I y Il por los osteoblastos. Estos
factores favorecen la proliferacion y diferenciacion de los osteoblastos, aumentando su

numero y funcién‘”.

Desde hace unos afios se viene considerando a la GH como un factor de crecimiento
local, ya que no sdlo se sintetiza en la adenohipdfisis, sino en casi todas las células del
. . . (75) . . . ,
organismo, incluidos los osteoblastos'’”, teniendo un efecto autocrino y paracrino, ademas de

endocrino.

2.1.6.5. Factores Reguladores Locales.

Existen un gran nimero de factores locales que regulan el remodelado dseo entre los
que se encuentran: citoquinas, como la IL-1 y el TNF-a (Tumor Necrosis Factor a), factores de

crecimiento como el IGF-I (Factor de Crecimiento Andlogo a La Insulina-1) y el TGF-B (Factor de
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Crecimiento Transformante B), las proteinas morfogenéticas dseas (BMPs, Bone Morphogenic
Proteins), ciertas prostaglandinas, leucotrienos y el éxido nitrico. Todas estas moléculas han

demostrado estar implicadas de una u otra forma en las respuestas tanto fisiolégicas como

(61)

patoldgicas del hueso™™. En la siguiente tabla (Tabla 2) se hace un resumen de la accién de

estos factores sobre el metabolismo del hueso.

Tabla 2. Factores locales reguladores del remodelado éseo.

Estimulan formacion

Estimulan reabsorcion

Inhiben reabsorcion

Factores
de
crecimiento

BMP-2 (Proteina morfogenética Gsea-2)
BMP-4 {Proteina morfogenética dsea-4)
BMP-6 (Proteina morfogenética Gsea-6)
BMP-7 {Proteina morfogenética Gsea-T)
IGF-1 {factor andlogo a la insulina 1)

IGF -11 {Factor anilogo a la insulina I1)
TGF-p {Factor transformante del
crecimiento [§)

FGF (Factor de crecimiento fibrobldstico)
PDGF (Factor de crecimiento derivado de
las plaquetas)

VEGF (Factor de crecimiento vascular
endotelialy

TNF {Factor de necresis tumoral)

EGF {Factor de crecimiento epidérmico)
PDGF (Factor de crecimiento derivado
de las plaguetas

FGF (Factor de crecimiento fibrablistico)
M-CSF (Factor estimulante de colonias
de macréfagos)

GM-CSF (Factor estimulante de colonias
de granulocitos y macrofagos)

Cltoguinas

IL-1 {Interleuquina -1)
IL-6 (Interleuquina -6)

[L-8 {Interleuquina -&)
IL-11 {Interlenquina -11)
PGE: (Prostaglandina E-2)
PGE, {Prostaglandina E-1)
PGG: (Prostaglandina G-2)
PGl { Prostaglandina 1-2)
PGH:iProstaglandina H-2)

IFM-y (Interferdn y)
IL-4 {Interlenquina-4)

Las células dseas juegan también un papel importante en la produccion de prostaglandinas,
oxido nitrico asi como en las citoquinas y factores de crecimiento. (Modificada a partir de

Ferndndez-Tresguerres et al. (61)).
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2.2. LANUTRICION Y LA SALUD OSEA.

La nutricion afecta a la salud del hueso de dos maneras diferentes. Por un lado las
células déseas responsables del mantenimiento, reparacion y del depdsito del tejido dseo son
tan dependientes de la nutricién como las de cualquier otro tejido. Por ejemplo, la matriz dsea
requiere de la sintesis y la modificacion post-transduccional del colageno y de otras proteinas.
En esta sintesis se ven involucrados diferentes nutrientes entre los que se encuentran las
vitaminas C, D, y K y minerales como el cobre, el manganeso y el cinc que son aportados a
través de la dieta. Por otro lado, el esqueleto sirve como reserva de nutrientes, en especial de
minerales como el calcio y el fésforo, y esta reserva depende en parte del balance diario entre
su ingesta y su excrecion®”). Si este balance se desequilibra, el esqueleto se encarga de aportar
los minerales necesarios para mantener los niveles de forma que haya un correcto
funcionamiento del organismo. Asi, durante el remodelado dseo, tanto las deficiencias como
los excesos nutricionales pueden dar lugar a la aparicién de alteraciones o enfermedades como

el raquitismo o la osteomalacia.

Existen un gran numero de nutrientes y alimentos que han demostrado tener un
efecto sobre la salud ésea. Entre estos se incluyen macronutrientes como las proteinas, los
acidos grasos o los azucares, minerales como el calcio, el magnesio, el potasio, cobre, cinc y
sodio, y vitaminas entre las que se encuentran la D,C, A, K y B4,. También ciertos alimentos
como la leche, frutas y algunos vegetales, bebidas carbonatadas, alcohol, productos con o
derivados de la soja y algunas fibras tienen un efecto sobre el hueso por diferentes vias,

fundamentalmente actuando sobre la absorcién y/o el metabolismo del calcio.

2.2.1. EL CALCIO.

El calcio es el mineral mas abundante del organismo, aproximadamente el 99% (lo que
supone alrededor de 1,2 Kg) se encuentra en los dientes y en la matriz inorganica del
esqueleto formando los cristales de hidroxiapatita [(Caio(PO,)s(OH),]. El 1% restante esta
disuelto en la sangre y en los fluidos celulares donde lleva a cabo su principal funcion
metabdlica que es servir como un segundo mensajero acoplando varias respuestas

intracelulares a sefiales extracelulares”® entre las que se incluyen la conduccién nerviosa, la
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contraccion muscular, la secrecién hormonal, la proliferacion celular y la coagulacién
sanguinea'’” ”®. Todas estas funciones vitales justifican que el organismo proporcione un nivel
constante de calcio en la sangre y en las células, por lo que en caso de carencia debida a la
alimentacién, el organismo recurrird a la reserva de calcio que constituye el esqueleto, aun

poniendo en peligro la fortaleza 6sea'’®.

Desde el punto de vista dseo, el calcio muestra un comportamiento umbral, es decir,
conforme la ingesta de calcio aumenta, aumenta la retencién del mismo en el hueso, hasta
que se llega a un punto en el que la retencién llega a un maximo y no sigue ascendiendo en
paralelo con la ingesta, es decir, un aumento de la ingesta de calcio no se traduce en un

80) Esta ingesta umbral da lugar a una retencion

aumento de la absorcidn por parte del hueso
positiva durante el crecimiento, nula durante la etapa adulta y negativa en la vejez, como mas

adelante sera explicado.

El valor umbral medio del calcio segun las diferentes edades se ha utilizado para
generar las actuales recomendaciones de ingesta de calcio, convirtiéndose en la cifra
denominada “Ingesta Adecuada” (Al) para el calcio, publicada en el informe final de la Food
and Nutrition Board (FNB). Asi, las recomendaciones de calcio son mas altas en los periodos de
crecimiento, en el embarazo y la lactancia, en casos de deficiencia o en la vejez. Una ingesta
de calcio debe ser tal que permita la formaciéon de un pico de masa dsea adecuado, que se

mantenga durante la edad adulta y que reduzca al minimo las pérdidas durante la vejez®".

Segun el FNB-Instituto de Medicina (/nstitute of Medicine, US National Academy of
Sciences) las actuales recomendaciones sobre la ingesta de calcio en la dieta, para mantener
unos niveles correctos y teniendo en cuenta las diferencias en los requerimientos segun la

edad son las que se muestran en la siguiente tabla:
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Tabla 3. Requerimientos de diarios recomendados segun la edad (modificada a partir
de Moreiras et al.®?)

Infancia y Adolescencia Calcio (mg/ dia)

6-12 meses Aprox. 260
4-8 afios

14-18 aios

Post-menopausia (51+ afios)

Durante la gestacién y la lactancia 19-50 afios

70+ afios 1200

El calcio esta presente en diferentes alimentos, entre los que destacan la leche y los

productos lacteos como fuentes primarias aunque existen otros alimentos con igual o mayor
aporte de este elemento. Asi, destacan por su contenido en calcio las verduras como el brdcoli,

el repollo o el apio, aunque hay que tener en cuenta que en algunos casos el acido oxalico que
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contienen las verduras de hoja verde limita la biodisponibilidad de este mineral, como pasa en
las espinacas o la remolacha. También son fuentes de calcio algunos pescados azules como el
bacalao, la caballa, el salmdn o las sardinas, que no sélo tienen un efecto beneficioso en el
hueso por el aporte de calcio, sino también por el alto contenido en acidos grasos omega 3,
gue estan relacionados con un aumento de la formacién y una disminucidn en la resorcién

4sea que se traduce en un incremento de la DMO (Densidad Mineral Osea).

Otros alimentos ricos en calcio son los frutos secos (almendras, avellanas, nueces etc.)
y las legumbres, como los garbanzos o las judias. Ademads, hay que destacar a la soja y sus
derivados, como el tofu, no sélo por su contenido en calcio sino también por el contenido en
sustancias activas como las isoflavonas que favorecen la formacion ésea debido a su capacidad

de activar receptores estrogénicos.
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Tabla 4. Aporte de calcio de algunos alimentos (modificada a partir de Siedentopp et
al.®),

Alimentos (100g) Calcio (mg)

Queso manchego fresco 470

Almendras, avellanas 240

Queso de Burgos 186

Higos secos 180

Natillas y flanes 140

Leche de vaca 130

Almejas, berberechos, chirlas... 120

Batidos lacteos 120

Nueces, datiles, pasas... 70

Requeson y cuajada 60

Huevo de gallinas 51

Pasteles y pastas 48
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Finalmente, y debido a su auge, hay que considerar como fuentes de calcio los zumos,
batidos y otras bebidas fortificadas o suplementadas con calcio y con vitamina D, puesto que
suponen un aporte de ambos compuestos beneficiosos para el hueso. Asi, se ha comprobado
que la biodisponibilidad del calcio es mayor en leches fortificadas en comparacién con las que

no lo estan®

. Por otro lado, la fuente de calcio, es decir, el tipo de sal que se utiliza en Ila
fortificacién del producto, puede hacer que la biodisponibilidad de este ion cambie. De esta
manera, la biodisponibilidad del calcio en sus sales en forma de citrato o malato es mayor que

(85)

en forma de carbonato, cuando se ingieren en ayunas*™. Sin embargo, cuando el calcio se

ingiere con una comida, tanto en forma de carbonato calcico como de fosfato cdlcico es igual

de bien absorbido como el calcio de la leche®

. No obstante, la suplementacion con sales
minerales en productos de alimentacidn plantea el riesgo de reducir la biodisponibilidad de
otros minerales debido a un cambio en la solubilidad intestinal o por la existencia de
competencia por los sitios de absorcidn entre minerales con parecidas propiedades fisico-
quimicas. De hecho, el efecto inhibitorio del calcio en la absorcién del hierro y el cinc es uno de

los ejemplos mas documentados®* 8587,

2.2.2. ABSORCION INTESTINAL DEL CALCIO

La absorcién intestinal de calcio (Ca) es, como la de todos los nutrientes esenciales,
una funcidn que esta perfectamente regulada. Sus alteraciones se asocia a desdrdenes como el
hiperparatiroidismo secundario y no sélo tienen relevancia en enfermedades como la
osteoporosis, sino que también se asocian a desérdenes de la conduccién nerviosa, de la

contraccién muscular y de los mecanismos de transduccion de sefiales’®.

El Ca debe encontrarse en su forma ionizada, Ca®*, o unido a una molécula organica
soluble para poder pasar la barrera intestinal. Se absorbe a nivel intestinal por dos
mecanismos principales: el transporte paracelular o pasivo y el transporte transcelular o activo

(figura 12).
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Figura 12. Mecanismos de absorcion del calcio.

Transporte Activo Transporte Pasivo
(Transcelular) (Paracelular)
Ca% Ca?* ax Na*
ENTEROCITO

Bomba de Ca 5
Dependiente O O
de ATP

Ca% Ca%
Lugar: Duodeno y yeyuno proximal Lugar: Todo el intestino,
Depende de: principalmente en ileon
o Estado nutricionaldel CayVitD Depende de: Cantidad y
o Edad biodisponibilidad del Ca
o Embarazo en la dieta
o Lactancia

La absorcidn neta de calcio es el resultado del balance entre la absorcion intestinal por la via
transcelular y la paracelular y la secrecion de calcio por diferentes érganos en el intestino. En
la absorcion transcelular intervienen canales de Ca2+ del epitelio (TRPV6) la calbindina D-9k
como proteina transportadora y la Ca-ATPasa para la expulsion del Calcio. El transporte
paracelular es dependiente de las uniones comunicantes intercelulares y de un sistema de

intercambio Na+/Ca2+(Herndndez et al.*®).

El transporte paracelular o pasivo se caracteriza por la difusidon pasiva de pequefias
moléculas e iones a través de las uniones intercelulares de las células epiteliales. La absorcidn
de Ca tiene lugar en un sistema de intercambio Na*/Ca®*, en donde tres moléculas de Na* se

intercambian por una de Ca®*®,

Este transporte ocurre normalmente cuando existen
concentraciones elevadas de Ca en el lumen, y por lo tanto, se produce un gradiente de
concentraciones de este elemento entre el lumen y la parte basolateral del enterocito. El
aumento de las concentraciones de iones Ca** intracelular parece que forma parte del proceso

por el que finalmente se separan las uniones yuxtacelulares facilitando la absorcién de Ca.
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La absorcidn paracelular es, por lo tanto, una difusién dependiente de la concentracién
del Ca*, y se da a lo largo de todo el intestino, aunque principalmente en el ileon y en menor

(90)

extensién en el intestino grueso™ . Sustancias como los fructooligosacaridos, la inulina y otros

(91)

sacdridos no digeribles son susceptibles de aumentar el transporte paracelular™ en la parte

distal del intestino delgado y la proximal del colon posiblemente debido al incremento de Ca**

soluble®?.

El transporte transcelular o activo tiene lugar predominantemente en el duodeno vy el
yeyuno. Se encuentra regulado por la 1,25(0OH), D; y conlleva un gasto energético. Comprende

tres fases:

- Entrada del Ca** a favor de un gradiente electroquimico desde el lumen a la célula
intestinal a través de canales de Ca®* especializados, localizados en la membrana
de borde en cepillo del enterocito, principalmente el canal receptor de cation de
potencial transitorio, subfamilia V, miembro 6 (TRPV6, Transient Receptor
Potential Vanilloid 6, antes denominado CaTl)(93).

- Difusién intracelular, mediada por la proteina citosélica ligadora de Ca*
(calbindina D-9k) involucrada tanto en el transporte de Ca** hacia la membrana
basolateral como en la regulacién intracelular de la concentracion de este catidn,
lo que previene la apoptosis del enterocito®.

- Extrusién del Ca al sistema vascular contra gradiente, mediado por la Ca-ATPasa y
el cotransportador Na*/Ca®* localizados en la membrana de borde en cepillo. Parte
del Ca®* puede ser transportado en las células por vesiculas endosémicas y

lisosémicas y salir a través de un proceso de exocitosis®?.

Como resultado de este proceso, se produce una absorcidon de Ca** desde el espacio

luminal al compartimiento extracelular (Figura 12).

Como hemos comentado, el calcitriol o 1,25(0OH), D3, es el principal regulador de la
absorcién transcelular de Ca. Su actuacién se produce a través de dos mecanismos, uno por

unién con su receptor especifico (VDR) en el citosol o en el nucleo y el otro es un mecanismo
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gue se produce a nivel de membrana, activandose las vias de transduccién y la sintesis de

proteinas como la calbindina D-9k, que aumenta la absorcion intestinal®® %

2.2.3. BIODISPONIBILIDAD DEL CALCIO.

Una ingesta adecuada de Ca resulta en evidentes beneficios a nivel dseo: desde la
consecucion del pico de masa ésea, la mineralizacidn correcta del hueso hasta una proteccion
frente a la pérdida en la edad adulta. El aporte mas adecuado del Ca es a través de la dieta”?,
puesto que suele ser mejor tolerado y resulta mds econdmico que los suplementos. La
biodisponibilidad de un nutriente es la proporcidon que puede ser absorbida y utilizada por el
organismo a partir de los alimentos ingeridos que lo contienen. La biodisponibilidad del Ca

oscila entre el 20-35% y depende de factores fisioldgicos, condiciones patoldgicas, factores

nutricionales y alimentarios.

Entre los ingredientes que afectan a la biodisponibilidad del Ca** se encuentran:

2.2.3.1. Las Proteinas

Los estudios epidemioldgicos indican la existencia de una relacidon directa entre el
consumo de proteinas y su efecto sobre la salud ésea. Las proteinas son necesarias para la
sintesis de la matriz de tejido conectivo, que luego permitira el depdsito mineral adecuado
para el tejido esquelético. El efecto de la ingesta de una dieta pobre en proteinas o con un alto
contenido proteico ha sido cuestionado y controvertido, ya que los trabajos publicados no son
muchas veces comparables debido a la variabilidad entre los mismos (poblacién, dieta
suministrada, etc.). Aun asi, se ha demostrado que no sélo las dietas con bajo contenido
proteico afectan al hueso, sino que una dieta con alto contenido proteico puede ejercer un
impacto negativo sobre el mismo'®> °®. Una de las razones mas importantes de la interaccién
de la ingesta de proteinas con el metabolismo del Ca es el incremento que ocasionan en la
pérdida de calcio urinario diario a razén de 1-1.75 mg por gramo de proteina metabolizada'®.
Este efecto se atribuye a la mayor carga acida, debido al sulfato producido en el metabolismo

de los aminoacidos azufrados (metionina, cistina, homocisteina, cisteina). Estos iones sulfato

se unen al Ca impidiendo su reabsorcidon tubular, y produciendo la pérdida del mineral.
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Ademads, la acidificacidon ocasionada estimula la actividad osteoclastica y la resorcidon ésea e

(97; 98)

inhibe la actividad osteoblastica y la sintesis de colageno . Por otro lado la urea, producto

final del metabolismo proteico, tiene un efecto diurético®®

gue incrementaria las pérdidas del
mineral. Shapses et al. han demostrado que en la practica, la relacién Ca/proteina, mas que la
cantidad absoluta de proteina, es la determinante de la retencién de Ca y de la resorcién dsea

en mujeres jévenes(gg).

2.2.3.2. Fésforo.

El fésforo (P) es uno de los minerales mds abundantes en el cuerpo humano, siendo un
constituyente importante de los huesos y dientes, donde se encuentra el 85% del P del
organismo como parte de los cristales de hidroxiapatita“oo). El fésforo como fdsforo inorgdnico
(P;) interviene en diferentes funciones bioldgicas entre las que se encuentran el metabolismo
celular y energético, la regulacidon de la sintesis proteica, la funcion de membrana y por

supuesto, en la mineralizacién dsea't®d,

La concentracién de fésforo en la sangre esta
determinada por un equilibrio entre la absorcion del fosforo de la dieta en el intestino, el
almacenamiento en los huesos, y la eliminacién a través de la orina. La regulacién de los
niveles de P; en la sangre conlleva una importante regulacion hormonal por parte de la PTH y el
FGF23"2_ Existen otras hormonas gue también contribuirian en esta regulacion, por ejemplo
la insulina, aunque sus acciones atn no han sido bien estudiadas"®. La homeostasis del P; esta
muy unida al metabolismo del Ca, que se encuentra firmemente regulado para mantener los
niveles séricos adecuados. La presencia de una cantidad adecuada de P;es critica en el proceso
de apoptosis de los condrocitos maduros del plato de crecimiento, regulando por tanto la
generacion de nuevo hueso y el crecimiento*®. Bajas concentraciones séricas de P; dan lugar a
la osteomalacia, en gran parte debido a que los osteoblastos requieren de este mineral para su
correcto funcionamiento. Por el contrario, concentraciones séricas altas de P; incrementan el
riesgo de calcificaciones fuera del esqueleto, incrementan la secrecion de PTH y reducen la
absorcién intestinal de Ca por formacidon de complejos insolubles Ca-P contribuyendo a la

patogénesis de la osteoporosis!’®?.
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El fosforo estd ampliamente distribuido en los alimentos por formar parte de los
tejidos celulares. Asi, las proteinas y el fésforo tienden a ir de la mano en las dietas, lo que
significa que una dieta que contenga una cantidad de proteina adecuada para la salud va a
contener también el fésforo necesario. Ademas, la absorcién neta del fosforo es mucho mas
eficiente que la del Ca, variando entre el 50 y el 70%. Su absorcién conjunta a la del Ca
incrementa la captacion de Ca por el hueso disminuyendo su excrecion por la orina. En general
se admite que una relacion Ca/P 2/1, como la existente en la leche materna, es 6ptima para la

biodisponibilidad.

2.2.3.3. Magnesio

El magnesio (Mg®*) es el segundo cation mas abundante intracelularmente del
organismo. La dieta es la Gnica fuente de Mg”* para el organismo y su absorcidn en el intestino
tiene lugar principalmente en el duodeno y el yeyuno proximal. Aproximadamente el 60% del
Mg?* estad almacenado en el hueso, bien en la superficie de hidroxiapatita bien en la capa de

hidrataciéon alrededor del cristal*®

, sirviendo de reservorio para mantener las
concentraciones extracelulares del catidn. Entre sus funciones se incluyen la regulacién de la
actividad enzimatica, el control de varios canales Ca**/K* y la estabilizaciéon de la membrana
celular. Su carencia estd relacionada con enfermedades como la hipocalcemia, hipertension,
arritmias e infarto de miocardio. Su deficiencia, cuando es severa, puede provocar cambios en
la homeostasis del Ca que dan lugar a una secrecion deteriorada de la PTH y una resistencia a
la PTH de los drganos produciendo hipocalcemia e hiper-excitabilidad neuromuscular. El
magnesio se encuentra en grandes cantidades en el hueso y su deficiencia ha sido relacionada
con un mayor riesgo de sufrir osteoporosis“oe) directamente por su efecto sobre la formacién
de los cristales de hidroxiapatita y sobre las células dseas (osteoblastos y osteoclastos) e

107)

indirectamente por su efecto en la secrecion de la PTH' , como hemos comentado. Los

animales con deficiencia de Mg presentan huesos fragiles, con micro-fracturas en las

trabéculas y con las propiedades mecanicas altamente afectadas"%.
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2.2.3.4. Sodio y Sal.

Una ingesta elevada de Na aumenta la excrecion renal de Ca, posiblemente debido a la
competencia Na-Ca en la reabsorcién renal o por un efecto del Na en la secrecidon de PTH. En
estudios en roedores se ha visto una disminucidon de la DMO en grupos con ingestas altas en

salt®),

2.2.3.5. Grasas.

Aunque una cierta cantidad de grasa es necesaria para la absorcién de Ca, las dietas
con alto contenido en grasas disminuyen la biodisponibilidad del Ca, debido a la unién entre el
Ca y los acidos grasos saturados formando jabones insolubles que son excretados por las
heces. Sin embargo, los complejos formados entre los acidos grasos de cadena media o corta y
el Ca parecen favorecer la absorcion del mismo™?. Asi, se sabe gue la grasa lactea y el acido

oleico favorecen la absorcion de Ca. Campos et al.**?

compararon en ratas los efectos de la
leche de cabra, rica en acidos grasos de cadena media, frente a la leche de vaca sobre la
absorcion de calcio y su contenido en diferentes tejidos, y encontraron un incremento en la
absorcién y contenido en hueso de calcio en los animales alimentados con leche de cabra. Los
resultados se atribuyeron a que los acidos grasos de cadena media mas abundantes en la leche
de cabra, podrian incrementar el transporte pasivo de calcio en el intestino al favorecerse la
formacion de micelas y el flujo mucosa-serosa. Pero ademas, en la leche entera de cabra, la

fraccién proteica rica en lisina, y el contenido de vitamina D, podrian jugar también un papel

positivo en la utilizacién del calcio.

2.2.3.6. Hidratos de Carbono.

Los hidratos de carbono van a presentar diferente funcionalidad con respecto a la
absorcion de Ca dependiendo de su tamafo. Aunque en general parece que aumentan la
absorciéon de Ca siendo la lactosa, dentro de los disacaridos, el mas eficaz. La lactosa también
podria afectar la absorcidn de otros minerales, como el Zn, al menos segun se deduce de
estudios animales'**?. También se ha visto una mayor absorcion de Ca en aquellas férmulas

infantiles que presentaban lactosa comparadas con las que no. Los efectos de la lactosa en la
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absorcion de minerales pueden ser atribuidos a la accién del disacarido como tal, ya que ni la

glucosa ni la galactosa tienen efecto, aunque el mecanismo de accidn no esta claro aun.

2.2.3.7. Fibra.

La EFSA (European Food Safety Authority) define como fibra dietética a aquellos
carbohidratos no digeribles y la lignina, incluyendo en la definicion a todo carbohidrato
existente en los alimentos que no sea digerible por el intestino delgado humano y pase al

(113)

intestino grueso . No obstante, hay que tener en cuenta que parte de la fibra puede ser

degradada en el colon por la fermentacién bacteriana, llegando a ser total o parcialmente

4 segun la definicion aceptada por la AACC (American Association of Cereal

digeridas™
Chemists, 2001)(“5) y ademds promueven efectos beneficiosos fisioldgicos, como el efecto
laxante, y/o atenlan los niveles de colesterol y/o de glucosa en sangre (definicion de fibra

dietética por la AACC)

La fibra dietética se clasifica en dos tipos bdsicos debido al diferente comportamiento
en relacion con el agua: fibra soluble y fibra insoluble. La solubilidad determina sus diversos
efectos fisioldgicos. Las fibras solubles en contacto con el agua forman soluciones de gran
viscosidad, al atrapar el agua entre sus moléculas. Es por esto que tienen una alta capacidad
para retener el agua. Algunas de estas fibras so las pectinas, las gomas, los mucilagos y algunos
polisacaridos. La capacidad gelificante de estas fibras parece ser la responsable de sus efectos
fisiolégicos beneficiosos, como la disminucidn de la glucemia postprandial o de los niveles de
colesterol®, La fibra dietética insoluble no se disuelve en agua, no forma soluciones viscosas,
tiene menos capacidad de retencion de agua y pasa a través del tracto intestinal sin sufrir

cambios. Sus formas mas importantes son la celulosa, hemicelulosa y lignina.

Una alta ingesta de fibra puede perjudicar la absorcidon de vitaminas y minerales, sobre
todo de Ca, ya que debido a la naturaleza poli-anidnica reacciona con los iones metalicos
formando complejos no absorbibles. La relacion entre la fibra dietética y el Ca es controvertida
puesto que algunos estudios muestran su efecto negativo sobre la absorcién de Ca, mientras

gue otros no observan ninguin cambio ni en la absorcidn ni en el balance mineral de una dieta
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rica en fibra. Estos resultados contradictorios seguramente son debidos a la variabilidad que

hay entre ellos.

En general, aquellas fibras con capacidad de fermentacién en el colon estan asociadas
con la liberacién y solubilizaciéon de minerales, lo que facilita su absorcién. Por el contrario, las
dietas ricas en otros tipos de fibra dietética, particularmente aquéllas asociadas con el fitato,
parecen disminuir la absorcién de varios minerales en el intestino delgado, principalmente
hierro, calcio, magnesio y zinc. Esto se ha observado en estudios tanto en animales como en
humanos. El fitato se une con estos minerales y asi reduce potencialmente la disponibilidad

para la absorcién en el intestino delgado™*®.

Como hemos comentado antes, las fibras dietéticas, una vez pasado el intestino,
pueden ser digeridas en mayor o menor medida, dependiendo de su estructura, en el ciego y
por las bacterias del colon. Asi, todas las fibras, a excepcién de la lignina pueden ser
fermentadas por las bacterias intestinales, siendo normalmente las fibras solubles mas
fermentables que las insolubles®®. Dentro de la capacidad de ser fermentadas, existe un grupo
de fibras que son fermentadas totalmente de una forma selectiva por una o un numero
limitado de bacterias beneficiosas de la flora del colon, generando un beneficio en la salud

humana. A este grupo de fibras se le ha denominado prebidticos.

2.2.4. LOS PREBIOTICOS Y EL HUESO.

Como hemos dicho, los hidratos de carbono susceptibles de ser fermentados en el
colon estan alcanzando especial interés por su efecto prebidtico. Los prebidticos fueron
definidos por primera vez por Gibson y Roberfroid en 19957, Actualmente se definen como
“ingredientes que al ser fermentados selectivamente dan lugar a cambios especificos en la
composicion y/o actividad de la microbiota intestinal confiriendo beneficios tanto para la salud

como para el bienestar del individuo”™*®.

De los hidratos de carbono fermentables existentes en la actualidad, los oligosacaridos
no digeribles (OND) son los Unicos que pueden ser considerados como compuestos

prebiéticos(llg). Entre estos compuestos se encuentran la rafinosa; los fructo, galacto, isomalto
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(120; 121

y xilooligosacaridos; las maltodextrinas; y algunas inulinas ) todos los cuales presentan

grados diferentes de polimerizacidon, con variacidon predominante de 3 a 10.

De entre los prebidticos, los mas estudiados son los derivados de la achicoria: la inulina
y los fructooligosacéridos (FOS). La inulina es obtenida directamente de las raices de achicoria,
estd constituida por una mezcla polidispersa de moléculas lineales cuya estructura quimica se
simboliza como G-F,, donde G= glucosa y F= fraccidon fructosa, n=nimero de unidades de
fructosa unidas a través de los enlaces B(2-1) (figura 13). El grado de polimerizacién de la
inulina procedente de la achicoria varia entre 3-60, con un valor medio de 10. La oligofructosa
se obtiene a través de una hidrélisis parcial enzimdtica de la inulina. Estd compuesta por
cadenas lineales G-F, y F,, con un grado de polimerizacién variable de 2-8, con un valor medio

de 4"

Figura 13. Estructura quimica de la inulina.
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Estructura quimica de la inulina con una molécula terminal de glucosa y n fructosas (G-F,)
donde el grado de polimerizacion (n) es variable entre 3-60.

Estudios recientes indican un posible efecto beneficioso de los prebidticos sobre la

disponibilidad de los minerales y de algunos oligoelementos incluidos en los alimentos,

influyendo tanto en su absorcion, su retencidn como su uso por el organismo.(m; 124)
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Aunque en el caso del Ca y el Mg, su absorcién principal se situa en el intestino
delgado, estudios recientes en ratas indican que estos minerales pueden absorberse en el

125128 Se ha comprobado que el consumo de alimentos

intestino grueso (ciego y colon)'
funcionales que contienen prebidticos (inulina y FOS) puede contribuir al aumento en la
biodisponibilidad de estos minerales. Ademas, la combinacién de prebidticos con diferentes
grados de polimerizacion puede mejorar la eficacia de la absorcion de minerales ya que los
prebidticos de baja polimerizacion, tales como los FOS, son mas activos en el colon proximal,
donde pueden servir como inductores de la fermentacién bifidogénica, mientras que las
moléculas de cadena mads larga, como la inulina, podrian tener su efecto en la parte distal
(donde pueden mantener la actividad metabdlica de la microflora). Combinar ambos tipos de
componentes en un producto puede ofrecer un efecto sinérgico sobre la absorcién del Ca, ya

que dicha absorcidn ocurriria a lo largo de todo el intestino™?.

El efecto positivo de los prebidticos sobre la absorcién del Ca puede deberse a

diferentes mecanismos™:

- Como ya hemos comentado, las bacterias colénicas fermentan los FOS y otros
carbohidratos no digeribles, aumentando la produccidn de acidos grasos de cadena
corta (AGCC) entre los que se incluyen el butirico, propidnico, y acético ademas de
otros acidos organicos, como el acido lactico (Figura 14). Estos AGCC bajan el pH,
acidificando el contenido luminal y favoreciendo la disolucion de compuestos
insolubles de Ca tales como el fosfato, y aumentando la concentracién de Ca
soluble en el lumen (Ca ionizado). De esta forma se eleva su absorcion por difusién
pasiva (transporte transcelular)™***. Sin embargo, una reduccion de las
concentraciones de Ca en la dieta aumenta la acidez del lumen intestinal y puede
perjudicar la mucosa ya que el Ca actia como tampon en la acidificacién causada

(136), por lo que su

por la fermentacion bacteriana en el intestino grueso
concentracién en la dieta puede afectar los efectos positivos de los fructanos. Es
también posible que los AGCC contribuyan directamente al aumento de la
absorciéon de Ca via un mecanismo de intercambio catidénico y al aumento del
intercambio de H* celular con Ca*" luminal (de nuevo, transporte transcelular) en el

colon distal®% 129,
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Figura 14. Representacion de los efectos de los carbohidratos no digeribles en la
absorcion de minerales.
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Las bacterias del colon fermentan los FOS y otros carbohidratos no digeribles generando
AGCC. Esto produce una bajada en el pH que induce un incremento en la solubilidad de
ciertos minerales aumentando la concentracion de cationes como el Cay, Mgz+, Fe’* o Zn2+,

entre otros. FOS, Fructooligosacdridos; AGCC, Acidos grasos de cadena corta. (Modificada de

Xiao et al. (137)).

- Otro mecanismo de actuacion de los prebidticos puede ser via calbindina-D9k,
proteina implicada en el transporte transcelular del Ca. Algunos estudios muestran
que la ingesta de oligofructanos reduce los niveles de calbindina D-9k en el
intestino delgado, mientras que aumentan en el intestino grueso'**®. El aumento en
la absorcién de Ca por difusidn pasiva en el colon podria accionar un mecanismo de
regeneracién que inhibiria la absorcion activa (o transcelular) en el duodeno y
disminuiria la calbindina D-9k en el intestino delgado™®. Otro estudio sugiere que
también podria verse aumentada la absorcién transcelular, tipica del intestino

(140)

delgado, en el intestino grueso™"'. Ademas, recientemente se ha visto que el

consumo de FOS aumenta la expresion genética de TRPV6 y de la proteina

calbindinaD9k a través de los AGCC 1),
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- Los AGCC son una importante fuente de nutrientes de las células intestinales.
Principalmente el butirico estimula la proliferacion de células epiteliales,
produciendo un efecto tréfico en la mucosa tanto en el ciego como en el colon en
humanos y animales™® %24 | 3 ingesta de prebidticos también causa un aumento
del tamano del ciego y del intestino grueso, lo que supone una mayor capacidad de
fermentacion y absorcién de nutrientes®”). Asi, trabajos en animales han permitido
comprobar el aumento de la profundidad de la cripta, del nimero de células
epiteliales y hasta de las bifurcaciones en las criptas lo que supone un aumento

general de la superficie de absorcion'2% 44,

El conjunto de estos mecanismos contribuirian a un aumento en la absorcidn de Ca
procedente de la dieta. Este aumento de la absorciéon de Ca puede ser de gran utilidad en
aquellas etapas en las que su aporte es esencial como por ejemplo, para la adquisicion del pico
de masa dsea o para proteger el hueso frente a pérdidas, como ocurre en la menopausia.
También tiene una gran importancia la biodisponibilidad &éptima de minerales y de
oligoelementos durante la lactancia debido a que los requerimientos durante la misma son

(%9 Esta necesidad de

altos a causa de la gran velocidad de crecimiento y desarrollo del nifio
minerales se extiende hasta que se consigue el desarrollo total del esqueleto, con la

consecucién del pico de masa 6sea al final de la adolescencia.

Asi, diferentes estudios con adolescentes han demostrado que la ingesta de
prebidticos, entre los que destacan la inulina, los FOS y su mezcla, produce un incremento en
la absorcion de Ca junto con otros minerales como el Mg sin que exista un aumento paralelo

de la excrecién de ambos minerales, lo que indicaria su posible captacién por el hueso!**®.

El efecto beneficioso de los prebidticos sobre la DMO y el CMO ha sido demostrado
tanto por estudios animales como en humanos. En ratas al crecimiento, la suplementacion con
inulina (5 6 10%) supuso un incremento de ambos pardmetros tras 22 semanas de

(147) " Este efecto

alimentacién incluso en las alimentadas con dietas deficientes en Ca
beneficioso también se ha encontrado en estudios con modelos animales de osteoporosis

(ratas ovariectomizadas), donde la suplementacidn con oligofructosa (10%) se asocié con un
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mayor contenido de Ca en el fémur y la vértebra lumbar. Ademas, la suplementacion de la

dieta con oligofructosa impidi6 la pérdida de hueso trabecular en la tibia**®.

La mezcla de prebidticos con diferente longitud de cadena, inulina enriquecida en
oligofructosa, también ha mostrado tener efectos beneficiosos en el balance de Ca en ratas
adultas y ovariectomizadas. Ademads en este ultimo modelo se observé un incremento en la

DMOy en el contenido de Ca del fémur tras la alimentacion con la mezcla prebistica.

En humanos, el uso de inulina enriquecida en oligofructosa, 8g/d generé una mayor
absorcion de Ca en muchachas adolescentes con ingestas normales de Ca. Curiosamente, el
mayor aumento en este pardmetro como respuesta a la suplementacidn con el prebiédtico lo
presentaron los individuos con ingestas de Ca mas bajas™*®). Este efecto positivo de la mezcla
prebidtica en la absorcién de Ca en adolescentes se ha visto tanto en estudios a corto plazo

)(150). Ademas, en este ultimo estudio, realizado por

como en estudios a largo plazo (1 afio
Jackman et al. los adolescentes en el grupo prebidtico presentaron cambios significativos en el
CMO y la DMO, lo que hace suponer que la suplementacién con inulina enriquecida en
oligofructosa durante el periodo de crecimiento produce un incremento en la mineralizacion
6sea que seguramente se traduce en un incremento del pico de masa d6sea de los

adolescentes.

Sin embargo, hasta el momento, no hay estudios sobre los efectos de Ia
suplementacién de prebidticos durante la gestacion y la lactancia y sus habilidades en la

proteccién del hueso materno o en la programacién del hueso del nifio a largo plazo.
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2.3. EL. CALCIO DURANTE LA GESTACION Y LA

LACTANCIA.

Durante la gestacidn y la lactancia se producen modificaciones muy significativas en el
metabolismo materno del calcio principalmente para poder satisfacer la demanda de este
mineral, tanto del feto como del neonato, durante estos periodos. Estas modificaciones
incluyen cambios en el metabolismo mineral dseo, en respuesta a la necesidad de calcio para
cubrir las demandas del feto en crecimiento y de los requerimientos del lactante por su
demanda de calcio a través de la leche materna. Un nifio a término contiene
aproximadamente entre 30 y 35 g de Ca, la mayoria acumulados durante el tercer trimestre de
la gestacién, a una velocidad de 250-300 mg al dia. Durante la lactancia, la demanda de calcio
procedente de la madre sigue siendo alta, ya que se pierde entre 200 y 300 mg de Ca al dia
debido a la produccién de leche materna™" lo que supone un total de 35-50 g de Ca en el nifio
tras 6 meses de lactacion™?. Teniendo en cuenta qgue el esqueleto de una mujer contiene

153)

aproximadamente 1200 g de calcio™ en su madurez, la gestacién y la lactancia suponen

pérdidas cercanas al 7% del contenido total de calcio materno.

Los reguladores mas importantes de la homeostasis del calcio en la madre son la PTH,
la calcitonina y la 1,25 (OH), D;, que se complementan entre si para mantener las
concentraciones de calcio sérico dentro de sus rangos normales, a través de tres mecanismos
principales: Incrementar la absorcion intestinal del calcio procedente de la dieta, estimular la

reabsorcién renal de calcio o incrementar la movilizacién del calcio de los huesos™**?.

El estrés adicional, generado por el esqueleto fetal en desarrollo y por el
requerimiento de calcio en la leche materna durante la lactancia, puede traer como
consecuencia cambios en la densidad mineral ésea de la madre, lo cual parece ser
dependiente del estatus nutricional de la madre y del aporte de calcio a través de la dieta

durante estas etapas de la vida.
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2.3.1. GESTACION

En la gestacién, el feto es totalmente dependiente de la madre para adquirir
minerales, como el calcio, el fésforo y el magnesio, los cuales se transportan activamente a
través de la placenta a la circulacion fetal. Las concentraciones séricas de estos minerales en el
feto se incrementa durante las Ultimas semanas de gestacion llegando a ser incluso mayores

que las de la madre!**®.

Al final de este periodo, aproximadamente de 30 a 35 gramos de calcio de la madre ,

(153), han sido destinados al

aproximadamente el 3% del contenido de calcio de la madre
desarrollo del esqueleto fetal. De estos, el 80% es transferido al feto a través de la placenta
durante el dltimo trimestre de gestacién. Debido a que el esqueleto fetal se mineraliza
rapidamente después de la segunda mitad del embarazo y alcanza su tasa maxima durante el
tercer trimestre, la necesidad de calcio se eleva de 50 mg/dia, en la 202 semana, a 330 mg/dia,

(156) | fésforo se deposita en cantidades que varian entre los

en la 352 semana de gestacién
60-75mg/ kg de peso del feto/dia y el magnesio fluctia entre los 2.5-3.4mg/kg/dia™*". Sin
embargo, los requerimientos de vitamina D para que se produzca una acrecion ésea en el feto
se desconocen. Este requerimiento tan elevado de minerales promueve las adaptaciones en el
metabolismo mineral de la madre para cumplir con la demanda adicional por parte del

esqueleto fetal™?,
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Figura 15. Cambios de la homeostasis del calcio de la madre durante la gestacion
comparado con mujeres pregestantes.
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Durante la gestacion existe una elevacion en los valores del péptido relacionado a la
hormona paratiroidea (PTHrP), procedente de la placenta y el feto que contribuyen a elevar
la 1,25 (OH), D3, indicado por la flecha azul. El aumento de la 1,25 (OH)2 D3 produce un
incremento en la absorcion de Ca por el intestino (flecha verde). El incremento del flujo de

calcio se indica por el grosor de las flechas negras. (Modificada a partir de de Kovacs et
(158)
al.”>”).

Durante la gestacidn, la fraccion de calcio absorbido aumenta del 35% existente antes
del embarazo, a un 60% durante el tercer trimestre, lo que supone unos 300 mg de calcio mas
al dia en un consumo de calcio total de 1200mg/dia, y que serian almacenados en el esqueleto
del feto. Este incremento esta relacionado con un aumento en los niveles de 1,25 (OH), D;,

159 3umentando la eficiencia intestinal de

gue se duplican durante el tercer trimestre
absorcion del calcio de la dieta. Aunque actualmente no se sabe exactamente por qué se
produce un incremento en la 1,25 (OH), D3, por un lado se ha especulado que pueda proceder
de la placenta mientras que por otro parece que puede proceder de un aumento de su sintesis

por los rifiones de la madre™. (Figura 15)
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En este periodo también se incrementan los valores del péptido relacionado a la
hormona paratiroidea (PTHrP), el cual proviene de la placenta en etapas tempranas del
embarazo y en fases avanzadas de la gldndulas paratiroideas del feto™". El PTHrP podria
contribuir a elevar la 1,25 (OH), D3, a promover la resorcion 6sea materna y a la regulacion del
transporte de calcio de la placenta al feto. El PTHrP tiene ademds importantes funciones en la

regulacion del desarrollo del hueso endocondral y en el desarrollo del esqueleto fetal*®?.

Por otro lado, durante la gestacion se encuentra incrementa la excrecion renal de
calcio, probablemente debido al aumento en la tasa de filtracion glomerular, asi como del
incremento en la absorcidon intestinal de calcio. La cantidad de calcio perdido en la orina se
calcula entre 80 y 136 mg por dia y representa una pérdida que reduce en parte el calcio
ganado con el incremento en la absorcion intestinal. Después del parto, la absorcién de calcio

y la excrecidn urinaria de calcio retornan a los valores previos a la gestacién”“’.

También el remodelado 6seo se ve afectado por el embarazo. Asi, tanto los
marcadores de formacién, como por ejemplo, la fosfatasa alcalina especifica de hueso, como
los marcadores de resorcién, como el TRAP y la DPD, se ven aumentados indicando un
incremento en el turnover dseo. Estudios en animales, en condiciones no deficientes,
relacionan este incremento con un mayor DMO, indicando una mayor deposicién de calcio en
los huesos durante la gestacion™®. Este incremento en la DMO de la madre puede servir para
proteger al esqueleto materno de una excesiva desmineralizacidn y fragilidad que se produce
posteriormente durante la lactancia. Los estudios en humanos sobre la influencia de la
gestacidén en la DMO de las madres son escasos (debido a que requieren el uso de Rayos X) y
en algunos casos contradictorios. Ademads, al evaluar la DMO antes y después del parto, los
resultados pueden depender del tiempo transcurrido entre el parto y la medicién. En general,
los estudios asi realizados indican una pérdida en las zonas trabeculares y una ganancia en las
corticales, sobre todo en mujeres con ingestas no deficientes. Por otro lado, los estudios
histoldgicos existentes sugieren una pérdida temprana tras la concepcidn para posteriormente
restaurarse mediante la formacién de nuevas trabéculas, que incrementan en nimero pero no

en anchura®®.
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Durante la gestacién, una ingesta deficiente de Ca esta asociada con un incremento en
la tasa de remodelado 6seo materno, lo cual produciria un efecto negativo sobre el esqueleto
materno. Es en estas condiciones donde se ha visto que el uso de un suplemento de calcio

seria beneficioso para evitar la pérdida de masa ésea del esqueleto materno tanto

(165)

disminuyendo los marcadores de remodelado'™’, como protegiendo el hueso de Ia

descalcificacion*®,

La ingesta materna de Ca durante la gestacion también influye la acrecién mineral ésea

168) realizé un estudio en mujeres embarazadas sanas en el que vio que

del feto. Asi, Koo et al.'
suplementaciones con este mineral (2g/dia) desde la semana 22 de gestacién en mujeres con
ingestas deficientes (<660mg/dia) suponian un aumento en el contenido mineral 6seo (BMC)

de los nifios a término®®,

2.3.2. LACTACION

Durante la lactacién también se produce un cambio del metabolismo del Ca que se

traduce en un incremento del metabolismo &éseo y mineral en la madre que viene

condicionado por la mayor demanda de Ca del lactante a través de la leche materna'®.
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Figura 16. Adaptaciones de la homeostasis del calcio de la madre durante la
gestacion
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El tejido mamario segrega PTHrP, que incrementa la produccion de RANKL en el hueso
materno y disminuye la OPG, favoreciendo asi la resorcion del mismo, indicado por la flecha

azul. El grosor de las flechas negras indica el incremento del flujo de calcio.(Modificada a

partir de de Kovacs et al. (158))

A pesar del alto requerimiento de Ca durante este periodo, diferentes estudios han
visto que la absorcion intestinal de calcio no cambia durante la lactacién, siendo alta en las

madres durante el periodo de post-parto aun cuando no se dé lactancia y, ademas, no se ve

(163

influenciada por la ingesta de Ca®.Este efecto puede ser debido a la disminucién en los

niveles de 1,25 (OH), D; que tras el parto vuelven a los niveles prenatales. Respecto a la
variacion de la excrecion de Ca por la orina, sin embargo, los estudios no son concluyentes,
puesto que unos indican una menor excrecién en las madres lactantes frente a las que no

son® seguramente debido a una menor velocidad de filtracidn glomerular y que supondria un

(159)

7

pequeifio “ahorro” de Ca, mientras que otros estudios no encuentran diferencias

posiblemente porque la excrecion de Ca si esta influenciada por la alimentacion.
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Los marcadores de resorcidon y formacién dsea se encuentran elevados durante la
lactacién, aunque parece ser que la resorcién se encuentra favorecida frente a la formacion, lo
que produciria una salida del Ca del hueso materno. Estos cambios en los marcadores dseos se
pueden deber por un lado a la deficiencia estrogénica que se presenta durante la lactacién y
por otro la liberacion por el tejido mamario del péptido relacionado de la PTH (PTHrP) que
posee una funcionalidad similar a la propia PTH y ademas incrementa la produccién de RANKL

y disminuye la de OPG, lo que resultaria en un incremento de la resorcion del hueso.

Asi, durante la lactancia se produce una pérdida de hueso significativa, especialmente
en los huesos axiales entre los que se encuentran las vértebras. La pérdida de hueso se
produce desde el principio de la lactancia y empieza a recuperarse tras la vuelta de la
menstruacion. Las pérdidas de hueso debidas a la lactancia varian entre un 5 y el 10% a nivel
trabecular tras un periodo de 2 a 6 meses de lactacién, que son unas pérdidas muy altas si se
tiene en cuenta que tras la menopausia se pierde entre un 1-3% por afio. Un incremento de la
ingesta de calcio en la dieta no influye en la pérdida de masa ésea que se produce en este
periodo, ni siquiera en poblaciones con baja ingesta de Ca (<800mg/dia). En esta poblacién no
se ha observado un beneficio®®” de la adicién de Ca e incluso se ha llegado a observar una

pérdida aun mayor(lﬁs). Tampoco se ven afectadas la concentracién en la leche materna"®” ni

la absorcidn intestinal de Ca'*®.

En modelos experimentales se ha observado que durante la lactancia, las ratas pierden

170 Esta pérdida se

aproximadamente un tercio de su esqueleto para la produccién de leche'
duplica en animales sometidos a dietas bajas en Ca y no se ve afectada en dietas

suplementadas con este mineral®”.

Durante el destete, la madre recupera el Ca perdido a través del incremento de la

absorcion intestinal debido a los altos niveles séricos de 1,25 (OH),D; y una disminucion en la

154

excrecién posiblemente debido a la alta concentracion de PTH'™**. Esto dos factores ayudan a

que la pérdida en la masa ésea que ha ocurrido durante la lactancia pueda ser revertida
aproximadamente tras los 6 meses de su finalizacidon y una vez que los ciclos menstruales se

(167

han reestablecido™®”). De hecho, cuanto antes se recupera la menstruacion, menor es el nivel

de hueso perdido durante la lactancia. La ganancia de masa 6sea tras el destete es de 0,5% al
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2% mensual, excediendo en gran medida aquella ganancia que ocurre durante el tratamiento

(70 Entre los factores que pueden influenciar la recuperacién dsea tras el

de la osteoporosis
periodo de lactacién se incluirian embarazos distanciados, la edad de la madre y seguramente
la ingesta de calcio. En general, parece que ni el nimero de embarazos ni el tiempo
transcurrido entre ellos tenga un efecto negativo en la recuperacién de la masa dsea tras la
lactancia. Asi no se ha encontrado diferencia entre las DMOs de las madres de familias de < 2

171)

hijos con las DMOs de madres de familias numerosas de >7 hijos “’*, ni tampoco se ha visto un

efecto positivo por dejar mas tiempo entre el fin de la lactancia y el siguiente embarazo.

Sin embargo, la edad materna en el momento del embarazo y, por lo tanto, de la
lactacion si tiene una influencia en la recuperacion de la masa dsea tras estos periodos™?. El
metabolismo de una madre adolescente se adapta de diferente forma que el de una mujer
adulta, ya que sus propios requerimientos son diferentes. Hopkinson y sus colaboradores™’
han descrito que los cambios netos en la masa 6sea tras el periodo de lactacién estan
negativamente asociados con la edad, es decir, las madres mayores tienen una menor
recuperacion tras el destete. Ademas es interesante suponer que siendo esta situacion cada
vez mas habitual, puesto que la edad del ultimo embarazo es cada vez mas tardia y por lo
tanto se acerca el periodo de recuperacién post-lactacion a edades perimenopausicas, se
puede crear una situacién en la que el hueso de las mujeres no se encuentre totalmente

recuperado de la pérdida sufrida durante la gestacién y la lactancia, para poder enfrentarse

mas saludablemente a la pérdida que se genera tras la menopausia.

Toda esta informacién nos hace pensar en la busqueda de compuestos nutricionales
gue puedan mejorar o disminuir la pérdida de masa ésea que se produce durante la gestacién
y la lactancia, de manera que se produzca una proteccién del hueso materno, lo que generaria
un beneficio no sélo durante estos periodos sino también frente a la pérdida que se produce

tras la menopausia.

TESIS DOCTORAL
Early Programming: Efecto de la Suplementacion con Prebidticos de la Dieta Materna Durante la
Gestacion y Lactancia sobre el Metabolismo Oseo de la Madre y de su Descendencia

65



ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS

2.4. LA NUTRICION DURANTE EL DESARROLLO DEL
NINO: EL EFECTO DE LA PROGRAMACION

TEMPRANA “PROGRAMMING”.

Por un lado la genética y por otro la nutricién y el estilo de vida de la madre son los
factores que influyen en el desarrollo de la masa ésea no solo durante el desarrollo fetal sino
también durante el posterior crecimiento del nifio™”®. Como se ha comentado anteriormente,
los factores genéticos explican hasta un 80% de las variaciones en el pico de masa 0sea, y su

74 A pesar de

influencia se expresa principalmente y casi en su totalidad antes de la pubertad'
la fuerte influencia de la genética sobre el desarrollo éseo, otros factores como la nutricidn
han demostrado tener una influencia en el desarrollo del hueso llegando a generar cambios en
la densidad mineral ésea (DMO) no explicados por el genotipo. Es por esto que aunque exista
un componente genético no implica que el pico de masa dsea venga determinado por este, ya
qgue los nutrientes pueden influir en la adquisicién de masa ésea durante el crecimiento. Asi,
existen cada vez evidencias mas claras de que factores nutricionales y genéticos interaccionan
influyendo el modelado dseo, o lo que es lo mismo, produciendo cambios en la DMO, talla,
arquitectura y homeostasis mineral del hueso durante los afios en los que se adquiere el pico

de masa 6sea'*’”.

Como comentamos, esta interaccién entre genotipo y nutricion comienza en el inicio
de la vida, durante el desarrollo intrauterino y se conoce como “programming”. En 1998,
Baker, en el prefacio de su libro "Mothers, babies and health in later I/fe"(176), fue uno de los
primeros en plantear que la nutricién durante el periodo intrauterino y la exposicién a
infecciones tras el nacimiento determinan la susceptibilidad a enfermar en la edad adulta.
Apoyada por esta teoria, se lanzd la hipdtesis sobre los origenes del desarrollo de la salud y la
enfermedad (Developmental Origins of Health and Disease, DOHaD)"””) donde se propone que
un mayor riesgo de enfermedad con la edad puede ser inducido inicialmente a través de
respuestas adaptativas que el feto o el nifio hace a las sefiales que recibe de su madre acerca
de su salud o estado fisico. Las respuestas fetales y/o perinatales pueden incluir cambios en el
metabolismo, la produccidon de hormonas y la sensibilidad de los tejidos a las mismas, que

pueden afectar al desarrollo relativo de diversos érganos, provocando alteraciones fisioldgicas
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178)

y metabdlicas' Apoyando a esta hipdtesis, diferentes estudios epidemioldgicos han

revelado que la malnutricién materna durante la gestacidn incrementa el riesgo de desarrollar

enfermedades coronarias, hipertension o diabetes en sus hijos adultos.

El término programacion nutricional o nutritional programming se define como
cambios a largo plazo en la funcidon y estructura causados por un estimulo medioambiental (la
nutricion) que actua durante los “periodos criticos” del desarrollo temprano. Se consideran

periodos criticos aquellos en los que existen cambios rdpidos, como ocurre durante el

(179)

crecimiento uterino y el nacimiento, periodos donde se produce una divisién celular muy

répida“so). Es decir, la plasticidad que hay presente durante el desarrollo del nifio supone una

modulacién de la expresion génica, que parece estar mediada, al menos en parte, por procesos
epigenéticos como, por ejemplo, la metilacién del DNA. Tanto el genoma como el epigenoma

influencian el fenotipo maduro y determina la sensibilidad a factores ambientales posteriores

(181)

y, por lo tanto, al posible riesgo de enfermedad del nifio"™"". De esta manera, en el desarrollo

de los mamiferos, la madre transduce informacion del ambiente, como por ejemplo, su estado
nutricional, a su embrién o feto a través de la placenta o a su hijo lactante a través de la
lactacién, produciendo una interaccion activa con el fenotipo del nifio durante la primera parte
de su vida. Asi, durante el crecimiento intrauterino y la vida post-natal existe una rapida
adquisicién de minerales por el feto/nifio en crecimiento, que, acoplados con la plasticidad del

desarrollo del esqueleto en el Utero, genera la posibilidad de que existan interacciones entre el

182

genoma y el “ambiente” en este periodo de la vida™®?. Por esto, ya en el Gtero materno,

183)

principalmente durante la segunda parte de la gestacion™®® se producen las influencias

nutricionales que van a actuar sobre el desarrollo del hueso del nifio, y, ademas, debido a esta

programacion uterina, estas influencias se van a extender mas alla de la adquisicién de la masa

4sea en el feto %),

No existen muchos estudios que relacionen el efecto positivo (el efecto negativo

IM

directo produce raquitismo y secuelas en el esqueleto de por vida y el “programing” de

8% 'y no es nuestro objeto de estudio) de la nutricion materna y el

osteoporosis en el nifio
desarrollo éseo de la descendencia, pero los datos presentados en ellos son bastante
homogéneos. De esta forma, Jones et al."™®) han llegado a relacionar positivamente la ingesta

materna de minerales como el Mg, P, y K y de proteinas durante el tercer trimestre de
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gestacién con un aumento en la densidad dsea de los nifios a los 8 afios, mientras que el
consumo de grasas se relaciond negativamente. Este mismo grupo de investigadores han visto,
en el seguimiento de este primer estudio, que la ingesta materna de leche, grasa y magnesio
durante la gestacidén puede influir de una manera independiente sobre la masa dsea de los

)88 En este estudio se concluye que las asociaciones

nifios hasta la adolescencia (16 afios
entre estos nutrientes y la masa ésea de la descendencia reflejarian principalmente una
programacion temprana, “early programming”, de las respuestas del hueso que podrian influir

en la adquisicion del pico de masa dsea.

También en la cohorte realizada en Inglaterra (ALSPAC, Avon Longitudinal Study of
Parents and Children), se encontraron asociaciones entre la dieta materna a las 32 semanas de
gestacion y la DMO y el CMO de los nifios a los 9 afios™®”). En este estudio, la ingesta de Mg, K
y de folato fue asociada positivamente con los parametros éseos medidos, aunque dichas
asociaciones se perdieron o disminuyeron al corregir por la altura o el peso de los nifios. Estos
resultados concuerdan con los encontrados con Yin et al.’® en el estudio anteriormente
mencionado con nifios hasta los 16 afios. Otro de las cohortes que muestra los efectos
positivos de la nutricion materna antes y durante el embarazo y la geometria ésea (DMO vy
CMO) de la descendencia es el llevado a cabo por Harvey et al™®®.: The Southampton Women’s
Survey (SWS) donde se relaciond la concentracidon de vitamina D materna con la morfologia del
fémur del feto en desarrollo. En esta cohorte se sugiere que la relacién entre la concentracién
de vitamina D (en su forma 25(0OH) vitamina D) y la masa ésea del feto se debe, al menos en

parte, por el transporte de Ca a través de la placenta(lsg).

(1% an su estudio realizado en la India (The Pune Maternal Nutrition

Ganpule et al.
Study), encontré que la DMO y CMO, tanto de la columna como del cuerpo entero, de los
nifios a los 6 aflos era mayor si las madres durante el embarazo habian tomado con mayor
frecuencia alimentos ricos en Ca (leche y sus derivados, verduras de hoja verde, fruta o
legumbres). En este estudio también se encontré una relacién positiva entre la ingesta de
folato a las 28 semanas de gestacién y los parametros dseos de los nifios. También el estudio
de Cole et al.™® muestra el efecto de una alimentacién materna mas “sana” y completa

(mayor ingesta de fruta y verdura, alimentos integrales, pescado y derivados lacteos) durante,

al menos, la ultima parte de la gestacion y una mayor acrecién dsea de los nifios a los 9 afios.
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De este estudio resulta curiosa la observacion del autor sobre la mayor ingesta de leche por los

nifios en el grupo con mayor densidad ésea.

Desgraciadamente no existen muchos estudios que incluyan adolescentes, por lo que
no se sabe si estas asociaciones perduran a largo plazo. La relacion mas larga estudiada se

186)

encuentra en el estudio relativamente reciente realizado por Yin et al."® en adolescentes de

16 afios mencionado anteriormente.

Ademas, curiosamente, ninguno de los estudios de programacion temprana analizados
encuentra una relacion entre la ingesta materna de Ca durante el embarazo y la DMO o el

CMO de los nifios, ni a edades tempranas, 6-9 afios, ni en la adolescencia, 16 anos.

2.4.1. DESARROLLO OSEO Y PICO DE MASA OSEA.

Como ya comentamos, los procesos de modelado y remodelado ocurren durante la
infancia y la adolescencia simultdneamente, resultando en un aumento de la masa esquelética

hasta alcanzar el llamado pico de masa dsea, entre los 20 y los 30 afios.

El pico de masa 6sea se define como el maximo nivel de masa dsea que se adquiere

|(192)

como el resultado de un crecimiento norma y refleja tanto las influencias ocurridas

durante la vida uterina como las ocurridas durante el crecimiento hasta la madurez (figura 17).
El pico de masa dsea es importante porque determina la resistencia o susceptibilidad a

fracturas del adulto, por lo que su aumento, mediante la suplementacién de calcio, durante la

formacion del esqueleto puede contribuir a la prevencion de la osteoporosis!**® %
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Figura 17. Evolucién de la masa dsea.
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La masa dsea aumenta desde el nacimiento hasta alcanzar un valor méximo alrededor de
los 30-35 afios (pico de masa dsea); a partir de ese momento comienza lentamente a
reducirse, principalmente en la mujer y se agrava posteriormente a partir de la menopausia.
El pico de masa dsea en la mujer puede ser entre un 30-50% inferior al del hombre.
(Modificada de Mahan et al. (195) )

La mayor parte de la masa dsea del esqueleto se acumula aproximadamente durante
los primeros 18-20 afios, tras los cuales los cambios con la edad en la masa dsea y en la
densidad son minimos hasta que se produce la menopausia. No todos los huesos adquieren y
mantienen su masa por igual. Asi, el fémur proximal y el hueso trabecular de la vértebra
pierden hueso inmediatamente a partir de los 18, mientras que otros huesos, como la cabeza o

el antebrazo, contintian con la aposicién mineral hasta la menopausia™®® %",

Por lo tanto, la cantidad y calidad del esqueleto de una persona refleja todo aquello
que le ha ocurrido desde el Utero hasta su maximo crecimiento en el inicio de la edad adulta y
posteriormente cuando comienza a perder progresivamente hueso por la vejez. Aunque
generalmente se le ha dado una mayor importancia al conocimiento de los mecanismos de la
pérdida de masa dsea durante la edad adulta, existe un consenso casi universal acerca de que

las influencias ejercidas durante el desarrollo del esqueleto son tanto o mas importantes“gz).
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Fueron en los estudios observacionales de Newton-John y Morgan®® donde se sugiri6 por
primera vez la importancia de la adquisicién del pico de masa dsea para obtener una mayor
resistencia 6sea en el adulto. Posteriormente, tras las observaciones de Matkovic et al.® e
sugirié que, si otros factores se mantenian constantes, la masa ésea se conserva a lo largo de
la vida, es decir, si un individuo estd en el extremo superior de la distribucién de la poblaciéon a

los 30 afios (pico de masa ésea mdaximo), probablemente estara en la parte alta a los 70 afios.

(199) (200)

Un poco mas recientes son las observaciones de Ferrari et al. y Dertina et al. que
demuestran este mismo patrdon en nifos en plena actividad prepuberal, es decir, aquellos con
mayor masa Osea ganaron mas hueso durante la pubertad manteniéndose en el extremo
superior 2 afios después. Estas observaciones llevaron a ambos autores a sugerir que los
individuos propensos a la osteoporosis podrian ser identificados incluso antes de la pubertad
por mostrar unos valores de densidad ésea bajos para su edad, o dicho de otra forma, alcanzar
un pico de masa ésea relativamente alto supondria una mayor masa ésea y por lo tanto una

mayor proteccion frente a las fracturas durante la vejez'**? (figura 18).

Factores externos, entre los que se incluye la nutricion, pueden favorecer (ingesta
adecuada) o desfavorecer (desnutricion o ingestas no adecuadas) la optimizacién del pico de
masa 6sea®®”. Como consecuencia, para la adquisicidn del pico de masa dsea es necesario que
el Ca procedente de la dieta y su absorcion estén en el umbral o por encima del umbral, de
forma que se puedan llevar a cabo tanto el modelado éseo como su consolidacidn teniendo en
cuenta las pérdidas de Ca en orina, heces y sudor. Por esta razon, los individuos en edad de
crecimiento, al contrario que los adultos, deben tener un balance positivo de Ca para cubrir las

necesidades del crecimiento y consolidacion del esqueleto?.
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Figura 18. El pico de masa d6sea y su potencial efecto protector ante la pérdida de
masa osea en la vejez.
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A: Adquisicion del pico de masa dsea; B: consolidacion y mantenimiento de la masa dsea; C:
pérdida de masa dsea. Un pico de masa ésea un 10% menor al normal (valor bajo, linea roja,
frente al valor medio, linea azul) supone duplicar el riesgo de fractura en la vejez.
(Modificada a partir de Rizzoli*®" )

Las evidencias de que las influencias “ambientales” durante las fases tempranas de la

vida pueden influenciar positiva o negativamente el riesgo de sufrir osteoporosis provienen de

cuatro tipos de estudio diferentes:

Estudios sobre la nutricidon y los estilos de vida de mujeres embarazadas y su

relacidn con la masa dsea de sus hijos, como las mencionadas SWS y ALSPAC.

- Medidas de la masa dsea llevadas a cabo en cohortes realizados en adultos con
datos sobre su nacimiento y/o su infancia*®?.

- Detallados estudios fisiolégicos que exploran la relacion entre posibles sistemas
endocrinos que puede ser programables (GH, IGF-1, hipotdlamo-hip&fisis adrenal,
esteroides) y la pérdida de hueso debida a la edad*®.

- Estudios relacionando las tasas de crecimiento desde la infancia con el riesgo de

rotura de cadera en la vejez?*% 2%,
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De todos estos estudios se puede concluir que la programacion del crecimiento éseo
puede ser un factor importante y determinante sobre el riesgo de padecer fracturas debidas a
la osteoporosis durante la edad adulta™’® % 18 Asi factores como el peso durante la infancia
o los niveles basales de actividad de la GH/IGF-1 estén relacionados con el CMO del adulto'*®?.
Otros factores como que la madre fume o los niveles de vitamina D durante el embarazo
determinan la mineralizacion intrauterina del esqueleto del nifo. Por Ultimo, la velocidad en el
crecimiento estd directamente asociada con el riesgo de sufrir una rotura de cadera algunas

décadas después!*®?.

Teniendo en cuenta todo lo anteriormente expuesto, se plantea el objetivo de esta

tesis doctoral:

Estudiar el efecto beneficioso que la suplementacidon de la dieta materna con el
prebidtico, inulina enriquecida con oligofructosa, durante la gestacion y la lactancia, puede
generar no solo en la salud dsea de la madre sino también en la formacién y desarrollo del
esqueleto de la cria a lo largo de su vida, desde su nacimiento hasta el final de la adolescencia,

a través de un estudio preclinico en ratas.
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3.1. ANIMALES DE EXPERIMENTACION

Todos los procesos experimentales fueron aprobados por el Comité de Etica del
Instituto en Formacién de Nutricion Animal, IFNA (Estacidn Experimental del Zaidin, CSIC) y se
llevaron a cabo siguiendo las directrices éticas y la legislacidn para la utilizacién de animales de
experimentacion establecidas en el Real Decreto 1201/2005 del 10 de octubre de 2005, B.O.E.
n2 252 del 21 de octubre de 2005 que estd de acuerdo con la Declaracién de Helsinki y las

directrices europeas vigentes.

El presente estudio se ha realizado con 30 ratas hembras gestantes de la raza Sprague-
Dawley de 15 semanas de edad, que se encontraban en el 112 dia de gestacion. Las ratas

fueron suministradas por los Laboratorios Charles Rives (Orleans Cedex, Francia).

Tras la recepcidn, los animales fueron pesados y se dividieron aleatoriamente en los 3
grupos de estudio. Se colocaron individualmente en jaulas adecuadas para la cria en el
animalario que consiste en una habitacidn termostatizada a 229C, con una humedad relativa
del 50% y dotada de sistemas de iluminacidn y ventilacién automaticos. La iluminacion artificial

permitia generar un ciclo de 12h de luz (7:00 a 19:00)/12h oscuridad.

Cada grupo de estudio contd con un total de 10 animales y se definieron de la

siguiente manera:

Grupo control (grupo CC), ratas alimentadas durante la gestacidn y lactancia con dieta
estandar AIN93G. La dieta AIN93G es una dieta estandar control para animales en periodo de
gestacidén, lactancia o crecimiento. Esta dieta cubre los requerimientos de los animales en

estos periodos, aportando los niveles de Ca y Vitamina D necesarios?*.

Grupo fortificado en calcio (Grupo Ca) ratas alimentadas durante la gestacidén y
lactancia con dieta AIN93G fortificada con 0.5% de carbonato calcico, lo que resulta en una

concentracion final de ién Ca** de 1g/100 g de producto.

Grupo enriquecido con prebidtico (Grupo Pre) alimentado durante la gestacién vy

lactancia con dieta AIN93G con un 7.5% de los carbohidratos totales como inulina enriquecida
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con fructooligosacaridos (FOS) (Synergy-1®, Orafti, Bélgica). Este prebidtico es una mezcla 1:1
de fructooligosacdridos con un grado medio de polimerizacién de 4, y una inulina de alto

rendimiento con un grado medio de polimerizacidn de 25.

Durante la gestacion y la lactancia, las ratas tuvieron libre acceso a la comida y al agua
desionizada (MilliQ) que se suministraron ad libitum. Durante estos periodos se realizaron

controles de peso y de ingesta al menos dos veces por semana.

3.1.1. COMPOSICION DE LAS DIETAS.

La composicion de las dietas cumplen con las normas internacionales de composicién

del American Institute of Nutrition (AIN) (1997) ?%%) y se recoge en la Tabla 5.
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Tabla 5. Composicién nutricional de las dietas ensayadas.
AIN93-G AIN93-G+Ca AIN93-G+Pre
(Grupo CC) (Grupo Ca) (Grupo Pre)
Grasa total (g/kg dieta)

Aceite de Soja 71.8 71.8 71.8
Proteinas (g/kg dieta) 183.1 183.1 183.1
Carbohidratos (g/kg dieta) 661.6 661.6 661.6

Celulosa 49.5 49.5 0.0

Inulina enriquecida en FOS* 0.0 0.0 75.0
Minerales (/kg diet)

Calcio (g) 5.25 10.5 5.25

Fosforo (g) 3.15 3.15 3.15

Magnesio (mg) 539.0 539.0 539.0

Zinc (mg) 39.9 39.9 39.9
Vitaminas (/kg diet)

Vitamina A (Ul) 4200 4200 4200

Vitamina D; (Ul) 1200 1200 1200

Vitamina E (Ul) 90 90 90

Vitamina K; (mg) 1.08 1.08 1.08
Energia (kcal/kg diet) 3820.0 3830.0 3840.0

*La fuente de prebidtico, la Inulina enriquecida en fructooligosacdridos proviene de Orafti®

Synergy 1 (Beneo, Alemania) y es una mezcla 1/1 de oligofructosa e inulina de alto rendimiento.
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Tras el parto, las camadas fueron pesadas individualmente. Para estandarizar y
minimizar las variaciones en la nutricién de las crias durante el periodo de lactancia y evitar
efectos de interaccidn madre-cria, las crias pertenecientes a un mismo grupo de alimentacion
se mezclaron y se asignaron aleatoriamente a las madres del grupo. Finalmente, las nuevas
camadas se formaron con un total de 8 animales, 5 hembras y 3 machos. Aunque en este
estudio no se utilizaron, se introdujeron machos en cada camada para mimetizar las camadas

naturales y para evitar una posible diferencia durante la lactancia debida al género de las crias.

La intervencién nutricional en las madres termind con el destete de las crias que se
produjo a los 2241 dias tras el nacimiento. Una vez destetadas, las crias hembras se alojaron
en grupos de 4 animales por jaula y fueron alimentadas ad libitum con dieta estandar
adecuada para el crecimiento, AIN93G (dieta control), hasta los 43 dias de edad. Pasado este
periodo, las ratas se individualizaron y pasaron a ser alimentadas con dieta estandar de
mantenimiento, AIN93M, hasta el final del periodo de adolescencia, 90 dias de edad. Durante
todo el periodo de crecimiento transcurrido tras el destete, las ratas tuvieron libre acceso a

agua desionizada (MilliQ).

Las crias fueron pesadas dos veces por semana durante el periodo de lactancia y

semanalmente desde el destete hasta el final de la adolescencia.

La Figura 19 muestra el disefio experimental del estudio.
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Figura 19. Diseiio experimental del estudio.
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3.1.2. SACRIFICIO DE LOS ANIMALES Y OBTENCION DE

MUESTRAS

Los animales fueron sacrificados tras el nacimiento (tiempo O, crias), el destete

(tiempo 23, madres y crias) y al final de la adolescencia (tiempo 90, crias).

Para el sacrificio, los animales fueron puestos en ayunas sin acceso a comida pero con
libre acceso al agua desionizada durante 4h en el caso de las ratas del tiempo 23 dias y durante
12h en el caso de las de las madres y de las crias sacrificadas a tiempo 90 dias. El ayuno fue
relativo a la edad del animal. Durante el periodo de ayunas, tanto las madres como las crias al
final de la adolescencia fueron introducidos en jaulas metabdlicas para la recogida de la orina
de las 12h nocturnas. Para esto, se colocd un tubo acidificado con 60ul de acido clorhidrico 6N
y protegido de la luz en el colector de orina de las jaulas. A las 12h, se midié el volumen de la
orina de 12h, se acidificd con HCI 6N, 35uL por cada 1ml de orina, se agité y centrifugd a 1500
r.p.m. durante 10min a 42C. El centrifugado se alicuotd y se congeld a -802C para medir los

biomarcadores de resorcidn: deoxipiridinolina (DPD) y piridinolina (PYD).

Tras el periodo de ayuno, los animales fueron anestesiados via intraperitoneal con
pentobarbital sédico, 30mg/kg de peso (Abbott Laboratories, Chicago, IL, EEUU). Una vez
anestesiados, se les realizé una incision abdominal y se le extrajo sangre por puncidn cardiaca.
Tras ser desangrados, se aislé el ciego y se recogid su contenido que fue congelado a -802C

para su posterior analisis del pH cecal.

La sangre extraida se recogié en tubos especiales para la separacion de suero
(Sarstedt, Alemania) y se centrifugd a 1500xg durante 10 minutos a 42C. El suero asi obtenido
se dividié en alicuotas que fueron congeladas y conservadas a -802C. Del suero obtenido se
midieron marcadores bioquimicos de formacién dsea osteocalcina (OC) y fosfatasa alcalina
(ALP), y de resorcidon ésea como la hormona paratiroidea (PTH) segun los protocolos descritos

a continuacion.
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3.2. TECNICAS ANALITICAS.

3.2.1.1. Osteocalcina.

Para la determinacidn de osteocalcina sérica se utilizd un kit de inmunoensayo
enzimatico Rat-MID™ Osteocalcin EIA de la casa IDS (Inmunodiagnostic Systems, Boldon, Reino

Unido) para la determinacién cuantitativa de osteocalcina en suero de rata.

El kit de determinacién se basa en la unién competitiva del anticuerpo monoclonal con
la osteocalcina soluble o inmovilizada. El anticuerpo monoclonal reconoce la parte molecular
intermedia (aminoacidos 21-29) de la molécula®®”. Brevemente, durante la pre-incubacién, la
osteocalcina biotinilada se inmoviliza al unirse con la estreptavidina adherida en el fondo de
los pocillos. Tras vaciar y lavar los pocillos, las muestras, controles y estandares se pipetean
seguidos de la solucion de anticuerpo monoclonal. Tras la incubacién primaria, los pocillos se
vuelven a vaciar y lavar. En la incubacién secundaria se anade las inmunoglubulinas anti-ratén
conjugadas con peroxidasa que se unen con el anticuerpo monoclonal. Tras un tercer paso de
vaciado-lavado, se aflade un substrato cromdgeno (tetrametilbenzidina, TMB) que produce un
reaccion coloreada que se detiene con acido sulfurico. Se realiza la medicion de absorbancia a
450nm en un lector de microplacas. El nivel de absorcidn es inversamente proporcional a la

concentracion de osteocalcina encontrada en la muestra.

3.2.1.2. Hormona Paratiroidea Sérica (PTH)

Para la determinacidn de la hormona paratiroidea (PTH) en suero de rata se utilizé el
kit de determinacidon cuantitativa de PTH intacta en plasma o cultivo celular por ELISA
(Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) Rat BioActive Intact PTH ELISA Kit, de la casa

Immutopics (Immutopics Int, California, EEUU).

El kit estd compuesto de dos anticuerpos policlonales seleccionados para detectar
solamente la forma bioldégicamente activa de larga duracion de la PTH intacta de rata. Por un
lado el anticuerpo que reconoce los epitopes de la porcion C-terminal del péptido se encuentra
biotinilado para la captura, mientras que el anticuerpo que reconoce el epitope N-terminal se

encuentra conjugado con la enzima peroxidasa de rabano (HRP) para la deteccion. De ésta
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manera, la PTH intacta presente en la muestra se une inmunolégicamente al anticuerpo de

captura y junto al anticuerpo de deteccidn se forma un complejo tipo sdndwich:

Pocillo/Avidina-Biotina Anti-Rat PTH —PTH Intacta — HRP Anti-Rat PTH

Tras el periodo de incubacidn, los pocillos se lavan eliminando cualquier anticuerpo no
unido junto con otros componentes presentes en la muestra. Las enzimas unidas en los
pocillos se incuban con la solucién de substrato (TMB) generando color que se mide
espectrofotométricamente. La actividad enzimatica del complejo de anticuerpos unidos en los
pocillos en directamente proporcional a la cantidad de PTH bioactiva intacta que hay en la

muestra.

La cuantificacidn unica de la forma biolégicamente activa de larga duracién de la PTH
intacta de rata con este kit proporciona una evaluacién exacta y sensible de los cambios en el

hueso y en el metabolismo mineral.

3.2.1.3. Deoxipiridinolina (DPD).

Para la determinacién de deoxipiridinolina (DPD) en orina de rata se utilizo el kit de
determinacion de DPD total por enzimoinmunoensayo (EIA) (Quidel Corporation, California,

EEUU).

La medida de DPD total se realizd en las muestras hidrolizadas de orina de 12h. Para la
hidrdlisis acida a cada muestra de orina, 50ul, se le afadié un volumen igual de &cido
clorhidrico 6N, 50ul, y se incubd durante 18-20 horas a 992C. Transcurrido el tiempo de
incubacién, las muestras se enfriaron y se neutralizaron con 25ul de hidréxido sédico 10N vy
25ul del tampdn suministrado en el kit (tampdn fosfato, pH=7.2). La determinacién del DPD se
realiza por un inmunoensayo enzimatico competitivo donde el DPD de las muestras
hidrolizadas compite con la fosfatasa alcalina conjugada con DPD en la unién con el anticuerpo
monoclonal anti-DPD. Finalmente la reaccién se detecta a través del sustrato para-

nitrofenilfosfato (pNPP) que produce una reaccion coloreada que se detiene con hidroxido
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sodico 0.5N. El nivel de absorcion a 405nm es inversamente proporcional a la concentracién de

DPD total encontrada en la muestra.

EL DPD se forma por medio de la acciéon enzimatica de la lisil-oxidasa sobre la lisina y
de libera a la circulacion durante los procesos de resorcion ésea. Al ser excretado sin
metabolizar por la orina y al no verse afectado por la dieta, lo hacen un marcador adecuado de

la resorcion dsea.

3.2.1.4. Piridinolina (PYD).

Para la determinacién de la piridinolina (PYD) en orina de rata se utilizé el kit de
determinacion de PYD total por enzimoinmunoensayo (EIA) (Quidel Corporation, California,

EEUU).

La medida de PYD se realizé en las muestras acidificadas de orina de 12h. La
determinacion del PYD se realiza por un inmunoensayo enzimatico competitivo donde el PYD y
el DPD de la muestra compiten por el anticuerpo con el PYD recubierto en la tira. La reaccién
se detecta con el sustrato para-nitrofenilfosfato (pNPP) que produce una reaccién coloreada
gue se detiene con hidréxido sédico 0.5N. Por ultimo se determina el nivel de absorcién a

405nm.

Metra PYD es un andlisis de orina que permite una determinacién cuantitativa de la
excrecién de enlaces cruzados de piridinio como indicador de la reabsorciéon de colageno de

tipo |, en especial del colageno dseo.

3.2.1.5. Fosfatasa Alcalina (ALP).

La determinacién de esta enzima en suero se realizd utilizando un kit comercial
suministrado por Rolf Greiner BioChemica (DiaSys Greiner, Flacht, Alemania) y analizada
utilizando el analizador automatico ALCYON 300 (Abbott laboratorios Ltd, EEUU). La reaccion

de determinacidn se basa en el método estdndar optimizado por la Deutsche Gesellschaft fiir
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(208)

Klinische Chemie'™™’, segun el cual, la fosfatasa alcalina (ALP) cataliza la hidrdlisis del p-

nitrofenilfosfato (pNPP) a pH 10,4 liberando p-nitrofenol y fosfato, segln la siguiente reaccion:
p-nitrofenilfosfato + H,O (en presencia de ALP) = fosfato+ p-nitrofenol (abs. 405nm)

La velocidad de formacién del p-nitrofenol, determinado fotométricamente a 405 nm,

es proporcional a la concentracidn catalitica de fosfatasa alcalina en la muestra ensayada(zog;

210)

La actividad de la fosfatasa alcalina en suero comprende a la de varias isoformas que
se originan en diferentes tejidos siendo las dos fracciones mayoritarias la fosfatasa alcalina
6sea y la hepatica. Los niveles de fosfatasa alcalina, siempre que se descarte un fallo hepatico,

son usados como marcador de la actividad osteoblastica'®".

3.2.1.6. Creatinina (CRE).

Para la determinacidon de creatinina en suero y orina se utilizé un kit comercial
suministrado por Rolf Greiner BioChemica (DiaSys Greiner, Flacht, Alemania) y analizada
utilizando el analizador automatico ALCYON 300 (Abbott laboratorios Ltd, EEUU). La

determinacidon se basa en la reaccién descrita por Jaffé (1886)(212)

. La creatinina y otros
compuestos de la muestra reaccionan con el acido picrico en medio alcalino dando un
complejo color rojo el cual absorbe a 510 nm. La velocidad con la que se forma el color es

proporcional a la creatinina en la muestra.

Creatinina+ picrato sodico (medio basico) 2 complejo creatinina-picrato (abs. 510 nm)

3.3. ANALISIS DEL pH EN EL CONTENIDO DEL CIEGO.

El analisis del pH del contenido del ciego se realizé en una homogenizacién en agua
desionizada (MilliQ). Para ello, 0,5 gramos de contenido cecal se homogenizaron en 10 ml de
agua y el pH de la disolucidn resultante se midié con un pHmetro standard de laboratorio
(CRISON, Barcelona, Espaiia).
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3.4. ANALISIS DENSITOMETRICO EX-VIVO.

Para el analisis de la densidad mineral ésea (DMO) y el contenido mineral éseo (CMO)
se utilizé el equipo de densitometria o absorciometria con rayos X de doble energia (dual
energy X-ray absorptiometry, DEXA) pDEXA®(Norland corp., Fort Atkinson, WI, EEUU). Se
midieron DMO y CMO del cuerpo entero en el caso de las crias al destete y de los huesos
aislados, fémur, tibia y vértebra, de las madres y de las crias al final de la adolescencia. Los
fémures fueron analizados desde el cuello femoral hasta la insercién de la rodilla. El andlisis de
la tibia incluyé el peroné o fibula y se realiz6 desde la rodilla hasta el tobillo. Por ultimo, las
vértebras se midieron desde el nivel inferior de la vértebra lumbar nimero 2 hasta la parte
superior de la vértebra lumbar 5 (LV2-LV5). Para evitar posibles variaciones debido al uso del
equipo y posterior andlisis de las muestras, todas las medidas se realizaron por el mismo

técnico especializado.

La medicion por DEXA permite la discriminacién de diferentes estructuras del
organismo. Es una técnica utilizada habitualmente en la practica clinica centrandose sobre la
columna lumbar y la cadera que permite cuantificar la DMO de los pacientes. A partir de esos
datos, se puede estimar el riesgo de fractura, tomar decisiones terapéuticas, y evaluar la

respuesta al tratamiento!?*>2%),

3.5. MICRO-TOMOGRAFIA COMPUTERIZADA (uCT)

Los fémures, tibias y vértebras lumbares 4 (LV4) fueron escaneados ex-vivo de las crias
al nacimiento, destete y al final de la adolescencia, asi como de las madres tras el destete
usando los equipos de UCT de alta resolucion Metris (XTek) Benchtop 160Xi CT Scanner
(Universidad de Southampton, Reino Unido) y VivaCT-40 system (Scanco Medical AG,
Brittisellen, Suiza). Brevemente, en el fémur y la tibia se escaneo la zona trabecular secundaria
dentro de la metéfisis y por debajo del plato de crecimiento. En la vértebra, LV4, se escaneo la
zona esponjosa entre los dos platos de crecimiento. Todos los escadneres realizados al
nacimiento y al destete de los huesos de las crias fueron realizados a 150kV, 60uA utilizando
un patrén de molibdeno. Las muestras a estas edades se escanearon a una resolucién de 19um
con un tiempo de exposicion de 534ms y una ganancia digital 4x. Las imagenes volumétricas en
3D se reconstruyeron desde las imagenes individuales tiff obtenidas del escaner de CT usando

el software Metris (XTek) CT-Pro. El analisis del hueso cortical y esponjoso de los animales al
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final de la adolescencia y de las madres al destete se realiz6 a 70kV y 114pA, con una
resolucidn de 16um y un tiempo de integracién de 600 ms para los fémures y tibias y de 20 um
con un tiempo de integracidon de 800ms para las vértebras, LV4. En este caso, para obtener las

imagenes tridimensionales, 3D, se utilizaron unos portales o umbrales de 204 y 240 que

permitieron binarizar los andlisis del hueso cortical y trabecular.

Los parametros de la arquitectura trabecular medidos fueron

Numero de trabéculas (Th.N, 1/mm) mide el nimero medio de trabéculas por unidad

de longitud. Es un parametro relacionado con la densidad trabecular.

Grosor trabecular (Tb.Th, mm) que mide el grosor trabecular.

Separacion trabecular (Th.Sp, mm) que determina la distancia o espacio entre

trabéculas.

La fraccién volumétrica de hueso (BV/TV) determina la fraccién de hueso esponjoso

incluyendo el hueso mineralizado y los osteoides.

La superficie dsea especifica (BS/BV, mm™) caracteriza el grosor y la complejidad de las

estructuras.

La densidad conectiva (Conn.D, mm™) indica una medida del grado de conectividad

entre trabéculas normalizada por el volumen total (TV).

Entre los pardmetros corticales medidos se encuentran:

La densidad mineral ésea volumétrica del hueso cortical (C.BMD),

La anchura cortical (C.Th, mm) como una medida de la anchura de la pared cortical.
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La porosidad cortical (C.SP, %) definida como el volumen de poros dividido por el

volumen del hueso cortical.

El Momento polar de inercia (pMOI, mm?) es un indice estructural de resistencia a la

torsion.

3.6. TRATAMIENTO ESTADISTICO.

Los datos se presentan como valor medio * error estandar de la media (EEM). Para
comprobar diferencias entre grupos atribuidas a la dieta en los diferentes parametros, se
realizé un andlisis de la varianza one-way ANOVA seguido del test “post hoc” LSD protegido
(protected least significant difference mean separation) de Fisher. A aquellos grupos que no
mostraron una distribucién normal o igualdad de la varianza se les realizé el test de Kruskal-
Wallis. Las diferencias son consideradas significativas para todos los tratamientos estadisticos
a un nivel de p<0.05, mientras que diferencias significativas con valores de p entre el 0.05y el
0.10 son definidas como tendencias. Todos los analisis se han efectuado con el software

estadistico Statgraphics Centurion XVI (Stat Point Inc., Herndon, Virginia, EEUU).
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RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. EFECTO DE LA DIETA MATERNA EN EL PESO DE LAS

MADRES Y CRIAS.

La evolucidn tanto del peso como de la ingesta de las madres durante el tiempo de la
intervencién nutricional, esto es, durante la gestacion y la lactancia fue similar entre el grupo
control y los grupos experimentales. Asi, el dia del sacrificio, los pesos de las madres no fueron
distintos entre los tres grupos de estudio: grupo CC: 258.0 £ 5.9 g; grupo Ca: 265.0+ 4.2 gy el
grupo Pre: 251.4 +5.7 g (figuras 13-14).

Figura 20. Evolucién del peso de las madres durante el periodo de intervencién

nutricional.
350 =
Gestacion Lactacion Sacrificio
300+
(@)]
250+ -\..
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r = Ca
=== Pre
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DG +11 DG +14 DG +18 Parto +7 +18
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Los valores estdn expresados como la media+ E.E.M.

Grupo CC, Grupo control; Grupo Ca, Grupo fortificado con calcio; Grupo Pre, Grupo

suplementado con prebidtico (Inulina enriquecida con FOS); DG, Dia gestacional.
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Figura 21. Evolucion de la ingesta de las madres durante el periodo de intervencion

nutricional.
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Los valores estdn expresados como la media+ E.E.M.

Grupo CC, Grupo control; Grupo Ca, Grupo fortificado con calcio; Grupo Pre, Grupo

suplementado con prebidtico (Inulina enriquecida con FOS); DG, Dia gestacional; DL, Dia de lactacion.

A pesar de no haber diferencias entre los pesos de las madres, la intervencién
nutricional llevada a cabo durante la gestacidon y la lactancia afectd significativamente los
pesos de la descendencia (figura 22). Asi, al nacimiento, el peso medio de las crias del grupo Ca
fue significativamente menor que la media en peso del grupo control: 8.24 + 0.10g frente a
8.65 + 0.12g (p<0.05), mientras que no hubo diferencias entre el grupo control y el grupo Pre

(8.52 +0.13g).
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En el destete, las crias del grupo Ca continuaron mostrando un menor peso (62.0 +
0.9g; p<0.05) que el grupo CC (72.2 £ 1.3g) y a esta edad también que el grupo Pre (67.6 +
1.0g).

Estas diferencias en peso entre las crias del grupo Ca y las de los grupos CC y Pre se
fueron perdiendo durante la fase de crecimiento, llegando a no haber diferencias en el peso
entre los grupos al final de la adolescencia: grupo CC: 272.7+ 9.0g; grupo Ca: 250.0% 8.6g y
grupo Pre: 257.7+ 7.1g.

Figura 22. Evolucion del peso de las crias durante el estudio.
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Los valores estdn expresados como la media+ E.E.M.
Grupo CC, Grupo control; Grupo Ca, Grupo fortificado con calcio; Grupo Pre, Grupo
suplementado con prebidtico (Inulina enriquecida con FOS).
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4.2. EFECTO DE LA DIETA MATERNA EN EL HUESO DE

LAS MADRES.

4.2.1. RESULTADOS DENSITOMETRICOS.

Tras la medicion con el pDEXA de los diferentes huesos aislados de las madres se

obtienen los datos de densidad y contenido mineral 6seo (DMO y CMO).

En términos de valores absolutos, en los tres huesos medidos, el fémur, la tibia y la
vértebra, los valores de DMO y CMO son mas bajos en las madres que recibieron la dieta
fortificada con Ca frente a los de las madres de los grupos CC y Pre. Ademas, son éstas ultimas,
las madres alimentadas con la dieta suplementada con el prebidtico (inulina enriquecida con
FOS), las que presenta los mayores valores absolutos en DMO y CMO de entre los tres grupos.
La estadistica sélo muestra diferencias significativas en la tibia, donde los valores de DMO y
CMO obtienen significacion (p<0.05) para los grupos CCy Pre al compararlos con los del grupo

Ca (tabla 6, figura 23).
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Tabla 6. Resultados densitométricos (pDEXA) del contenido mineral 6seo (CMO) y de
la densidad mineral 6sea (DMO) de las madres tras el sacrificio (final de la lactacion).

Los valores estdn expresados como la media+ E.E.M.
Grupo CC, Grupo control; Grupo Ca, Grupo fortificado con calcio; Grupo Pre, Grupo

Grupo CC Grupo Ca Grupo Pre
(n=10) (n =10) (n = 10)

Fémur

CMO (g) 0.3075+0.0114 0.2813 +0.0128 0.3127 +0.0146

DMO (g/cm?) 0.1532 +0.0038 0.1419 + 0.0044 0.1585 + 0.0057
Tibia

CMO (g) 0.2394 + 0.0062 0.2122 + 0.0094" 0.2407 +0.0096

DMO (g/cm?) 0.1229 + 0.0019 0.1161 + 0.0019"° 0.1258 +0.0032"
Lv4-5

CMO (g) 0.3064 £ 0.0106 0.2815 +0.0180 0.3138 +0.0165

DMO (g/cm?) 0.1473 + 0.0029 0.1373 +0.0048 0.1500 + 0.0039

suplementado con prebiético (Inulina enriquecida con FOS). Las diferencias estadisticas se
han definido como p<0.05. (CC) significativamente diferente vs el grupo control, (Ca)
significativamente diferente vs el grupo Ca.
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Figura 23. Resultados de la densitometria 6sea (pDEXA): densidad mineral ésea
(DMO) y de la contenido mineral 6seo (CMO) de las madres tras el sacrificio (final de

la lactacion).
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Los valores estdn expresados como la media+ E.E.M.

Grupo CC, Grupo control; Grupo Ca, Grupo fortificado con calcio; Grupo Pre, Grupo
suplementado con prebidtico (Inulina enriquecida con FOS). Las diferencias estadisticas se
han definido como p<0.05. (CC) significativamente diferente vs el grupo control, (Ca)

significativamente diferente vs el grupo el grupo Ca.
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4.2.2. RESULTADOS DE LA MICRO-ESTRUCTURA.

El estudio de la micro-estructura de los huesos realizado a través de la técnica puCT

muestra la mismas tendencias descritas por la densitometria.

De una manera general, en todos los huesos analizados, el grupo Pre presenta una
mejor micro-estructura trabecular que los grupos CCy Ca (tabla 7, figuras 24-26) siendo la tibia
la que muestra el mayor impacto de la intervencidn nutricional y en la que se obtuvieron las

diferencias estadisticas (Figura 25).

Asi, la tibia de las madres del grupo Pre muestra un incremento significativo en la
anchura trabecular (Tb.Th) (p<0.05) y una disminucidon del ratio BS/BV (p<0.01) con respecto al
grupo control. Aunque al compararlos con los del grupo Ca éstos dos pardmetros no alcanzan
diferencias significativas, si muestran una tendencia (p<0.08). Ademas, el grupo Pre muestra
un incremento significativo (p<0.05) tanto en BV/TV como en la densidad conectiva (Conn.D)

de la trabécula comparados con los del grupo CCy Ca.

Por otro lado, y aunque la estadistica no muestre significacién, es interesante destacar
el mayor nimero de trabéculas (Tb.N) que presenta el grupo Pre frente al grupo CC (+14%) o
frente al grupo Ca (+38%) asi como también la disminucién en el espacio trabecular (Tb.Sp) de

un -6% vs control y de un -23% vs el grupo Ca.
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Tabla 7. Arquitectura trabecular de los huesos de las madres tras el sacrificio (final de

la lactacion).

Los valores estdn expresados como la media+ E.E.M.

RESULTADOS Y DISCUSION

Vértebra (LV4)

Grupo CC Grupo Ca Grupo Pre
(n=28) (n=28) (n=28)
Fémur
BV/TV 0.1584 £ 0.0116 0.1291 £ 0.0086 0.1521£0.0154
BS/BV (1/mm ) 34.29 % 1.27 33.77 £ 0.62 32,59+ 1.45
Th. Th (mm) 0.0736 + 0.0023 0.0715 + 0.0018 0.0744 £ 0.0020
Th. Sp (mm) 0.6185 + 0.0482 0.7150 + 0.050 0.6169 + 0.0767
Th. N (1/mm) 1.816 + 0.1389 1.535 + 0.0985 1.516 + 0.077
Conn.D 70.01 + 3.14 57.85 + 4.25 73.97 +11.47
Tibia
BV/TV 0.1274 £ 0.0094 0.1211+£0.0065  0.1723 +0.0213%
BS/BV (1/mm ) 43.55+ 1.13 41.30 + 0.85 38.33 + 1.31°C
Th. Th (mm) 0.0614 + 0.0014 0.0631 + 0.0011 0.0669 +0.0017¢
Th. Sp (mm) 0.4036 + 0.0300 0.4956 + 0.0364 0.3795 £ 0.0472
Th. N (1/mm) 2.598 % 0.1933 2.151%0.1371 2.979 £ 0.3915
Conn.D 73.78 £ 4.57 66.18 + 4.71 100.1 £ 14.58°““

BV/TV 0.2759 +£ 0.0127 0.2580 + 0.0143 0.2985 + 0.0234
BS/BV (1/mm ) 30.27+£1.01 31.83+£1.11 2892+ 1.18
Tb. Th (mm) 0.0750 £ 0.0018 0.0713 + 0.0016 0.0768 £ 0.0012
Th. Sp (mm) 0.2544 + 0.0063 0.2571 + 0.0095 0.24190.011%
Th. N (1/mm) 3.978 £0.081 3.947+0.124 4,140+ 0.179
Conn.D 104.0+4.1 104.6 £ 3.6 99.1+4.5

Grupo CC, Grupo control; Grupo Ca, Grupo fortificado con calcio; Grupo Pre, Grupo suplementado
con prebidtico (Inulina enriquecida con FOS. BV/TV, ratio volumen de hueso/Volumen total;
BS/BV, ratio Superficie de hueso/volumen de hueso; Th.Th, Anchura trabecular; Tb.Sp, Separacién
Trabecular; Tb.N, nimero de trabéculas; Conn.D, Densidad del tejido conectivo, LV4, vértebra
lumbar 4.

Las diferencias estadisticas se han definido como p<0.05. (CC) significativamente diferente vs el
grupo control, (Ca) significativamente diferente vs el grupo Ca.
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Figura 24. Resultados trabeculares 6seos del fémur de las madres tras el sacrificio
(final de la lactacion).
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Los valores estdn expresados como la media+ E.E.M.

Grupo CC, Grupo control; Grupo Ca, Grupo fortificado con calcio; Grupo Pre, Grupo
suplementado con prebidtico (Inulina enriquecida con FOS). BV/TV, ratio volumen de
hueso/Volumen total; BS/BV, ratio Superficie de hueso/volumen de hueso; Tb.Th, Anchura
trabecular; Th.Sp, Separacion Trabecular; Tb.N, nimero de trabéculas.

Las diferencias estadisticas se han definido como p<0.05. (CC) significativamente diferente vs
el grupo control, (Ca) significativamente diferente vs el grupo Ca.
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Figura 25. Imagenes tridimensionales del hueso trabecular del fémur de las madres
tras el sacrificio (final de la lactacion).

Grupo CC

Grupo Ca

Grupo Pre

Las Imdgenes se han elegido como representativas de su grupo.
Grupo CC, Grupo control; Grupo Ca, Grupo fortificado con calcio; Grupo Pre, Grupo
suplementado con prebidtico (Inulina enriquecida con FOS).
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Figura 26. Resultados trabeculares dseos de la tibia de las madres tras el sacrificio
(final de la lactacion).
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Los valores estdn expresados como la media+ E.E.M.

Grupo CC, Grupo control; Grupo Ca, Grupo fortificado con calcio; Grupo Pre, Grupo
suplementado con prebictico (Inulina enriquecida con FOS). BV/TV, ratio volumen de
hueso/Volumen total; BS/BV, ratio Superficie de hueso/volumen de hueso; Th.Th, Anchura
trabecular; Th.Sp, Separacion Trabecular; Tb.N, nimero de trabéculas.

Las diferencias estadisticas se han definido como p<0.05. (CC) significativamente diferente
vs el grupo control, (Ca) significativamente diferente vs el grupo Ca.
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Figura 27. Imdagenes tridimensionales del hueso trabecular de la tibia de las madres
tras el sacrificio (final de la lactacion).

Grupo CC

Grupo Ca

Grupo Pre

Las Imdgenes se han elegido como representativas de su grupo.
Grupo CC, Grupo control; Grupo Ca, Grupo fortificado con calcio; Grupo Pre, Grupo
suplementado con prebidtico (Inulina enriquecida con FOS).
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Figura 28. Resultados trabeculares 6seos de la vértebra LV4 de las madres tras el
sacrificio (final de la lactacion).
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Los valores estdn expresados como la media+E.E.M.
Grupo CC, Grupo control; Grupo Ca, Grupo fortificado con calcio; Grupo Pre, Grupo suplementado
con prebidtico (Inulina enriquecida con FOS). BV/TV, ratio volumen de hueso/Volumen total;
BS/BV, ratio Superficie de hueso/volumen de hueso; Th.Th, Anchura trabecular; Tb.Sp, Separacién
Trabecular; Th.N, niimero de trabéculas.
Las diferencias estadisticas se han definido como p<0.05. (CC) significativamente diferente vs el

grupo control, (Ca) significativamente diferente vs el grupo Ca.
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Figura 29. Imagenes tridimensionales del hueso trabecular de la vértebra LV4 de las
madres tras el sacrificio (final de la lactacidn).

Grupo CC

Las Imdgenes se han elegido como representativas de su grupo.
Grupo CC, Grupo control; Grupo Ca, Grupo fortificado con calcio; Grupo Pre, Grupo
suplementado con prebidtico (Inulina enriquecida con FOS).
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4.2.3. RESULTADOS BIOQUIMICOS.

En términos generales no se encontraron diferencias en los marcadores bioquimicos
séricos entre los grupos de estudio. Cabe destacar que las madres del grupo Ca presentan mas
elevados los marcadores relacionados con la formacidn ésea, osteocalcina y fosfatasa alcalina,
y también los parametros de resorcion ésea, DPD y PYD (tabla 8). Tan sélo en la osteocalcina el
grupo Ca se vuelve significativamente diferente (p<0.01) frente al grupo control pero no frente
al grupo Pre. También el grupo Pre muestra en éste parametro una tendencia a un aumento

con respecto el grupo CC (p<0.07).
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Tabla 8. Marcadores de formacidn y resorcion ésea en suero y orina de 12h de las

madres tras el sacrificio (final de la lactacidn).

RESULTADOS Y DISCUSION

Grupo CC Grupo Ca Grupo Pre
(n=10) (n=10) (n=10)
Marcadores de Formacion
Osteocalcina 7489 +759.4 11133 + 1008 9763 £ 869.6
(mg/mol creatinina)
Fosfatasa Alcalina 3874+726.3 5045 £ 639.8 3242 + 380.3
(U/mmol creatinina)
Marcadores de Resorcién
PTH 1030% 113.0 880.5+120.3 828.0£90.74
(mg/mol creatinina)
DPD 166.3x 13.03 219.4£26.59 187.5+20.22
(umol/mol creatinina)
PYD 214.4+11.46 242.4+26.30 213.1 £12.87

(umol/mol creatinina)

Los valores estdn expresados como la media+E.E.M.

Grupo CC, Grupo control; Grupo Ca, Grupo fortificado con calcio; Grupo Pre, Grupo
suplementado con prebidtico (Inulina enriquecida con FOS); Osteocalcina, Fosfatasa alcalina
y la PTH (Hormona Paratiroidea) se midieron en suero. DPD (Deoxipiridinolina) y PYD
(Piridinolina) se midieron en orina de 12h-acidificada.

Las diferencias estadisticas se han definido como p<0.05. (CC) significativamente diferente
vs el grupo control, (Ca) significativamente diferente vs el grupo Ca.
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4.2.4. ANALISIS DEL pH DEL CONTENIDO CECAL.

El pH del contenido cecal procedente de las madres del grupo Pre (8.083 + 0.208) es
significativamente inferior al de los grupos CC (8.872 + 0.080; p<0.01) y Ca (8.558 + 0.127;
p<0.05).

4.3. DISCUSION DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS EN

LAS MADRES

El esqueleto materno juega un papel fundamental en el desarrollo del hueso de la
descendencia. Durante el desarrollo fetal, el esqueleto materno provee del calcio requerido
por el feto, principalmente durante el tercer trimestre de gestaciéon. Mas tarde, en el parto y
durante la lactancia, provee del calcio necesario para la produccidn de la leche. Por esto, los
depdsitos maternos de Ca menguan conforme avanza la edad gestacional, ya que el feto
acumula de 25 a 30g de Ca durante éste periodo, y posteriormente, durante la lactancia,

cuando se transfieren unos 210mg de Ca por dia para la produccién de la leche materna!** 21

217)

En este estudio, el esqueleto de las ratas madres alimentadas con una dieta no
deficiente suplementada con inulina enriquecida con FOS presenta una mayor proteccién
frente a la pérdida de hueso u osteopenia transitoria que se produce durante la gestacién y la
lactancia. Sin embargo, la fortificacion con Ca de la dieta materna que no es deficiente
nutricionalmente durante estos mismos periodos no produce ningln efecto protector en el

esqueleto de las madres.

El Ca es un nutriente esencial durante la gestacion y la lactancia. Es interesante
subrayar que se considera que la mayoria de la poblacién, y en especial las mujeres gestantes
o lactantes, no consumen la cantidad de Ca recomendada, de 1000 a 1200mg Ca por dia, por lo
que la suplementacién con éste mineral esta altamente recomendada durante estos periodos.
De hecho, la suplementacion con Ca ha mostrado tener efectos beneficiosos tanto sobre el
esqueleto materno como sobre el del feto. Ademas se la ha relacionado con otros efectos
positivos, como la reduccién del riesgo materno a tener hipertension inducida por el

embarazo, preeclampsia y otras complicaciones(m). Por otro lado hay que tener en cuenta que
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la mayoria de los estudios epidemioldgicos han sido realizados en poblaciones que presenta
una deficiencia en Ca, por lo que, como antes mencionaba, una suplementacidon con éste

(216; 219) gjpy embargo, no todos los

mineral puede ejercer un efecto positivo sobre la salud ésea
estudios realizados en humanos han mostrado un efecto positivo de la suplementacién con Ca
durante la gestacion y la lactancia sobre la conservacion y/o proteccién de la salud dsea
materna, incluso en poblaciones altamente deficientes con consumos muy bajos, menores a

(168) muestran como una

los 280 mg/dl'a(m). Asi, en un estudio reciente, Jarjou et al.
suplementacién con Ca en mujeres embarazadas con una baja ingesta de este mineral produce

una disminucion en el CMO durante la lactacion.

Conforme a estos resultados, en nuestro estudio, las madres pertenecientes al grupo
Ca muestran las menores CMO y DMO cuando se comparan con los grupos CC y Pre. Ademas,
es este grupo el que muestra el mayor deterioro en la arquitectura trabecular, lo que hace
pensar que es el que mayor descalcificacion sufre durante los periodos estudiados, gestacién y
lactacidn. Esto es, segln nuestros datos, en condiciones no deficientes, una fortificacion de la
dieta materna con Ca durante la gestaciéon y la lactacién no produce ninguna proteccién en la

I. ?2) en un estudio

salud ésea de la madre. Al igual que en nuestro estudio, Shackelford et a
con ratas prefiadas alimentadas con una dieta no deficiente, observo la interaccidn negativa
entre la fortificacién de la dieta con Ca durante la gestacién y los niveles de otros minerales
esenciales como el Fe, Zn, Mg y P (hierro, zinc, magnesio y fosforo) en diferentes tejidos. Estos
resultados sugieren que una suplementacién “mono-mineral” con Ca durante la gestacion y la
lactancia puede no ser suficiente, ya que podria generar una disfuncién en el metabolismo de
otros minerales esenciales que son importantes tanto para la salud materna como para el
desarrollo de la cria. De hecho, algunos investigadores han sugerido que no sélo debe ser el Ca
el que promueve la salud dsea, sino que puede deberse a un efecto sinérgico de todos los

nutrientes que se encuentran en los alimentos ricos en Ca.??% %)

Por otro lado, en nuestro estudio, la administracion de inulina enriquecida en
fructooligosacdridos genera un mayor efecto protector en los huesos de las madres frente a la
osteopenia transitoria asociada a la gestacién y la lactacién. A pesar de no ser
significativamente diferentes, todos los huesos analizados de las madres pertenecientes al

grupo Pre tienen unos valores, en términos absolutos, de DMO y CMO mayores que los huesos
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de las madres control. Hay que tener en cuenta que el andlisis de densitometria dsea no
diferencia entre hueso cortical y hueso trabecular, por lo que las diferencias existentes pueden
encontrarse enmascaradas al estar el hueso cortical menos afectado por la desmineralizacion
que el hueso trabecular. De hecho, en estudios con madres lactantes es el hueso trabecular el
que se ve mas afectado durante la lactancia, mostrando una caida en la CMO trabecular de las
mujeres de entre el 3 y el 10% tras un periodo de 2 a 6 meses de haber dado pecho®*. De
igual modo, Zeni et al.”?*’ encontraron que la contribucion del esqueleto de la rata durante el
periodo de lactacion era mayor en las areas con mayor contenido trabecular. En este estudio,
la tibia proximal de las ratas madres al destete era la zona y el hueso mas afectados por la
desmineralizacion producida durante la lactacién, llegando a tener una disminucién de la DMO
del 20% al compararlas con la misma zona de ratas no-prefiadas usadas como control. Sin
embargo no encontraron pérdidas significativas en las areas donde predomina el hueso

cortical, como son las zonas distal y media de la tibia.

En este sentido, nuestros resultados muestran que es a nivel micro-estructural y en el
hueso esponjoso, principalmente de la tibia (tabla 6, figura 16), donde se alcanzan las mayores
diferencias. Asi, el grupo Pre presenta significativamente mds anchura trabecular (Tb.Th),
mayor ratio BV/TV y mayor densidad conectiva (Conn.D) y a su vez una disminucion, también
significativa, en el ratio BS/BV al compararlo con el grupo CC. Todo esto indica que las ratas
madres pertenecientes al grupo Pre presenta una mayor proteccion ya que las trabéculas se
encuentran menos descalcificadas. Asimismo, el hueso trabecular en este grupo presenta
menor espacio trabecular (Tb.Sp), mayor nimero de trabéculas (Tb.N) y significativamente
mayor densidad conectiva (Conn.D) que el grupo Ca, lo que le confiere al grupo Pre una mayor
resistencia y dureza 6sea. De hecho, la resistencia de un hueso no sélo depende de la cantidad
de tejido 6seo, que viene evaluada por la DMO medida por densitometria, sino que también
depende de la calidad del mismo, la cual es caracterizada por la organizacién tridimensional de

las trabéculas, es decir, por la micro-estructura®?®.

En resumen, la suplementacién de la dieta materna con inulina enriquecida con
fructooligosacaridos durante los periodos de gestacién y lactacidon consigue proteger al hueso
materno contra la pérdida producida por la respuesta del esqueleto ante la demanda de Ca

generada por el feto para su desarrollo.
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Esta proteccion del hueso materno puede llevarnos a suponer un efecto beneficioso
mas alld del producido directamente durante los periodos mencionados. Asi, son diversos, y
con resultados contradictorios, los estudios epidemiolégicos que evaltdan la relacion entre la
pérdida 6sea durante estos periodos, principalmente durante la lactacion, y la osteoporosis
que se produce tras la menopausia. Mientras que algunos estudios muestran un efecto
beneficioso de la lactacion sobre la DMO materna, otros muestran un impacto negativo??’ 2%,
Incluso se ha llegado a sugerir que la recuperacién en la DMO materna tras la lactacién no

(216) por lo que es posible

consigue alcanzar los niveles de DMO existentes antes del embarazo
suponer que una prevencion de la pérdida de hueso asociada a la lactancia puede suponer un
efecto positivo sobre el esqueleto materno, ayudando a retrasar e incluso a disminuir el riesgo
de padecer osteoporosis en el futuro. Ademads, tenemos que tener en cuenta que cada vez se
estan teniendo embarazos a edades mas tardias, lo que aproxima el fin de la recuperacion
6sea tras el periodo de lactancia al periodo peri-menopausico, dejando al esqueleto materno
en una situacion de debilidad, al no encontrarse totalmente recuperado para enfrentarse a la
pérdida debida a la menopausia. Por lo tanto, una menor pérdida de hueso durante la

gestacion y la lactancia podria significar una mayor proteccién contra la osteoporosis asociada

a la menopausia.

Por otro lado, nuestros resultados muestran una disminucidn significativa en el pH del
contenido cecal de aquellas madres alimentadas con la dieta suplementada con el prebiético,
inulina enriquecida con FOS, comparado con el pH de los otros dos grupos experimentales.
Uno de los posibles mecanismos de accidn a través de los cuales los prebidticos pueden ejercer
un efecto protector sobre el esqueleto materno es a través de la produccién de los acidos
grasos de cadena corta (SCFAs, Short Chain Fatty Acids,). Los AGCC, principalmente
compuestos por los acidos butirico, propidnico y acético, son generados por la fermentacion
bacteriana en el lumen intestinal. Estos AGCCs han demostrado tener influencia sobre la salud
6sea a través de diferentes mecanismos. Uno de estos mecanismos es explicado por la
generacion de una disminucién en el pH del ciego, lo que favorece la disolucién de las sales
insolubles de Ca y Mg acelerando su difusion pasiva y su absorcién junto con la de los propios

AGCC!7230232) 3] y COmo ocurre en nuestro grupo Pre.
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En cuanto a los marcadores bioquimicos de remodelado éseo, en términos generales,
es el grupo Ca el que muestra una mayor actividad, tanto en los marcadores de formacion
como en los de resorcidn, lo que podria justificar la mayor pérdida dsea que presenta éste
grupo frente a los otros dos grupos de estudio y que se refleja en menores valores de DMO vy
CMO para todos los huesos estudiados, asi como una menor calidad de la estructura
trabecular, seguin se puede extraer de los parametros de micro-CT. Estos resultados estan de

(233)

acuerdo con el estudio de Lépez et al. en el que las mujeres lactantes cuya ingesta de Ca

diaria estaba por encima o era igual a la ingesta recomendada (21200mg de Ca/dia) mostraban
un incremento en el turnover 6seo y una pérdida temporal de hueso. Por otro lado, son
diversos los estudios que relacionan un mayor turnover éseo como predictivo del porcentaje

(234; 235)

de pérdida désea en mujeres posmenopdusicas e incluso relacionandolo con un

incremento en el riesgo de sufrir un rotura vertebral y no vertebral, normalmente de cadera,

en esta misma poblacién(m; 237)

, lo que nos lleva a pensar que el grupo Ca no proporcionaria
una proteccidn ésea en mujeres cuya gestacion y lactancia se diera cercana a la edad pre-
menopausica. Sin embargo, el grupo Pre presenta una mayor concentracion de osteocalcina y
menor de PTH que el grupo CC, lo que hace suponer un remodelado éseo mas favorable hacia

la formacion, que coincide con los mejores pardmetros trabeculares que presenta este grupo.
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4.4. EFECTO DE LA DIETA MATERNA EN LA SALUDO
OSEA Y EN LOS BIOMARCADORES DE LA

DESCENDENCIA.
4.4.1. RESULTADOS EN LA DESCENDENCIA AL

NACIMIENTO.

Al nacimiento no se realizdé el analisis de densitometria dsea ya que el grado de
mineralizacién del hueso de las ratas recién nacidas no es suficiente y, por lo tanto, se
encuentra por debajo de los limites de deteccion del densitémetro. Sin embargo, tanto el
fémur como la vértebra pudieron ser escaneados con el escaner de micro-CT para determinar
los parametros trabeculares, debido a la mayor sensibilidad de ésta técnica con respecto al

DEXA.

Con respecto a la micro estructura, las crias de las madres del grupo CC muestran una
mayor longitud en el fémur comparado con las del grupo Ca (p<0.01) y el grupo Pre (p<0.07).
La anchura trabecular (Tb.Th) también es mayor en éste grupo con respecto a los otros dos
(p<0.01 vs grupo Ca; p<0.05 vs grupo Pre). Por otro lado, las crias del grupo Ca presenta un
nimero de trabeculas (Th.N) (p<0.001) y el ratio BS/BV (p<0.05) mayor que el de las crias
pertenecientes a los grupos CCy Pre (tabla 9; figuras 26 y 27).

En cuanto a los parametros trabeculares de la vértebra no se observan diferencias
significativas excepto para la anchura trabecular (Th.Th) en la que las crias del grupo control
destacan por su mayor Tb.Th (p<0.05) frente a las de los otros dos grupos experimentales. A
pesar de no haber diferencias significativas, hay que destacar el incremento positivo en el
numero de trabéculas (Tbh.N) tanto en las crias del grupo Ca como en las pertenecientes al

grupo Pre con respecto a las del grupo CC (+13% para el grupo Ca y +10% para el grupo Pre).
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Tabla 9. Arquitectura trabecular de los huesos de las crias al nacimiento.

Grupo CC Grupo Ca Grupo Pre
(n=28) (n=28) (n=28)
Fémur
Longitud (mm) 4.283 +0.076 3.971+0.058¢ 4.099 + 0.069
BV/TV 0.476 + 0.030 0.468 +0.012 0.445 +0.033
BS/BV (1/mm) 19.47 + 1.09 23.90 £ 1.23 22.41+ 1.151°
Tb. Th (mm) 0.105 + 0.006 0.079 + 0.003 0.091 + 0.005“
Th. Sp (mm) 0.117 + 0.009 0.091 +0.004 0.118 +0.012
Tb. N (1/mm) 4,53+0.13 5.89 + 0.15 4.87 +0.22%
Vértebra (LV4)
Longitud (mm) 0.739 + 0.016 0.756 +0.020 0.693 + 0.023
BV/TV 0.742 + 0.029 0.671+0.038 0.676 + 0.034
BS/BV (1/mm) 17.39+ 1.55 18.81+0.71 21.12+1.38
Th. Th (mm) 0.122 +0.012 0.093 +0.003°  0.098 + 0.006™
Th. Sp (mm) 0.041 + 0.005 0.040 +0.004 0.047 +0.005
Th. N (1/mm) 6.35+0.46 7.20+0.37 6.97 £0.27

Los valores estdn expresados como la media+ E.E.M.

Grupo CC, Grupo control; Grupo Ca, Grupo fortificado con calcio; Grupo Pre, Grupo
suplementado con prebidtico (Inulina enriquecida con FOS); BV/TV, ratio volumen de
hueso/Volumen total; BS/BV, ratio Superficie de hueso/volumen de hueso; Th.Th, Anchura
trabecular; Th.Sp, Separacién Trabecular; Th.N, niimero de trabeculas; Conn.D, Densidad del
tejido conectivo, LV4, vértebra lumbar 4.

Las diferencias estadisticas se han definido como p<0.05. (CC) significativamente diferente vs
el grupo control, (Ca) significativamente diferente vs el grupo Ca.
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Figura 30. Arquitectura trabecular del fémur de las crias al nacimiento.
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Los valores estdn expresados como la media+ E.E.M.

Grupo CC, Grupo control; Grupo Ca, Grupo fortificado con calcio; Grupo Pre, Grupo
suplementado con prebiédtico (Inulina enriquecida con FOS); BV/TV, ratio volumen de
hueso/Volumen total; BS/BV, ratio Superficie de hueso/volumen de hueso; Th.Th, Anchura
trabecular; Th.Sp, Separacion Trabecular; Tb.N, nimero de trabéculas.

Las diferencias estadisticas se han definido como p<0.05. (CC) significativamente diferente vs
el grupo control, (Ca) significativamente diferente vs el grupo Ca.
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Figura 31. Arquitectura trabecular de la vértebra de las crias al nacimiento.
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Los valores estdn expresados como la media+E.E.M.
Grupo CC, Grupo control; Grupo Ca, Grupo fortificado con calcio; Grupo Pre, Grupo
suplementado con prebidtico (Inulina enriquecida con FOS). BV/TV, ratio volumen de
hueso/Volumen total; BS/BV, ratio Superficie de hueso/volumen de hueso; Tb.Th, Anchura
trabecular; Th.Sp, Separacion Trabecular; Tb.N, niimero de trabéculas.
Las diferencias estadisticas se han definido como p<0.05. (CC) significativamente diferente vs
el grupo control, (Ca) significativamente diferente vs el grupo Ca.
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En éste periodo la densitometria se realizd en el cuerpo completo de la cria y no en los
huesos aislados. Los analisis de DMO y CMO no muestran diferencias significativas entre los

grupos de estudio.

Sin embargo, en términos generales, la intervencidn nutricional temprana en la madre
induce una mejora en la arquitectura trabecular de la vértebra de la descendencia. Asi, aun no
alcanzando significacidn estadistica, la separacién trabecular en los grupos Ca y Pre muestra un
descenso de -35% y del -30% respectivamente frente al grupo CC. De la misma manera, se
observa un pequefio aumento en ambos grupos al compararlos con el control en el ratio BV/TV
del 7% y el 5% respectivamente y en la anchura trabecular del 11% para el grupo Ca y del 7%
para el grupo Pre. Por otro lado el grupo Ca muestra un descenso significativo (p<0.05) tanto
en la longitud de la vértebra como en el ratio BS/BV al compararlo con los otros dos grupos de

estudio (tabla 10; figuras 29 y 30).
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Tabla 10. Arquitectura trabecular de los huesos de las crias al destete.

Grupo CC Grupo Ca Grupo Pre
(n=28) (n=8) (n=8)
Fémur
Longitud (mm) 19.44£0.09 18.45 + 0.28 18.81£0.24
BV/TV 0.717 £0.033 0.657 + 0.043 0.704 £ 0.008
BS/BV (1/mm) 6.548 + 0.506 7.8120.929 7.467 £0.239
Th. Th (mm) 0.312£0.023 0.295 + 0.020 0.269 £ 0.009
Th. Sp (mm) 0.122£0.012 0.154 + 0.021 0.126 £0.011
Th. N (1/mm) 2.318£0.098 2.235+0.071 2.539+0.064%
Vértebra (LV4)
Ca
Longitud (mm) 3.260 £ 0.098 2.737+0.118 3.191+0.048
BV/TV 0.714 £0.038 0.764 + 0.035 0.747 £0.038
BS/BV (1/mm) 8.068 + 1.053 5778 £ 0.267 8.418+ 0.584“
Tb. Th (mm) 0.227 £ 0.042 0.252 + 0.030 0.242 £0.016
Th. Sp (mm) 0.112 + 0.013 0.073 = 0.006 0.081+0.011
Th. N (1/mm) 3.051 £ 0.288 3.150 + 0.246 3.027 £0.052

Los valores estdn expresados como la media+ E.E.M.

Grupo CC, Grupo control; Grupo Ca, Grupo fortificado con calcio; Grupo Pre, Grupo
suplementado con prebidtico (Inulina enriquecida con FOS); BV/TV, ratio volumen de
hueso/Volumen total; BS/BV, ratio Superficie de hueso/volumen de hueso; Th.Th, Anchura
trabecular; Th.Sp, Separacién Trabecular; Th.N, nimero de trabeculas; Conn.D, Densidad del
tejido conectivo, LV4, vértebra lumbar 4.

Las diferencias estadisticas se han definido como p<0.05. (CC) significativamente diferente vs
el grupo control, (Ca) significativamente diferente vs el grupo Ca.
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Figura 32. Arquitectura trabecular del fémur de las crias al destete.
Los valores estdn expresados como la media+ E.E.M.
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Grupo CC, Grupo control; Grupo Ca, Grupo fortificado con calcio; Grupo Pre, Grupo
suplementado con prebidtico (Inulina enriquecida con FOS). BV/TV, ratio volumen de
hueso/Volumen total; BS/BV, ratio Superficie de hueso/volumen de hueso; Th.Th, Anchura
trabecular; Th.Sp, Separacion Trabecular; Th.N, niimero de trabéculas.

Las diferencias estadisticas se han definido como p<0.05. (CC) significativamente diferente vs
el grupo control, (Ca) significativamente diferente vs el grupo Ca.
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Figura 33. Arquitectura trabecular de la vértebra de las crias al destete.
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Los valores estdn expresados como la media+ E.E.M.

Grupo CC, Grupo control; Grupo Ca, Grupo fortificado con calcio; Grupo Pre, Grupo
suplementado con prebidtico (Inulina enriquecida con FOS); BV/TV, ratio volumen de
hueso/Volumen total; BS/BV, ratio Superficie de hueso/volumen de hueso; Tb.Th, Anchura
trabecular; Th.Sp, Separacion Trabecular; Tb.N, nimero de trabéculas.

Las diferencias estadisticas se han definido como p<0.05. (CC) significativamente diferente vs
el grupo control, (Ca) significativamente diferente vs el grupo Ca.
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4.4.3. RESULTADOS EN LA DESCENDENCIA AL FINAL DE

LA ADOLESCENCIA.

Al final de la adolescencia, el analisis de densitometria 6sea de los huesos
apendiculares, el fémur y la tibia, no muestra diferencias entre los distintos grupos de
alimentacién. En contraste, la vértebra lumbar de las crias cuyas madres fueron alimentadas
con la dieta suplementada con el prebidtico, grupo Pre, muestra una DMO significativamente
diferente de la DMO de las crias pertenecientes a los grupos control (p<0.05) y Ca (p<0.001)
(tabla 11, figura 31). Aunque no de una manera significativa, también la CMO se ve
influenciada por la intervencién nutricional en la madre, siendo +7% mayor en el grupo Pre
frente al grupo CCy +16% frente al grupo Ca. También hay que destacar el incremento del 8%
encontrado en la DMO del grupo Ca frente al grupo CC, que alcanza significacion con un

p=0.07.
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Tabla 11. Andlisis densitométrico (pDEXA) del contenido mineral 6seo (CMO) y de la
densidad mineral 6sea (DMO de los huesos de las crias al final de la adolescencia.

Los valores estdn expresados como la media+ E.E.M.

Grupo CC Grupo Ca Grupo Pre
(n=28) (n=28) (h=8)

Fémur

CMO (g) 0.3643 + 0.0090 0.3557 + 0.0095 0.3580 + 0.0164

DMO (g/cm?) 0.1782 + 0.0033 0.1741 + 0.0036 0.1787 + 0.0042
Tibia

CMO (g) 0.2770 + 0.0079 0.2752 + 0.0080 0.2697 +0.0106

DMO (g/cm?) 0.1376 + 0.0026 0.1353 + 0.0025 0.1368 +0.0027
LV4-5

CMO (g) 0.3228 + 0.0093 0.2982 +0.0144 0.3457 +0.0175

DMO (g/cm?) 0.1807 + 0.0047 0.1670 +0.0043 0.1974 + 0.0069°“

Grupo CC, Grupo control; Grupo Ca, Grupo fortificado con calcio; Grupo Pre, Grupo
suplementado con prebidtico (Inulina enriquecida con FOS).

Las diferencias estadisticas se han definido como p<0.05. (CC) significativamente diferente vs
el grupo control, (Ca) significativamente diferente vs el grupo Ca.
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Figura 34. Resultados de la densitometria 6sea (pDEXA): densidad mineral 6sea (DMO)
y de la contenido mineral éseo (CMO) de las crias al final de la adolescencia.

Los valores estdn expresados como la media + E.E.M.
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Grupo CC, Grupo control; Grupo Ca, Grupo fortificado con calcio; Grupo Pre, Grupo
suplementado con prebiético (Inulina enriquecida con FOS). Las diferencias estadisticas se
han definido como p<0.05. (CC) significativamente diferente vs el grupo control, (Ca)
significativamente diferente vs el grupo Ca.
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Puesto que las mayores diferencias en la DMO y la CMO se encontraron en la vértebra

lumbar, el analisis de la micro-estructura se realizé tan sélo en éste hueso.

La intervencién nutricional en la madre durante la gestacidon y la lactacidn tanto con la
dieta fortificada en calcio como con la dieta suplementada con la inulina enriquecida en FOS
producen un efecto positivo en la arquitectura de las trabéculas en la vértebra de las crias al

final de la adolescencia.

De esta manera, el ratio BV/TV se ve incrementado un 22% en el grupo Ca (p<0.01) y
un 11% en el grupo Pre comparado con el grupo CC. Resultados similares se observan en la
anchura trabecular, con un incremento del 17% en el grupo Ca (p<0.01) y del 13% en el grupo
Pre (p<0.05) y en el ratio BS/BV, con una disminucion del -17% (p<0.01) y del -10% (p<0.05)
respectivamente frente al valor obtenido por el grupo CC. Ademas el grupo Ca muestra una
disminucion, aunque no significativa, en la separacién trabecular frente al grupo CC (Tabla 12,

figura 32)
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Tabla 12. Arquitectura trabecular y cortical de la vértebra lumbar 4 (LV4) de las crias al

final de la adolescencia.

Los valores estdn expresados como la media+ E.E.M.

Parametros Corticales

C.BMD (mgHA/cm?)
pMOI(mm®?)
C.Th (mm)

C.5p (%)

385.40 £ 12.07
6.619+ 0.352
0.1674 £ 0.0045

0.2743 £ 0.0086

450.90 + 14.95
7.026 + 0.494
0.1773  0.0051

0.2391 + 0.0071%

Grupo CC Grupo Ca Grupo Pre
(n=8) (n=8) (n=8)
Parametros Trabeculares
BV/TV 0.306 £ 0.007 0.373£0.021 0.340%0.017
BS/BV (1/mm) 28.370 + 0.460 23.640 % 0,723 25.440 + 1,160
Tb. Th (mm) 0.071 +0.001 0.082 + 0.004¢ 0.080 + 0.003
Th. Sp (mm) 0.161 £ 0.005 0.139 £ 0.007 0.156 = 0.007
Th. N (1/mm) 4.331+0.103 4.524 + 0.095 4.257 £0.115

435,20 + 18.31
6.892 +0.355
0.1836 + 0.0058

0.2578 +0.0106

Grupo CC, Grupo control; Grupo Ca, Grupo fortificado con calcio; Grupo Pre, Grupo
suplementado con prebidtico (Inulina enriquecida con FOS); BV/TV, ratio volumen de
hueso/Volumen total; BS/BV, ratio Superficie de hueso/Volumen de hueso; Th.Th, Anchura
Trabecular; Th.Sp, Separacion Trabecular; Th.N, numero de trabeculas; C.BMD, DMO Cortical,
pMOI, Momento polar de Inercia, C.Th, Anchura Cortical, C.Sp, Porosidad Cortical.

Las diferencias estadisticas se han definido como p<0.05. (CC) significativamente diferente vs
el grupo control, (Ca) significativamente diferente vs el grupo Ca.
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Figura 35. Arquitectura trabecular de la vértebra de las crias al final de la adolescencia.
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Los valores estdn expresados como la media+ E.E.M.

Grupo CC, Grupo control; Grupo Ca, Grupo fortificado con calcio; Grupo Pre, Grupo
suplementado con prebidtico (Inulina enriquecida con FOS); BV/TV, ratio volumen de
hueso/Volumen total; BS/BV, ratio Superficie de hueso/volumen de hueso; Th.Th, Anchura
trabecular; Th.Sp, Separacién Trabecular; Tb.N, niimero de trabéculas.

Las diferencias estadisticas se han definido como p<0.05. (CC) significativamente diferente vs
el grupo control, (Ca) significativamente diferente vs el grupo Ca.

TESIS DOCTORAL
Early Programming: Efecto de la Suplementacion con Prebidticos de la Dieta Materna Durante
la Gestacion y Lactancia sobre el Metabolismo Oseo de la Madre y de su Descendencia
127



RESULTADOS Y DISCUSION

Figura 36. Imagenes tridimensionales del hueso trabecular de la vértebra LV4 las crias
al final de la adolescencia

Grupo CC

Las Imdgenes se han elegido como representativas de su grupo.
Grupo CC, Grupo control; Grupo Ca, Grupo fortificado con calcio; Grupo Pre, Grupo
suplementado con prebidtico (Inulina enriquecida con FOS).

M2 PILAR BUENO VARGAS
128



RESULTADOS Y DISCUSION

El analisis cortical de la vértebra muestra de la misma manera el efecto positivo de Ia
intervencién temprana en la nutricion materna (tabla 12, Figura 33). El grupo cuyas madres
tuvieron una alimentacidon suplementada con prebidtico presenta un incremento en la
densidad mineral del hueso cortical (C.BMD) de un +13% (p<0.05) y de un +9% en la anchura
de la pared cortical (C.Th) junto con una reduccion en la porosidad (C.Sp) del 6% frente al
grupo CC. Por otro lado, el enriquecimiento de la dieta materna en calcio produce un
incremento significativo de un 17% en la C.BMD (p<0.01) y un descenso, también significativo,
en la porosidad cortical del 13% (p<0.01). Este grupo presenta un aumento en la anchura del

hueso cortical del 6%, aunque no es estadisticamente significativo.
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Figura 37. Arquitectura del hueso cortical de la vértebra de las crias al final de la
adolescencia.
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Los valores estdn expresados como la media+ E.E.M.

Grupo CC, Grupo control; Grupo Ca, Grupo fortificado con calcio; Grupo Pre, Grupo
suplementado con prebidtico (Inulina enriquecida con FOS). C.BMD DMO Cortical, pMOI,
Momento polar de Inercia, C.Th, Anchura Cortical, C.Sp, Porosidad Cortical

Las diferencias estadisticas se han definido como p<0.05. (CC) significativamente diferente vs
el grupo control, (Ca) significativamente diferente vs el grupo Ca

M2 PILAR BUENO VARGAS
130



RESULTADOS Y DISCUSION

Al final de la adolescencia, los animales pertenecientes al grupo Ca presentan una
mayor concentracidon de ALP comparados con los otros dos grupos de estudio. Es interesante
destacar que, y a pesar de no haber diferencias estadisticas, los animales pertenecientes a los
grupos Ca y Pre muestran unos niveles séricos mas elevados en los marcadores de formacion
6sea, tales como la osteocalcina y, a su vez, unos niveles menores en los marcadores asociados
a la resorcién 6sea, como la PTH, si se comparan en términos absolutos con los valores del

grupo CC (tabla 13).

Tabla 13. Marcadores de formacion y resorcion dsea en suero y orina de 12h de las
crias al final de la adolescencia.

Grupo CC Grupo Ca Grupo Pre
(n=8) (n =8) (n =8)
Marcadores de Formacion
Osteocalcina 8404 + 398 9698 + 593 9323 +815
(mg/mol creatinina)
Fosfatasa Alcalina 1475 + 139 1962 + 136 1311 +139%
(U/mmol creatinina)
Marcadores de Resorcion
DPD 198.8 +16.5 210.2 +28.7 242.0+19.8
(emol/mol
creatinina)
PTH 1313 £ 200 1019 +£131 1107 £ 109

(Lg/mol creatinina)

Los valores estdn expresados como la media+ E.E.M.

Grupo CC, Grupo control; Grupo Ca, Grupo fortificado con calcio; Grupo Pre, Grupo
suplementado con prebiético (Inulina enriquecida con FOS); la Osteocalcina, la Fosfatasa
Alcalina y la PTH (Hormona Paratiroidea) se midieron en suero. DPD (Deoxipiridinolina) se
midié en orina de 12h-acidificada.

Las diferencias estadisticas se han definido como p<0.05. (CC) significativamente diferente vs
el grupo control, (Ca) significativamente diferente vs el grupo Ca.
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4.5. DISCUSION DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS EN

LAS CRIAS.

Al igual que los resultados obtenidos en las madres, los resultados en la descendencia
muestran un efecto de la intervencién nutricional ejercida en la madre durante la gestacion y

la lactancia sobre la adquisicion de hueso de las crias.

Al nacimiento, las crias del grupo Ca reflejan en sus huesos los mismos efectos que el
enriquecimiento de la dieta produjo en sus madres. En esta edad, los pardmetros trabeculares
indican que las crias del grupo Ca tienen una menor mineralizacidon que la del grupo CC. Asi, las
crias del grupo Ca presentan una menor anchura trabecular tanto en el fémur como en la
vértebra, y un mayor ratio BS/BV en el fémur que nos indica una menor acrecidn ésea durante
el desarrollo fetal. Estos resultados pueden apoyar la idea de que una suplementacién mono-
mineral con Ca, cuando no existen deficiencias en la dieta de las madres, puede generar un
efecto negativo en la mineralizacion del esqueleto del feto, seguramente debido una
alteracién en la absorcién y metabolismo de otros minerales esenciales como el Mg, P o el Fe.
Asi, nuestros datos concuerdan con los de estudios previos en los que se muestran que una
ingesta alta de calcio durante la gestacion podria afectar negativamente al desarrollo del feto.

1.2} mencionado anteriormente, los autores observan una

En el estudio de Schakelford et a
interaccion negativa entre la ingesta durante la gestacion de la dieta fortificada con Ca y los
niveles minerales de diferentes tejidos fetales. En este estudio, los fetos procedentes de las
madres que habian sido alimentadas con la dieta enriquecida en Ca mostraban una
disminucion en el contenido de los minerales Fe, Cu, P y Mg al analizar el cuerpo entero. Por
otro lado, otros estudios en animales también han demostrado que una suplementacién con
Ca en hembras gestantes puede resultar en una disminucién de la DMO de los fetos"®® 28, sin
embargo es importante sefialar que tanto unas reservas inadecuadas como la ingesta
deficiente de minerales por las madres pueden producir efectos muy negativos en el desarrollo
del feto pudiendo derivar en un crecimiento retardado intrauterino, en el desarrollo anormal

de los drganos e incluso en la muerte del feto!*,

Al destete, las crias del grupo Ca muestran una mejora en la arquitectura del hueso

esponjoso en la vértebra lumbar (LV4) frente a los animales del grupo control, aunque estos
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cambios no se ven reflejados en la DMO y CMO del cuerpo entero. Este incremento en la
mineralizacién de las crias del grupo Ca contrasta con la baja mineralizaciéon que presentan al
nacimiento, pero confirma la importancia de la suplementacidn de la ingesta materna con Ca
durante la lactancia, puesto que es éste periodo en el que la Unica fuente de Ca que recibe la
cria es la leche materna. En este sentido, los comités de expertos recomienda la
suplementacién con Ca en prematuros alimentados con leche materna. Es mas, Lapillone et

al. (240)

en su estudio realizado en nifilos prematuros alimentados con formula concluye que los
nifios prematuros sanos alimentados con un féormula infantil fortificada con Ca y P adquieren

una masa osea normal debido a una mejora en la mineralizacion de los huesos.

Las diferencias mas significativas debidas a la fortificacion de la dieta materna con Ca
son las encontradas en la adolescencia. En esta edad, las crias pertenecientes al grupo Ca
presenta un incremento significativo en la mineralizacion del hueso esponjoso en la vértebra
lumbar comparado con el grupo CC, tal y como indican los resultados dados por la micro-CT. El
incremento en la anchura trabecular (Tb.Th) y la disminucién en la separacién trabecular
(Tb.Sp) puede ser explicado si suponemos un incremento en el porcentaje de modelado
(modeling) en la superficie de las trabéculas, lo que produciria un hueso trabecular mucho mas
denso en los animales del grupo Ca. Esta idea viene soportada por el hecho de que es éste
grupo el que presenta mejores valores en los marcadores de formacién. Con un valor
significativamente mayor de la fosfatasa alcalina, frente a los otros dos grupos de estudio,
junto a una mayor concentracién de OC y una menor concentracion de PTH nos indicaria un
turnover dseo positivo que se pondria principalmente de manifiesto en la mejoria del hueso
esponjoso. De una manera general, la vértebra lumbar (LV4) presenta mejores parametros no
solo en el hueso esponjoso sino que también en el hueso cortical. Esta mejoria general en la
micro-estructura de los huesos implica que la vértebra de las crias del grupo Ca puede tener un
mayor resistencia contra la rotura désea y el subsiguiente colapso que se produce en las
vértebras comparado con el grupo control. Pero estas mejoras sélo se muestran a nivel micro-
estructural y no se ven confirmadas a través del analisis de densitometria dsea, que no refleja
diferencias en los valores de DMO y CMO del grupo Ca al compararlas con el grupo CC. Es mas,
estos datos no concuerdan con los de estudios previos en los que se demuestra que una
fortificacién con Ca de la dieta materna genera un aumento en el hueso de la

descendencia'*®®,
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Las diferencias con los resultados de estos estudios pueden ser explicadas si tenemos
en cuenta que nuestro estudio se ha llevado a cabo en condiciones no-deficientes, es decir, las
cantidades de Ca que proporcionan las dietas de roedores, AIN93-G y AIN93-M, son suficientes
como para asegurar un desarrollo adecuado del esqueleto de las ratas. En la misma forma que
nosotros, otros autores'*®® %24 han demostrado que la fortificacion de la dieta materna con
Ca y Vitamina D no influye en los resultados clinicos relacionados con la talla del nifo al
nacimiento o con la DMO y la CMO de la descendencia en mujeres sin una deficiencia aparente
en estos dos nutriente esenciales para el desarrollo 6seo. Ademas, nuestros resultados estan
alineados con el concepto de la existencia de un umbral de absorcién del Ca ingerido definido

242)

por Maltkovic y Heaney (242) gue concluyeron que ingestas de Ca por encima de los niveles

recomendados no producen un beneficio mayor (o sumatorio).

Por otro lado, las suplementacidn con inulina enriquecida con FOS de la dieta materna
durante la gestaciéon y la lactancia producen un beneficio en el hueso de las crias. Los
resultados indican que ni al nacimiento ni al destete la intervencidn nutricional en la madre no
ejerce ningun efecto significativo en la micro-estructura de las crias, haciéndolas iguales que
las crias del grupo CC. Sin embargo, al final de la adolescencia, la suplementacién materna
durante la gestacion y la lactancia determind un incremento significativo en la DMO de la
vértebra lumbar de las crias. La asociacidn entre el consumo del prebidtico, en forma de
inulina enriquecida en FOS, por parte de la madre y una mayor DMO/CMO en la vértebra de
las crias puede ser parcialmente atribuida al incremento de la absorcién de minerales por el
intestino materno, que puede aumentar la biodisponibilidad y la concentracién de minerales
en la placenta y la leche materna. Este incremento que, cdémo hemos comentado
anteriormente, tiene un efecto beneficioso evitando la pérdida de hueso en la madre también
puede tener un efecto programador beneficioso sobre el proceso de osificacion en el feto y/o
en el recién nacido, que podria verse reflejado en una mayor adquisicion de hueso por parte
del nifo durante el crecimiento. Asi, en estudios realizados en mujeres gestantes sanas''&% 187).
los autores han observado la existencia de una relacién positiva entre la ingesta de minerales
durante el tercer trimestre de gestacion y la masa ésea de la descendencia a los 9y a los 16
afios. Ambos estudios coinciden al mostrar una relacién positiva entre la ingesta materna de

Mg y la DMO de la vértebra lumbar de los ninos. Sin embargo, no se ha encontrado esta
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relacion beneficiosa entre la ingesta materna de Ca y la salud 6sea ni de la madre ni de los

nifios'?*?,

Por otro lado se ha determinado que la relacidn de prebidticos como la inulina y/o los
fructooligosacaridos de cadena corta (scFOS) con la salud dsea se debe, entre otros factores, a
un incremento de la absorcién intestinal no solo del Ca sino de también otros minerales con
efectos positivos en la conservacion y la formacién 6sea como el Mgy el P?*). Esto explicaria
el efecto beneficioso de la suplementacion de la dieta materna con la inulina enriquecida en

FOS tanto en la DMO del hueso de la madre como en el de la cria.

A nivel micro-estructural, la vértebra de las crias cuyas madres tomaron la dieta
suplementada con la inulina enriquecida en FOS también muestra este efecto beneficioso. Asi,
las crias pertenecientes al grupo Pre comparadas con las crias del grupo control, muestran en
el hueso esponjoso el mismo namero trabecular (Tb.N) pero un incremento en la anchura de la
trabécula (Th.Th) del 13% y del ratio BV/TV del 11%, lo que indica un hueso mas denso, tal y
como se ve reflejado en la DMO medida por DEXA. En el hueso cortical las crias del grupo Pre,
al compararlas con las del grupo CC, presentan un densidad cortical (C.BMD)
significativamente mayor, junto a un aumento, aunque no significativo, de la anchura del
hueso cortical, que seguramente es debido a un mayor depdsito de mineral en el periostio
junto con una menor resorcion en el endostio (endocortical). Ademas, este grupo también
presenta una menor porosidad cortical (C.Sp)( -6%) con respecto al control, lo que es indicativo
de un remodeling positivo o bien balanceado dentro de cada unidad basica multicelular ésea

(BMU) que incrementaria la resistencia del hueso cortical de la vértebra.

Como se menciond anteriormente, uno de los posibles mecanismos por el cual el
prebidtico puede ejercer un efecto beneficioso en el hueso es a través de la accion de los AGCC
generados por la fermentacién bacteriana, tanto en el ciego como en el intestino. En las crias,
el efecto producido por los AGCC se debe relacionar con un efecto programador
(programming) o de nutricion temprana ya que la intervencién nutricional se realizé en las
madres durante la gestacion y la lactacion. Asi, los AGCC tendrian un efecto a largo plazo
(efecto programming) en el desarrollo del esqueleto posiblemente relacionado tanto con la

diferenciacion de las células mesenquimales pluripotenciales de la médula dsea (bone marrow
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(245)

mesenchymal stem cells) hacia osteoblastos como con la estimulacion de la formacién de

232; 246)

nédulos mineralizados! en los mismos.
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RESUMEN Y CONCLUSIONES

Este estudio evallia cémo la nutricion materna enriquecida con prebidticos, en nuestro
caso inulina enriquecida con FOS, o fortificada con calcio durante la gestacion y la lactacion
puede influenciar por un lado el metabolismo éseo y la estructura del hueso materno asociada
a éstas etapas y que, ademads, por otro lado, puede tener un efecto beneficioso en la cria,
afectando positivamente al pico de masa ésea y a la calidad del hueso durante su desarrollo y

crecimiento.

Las ratas madres gestantes recibieron ad libitum una dieta estandar control (AIN93G),
0 una dieta estandar fortificada con Ca, cuya concentracion final en Ca fue del 1%, o una dieta
estandar enriquecida con prebidtico (7.5% de los carbohidratos totales como Inulina
enriquecida en FOS) durante la gestacién y la lactancia. Tras el destete parte de las crias y las
madres fueron sacrificadas, mientras que otra parte de las crias continuaron el experimento
hasta el final de la adolescencia. Durante este periodo de crecimiento todas las crias se
alimentaron con la dieta estandar control, de esta forma se ha podido evaluar el efecto de
programacion o de nutricidn temprana en las mismas. Se ha determinado el efecto de las
diferentes dietas tanto en la “macro-estructura” del hueso por densitometria ésea (DEXA),
como en la micro-estructura a través del analisis de uCT en los huesos de las madres y de las
crias en tres etapas: nacimiento, destete y final de la adolescencia. También se han
determinado parametros bioquimicos de formacidn ésea, osteocalcina y fosfatasa alcalina, y
de resorcidon 6sea, PTH, DPD y PYD en el suero de las madres y de las crias al final de la
adolescencia. Ademas, para evaluar el efecto del prebiético se determiné el pH del contenido

del ciego en las madres.

Los resultados obtenidos nos han permitido llegar a las siguientes conclusiones:

CONCLUSION PRIMERA

Este estudio se demuestra por primera vez que la suplementacién con prebidtico, en

nuestro caso la inulina enriquecida con FOS, durante la gestacidn y la lactancia en ratas podria
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ejercer un efecto protector en el hueso materno frente a la pérdida de masa ésea que ocurre

durante estos periodos. Este efecto es especialmente destacable en la tibia.

CONCLUSION SEGUNDA:

Tanto la suplementaciéon con prebidtico como la fortificacion con Ca de la dieta
materna produce un incremento en la micro-estructura trabecular y cortical en las vértebras

de las crias al final de la adolescencia.

CONCLUSION TERCERA:

La suplementacién con el prebidtico sélo muestra un efecto positivo en la
mineralizacion del osteoide a nivel macro-estructural, aumentando la DMO de las vértebras de

la progenie al final de la adolescencia.

CONCLUSION GENERAL:

Los resultados presentados en esta memoria de tesis nos permiten indicar que una
suplementacién con un prebidtico, conteniendo inulina enriquecida con FOS, en condiciones
no deficientes nutricionalmente durante la gestacion y la lactancia, puede ser considerada
como una estrategia nutricional, incluso mejor que la suplementacién con Ca, para proteger el
hueso materno frente a la pérdida de hueso transitoria que ocurre durante estos periodos.
Esta proteccidén ayudaria a la madre a tener una mayor densidad de masa dsea y reserva de
mineral para enfrentarse a la pérdida de masa dsea generada por la edad y por factores
hormonales en la peri-menopausia. Ademas, la suplementacidon de la dieta con prebidtico
genera un efecto programador (programming) en la cria, aumentando su pico de masa ésea
durante el crecimiento. Este aumento se podria relacionar con un retraso en la pérdida de
hueso durante la madurez y una potencial proteccion frente al riesgo de sufrir osteoporosis en

la edad adulta.
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BS/BV Ratio Superficie de hueso/volumen de hueso.

BV/TV Ratio volumen de hueso/volumen total.

C.BMD DMO cortical.

C.Sp Porosidad cortical.

C.Th Anchura del hueso cortical.

CMO Contenido mineral dseo.

Conn.D Densidad del tejido conectivo.

DL Dia de lactacion.

DMO Densidad mineral dsea.

DPD Deoxipiridinolina.

FOS/scFO Fructooligosacaridos/ Fructooligosacéridos de cadena corta.
GD Dia gestacional.

Grupo Ca Grupo fortificado con calcio.

Grupo CC Grupo control.

Grupo Pre 0s). Grupo suplementado con prebidtico (inulina enriquecida con
Lv4 Vértebra Lumbar 4.

TESIS DOCTORAL

Early Programming: Efecto de la Suplementacién con Prebiéticos de la Dieta Materna Durante
la Gestacion y Lactancia sobre el Metabolismo Oseo de la Madre y de su Descendencia
143



pMOlI

PTH

PYD

Th.N

Tb.Sp

Tb.Th

Momento polar de inercia.

Hormona paratiroidea.

Piridinolina.

Numero de trabéculas.

Separacidén trabecular.

Anchura trabecular.
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La investigacion que ha dado lugar a la realizacién del manuscrito de esta tesis doctoral

ha generado las siguientes publicaciones, presentaciones en congresos y patentes:

Bueno Vargas, P. et al. (2016). Influencia del suplemento con inulina enriquecida con
fructooligosacaridos sobre el contenido y la densidad mineral ésea tras el parto y la lactacién

en ratas. Nutr Hosp, 1074.

Bueno Vargas, P. et al (2016). Maternal Dietary Supplementation with Oligofructose-
Enriched Inulin in Gestating/Lactating Rats Preserves Maternal Bone and Improves Bone

Microarchitecture in Their Offspring. PloS one, 11(4), e0154120.

Bueno-Vargas, P., Manzano, M., Jiménez, M. L et al (2014). Nutritional Strategy to
Protect Maternal Bone Loss During Gestation and Lactation as an Approach to Prevent

Osteoporosis Later in Life. Osteoporosis International, 25,5274

Bueno Vargas, P. et al (abstract) Impact of Maternal Nutrition on Programming
Offspring Bone Development. 4™ World Congress of Pediatric Gastroenterology, Hepatology

and Nutrition (WCPGHAN) Taiwan, 2012

Manzano, M., Bueno-Vargas, P., Jiménez, M. L. et al (2010). Maximizing the Peak Bone
Mass Accretion During Adolescence as a Strategy to Prevent Osteoporosis in Late Life:

Prebiotic Supplementation vs Calcium Fortification. OSTEOPOROSIS INTERNATIONAL, 21, 220.

Patent application (WO 2014105874 A1) RICARDO RUEDA CABRERA, MANUEL
CRISTOBAL MANZANO MARTIN, MARIA DEL PILAR BUENO VARGAS, JOSE MARIA LOPEZ
PEDROSA. “Methods for maintaining bone quality”. Pub. Date: 3 Jul 2014

Patent application (W02012129222 A1) JOSE MARIA LOPEZ PEDROSA, MANUEL
MANZANO MARTIN, RICARDO RUEDA CABRERA. “Methods for improving bone health in

infants using long chain polyunsaturated fatty acids”. Pub. Date: 27 Sep 2012
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: Nutricion ). &
m# Hospitalaria &/
Trabajo Orlgl nal Obesidad y sindrome metabdlico

Influencia del suplemento con inulina enriquecida con fructooligosacaridos sobre

el contenido y la densidad mineral dsea tras el parto y la lactacion en ratas
Influence of supplementation with oligofructose-enriched inulin on bone mineral content and density
after delivery and lactation in rats

Pilar Bugno Vargas', Manuel Manzano Martin', Inmaculada Lopez Aliaga® y José M. Lopez Pedrosa’

"Abbatt Nutrition R&D. Granada. ‘Departamento de Fisiologia. Facufiad de Farmacia. Universidad de Granada e instiuto de Nutricidn y Tecnologi de los Alimentos “Josd
Mataix". Universidad de Granads. Granada

Resumen

Introduccin: la gestacion y lactancia estén redacionadas con pérdidas temporales en la denaldad mineral desa (DMO) matema. Una suplemen-
tacidn con calclo podria resultar beneficlosa para evitar la pérdida de masa dsea del esqueleto matemo. Otros nutrientes como los prebidticos
han sido identificadas como responsables de un incremento en la absorcion de minerales, pudiendo condicionar la mineralizacidn deea.
Objetivo: estudiar el efecto de la suplementacién de la dieta materna con el prebidtico Inulina enrquecida con oligefructosa, durante la gestacitn
¥ la lactancia sobre el contenido mineral éseo (CMO) y la DMO al final del periodo de lactancla.

Métodos: las ratas gestantes fueron alimentadas con dieta esténdar (grupo CC), dieta fortificada en calcio (grupe Ca) o enriquecida con el
prebidtico inulina enrquecida con oligofructosa {grupo Pre) hasta el final del periodo de lactancla. Posteriomente se evalud el CMO y DMO por
absorciometria de rayoe X (DEXA) v el pH del contenido cecal.

Resultados: en témince generales, el grupo Pre presenta los mayores valores absolutos de CMO y DMO de entre los tres grupos, slendo en
la tibla significativamente diferentes en los grupos GG y Pre frente al grupo Ca. Bl pH del contenido cecal del grupo Pre es significativaments

Palabras clave: inferior al de los grupos GGy Ca.

Gestacién, Lactaciin, Conclusidn: la suplementacion con inulina enriquecida con oligofructosa, en condiciones nutricionales no deficientes en calcio, durante la
Prebidticos, Calcio. gestacion y la lactancia, ejerce una proteccion del esqueleto matemo en las ratas y puede ser considerada como una estrategla nutricional para
Densidad dsea. proteger la masa dsea matema en el perodo perinatal,
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Glycernia and Ipid control is important %o prevent, posipone or to improve he
disbetic renal injury,
Keywords: Type 1 diabetes mellitus. dyslipdemia; microalbuminuria

PP32008 (#32025)
Nutritional status of hospitalized children at the Central Militar Hospital

Ecgar Cardosa’. Reynaldo Michel’. Gabriela Herrers”
‘Dept of p Consejo de g
‘Departament of pedaitrics, Hoepital Central Militar, Mexico
*Pediatrics, Unidad de Especialidades Medicas, Mexico

Mexico

gr & Alms: D the status n pecatric pstients on
the first and at the seventh day of hospitalzation in the Pedia¥ic area of the
Central Military Hospital, using Z Score. making the following assessments:
weight / age. height for age. weight / height and body mass index (EMI). Identity

255
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Intervention contributed largest (45%). followed by npatent care (37%),
outpatient care (12%). and montering and labs (3%). Indirect costs were 34%
of the estimated total costs

Conclusion: Atopic dseases i young children are sssccisted with substantisl
costs to Thaland. These costs can be reduced through nutritional intervention
clinically proven 1o effectvely decrease the incidence of stopic diseases.
Keywords: atopk dsease, cow's mik allergy, cost of liness, Thallend. atopic.
dermatts, rhinitis, asthma

PP32010 (832031)
Impact of on Prog: 9 g Bone
Development

Pilar Bueno-Vargas', Manuel Manzano', Ricarce Rueca’, Jose M Lopez-
Pedrosa’
Abbott Nutrition Discovery-RD, Granacs, Spain
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and lumbar spioe In 17 cases, with o
groups over 80 years the distal forearm

ent in 11 cases. In age

agnosed osteopoross in
13 cases and lumbar spine in 4 cases, with agreement in 4 cases,
Considering the groups with vertebral exclusion, the distal fore-
srm disgnosed osteoporosis in 12 cases and lumbar spine in 10
cases, with agreement in 6 cases, The group with no vertebral ex-
chusion bad 50 cases of osteoporosis dizgnased by forearm studies
and 52 by lumbar spine analysis, with agroement in 20 cases.

Conclasions: The focearm study appeared to be more significant
among patieats over 80 years considering osteoporosis diagnosis,
and a ight advantage was noticed in the group with vertebral
exclusion. Further studies with more patients are necessary to
provide evidence that the forearm studics can beaefit a selected
group in osteoporosis diagnosis, and to justify cost-effectiveness

Disclosure of Interest: None Declared

P534 - MAXIMIZING THE PEAK BONE MASS
ACCRETION DURING ADOLESCENCE AS A STRATEGY
TO PREVENT OSTEOPOROSIS IN LATE LIFE: PREBIOTIC
SUPPLEMENTATION VS CALCIUM FORTIFICATION

M. Manzano !, P. Bueno-Vargas !, M. L. Jimenez |, R. Rueda ', |
M. Lépez-Pedrona ™

‘Discovery Technology R&D, Abbott Nutritio, Granada, Spatr

Aims: Clinical studies have shown that Increasing cakcium intake
during growing period promoted an increase in bone mass. In re.
cent years accumulating knowledge prompted the sctentific com
munity 10 coasider that other technologi uding prebiotics,
may influence bone mass accretion during growth peried. The
aim of this study was to compare the effectiveness of calcium for-
tification v prebiotic sup
tritional approach to maxi g and consolidate the peak bone
sccretion and architecture during adolescence and to prevent or
delay the onset of osteoporosts in later life

Methods; Weaned Sprague-Dawley rats were divided into 3
groups. Control group {CC group) was fed with a standard semi-
purified diet until the end of the adolescence perted. Ca group
d Syn-1 group were fed with the same diet foctified with 0.5%
calcium carbonate (total calcium content 1%) or sapplemented
palin-type fructans (7.5% of the total carbohydrate), re
spectively. At the end of the study period, bone mineral deasity
(BMD) was determined by dual-energy Xeray absorptiometry
bone volume fraction ss well as 3-D parameters of trabecular

lemeatation in growing rats as a nu

architecture (trabecular number, thickness and separation, con-
nectivity den | index) were analyzed by
micro-computed tomography (uCT). To evaluate diffevences at-
tributable to the diet we performed a one-way ANOVA with a
Dunnet postiest

ity and structure mod
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volume/tissue volame, trabecular thickness, trabecular numbey
and connectivity density value, with a concomitant reduction fn
the trabecular separation. However, in vertebra both n:
spproaches promoted a hi

ml
igher teabecular consolidation by .
creasing endocortical bone surface

Conclusions: Based oo our data, prebiotic supplementation rep-
resents a superior technology than calclum fortification for maxi
mizing and for consolidating the peak of bone mass and arch
ture in the adolescence.

Disclosure of Interest: M, Manzano Employes of: Abbott Nutri.
tion, P. Bueno-Vargas Employee of: Abbott Nutrition, M. Jimenex
Employee of: Abbott Nutrition, R. Rueda Employee of Abbon
Nutrition, ]. Lépez-Pedrosa Employee of Abbott Nutrition

P535 - SEX SPECIFIC REFERENCE DATA FOR BONE
DENSITY PARAMETERS MEASURED WITH DUAL
ENERGY X-RAY ABSORPTIOMETRY IN A LARGE
COHORT OF HEALTHY INDIAN CHILDREN AND
ADOLESCENTS

R. Marwaha ", N. Tandon?, C. Shivaprasad ?, K. Mani 4, R. Kan
war®, A Sastry?, K, Bhadra®, S, Singh*

*Endocrinology, *Institute of Nuclear Medicine and Allied Sci-
caces, Delhl, “Endocrinology & Metabolism, ‘Biostatistics, *Al
India Institute of Medical Sciences, New Delhi, India

Alms: Background: The correct interpretation of BMD n chil
dren requires appropriate reference data matched
height, weighe, pubertal development and ethnicit
Aimas: The primary aim of our stady was to provide sex-specifi

age,

refevence centile curves of bone densitometric parameters meas.
ured by DXA, for Indian children, by using the LMS technique
and 10 evaluate the determinants of BMC in this populk
Methods: Methods: The stady population consisted of 1905
healthy children (835 male, 1050 female) aged 5-17 years. An

thropometric, blochemical and hormonal perameters were meas

ured in all stady subjects. Bone mineral content and BMD was
measured using & LUNAR Prodigy Oracle DXA machine. Bose
mineral apparent density (BMAD) was calculated for the lumbar
spine and femoral neck Sex-specific centile curves for BMAD
(spine and femoral neck) and BMC (total body and spine) were
generated using LMS method, For fur
saks, sex specific centile curves were derived for bose area for
height, and BMC for bone area st spine and total body, using the
approach suggested by Malgaard

Results: Resules: Height of the study population was comparable
10 the reference population from Delhi. Biochemical evidence of
vitamin D deficlency was highly prevalent in the study group. 95%
of boys and $8% of girls had 25(OH)D levels less than S0nmel/L

her interpretation of re
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(54)  Methods for maintaining bone quality

(57)  Methods for maintaining bone quality in an indi-
vidual during pregnancy, during lactation, or during prag-
nancy and lactation are provided. The methods include
providing an effective amount of a long chain polyunsat-
urated fatty acid, an effective amount of a prebiotic, or
combinations thereof. The effective amount of the long

chain polyunsaturated fatty acid, the effective amount of
the prebictic, or combinations thereof may be provided
in a nufritional composition. The bone quality thatis main-
tained may include bone microarchitecture, bone minaral
density, bone minaral content, or combinations thereaf,
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