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Resumen

Introduccion: Los GOS son prebidticos natu-
rales presentes en la leche materna que pue-
den obtenerse enzimaticamente a partir de la
lactosa de leche de vaca durante la fabrica-
cién de yogur. El producto lacteo resultante
sera reducido en lactosa y contendra prebio-
ticos y bacterias potencialmente probidticas.
Sin embargo, mantendra la baja relacién Ca/
Pi que aporta la leche de vaca, lo que podria
alterar el remodelamiento 6seo y la minerali-
zaciéon. Objetivo: comparar si un yogur redu-
cido en lactosa que contiene GOS (YE) ofrece
ventajas adicionales respecto de un yogur
regular sin GOS (YR) sobre las absorciones
(Abs) de Cay Pi, retencion y calidad ésea du-
rante el crecimiento normal. Al destete, ratas
machos fueron divididas en 3 grupos alimen-
tados con AIN93-G (C), YE o YR durante 28
dias. Resultados: YE mostré el mayor au-
mento de lactobacilos fecales; produccién de
acidos grasos de cadena corta especialmente

p, profundidad de las criptas colénicas y me-
nor pH cecal. El %AbsCa 'y %AbsPi aument6
en el siguiente érden: YE> YR> C (p < 0,05).
El contenido de Ca y Pi en fémur, la densidad
y contenido mineral éseos y los parametros
biomecanicos fueron similares en YE y C,
mientras que YR mostroé valores significativa-
mente menores (p < 0,05). Conclusiones: YE
aumento las Abs y biodisponibilidad de mine-
rales, alcanzando la retencion y calidad 6sea
de C. El aumento en las Abs observado en YR
no logré obtener la retencion y calidad ésea
de C. Conclusiéon: YE habria contrarrestado
el efecto negativo del mayor aporte de Pi de
la leche de vaca y seria una buena estrategia
para lograr el pico de masa 6sea y calidad del
hueso adecuados, especialmente en indivi-
duos intolerantes a la lactosa.

Palabras clave: dieta reducida en lactosa,
ratas macho, crecimiento, pico de masa 0sea,
galactooligosacaridos (GOS).
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Abstract

Breast milk contains an optimal calcium/
phosphate (Ca/Pi) ratio and GOS. These
natural prebiotics can be enzymatically
produced via cow’s milk lactose in—yogurt
manufacture;. This milk product is low in
lactose and contains prebiotics and potentially
probiotic bacteria but maintains a low Ca/Pi
ratio that could alter bone remodeling and
mineralization. We evaluated if a lactose-
reduced yogurt containing GOS (YE) offers
additional advantages over regular yogurt
without GOS (YR) on Ca and Pi absorption
(Abs), bone retention and quality during
normal growth. Weaning male rats were
divided into 3 groups fed AIN’93-G (C), YE or
YR for 28 days. Results: YE showed the highest
increase in fecal lactobacilli; short-chain
fatty acids production, especially propionate

Introduccién

El adecuado aporte nutricional de calcio
(Ca) es indispensable para alcanzar un 6p-
timo pico de masa 6sea (PMO)."? La leche
y sus derivados son la fuente principal de
Ca asi como la de otros componentes fun-
damentales de la dieta. Ademas de la alta
absorcion y biodisponibilidad de Ca, los lac-
teos tienen un alto valor nutricional ya que
aumentan la calidad de la dieta aportando
proteinas, grasas, vitaminas, carbohidra-
tos. El principal carbohidrato de la leche es
la lactosa que —si bien sirve como fuente de
energia— favorece ademas la absorcién in-
testinal de Ca, fosfato (Pi) y magnesio (Mg).
A pesar de todos estos beneficios existe un
numero importante de individuos que no to-
leran el consumo de productos lacteos. Los
sintomas intestinales relacionados con la
mala digestién de la lactosa son altamente
prevalentes en ciertos grupos poblacionales,
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and butyrate; intestine crypt depth, and
the lowest cecal pH. AbsCa% and AbsPi%
increased in this order: YE> YR> C (p <0.05).
Ca and Pi content in femur, bone density
and mineral content, and biomechanical
parameters were similar in YE and C, while
YR showed the significantly lowest value (p
< 0.05). Conclusions: YE increased mineral
Abs reaching the retention and bone quality
of C. Although YR increased Abs, bone
retention and quality did not achieve C values.
Seemingly, YE compensated for the negative
effect of the higher Pi supply and would be a
good strategy to achieve adequate peak bone
mass and bone quality, especially in lactose
intolerant individuals.

Keywords: lactose reduced diet,
normal growing rats, peak bone mass,
galactooligosaccharides (GOS).

que evitan el consumo de productos deriva-
dos de la leche y, con ello, el aporte de Ca a
través de la dieta.?4

Bioquimicamente, la digestion de la lac-
tosa se realiza por accién enzimatica de la
lactasa, una pB-galactosidasa encargada de
desdoblarla en glucosa y galactosa, facil-
mente absorbibles. En el caso de existir una
mala digestién, la lactosa pasa al intestino
grueso donde es fermentada por la microflo-
ra colonica. Aproximadamente a los 6 meses
de vida, la actividad de la lactasa comienza
a disminuir y en muchos casos desaparece
totalmente. La incapacidad para digerir la
lactosa por completo induce distintos sinto-
mas gastrointestinales que, si bien no peli-
grosos, son desagradables. La prevalencia
de malabsorcion a la lactosa presenta una
gran variabilidad geografica, que oscila entre
el 2y el 20% en los paises del norte y centro
de Europa, 40% en paises del Mediterraneo y
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América del Norte, llega al 65-75% en Africa
y América Latina, y aproximadamente al 90%
en Asia.>® En el pasado, una practica habi-
tual para controlar la intolerancia a la lactosa
(IL) fue la de reducir o eliminar la ingesta de
productos lacteos. Sin embargo, dicha dieta
generalmente aporta menos Ca que lo reco-
mendado, lo que podria impedir alcanzar el
6ptimo PMO durante el crecimiento e incre-
mentar la pérdida de masa ésea en adultos.”®
Actualmente, los expertos recomiendan el
consumo de productos lacteos reducidos en
lactosa para evitar el bajo aporte de Ca que
podria predisponer a desarrollar osteoporo-
sis.®

La leche de vaca aporta nutrientes simi-
lares a los de la leche materna; sin embar-
go, esta Ultima aporta ademas ingredientes
funcionales como los galactooligosacaridos
(GOS). Los GOS son los prebidticos natura-
les de la leche materna; se trata de oligosa-
caridos no digeribles que, al ser metaboliza-
dos por la microbiota intestinal, favorecen
el crecimiento de bacterias potencialmente
probidticas, principalmente bifidobacterias,
con enormes beneficios para la salud del
hospedador.®* Los GOS tras su fermentacion
en el colon producen acidos grasos de cade-
na corta (AGCC) que disminuyen el pH intes-
tinal, aumentando la solubilidad de las sales
de Ca, lo cual favorece su absorcion a través
de los colonocitos. Entre los AGCC, el butira-
to favorece la proliferacion de células intesti-
nales epiteliales incrementando la superficie
disponible para la absorciéon de minerales." '
Si bien los GOS son un componente bioacti-
vo de la leche materna, también pueden ser
incorporados a la leche de vaca mediante la
fermentacion de la lactosa utilizando reac-
ciones de transgalactosilacién catalizadas
por (-galactosidasas de diversos origenes
(levaduras, hongos y bacterias) que al mismo
tiempo presenten actividad de transgalac-
tosidasa. En el marco de la fabricacién del
yogur, la adicién a la leche de vaca de este
tipo de p-galactosidasas permite obtener un
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producto lacteo con bajo contenido en lacto-
sa, que incluye al mismo tiempo GOS y bac-
terias potencialmente probidticas. Una ven-
taja de este tipo de producto lacteo es que
la interaccion de los prebioticos y probidti-
cos antes de consumir el producto favorece
la adaptacion de bacterias vivas al sustrato.
Dicha interaccién simbiética aumenta la su-
pervivencia de los probidticos, los cuales
modulan la microbiota intestinal mantenien-
do un equilibrio adecuado entre patégenos y
bacterias beneficiosas.®'

Por otra parte, la relacion Ca/Pi aportada
por la dieta desempena un papel importan-
te en la homeostasis 6sea y fosfocélcica, ya
que dicha relacion regula los procesos de mi-
neralizacion y remodelacion éseo. Una de las
preocupaciones de la industria lactea es que
la leche de vaca presenta una relacion Ca/Pi
menor que la de leche materna aportando un
exceso relativo de Pi, lo cual puede condi-
cionar ambos procesos.”® Nuestra hipotesis
es que la presencia de GOS en el producto
lacteo como el yogur ensayado en el presen-
te estudio podria compensar este desequi-
librio y lograr una 6ptima calidad del hueso
formado.

Sobre tal base, el objetivo de este trabajo
experimental fue investigar y comparar la efi-
cacia de un producto lacteo (yogur) reducido
en lactosa que congtiene GOS, respecto de
otro yogur regular sin GOS, sobre la absor-
cién de Ca, fosfato (Pi) y magnesio (Mg), la
retencién de estos minerales en el hueso, asi
como de la calidad del hueso formado duran-
te el crecimiento normal.

Materiales y métodos
Animales

Se utilizaron ratas de la cepa Wistar, per-
tenecientes al bioterio de la catedra de Nutri-
cion, de la Facultad de Farmacia y Bioquimi-
ca de la Universidad de Buenos Aires (UBA).
El protocolo de estudio fue aprobado por el
CICUAL de dicha facultad (Res. CS. 4081/04;
0074160/2017).
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Las ratas se mantuvieron en jaulas de ace-
ro inoxidable con ciclos de luz-oscuridad de
12 horas, con temperatura de 21+2 °C y 55%
de humedad relativa controladas. Tanto el
alimento como el agua fueron administrados
ad libitum. Al finalizar la experiencia, los ani-
males fueron sacrificados por exanguinacion,
previa anestesia con soluciéon de clorhidrato
de ketamina (50 mg/ml) (Holliday-Scott SA,
Argentina) inyectada via intraperitoneal en
una dosis de 0,1 ml/100 g peso corporal (PC),
conjuntamente con 0,02 ml de clorhidrato de
xilacina (Xilacina®, Lab Richmond, Div. Vete-
rinaria SA, Argentina).

Dietas

A partir del destete (Ti), los animales fueron
divididos en tres grupos de 10 animales cada
uno y alimentados hasta los 50 dias de vida (Tf),
con una de las tres dietas semisintéticas ensa-
yadas, formuladas acorde con los lineamientos
de AIN’93-G, que corresponde a la dieta reco-
mendada para animales en crecimiento:®

Grupo C (control): dieta AIN’93-G.

Grupo YE (yogur experimental): dieta a base
de yogur liofilizado que contiene GOS, cum-
pliendo con las especificaciones de AIN'93-G.
Grupo YR (yogur regular sin GOS): dieta ex-
perimental a base de yogur liofilizado, sin
GOS, cumpliendo con las especificaciones
de AIN’93-G.

El yogur fue desarrollado por el Instituto
de Lactologia Industrial (INLAIN-UNL/CO-
NICET, Santa Fe). La base lactea empleada
que contiene leche descremada en polvo y
concentrado de proteina de suero fue divi-
dida en dos porciones de igual tamafio para
preparar el YE y el YR. Para el YE, la base
lactea fue tratada previamente con la enzi-
ma p-galactosidasa (YNL-2 GODO®, Shusei
Company Limited, Tokio, Japon), con activi-
dad de transgalactosidasa. Mediante este
procedimiento la mayor parte de la lactosa
fue transformada en GOS."”
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El YR, preparado en paralelo, no recibi6
ningun tratamiento enzimatico previo, por
lo cual no contenia GOS pero aportaba lac-
tosa. A continuacién, ambas bases lacteas
por separado se inocularon con el fermento,
compuesto por Streptococcus thermophilus
y Lactobacillus delbrueckii subsp. Bulgaricus,
microorganismos especificos amigables para
que el producto cumpla con la definicion legal
de yogur. Luego de su obtencién, ambos yo-
gures fueron liofilizados para obtener el polvo
que se utilizd para alimentar a los animales.

Sobre una muestra representativa de cada
yogur liofilizado se determiné la composicion
fisicoquimica, recuento microbioldgico y per-
fil de carbohidratos utilizando las técnicas
recomendadas por la Association of Official
Agricultural Chemists (AOAC)."”

Métodos
Parametros zoométricos y de absorcion

Desde el destete y hasta el final de las ex-
periencias se registro la ingesta de alimentos
y el peso corporal con una frecuencia de dos
veces por semana.

La absorcion fue evaluada por metodolo-
gia de balance, tanto al comienzo de la ex-
periencia (Ti) como al finalizar el estudio (Tf).
Para ello, los animales fueron colocados en
jaulas metabdlicas individuales de acero
inoxidable, registrando durante 3 dias conse-
cutivos la ingesta de alimento y recolectando
las heces. Con dichos parametros se calcu-
16 la absorcion aparente (Abs) total (mg/d) y
la absorcion como porcentaje de la ingesta
(%Abs) de acuerdo con las siguientes ecua-
ciones:

1) Abs=I1-F
2) % Abs=1-F x 100

I
donde F: eliminacién fecal e I: ingesta de ali-
mento.
Las heces y dieta fueron digeridas con HNO,
concentrado en microondas usando bombas
Parr para la determinacién de Ca, Mg y P.'®
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Determinaciones bioquimicas séricas

El Ca se determind mediante absorcion
atomica empleando cloruro de lantano (con-
centracion de 6500 ppm) como supresor de
interferencias.”®

El Pi se determiné por colorimetria utilizan-
do un autoanalizador (Abbott Laboratories,
Abbott Park, IL, USA).

El telopéptido carboxilo terminal del cola-
geno tipo | (CTX) (pg/mL) fue evaluado me-
diante inmunoensayo (ELISA) (Rat Laps® y
Rat-osteocalcin®, respectivamente. BioTech,
Herlev, Dinamarca).?® La fosfatasa alcalina
6sea (FAO) (Ul/L) se determind por colorime-
tria (Wiener SA).

Determinacion de Lactobacillus y pH

La cuantificacion del desarrollo de colo-
nias de lactobacilos se realizd sobre heces
frescas, a partir del inicio del estudio, ob-
tenidas semanalmente. El medio de cultivo
utilizado de Man, Rogosa y Sharpe (MRS)
(Britania, Argentina) es selectivo y especi-
fico para lactobacilos, en estufa de cultivo
con atmésfera semiaerobica (5-10% CO,), a
35-37 °C durante 48 horas. El recuento total
de colonias de lactobacilos, identificados
como pequenas colonias de color blanco
grisaceo, lisas o rugosas, se informé como
unidad formadora de colonias (UFC) y se
expresé como log10 UFC por gramo de he-
ces. La confirmacién morfolégica fue reali-
zada mediante tincién de Gram.

Luego del sacrificio se determiné el peso
(Denver instrument, USA) y pH del ciego,
este Ultimo directamente por insercion de
un pH-metro calibrado (Adwa AD110®,
Hungria) en la luz cecal.

Porcentaje de agua en heces frescas y
contenido cecal

Los porcentajes de agua en heces y en
el contenido cecal fueron calculados por
diferencia de pesadas entre el peso hume-
do (PH) y el peso seco (PS) obtenido lue-
go de colocar dichas alicuotas en estufa a
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100 °C durante 48 horas, segun la siguien-
te ecuacion:

Porcentaje de agua (%) = (PH - PS)/ PH x 100

Evaluacion de acidos propionico y butirico
en contenido cecal

Los AGCC evaluados se analizaron en
muestras del contenido cecal mediante el
método de cromatografia liquida de alta re-
solucién (HPLC)?' (Perkin Elmer, Norwalk, EE.
UU.) y detector IR. Los datos se procesaron
en una computadora que contenia el software
Chromera® (Perkin Elmer, Norwalk, EE.UU.).
La cuantificacion se realizé utilizando un mé-
todo de calibracién externo mediante estan-
dares adecuados (Sigma Aldrich, Saint Loui-
se, EE.UU.).

Densitometria 6sea

Antes del sacrificio se determiné “in vivo”
la densidad mineral y el contenido mineral
del esqueleto total (et DMO y et CMO), bajo
anestesia débil mediante la técnica de DXA.
El equipo utilizado consta de un software
disefado especificamente para evaluar pe-
quenos animales (DPX Alfa, radiacion Lu-
nar Corp.®, Madison, WI).22 Todas las ratas
fueron analizadas utilizando el mismo tipo
de exploracion. La precision del software
fue evaluada por la medicion de una misma
rata cinco veces con reposiciéon entre dos
exploraciones en el mismo y en diferentes
dias. El andlisis de las subareas de interés
de columna lumbar (Cl) y tibia proximal (Tp)
se realizé utilizando la imagen del animal
visualizado en la pantalla de la computa-
dora mediante operacién manual delimitan-
do una ventana especifica (ROI) para cada
segmento. El coeficiente de variacién (CV)
para DMO de esqueleto total fue de 0,9%,
para la Cl DMO fue de 1,8% y para TpDMO
fue de 3,5%. Todos los analisis fueron rea-
lizados por el mismo observador con el fin
de reducir al minimo la variacion interobser-
vador.?
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Biomecanica

Al finalizar el estudio se extrajeron las ti-
bias, las cuales se limpiaron de todo resto
muscular. La tibia derecha se embebié en so-
lucion fisiolégica y se mantuvo “frizada” has-
ta realizar las pruebas biomecanicas. Dichas
determinaciones fueron realizadas mediante
el test de flexion de tres puntos en un equipo
Instron 4411® de analisis universal de mate-
riales. Se determinaron los siguientes para-
metros diafisiarios femorales: fuerza maxima
de fractura, rigidez 6sea y médulo de elasti-
cidad.

Histologia dsea y de intestino grueso

Inmediatamente después del sacrificio, la
tibia izquierda y el intestino grueso se retira-
ron, se limpiaron de tejidos blandos y pesaron.
Ambos tejidos fueron fijados por inmersién en
buffer formalina durante un periodo de 48 ho-
ras e incluidos en parafina a 56-58 °C.

Antes de la inclusién, la tibia fue descal-
cificada en EDTA al 10% (pH 7) durante 25
dias. Posteriormente se realizaron cortes cor-
tes longitudinales (8-10 um de espesor) que
se tifieron con hematoxilina-eosina y se mi-
crofotografiaron (equipo AXIOSKOP®, Carl
Zeiss, Alemania). En los cortes se determiné
el volumen éseo (BV/TV) (%) en el hueso es-
ponjoso subcondral y el ancho del cartilago
de crecimiento a través de la imagen digitali-
zada, utilizando el programa de computacion
Image-Pro 4.5®.%*

En los cortes de intestinos se evaluaron
morfolégicamente un ndmero de siete vello-
sidades por seccién de tejido y por grupo,
incluyendo a la vez 4 animales, por lo que en
cada grupo y en cada seccidn se analizaron
veintiocho vellosidades. Las medidas (en pm)
se realizaron con el fin de determinar la altura
(o profundidad) de la vellosidad intestinal (dis-
tancia lineal desde la base hasta el apice de
la vellosidad).?® 26 Las mediciones fueron ana-
lizadas con un aumento de x20 mediante el
programa ImageJ®, un software de procesa-
miento de imagen digital de dominio publico
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desarrollado en el National Institutes of

Health.?*

Analisis estadistico

Los resultados se expresaron como me-
dia + desvio estandar (DE). La normalidad de
las variables fue evaluada mediante el test
de Shapiro-Wilk y la homogeneidad de va-
rianzas mediante el test de Levene. Los da-
tos fueron analizados mediante analisis de
varianza (ANOVA), un factor utilizando el test
de Bonferroni para determinar entre cuales
de los grupos se encontraban las diferencias
significativas. Los parametros histologicos
fueron evaluados por medio de un andlisis
factorial de un solo punto. Para el anali-
sis estadistico se utilizé el programa SPSS
19.0® para Windows (SPSS, Inc. Chicago,
IL). Un valor de p < 0,05 fue considerado sig-
nificativo.

Resultados

No se observaron diferencias significati-
vas entre los grupos C, YRy YE durante toda
la experiencia respecto del consumo de dieta
(9/d) (16,5+2,7; 15,4+0,8 y 16,4+0,6, respec-
tivamente) o en el aumento de peso entre el
final y el inicio de la experiencia (g) (5,9+0,7;
5,7+0,5 y 5,6+0,4, respectivamente).

La Tabla 1 muestra los cambios observa-
dos entre los distintos parametros evalua-
dos respecto del grupo control. El grupo YE
no mostrd diferencias significativas respecto
del grupo C en la longitud del fémur (cm); sin
embargo, el grupo YR alcanzé una longitud
estadisticamente menor que el grupo C (p <
0,05). Ambos yogures mostraron un aumento
significativo en el peso del colon (g/100 gPC)
respecto del grupo C (p < 0,05), mientras que
el grupo YR presentd un mayor aumento que
el grupo YE (p < 0,05). Inicialmente el desa-
rrollo de colonias de lactobacilos (UFC/g) fue
similar en los grupos estudiados. A partir de la
primera semana y a lo largo de toda la expe-
riencia, los grupos que consumieron la dieta a
base de yogur mostraron mayor desarrollo de
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Tabla 1. Cambios porcentuales en la longitud del fémur, en el peso y pH del ciego, en el nUmero
de UFC de lactobacilos, en la profundidad de criptas intestinales, en los porcentajes de agua
en heces frescas y en el contenido fecal y en la produccién de acidos grasos de cadena corta

respecto del grupo control.

Grupos

Cambio en la longitud del fémur (%)
Cambio en el peso Ciego/PC (%)

Cambio en las UFC lactobacilos

Cambio en el pH del ciego

Cambio en el % de agua en heces frescas

Cambio en el % de agua en el contenido fecal

Cambio en la profundidad de criptas intestinales (%)

Cambio en la produccion de acido lactico (%)
Cambio en la produccién de acido acético (%)
Cambio en la produccion de acido propidnico (%)
Cambio en la produccién de acido butirico (%)

YR YE
-2,45+0,18" -0,61+0,01**
115,6+2,94* 73,9+3,23%,**

29,2+1,3" 14,5+1,.4*
-8,6+2,3* -12,4+2,2***
55,0+4,0 50,0+5,0
27127 18,6+3,3
3,6+0,28" 12,9+0,24**
14,1+0,15* 82,1+£2,8***
29,7+3,8" 423,6+17,2"*
-7,5+1,5 170,5+7,2***
-12,9+1,4 236.9+13,7%,**

Célculo del cambio porcentual segun la férmula: [(valor final - valor inicial) / valor inicial] x 100

UFC: unidades formadoras de colonias; PC: peso corporal. Grupo de ratas que recibieron las dietas: control AIN'93-G
(C), yogur regular (YR) y yogur experimental (YE). Los datos fueron analizados por ANOVA de un factor P < 0,05. Los
resultados se expresaron como media + DS. *P < 0,05: YR o YE frente a C; **P < 0,05 YE frente a YR.

colonias que el grupo C (p < 0,05). El aumento
en las UFC de lactobacillus fue significativa-
mente mayor en el YE que en el grupo del YR
(p < 0,05) (Tabla 1 y Figura 1). Al finalizar la ex-
periencia, los grupos que consumieron la dieta
a base de yogur presentaron una disminucion
en el pH cecal respecto del grupo C (p < 0,05),
mientras que dicha disminucién fue significati-
vamente mayor en YE que en el YR (p < 0,05).
Al finalizar la experiencia (Tf), los grupos que
consumieron las dietas a base de yogur alcan-
zaron un porcentaje de agua en heces frescas
y en el contenido cecal significativamente ma-
yor que el grupo control (p < 0,01). La canti-
dad de acido lactico y acido acético (mg) en el
contenido cecal fue significativamente mayor
en los grupos que consumieron la dieta a base
de yogur respecto del grupo C, aunque dicho
aumento fue significativamente mayor en el
grupo YE respecto de YR (p < 0,05).

La cantidad de acidos propiénico y butirico
en ciego (Mmg) aumento significativamente en el
grupo YE respecto del grupo C (p < 0,05). Con-
trariamente, el grupo YR no mostré cambios
significativos respecto del grupo C (p < 0,05).
La profundidad de las vellosidades intestinales
aumento significativamente en ambos yogures
respecto del grupo C (p < 0,05), mientras que
el aumento fue significativamente mayor en el
grupo YE (p < 0,05) (Tabla 1 y Figura 2).

No se observaron diferencias estadistica-
mente significativas en los niveles de Ca'y FAO
en sangre entre los tres grupos estudiados.
Los niveles de CTX no mostraron diferencias
entre los grupos C y YE; sin embargo fueron
significativamente mayores en el grupo YR que
en Cy YE (p < 0,05) (Tabla 2). Los niveles de Pi
sérico presentaron valores significativamente
menores en el grupo Cvs. YRy YE (p < 0,05 y
en YE vs. YR (p < 0,05) (Tabla 2).
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Tabla 2. Efecto del consumo de yogur en las determinaciones bioquimicas del metabolismo
fosfocalcico y mineral, en la densidad mineral, histomorfometria y biomecanica dsea.

Grupos C YR YE
Determinaciones bioquimicas
sCa (mg/dL) 10,1+0,4 9,8+0,6 10,3+0,5
sPi (mg/dL) 9,4+0,6 13,4+1,3* 13,5+1,1%
FAO (UI/1) 70+9 70+7 69+5
CTX (pg/mL) 75,1+3,6 111,5+5,3* 83,1+7,7*
Parametros densitométricos
CMO g/PC 0,579+0,070 0,562+0,033 0,591+0,031**
DMO et (g/cm?/PC) 0,146+0,009 0,140+0,039 0,143+0,033
DMO ClI (g/cm?/ PC) 0,043+0,003 0,038+0,003* 0,040+0,003**
DMO Tp (g/cm?/PC) 0,042+0,004 0,039+0,002* 0,040+0,003**
Determinaciones de histomorfometria
BV/TV (%) 26,7+2,0 26,7+1,9 32,3+2,9" "
Longitud del fémur (g/PC) 12,2+0,1 12,3+0,1 12,7£0,1%**
Parametros biomecanica
Fuerza maxima de fractura (N) 144,6+17,6 119,8+11,3* 140,5+17,5**
Mdédulo de elasticidad (Mpa) 112,3+13,2 93,3+10,9 108,4+14,2
Rigidez 6sea (N/mm) 196,8+10,8 172,4+14,3* 200,1+10,7*
PC: peso corporal; sCa: calcio sérico; fésforo sérico; FAO: fosfatasa alcalina o6sea; CTX: te-
lopéptido tipo | C-terminal; CMO: contenido mineral 6seo; DMO: densidad mineral o&sea; et: es-
queleto total; Cl: columna lumbar; Tp: tibia proximal;, BV/TV%: fraccién de volumen 6seo. Gru-

po de ratas que recibieron las dietas: control AIN93-G (C), yogur regular (YR) y yogur experimental (YE).
Los datos fueron analizados por ANOVA de un factor P < 0,05. Los resultados se expresaron como media + DS. *P<0,05:

YR o YE frente a C; **P < 0,05 YE frente a YR.

Al inicio del estudio no existieron diferencias
significativas en la ingesta, excrecion fecal y ab-
sorcion diaria o porcentual de Ca y Pi entre los
tres grupos estudiados (Datos no mostrados).

La absorcion diaria y porcentual de Ca
fue significativamente mayor en YE que en
los otros dos grupos (p < 0,05), mientras que
YR solo mostré diferencias significativas en la
absorcién porcentual respecto del grupo C (p
< 0,05), sin diferencias en la absorcion absolu-
ta de Ca (Figura 3A).

No existieron diferencias significativas en la
ingesta de Pi durante el periodo final de balan-
ce; sin embargo, el Pi fecal fue significativamen-
te menor en YE respecto de YR y C (p < 0,05),
sin diferencias significativas entre estos dos
grupos. La absorcion diaria de Pi no presentd
diferencias significativas, aunque el YE mostrd
aumento no significativo en la absorcién respec-
tode Cy YR. El % Abs Pi fue significativamente
mayor en YR que en C (p < 0,05) y en YE respec-
to tanto del C como de YR (p < 0,05 (Figura 3B).
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Figura 1. Desarrollo de colonias de lactobacilos en heces frescas en los grupos que recibieron
la dieta a base de yogur respecto del grupo C. p<0,05: (*) vs. YR.

c YR YE

Figura 2. Microfotografia de profundidad de las criptas intestinales en todos los grupos estudia-
dos a tiempo final. Técnica de tincién con hematoxilina-eosina en un seccion longitudinal (20x).
En linea roja punteadas se observa la distancia de medicion de la profundidad. Grupos de ratas
que recibieron las dietas: AIN'93-G control (C), yogur regular (YR) y yogur experimental (YE).

100
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Absorcion de Ca (%)

C YR YE Cc YR YE

Figura 3 A. Porcentajes de absorciéon de Ca Figuras 3 B. Porcentajes de absorcién de Pi
a tiempo final de la experiencia (media = DE).  a tiempo final de la experiencia (media + DE).
*p<0,05 vs.C; **p<0,05 vs.YR. *p<0,05 vs. C; *p<0,05 vs. YR.
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La Tabla 2 muestra las determinaciones
bioguimicas relacionadas con el metabolismo
fosfocalcico y 6seo al final de la experiencia.
Los niveles circulantes de Ca y FAO no mos-
traron diferencias significativas entre los tres
grupos; sin embargo, los niveles de Pi fueron
significativamente superiores en los animales
alimentados a base de yogur, que en el grupo
control (p < 0,05), sin diferencia entre ellos. Los
niveles de CTX fueron similares en el grupo YE
y en el grupo C, y ambos significativamente
menores respecto del grupo YR (p < 0,05).

En la Tabla 2 puede observarse que el etC-
MO y etDMO no presentaron diferencias sig-
nificativas entre los tres grupos de estudio,
mientras que BV/TV (%) fue significativamente
mayor en el grupo YE que en los grupos Cy YR
(p < 0,05), sin diferencias entre estos dos Ulti-
mos. YR presentd un aumento no significativo
en el etCMO respectode YEy C (p = 0,061). En
concordancia con los porcentajes de volumen
6seo observados, la Figura 4 muestra un ma-
yor numero de trabéculas en el grupo YE res-
pecto de los grupos C y YR, que graficamente
no muestran diferencias entre ellos.

La Tabla 2 muestra los parametros biome-
canicos de los tres grupos. El médulo de elas-
ticidad no mostré diferencias significativas
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entre los tres grupos; sin embargo, tanto la
fuerza maxima de fractura como la rigidez
6sea no mostraron diferencias significativas
entre los grupos C y YE, mientras que se en-
contraron significativamente disminuidas en
el grupo YR respecto de los otros dos grupos
(p < 0,05).

Discusién

Los resultados del presente estudio de-
mostraron que la dieta a base del yogur que
contiene GOS reducido en lactosa permitié
aumentar la absorcion y alcanzar la retencién
y calidad ésea de los animales alimentados
con la dieta adecuada para roedores en cre-
cimiento (AIN'93-G). Estos resultados sugie-
ren que el yogur experimental ensayado en
este estudio seria una herramienta nutricional
adecuada para asegurar el aporte de Ca tan-
to en sujetos tolerantes como intolerantes a
lactosa.!® 272 Contrariamente, la dieta a base
de yogur regular sin GOS aumenté levemente
la absorcion de minerales, pero lo mas sig-
nificativo fue que tanto la retencion como la
calidad del hueso formado no alcanzaron los
niveles del grupo control que corresponde a
los estandares normales de este tipo de roe-
dores en crecimiento.

Figura 4. Microfotografia del tercio medio de la tibia proximal sobre hueso descalcificado. La
tincion con hematoxilina y eosina muestra las trabéculas en color rojo (aumento 4 x). Grupos de
ratas que recibieron las dietas: AIN'93-G control (C), yogur regular (YR) y yogur experimental (YE).
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Durante el periodo experimental, todos
los animales presentaron un comportamien-
to normal, permanecieron en buen estado
de salud general, y no se observaron efectos
secundarios por el consumo de las distintas
dietas ensayadas, como diarrea. El aumento
de peso corporal fue similar en los tres gru-
pos estudiados debido a que no existieron di-
ferencias en la ingesta de las distintas dietas
isocaloricas. El crecimiento longitudinal del
grupo control, evaluado a través de la longi-
tud del fémur, solo fue logrado por los anima-
les alimentados con el YE. En este sentido,
es sabido que el crecimiento longitudinal se
encuentra bajo la accion del eje hormona de
crecimiento/factor de crecimiento similar a in-
sulina 1 (GH/IGF-1). El IGF-1 es un importante
regulador de la formacién 6sea cuya produc-
cién se encontraria regulada por la microbio-
ta probidtica, segun estudios previos.? En el
presente estudio, la concentracion de IGF-1
no ha sido evaluada; sin embargo se sabe
que los GOS favorecen el crecimiento de bac-
terias probiodticas como los Bifidobacterium'y,
como se ha observado en el presente estudio,
de Lactobacillus.*® ' EI mayor desarrollo de
este tipo de bacterias por el consumo de YE,
junto al aporte de los microorganismos po-
tencialmente probidticos presentes en el yo-
gur, posiblemente haya favorecido la produc-
ciéon de IGF-1 responsable de la formacion de
hueso. Si bien el consumo del YR produjo un
aumento en el desarrollo de Lactobacillus, la
ausencia de GOS posiblemente no haya sido
capaz de modificar significativamente la flo-
ra habitual, lo cual —segun estudios previos—
puede generar una sefalizacién deficiente de
IGF-1 dentro del tejido esquelético.??

El consumo del YE con GOS no solo au-
menté significativamente el desarrollo de
Lactobacillus sino la concentracién de AGCC,
fundamentalmente butirato y propionato. De
acuerdo con estudios previos, el aumento en
la concentracion de los AGCC seria el res-
ponsable de la disminucion del pH del ciego,
lo cual favorece el mantenimiento de los iones
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Ca en solucién, mejorando la disponibilidad
de Ca y Pi para su absorcién.”® Asimismo, la
mayor produccién de AGCC pudo haber fa-
vorecido directamente la absorcion de Ca,
ya que el propionato de Ca, por su contenido
organico, atraviesa las membranas celulares
mas facilmente que el ion Ca.®'3® Por otra
parte, como hemos sefialado previamente, el
butirato es la fuente energética de los colo-
nocitos, ' 3% por lo cual la mayor produccion
de este AGCC seria la responsable del efecto
tréfico intestinal evidenciado por una mayor
proliferacién y profundidad de las criptas de
las células colénicas.®** Asimismo, los AGCC
favorecen la produccion de proteinas de la
unién de células epiteliales adyacentes y la
expresion de CaBP-9kDa,*® lo cual también
estimularia la mayor absorcion mineral obser-
vada en el presente estudio.

El YR aumentdé la produccién de los
AGCC lactico y acético, sin afectar la de aci-
do propioénico y butirico. Si bien el aumento
en la produccion de lactato y acetato dismi-
nuyo el pH coloénico, lo hizo a un nivel menor
que el producido por el YE. La produccion
de estos AGCC por el consumo del yogur
regular podria explicarse sobre la base de
que una pequeia fraccion de lactosa no di-
gerida pudo alcanzar el colon donde es uti-
lizada por bacterias intestinales, generando
una baja proporcion de lactulosa y su analo-
go lactitol.®® La fermentacion de niveles ba-
jos de lactulosa por la microflora intestinal
produce AGCC, principalmente propionato
y lactato que reducen el pH intestinal.®” En
el presente estudio no se observé un au-
mento en la producciéon de propionato pero
si de lactato conjuntamente con acetato. El
aumento en la acidez en el intestino y el cie-
go seria el responsable del crecimiento de
las bacterias acidolacticas.® No obstante
ello, la produccién de propionato y butira-
to no aumentaron, lo cual explicaria no solo
los menores efectos tréficos sino también
el menor efecto sobre la absorcién de Cay
Pi respecto del YE. La mayor absorcion de
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Ca observada por el consumo de YR no se
tradujo en aumentar la biodisponibilidad de
este mineral para ser incorporado al hueso.
Este efecto podria explicarse sobre la base
de la menor relaciéon Ca/Pi al utilizar leche
de vaca para la fabricacion del yogur, lo cual
generd un mayor aporte de Pi que, como se
menciond previamente, altera el proceso de
remodelaciéon y mineralizaciéon del hueso.'”
Contrariamente, el aporte de GOS por el
consumo del YE logré aumentar la biodis-
ponibilidad de los minerales 6seos para ser
incorporados al tejido.

Los niveles de fosfatemia estan directa-
mente relacionados con el aporte nutricional
de Pi. En el presente estudio, los niveles sé-
ricos de fosforo fueron mas elevados en los
YE y YR como consecuencia del mayor apor-
te de Pi por parte de los yogures respecto de
la dieta AIN'93-G. Los niveles elevados de Pi
estimulan la sintesis y liberacion de parathor-
mona (PTH) y con ello generan un aumento
en la actividad del remodelacion 6seo. Sin
embargo, los niveles séricos de CTX del gru-
po YE fueron similares a los de la dieta con-
trol, mientras se encontraron aumentados en
los animales alimentados a base de YR. Esta
observacion podria explicarse a partir de la
posible accién de bacterias probidticas en la
sintesis de IGF-1 y en la cantidad adicional
de Ca absorbida. Mientras que el IGF-1 pro-
mueve el desarrollo 6seo, el mayor aporte de
Ca previene el aumento en la secrecion de la
hormona paratiroidea, evitando una excesiva
resorcion 6sea.*®

Como se menciond previamente, en el
presente estudio no se evaluaron los cam-
bios hormonales; sin embargo, nuestros
resultados proporcionan evidencia clara re-
lacionada con los cambios positivos por el
consumo de YE en todos los parametros
6seos estudiados asociados al crecimiento
y la calidad del hueso.'® ® En este sentido,
la longitud de la tibia, la masa 6seay la den-
sidad mineral del esqueleto total, asi como
los parametros de calidad ésea observados
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en el grupo que consumié el YE, mostra-
ron valores similares a los animales control.
Respecto de las subareas del esqueleto to-
tal evaluadas en el presente estudio se debe
recordar que el esqueleto total esta com-
puesto principalmente por hueso cortical,
mientras que en la columna lumbar y la tibia
proximal predomina el hueso trabecular. En
la rata, la columna lumbar es una regién que
no soporta peso, por ello es mas sensible
a los cambios de masa 6sea que las areas
que si lo hacen, como la tibia proximal.®® A
pesar de estas diferencias, los niveles de
DMO en tibia proximal y columna lumbar de
los animales alimentados con YE alcanzaron
los valores observados en los animales con-
troles, confirmando la 6ptima biodisponibili-
dad del YE para lograr la masa esquelética
apropiada durante la etapa de crecimiento.
Finalmente, los parametros de las pruebas
de biomecanica obtenidos en el YE conclu-
yen que el hueso formado presenta una 6pti-
ma calidad, ya que sus valores son similares
a los obtenidos en el grupo control.

Conclusién

El consumo de un YE reducido en lactosa
que contiene GOS dio lugar a una mayor ab-
sorcion de Ca que aseguro6 lograr la retencion
y calidad ésea de las ratas controles alimen-
tadas con AIN93-G, dieta adecuada para el
crecimiento normal de roedores. Contraria-
mente, la dieta a base de YC sin GOS aumen-
td levemente la absorcién de minerales, pero
lo mas significativo fue que la biodisponibili-
dad de dichos minerales fue menor, ya que
los niveles de retencion y calidad del hueso
formado no alcanzaron los niveles observa-
dos en el grupo control que corresponden a
los estandares normales para ratas Wistar en
crecimiento.

Sobre la base de estos resultados, el yo-
gur experimental ensayado seria un producto
lacteo adecuado para proveer prebidticos y
potenciales bacterias probitticas en el in-
testino y asi aumentar la salud intestinal y la
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biodisponibilidad de Ca necesario para opti-
mizar el desarrollo éseo en un periodo de al-
tos requerimientos como es la etapa de cre-
cimiento. Pero, ademas, ayudaria a evitar los
inconvenientes del mayor aporte de Pi al uti-
lizar leche de vaca en la fabricacion de yogu-
res, tema que preocupa a la industria lactea.
Ademas, y no menos importante, el yogur ex-
perimental ensayado reducido en lactosa que
contiene GOS seria una estrategia terapéuti-
ca para alcanzar las recomendaciones de Ca
en aquellos individuos que evitan el consumo
de lacteos debido a los sintomas desagrada-
bles de la intolerancia a la lactosa.
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