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Resumen

Ciertos prebiodticos aumentarian la ab-
sorcién y biodisponibilidad de calcio (Ca).
Objetivo: evaluar el efecto de una mezcla de
galacto-oligosacaridos (GOS) y fructo-oligo-
sacaridos (FOS) GOS/FOS® 9:1 sobre ab-
sorcién mineral y retencidon ésea, durante 1)
crecimiento normal, 2) recuperacién nutricio-
nal, en ratas. Métodos: el estudio se realizd en
dos grupos de animales con diferentes carac-
teristicas nutricionales. Crecimiento normal: al
destete y hasta 40 dias, ratas macho recibie-
ron dietas AIN-93G, con Ca: 0,5% (Ca.5-40);
Ca: 0,3% (Ca.3-40); Ca: 0,5%+5,3% GOS/
FOS® (Ca.5P-40); Ca: 0,3%+5,3% GOS/FOS®
(Ca.3P-40). Recuperacion nutricional: al des-
tete, 2 grupos de ratas recibieron durante una
semana dieta AIN-93G con 4% de proteinas
(grupo D); luego, hasta 50 dias de edad, die-
tas AIN-93G, con Ca: 0,5% (DCa.5-50); Ca:
0,5%+5,3% GOS/FOS®(DCa.5 P-50). Un gru-
po control (Ca.5-50) recibié desde el destete
hasta los 50 dias dieta AIN-93G. Semanal-
mente se evaluaron el consumo de alimento,

el peso y la longitud corporal; al inicio y al final
de la experiencia: absorcion de Ca, Mg y P
(mg/d y %), desarrollo de /actobacilos y acti-
vidad enzimatica en heces. Al sacrificio se mi-
dieron pH cecal, peso del ciego, biomecanica
y densitometria (Lunar DXA), contenido mine-
ral en fémur, marcadores 6seos, parametros
densitométricos y biomecanicos. Resultados:
en ambos modelos experimentales, el consu-
mo de la mezcla prebiotica disminuyé el pH
cecal y aumenté el desarrollo de lactobacilos
(p<0,001), absorcién de Ca, Mg y P (p<0,001).
Asimismo mejor¢6 la cantidad femoral de Ca'y
P (p<0,05) y los parametros densitométricos
(p<0,01), biomecanicos (p<0,05) y bioquimi-
cos (p<0,01). Conclusion: GOS/FOS® favore-
ci6 la absorcion de mineral induciendo mayor
retencion en hueso, lo que asegura una canti-
dad extra para favorecer la salud ésea.

Palabras clave: galacto-oligosacaridos (GOS),
fructo-oligosacaridos (FOS), absorcion, reten-
Cioén 6sea, recuperacion nutricional.
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Summary

USEFULNESS OF A PREBIOTIC MIX-
TURE TO INCREASE CALCIUM ABSORP-
TION AND RETENTION DURING NORMAL
GROWTH AND DURING RECOVERY FROM
PROTEIN MALNUTRITION: EXPERIMEN-
TAL MODEL IN RATS

Nutrition influences linear growth and
bone mass accumulation, modulating the
genetic potential. Colonic fermentation of
galacto-oligosaccharides (GOS) and fructo-
oligosaccharides (FOS) enhances Ca absorp-
tion.

Objective: To evaluate the effect of a
mixture 9:1 of short-chain galacto-oligo-
saccharides (GOS) and long-chain fructo-
oligosaccharides (FOS) (GOS/FOS®) dur-
ing normal growth or recovering from early
protein deprivation on Ca and P absorption
and bone retention, in rats. Methods: The
study was done in two groups of rats with
different nutritional status. Normal growth: At
weaning until day 40, male rats received one
diet: AIN-93G containing: 0.5% Ca (Ca.5-
40); 0.3% Ca (Ca.3-40); 0.3% Ca plus 5.3%
GOS/FOS® (Ca.3P). Nutritional recovery: At
weaning, rats received a low protein diet (4%)
during a week. Then, these undernourished
(U) rats were reefed with 0.5%Ca diet with
or without 5.3% GOS/FOS® until 50 days of
life (DCa.5-50 or DCa.5P50, respectively). A
control nourished group was fed AIN-93G
until 50 days of life. Food consumption, Ca,
Mg and P absorption (mg/d and %), and lac-
tobacilli development in fresh feces were
evaluated weekly; caecum pH, femur mineral
content, biomechanical and densitometric
analysis (Lunar DXA) and biochemical bone
markers were measured after sacrifice. Re-
sults: The prebiotic consumption increased
lactobacilli development (p<0.0001); re-
duced caecum pH (p<0.0001); increased Ca,
Mg and P absorptions (p<0.01). Moreover,

sobre la biodisponibilidad de calcio

prebiotic enhanced femur mineral content
(p<0.05); densitometric(p<0.01), biomechanical
(p <0.05) and biochemical parameters
(p<0.01) in both experimental models as
compared to the groups fed the prebiotic-
free-diets. Conclusion: The prebiotic mixture
studied here increased mineral absorption
supplying an extra amount of bone minerals
that beneficed bone acquisition.

Keywords: galactooligosaccharides (GOS)
/ fructooligosaccharides (FOS), absorption,
bone retention, recovering from undernutri-
tion.

Introduccion

La nutricion determina el crecimiento li-
neal y la acumulacion de masa ésea durante
el crecimiento, modulando el potencial gené-
tico del desarrollo 6seo.'?

El Comité de Nutricion de los Estados
Unidos informé que la ingesta de calcio (ICa)
disminuye del 80 al 50% de las ingestas re-
comendadas en nifios entre 1-5 afios.®* Este
hecho favorece el riesgo de no alcanzar el
pico de masa 6sea (PMO) al final del creci-
miento y a aumentar la pérdida de masa 6sea
mas adelante.® En este sentido, distintas in-
vestigaciones determinan que existe un alto
porcentaje de la poblacién mundial, inclui-
dos los nifos, que no cubren la recomenda-
cion diaria de ICay la Argentina no es ajena
a ello.%87

La deficiencia proteica altera el eje-hor-
mona de crecimiento/factor de crecimiento
fibroblastico 1 (IGF1), afectando negativa-
mente el crecimiento longitudinal del hueso
y la osificacion endocondral .81 Por ello, la
malnutricién proteica disminuye la velocidad
de crecimiento dando lugar a individuos con
baja talla y composicién anormal del hueso.
Una dieta adecuada en proteinas iniciaria in-
mediatamente la recuperacion del crecimien-
to," pero para alcanzar el PMO vy la talla ade-
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cuada para la edad sera esencial aumentar el
aporte y la disponibilidad de Cay fésforo (P).

Durante el crecimiento normal, cumplir
con las recomendaciones nutricionales res-
pecto de la ICa seria el método mas eficaz
para prevenir los efectos negativos debido
a su deficiente/insuficiente aporte. Si ello no
fuera posible, el aumento en la absorcién in-
testinal se convertiria en una estrategia sen-
cilla para mejorar la biodisponibilidad de di-
cho mineral. Por otra parte, ante los mayores
requerimientos de Ca producto del “catch-
up” que ocurre durante la recuperacién nu-
tricional, en lugar de aumentar la cantidad
ingerida, la mayor absorcion de Ca se con-
vertiria en una herramienta fundamental para
mejorar su aporte al hueso.

La mayor parte de la absorcion de Ca
se produce en el intestino delgado, aunque
alrededor del 10% podria ocurrir en el co-
lon." Los oligosacaridos no digeribles (OND)
constituyen en la leche materna el segundo
componente de carbohidratos después de
la lactosa.™ Tienen funcién prebidtica ya que
actuan benéficamente en el colon, estimu-
lando el crecimiento y/o la actividad de un
numero selectivo de bacterias sacaroliticas,
como lactobacilos y bifidobacterias. Estas
bacterias son benéficas para el huésped de-
bido a varios factores.

Por un lado, generan productos metabdli-
cos que estimulan la proliferacién de los co-
lonocitos favoreciendo la capacidad absorti-
va del colon, pero al mismo tiempo modulan
la respuesta del sistema inmunitario, lo cual
seria sumamente importante durante la recu-
peracion nutricional.

Los acidos grasos de cadena corta
(AGCC) y los gases generados por las espe-
cies benéficas descienden el pH y aumentan
la solubilidad de diferentes sales de Cay con
ello su absorcién.'*'® El acido butirico pre-
senta un efecto tréfico sobre los colonocitos
aumentando la profundidad y densidad de
las criptas colénicas, y con ello la absorcion
paracelular/transcelular de minerales."”

sobre la biodisponibilidad de calcio

El incremento en la absorcion coldnica
aumentaria la cantidad disponible de minera-
les para ser depositados en hueso; la mayor
absorcion conjunta de Cay P mejora la mine-
ralizacion.'®'® La accidn trofica sobre la pared
intestinal ejerce, ademas, efectos de protec-
cién frente al desarrollo de infecciones y dis-
minuye la incidencia de alergias.?’°El presente
estudio experimental fue disefiado para eva-
luar el efecto de una mezcla de GOS/FOS®,
actualmente utilizada en formulas lacteas
infantiles, sobre la absorcion intestinal de
Ca, P y magnesio (Mg) y la mineralizacion,
densidad y estructura ésea, en el crecimiento
normal y durante la recuperacién nutricional.
Varios parametros colonicos indicativos del
efecto de la mezcla prebiética (pH luminal,
peso del ciego, recuento de lactobacilos y
actividad enzimatica) fueron evaluados, para
interpretar el mecanismo de accién.

Materiales y métodos
Animales

Se utilizaron ratas machos Wistar al des-
tete (~21 dias de edad), con un peso com-
prendido entre 40-45 g, pertenecientes al
bioterio de la Facultad de Farmacia y Bio-
quimica de la Universidad de Buenos Aires
(UBA), que cuenta con regulacion de los ci-
clos de luz-oscuridad de 12 horas, control de
temperatura (21+2 °C) y 55% de humedad
relativa. Los animales fueron mantenidos de
acuerdo con las normas de la Guia de Salud
de los Institutos Nacionales para el Cuidado
y Uso de Animales de Laboratorio (ILARCLS,
1996). El protocolo del estudio fue aprobado
por el comité de ética de la Universidad de
Buenos Aires. Las ratas se colocaron en jau-
las individuales de acero inoxidable. Tanto el
alimento como el agua fueron administrados
ad libitum. Al finalizar la experiencia, los ani-
males fueron sacrificados por inhalacién de
dioxido de carbono (CO,).
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Dietas

La Tabla 1 muestra la composicién cen-
tesimal de todas las dietas utilizadas. Todas
fueron preparadas de acuerdo con las reco-
mendaciones del American Institute of Nu-
trition (AIN-93G) del afio 1993.2" Dicha dieta
satisface los requerimientos nutricionales de
los animales durante el crecimiento. La dieta
normocalcica aportaba la cantidad recomen-

sobre la biodisponibilidad de calcio

dada de Ca: 0,5%; la dieta hipocalcica solo
aportaba 0,3% de Ca, y la dieta hipoproteica
contenia la cantidad adecuada de Ca pero
solo aportaba 4% de proteinas. Las dietas
que contenian la mezcla prebiodtica fueron
preparadas adicionando 5,3% de la mezcla
GOS/FOS® 9:1(® N.V.Nutricia, Argentina).
Los dos niveles de Ca se obtuvieron median-
te la adicion de carbonato de calcio (grado
analitico, Anedra, Argentina).

Tabla 1. Composicion de las dietas experimentales (Reeves PG. y col., 1993).

Dietas Hipoproteica A(;l\ls-;)S: e L 5’3% AIN_Q? € 0,?5.\'1/';l (?;G+((5:‘,)3r:/o
,5% de Ca) GOS/FOS (con 0,3%Ca) GOS/FOS®

Hipoproteica DNCa DNCa+GOS/FOS DHCa DHCa+GOS/FOS

Energia (Kcal) 395 395 395 395 395

Proteinas (g) 4 17 17 17 17

Lipidos (g) 7 7 7 7 7

pezod ‘ézs('g)'es 3,5 3,5 3,5 3,5 3,5

Vitaminas (g) 1 1 1 1 1

Colina (g) 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25

Celulosa (g) 5 5 5 5 5

Dextrina Para completar 100 g

Ca(9) 0,5 0,5 0,5 0,3 0,3

GOS/FOS® - 53 53

mixture (g) - ’ - ’

*Vitaminas hidro y liposolubles (componentes individuales de Sigma, Missouri, USA). Ergocalciferol 200 Ul%.
** Dextrina, agregada como fuente de carbohidrato para alcanzar 100g de dieta.

Diseno experimental

1. Crecimiento normal

Al destete, un total de 24 ratas macho fue-
ron asignadas al azar a los 3 grupos estudia-
dos (8 ratas por grupo), los cuales recibieron
una de las dietas experimentales hasta los 40
dias de edad (T=40).

Grupo Ca.5-40: AIN-93G contenia 0,5%

de Ca

Grupo Ca.3-40: AIN-93G contenia 0,3%
de Ca

Grupo Ca.P3-40: AIN-93G contenia 0,3%
of Ca + 5,3% de la mezcla GOS/FOS® 9:1

2. Recuperacion nutricional

Un total de 24 ratas machos al destete fue-
ron asignadas al azar a los 3 grupos estudia-
dos (8 ratas/grupo). Los grupos desnutridos
fueron alimentados durante una semana con
la dieta hipoproteica de mantenimiento, lo que
limita el crecimiento. A continuacién y hasta
los 50 dias de edad recibieron una de las si-
guientes dietas:

Grupo DCa.5-50: AIN-93G contenia 0,5%
de Ca

Grupo DCa.P5-50: AIN-93G contenia 0,5%
of Ca + 5,3% de la mezcla GOS/FOS® 9:1
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En esta experiencia se evalué conjunta-
mente un grupo control hasta los 50 dias de
edad. Dicho grupo (Ca.5-50) recibi6é desde el
destete y hasta el final de la experiencia (T=50)
la dieta AIN-93G que contenia 0,5% de Ca.

Parametros zoométricos y de absorcion

Desde el destete y hasta el final de las
experiencias se registro la ingesta de alimen-
tos y el peso y la longitud corporal (PC y LC,
respectivamente) con una frecuencia de dos
veces por semana. Se evalud la ganancia de
peso y longitud como la diferencia entre los
valores finales y los valores al inicio de la ex-
periencia. También fue evaluado el largo de
la cola. Al final del estudio se determinaron el
peso y la longitud de la tibia derecha (LT).

La absorcion se evalué por metodologia
de balance, tanto al comienzo de la experien-
cia (T=0) como al finalizar el estudio (T=40 y
T=50). Para ello, los animales fueron colo-
cados en jaulas metabdlicas individuales de
acero inoxidable; se registré durante 3 dias
consecutivos la ingesta de alimento y se re-
colectaron las heces. Las heces se secaron
en estufa a 100 C°, se pesaron y fueron redu-
cidas a polvo homogéneo en un molinillo de
acero inoxidable. Con dichos parametros se
calculé la absorcién aparente (Abs) (mg/d) y la
Abs como porcentaje de la ingesta (Abs%) de
acuerdo con las siguientes ecuaciones:

1) Abs I-F
2) Abs%I|-F x 100
I
donde: I: ingesta de alimento; F: eliminacion fecal.

La determinacién de Ca, Mg y P en heces
y dieta se realizé luego de digerir una alicuota
de las muestras con HNO, concentrado en un
sistema de microondas usando bombas Parr
para la determinacion de Ca, Mg y P.%2

El Ca se determind mediante absorcion
atdbmica empleando cloruro de lantano (con-
centracién de 6500 ppm) como supresor de
interferencias.?®

sobre la biodisponibilidad de calcio

El P y Mg se determinaron por colorimetria
utilizando los métodos habituales de labora-
torio y empleando un autoanalizador (Abbott
Laboratories, Abbott Park, IL, USA).

Determinaciones de lactobacilos y activi-
dades enzimaticas en heces

A partir del destete y semanalmente se ex-
trajeron heces frescas por estimulacion anal,
las cuales fueron inmediatamente transferi-
das a tubos estériles y homogenizadas for-
mando una suspensién fecal por el agrega-
do de una solucion buffer fosfato 0,1M que
contenia 0,5% de cisteina. Posteriormente,
con el fin de cuantificar el desarrollo de co-
lonias de lactobacilos, se realizaron dilucio-
nes sucesivas que se sembraron en medio
de cultivo Man, Rogosa y Sharpe (MRS) (Bri-
tania, Argentina), selectivo y especifico para
lactobacilos y otras bacterias acidolacticas,
utilizando la técnica de profundidad. La incu-
bacion se realizd6 en atmosfera microaerdfila
con 5-10% CO,, a 35-37 °C durante 48 horas.

Los lactobacilos fueron identificados
por el desarrollo de pequefas colonias de
color blanco-grisaceo, lisas o rugosas. El
recuento total de colonias por placa se in-
formé como unidad formadora de colonias
(UFC) y se expres6 como log10 UFC por
gramo de heces. La confirmacién morfoldgi-
ca fue realizada mediante tincién de Gram.

Una segunda alicuota fue utilizada para
determinar las actividades enzimaticas por
gramo de heces de B-glucosidasa, B-glucu-
ronidasa, triptofanasa y ureasa, provenientes
de bacterias intestinales. La B-glucosidasa
fue evaluada utilizando p-nitrofenil-B-D-glu-
copiranosido (Sigma, USA) como sustrato
y la B-glucuronidasa utilizando p-nitrofenil-B-
D-glucuronido (Sigma, USA) como sustrato;
la triptofanasa, utilizando triptéfano como sus-
trato y la ureasa, utilizando urea como sustrato.
Las reacciones fueron medidas en espectro-
fotbmetro a 405 nm, 550 nm o 610 nm, res-
pectivamente (Metrolab 2100, Argentina).?+2°
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Determinaciones de peso y pH del ciego

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

Determinaciones bioquimicas y biomecani-
cas en fémur

Los fémures fueron removidos luego del
sacrificio y limpiados de todo resto muscular.
El fémur izquierdo se seco6 72 horas a 100 °C;
se desengraso con una mezcla de cloroformo-
metanol (3:1); se secd y se evalud el peso y
la longitud con una balanza analitica y con
un Vernier, respectivamente. Los fémures asi
tratados se mineralizaron con una mezcla de
HCI- HNQ, (1:1) hasta su completa disolucion.
Los contenidos de Ca, Mg y P se determinaron
por los mismos métodos descriptos previa-
mente. El fémur derecho se utilizé para prue-
bas biomecanicas mediante el test de flexion
de tres puntos en un equipo Instron 4411 de
analisis universal de materiales. Se determiné
fuerza maxima de fractura, rigidez ésea y mo-
dulo de elasticidad.

Determinaciones histoldgicas

Al final de la experiencia se extrajo la tibia
derecha, la cual se fij6 por inmersion en bu-
ffer formalina durante un periodo de 48 ho-
ras; se descalcific6 con acido etilen-diamino-
tetra- acético (EDTA) al 10% (pH 7,4) durante
30 dias. Posteriormente se incluyd en parafina
a 56-58 °C. Se realizaron cortes longitudina-
les de un espesor de entre 8 y 10 upm de la
parte de hueso subcondral a nivel del tercio
medio. Dichos cortes fueron tefiidos con he-
matoxilina-eosina y microfotografiados (equi-
po AXIOSKOP®, Carl Zeiss) para realizar las
medidas histomorfométricas en el area central
del hueso metafisario. Por medio de la imagen
digitalizada y utilizando el programa de com-

sobre la biodisponibilidad de calcio

putacion Image-Pro 4.5, se evaluaron el volu-
men 6seo (BV/TV) (%) y el ancho del cartilago
de crecimiento (GPC). Este ultimo incluyé el
ancho total del cartilago epifisario (GPC.Th)
(Mm) y el ancho del cartilago hipertrofico (HpZ.
Th) (um). Se realizaron 12 mediciones sobre
rectas paralelas de orientacién horizontal pre-
viamente trazadas entre dos puntos ubicados
sobre los limites superior e inferior del area
de estudio, distantes una de otra por 1,5 mm.

Densitometria 6sea

Previo al sacrificio se midieron “in vivo” el
contenido y la densidad mineral 6sea (CMO
y DMO, respectivamente) de esqueleto total
(Et) bajo anestesia intraperitoneal (0,1 ml clor-
hidrato de ketamina/100 g PC, Holliday-Scott
SA, Argentina + 0,02 ml de clorhidrato de xila-
cina, Xilacina, Lab Richmond Div. Veterinaria
SA, Argentina). El equipo DXA utilizado consta
de un software disefiado especificamente para
evaluar pequefios animales (DPX Alfa, radia-
cién Lunar Corp., Madison, WI).*® Todas las ra-
tas fueron analizadas utilizando el mismo tipo
de exploracion. La precision del software fue
evaluada por la medicién de una misma rata
cinco veces con reposicion entre dos explo-
raciones en el mismo y en diferentes dias. El
coeficiente de variacion (CV) fue de 0,9% para
DMO de esqueleto total y del 3,0% para CMO.
El andlisis de las diferentes subareas se realizd
utilizando la imagen del animal visualizada en
la pantalla de la computadora mediante ope-
racion manual delimitando una ventana espe-
cifica (ROI) para cada segmento. El CV para
DMO de columna lumbar (CL) fue del 1,8% y
para tibia proximal (TP) fue del 3,5%. Todos
los analisis fueron realizados por el mismo ob-
servador con el fin de reducir al minimo la va-
riacién interobservador.®

Determinaciones bioquimicas en suero

Al finalizar la experiencia se extrajo suero
en ayunas. Las determinaciones de Ca, P y Mg

24

Actualizaciones en Osteologia, VOL. 11 - N° 1 - 2015



Bryk G y col.: Efecto de una mezcla prebictica

fueron realizadas por espectrometria de absor-
cién atémica, con la misma metodologia que la
empleada para dietas y materia fecal. Las de-
terminaciones de proteinas totales, albumina y
PCR ultrasensible fueron realizadas con un au-
toanalizador (Abbott Laboratories, Abbott Park,
IL, USA). La fosfatasa alcalina ésea (FAO), pre-
via precipitacién de la isoforma ésea con lectina
de germen de trigo, se determiné con el autoa-
nalizador citado precedentemente. El telopép-
tido carboxilo terminal del colageno Tipo | (sCTX)
fue determinado por inmunoensayo (ELISA) de
competicion proteica (Rat-laps®, Osteometer
BioTech, Herlev, Dinamarca o Crosslaps®,
Nordic  Bioscience Diagnostics  A/S).%

Analisis estadistico

Los resultados se expresaron como me-
dia = desvio estandar (DE).

La normalidad de las variables fue eva-
luada mediante la prueba de Shapiro-Wilk y
la homogeneidad de varianzas mediante la
prueba de Levene. Los datos normales fueron

sobre la biodisponibilidad de calcio

analizados mediante andlisis de varianza (ANO-
VA) y aquellos que no presentaron distribucion
normal (desarrollo de lactobacilos) mediante la
prueba de Kruskal-Wallis para datos no para-
métricos. Cuando se constatd diferencia en-
tre los distintos grupos se aplicé la prueba “a
posteriori” de Bonferroni para determinar entre
cudles de los grupos se encontraban diferen-
cias significativas. Los andlisis se realizaron uti-
lizando el programa SPSS 19.0 para Windows
(SPSS, Inc. Chicago, IL). Un valor de p inferior
a 0,05 (p< 0,05) se consider6 significativo.

Resultados

Parametros zoométricos

Todos los animales permanecieron en
buen estado de salud y no mostraron a lo lar-
go de todo el estudio, al consumir la dieta con
prebidticos, efectos adversos como diarrea.
El consumo promedio de alimentos (g/dia) no
mostré diferencias significativas entre los gru-
pos durante todas las experiencias (Tabla 2).

Tabla 2. Consumo, peso corporal, longitud corporal y longitud de tibia ( media + DE).

Ca.5-40 Ca.3-40 Ca.P3-40 DCa.5-50 Ca.5-50 DCa.P5-50
Crecimiento normal Recuperacion nutricional
Consumo diario (g) 12,4+1,3 11,5+1,7 12,6+1,2 13,6+1,7 12,9+1,8 13,2+2,1
Peso corporal
(al destete) (9) 42,8+3,3 42,6+3,8 42,6+3,6 41,8+1,9 41,6+3,2 41,1+2,4
Peso Corporal
(a la semanal)(g) 80,5+6,9 78,2+6,3 75,7+7,0 81,7+5,3 40,8+2,8# 42,8+3,5#4#

Peso Corporal

(al final del estudio)(g) 132,2+16,0 120,1+11,2 131,7+18,2

Gananciade peso (g/d) 92,3+10,4 81,1+8,0*
Longitud Corporal

(al destete) (cm) 11,9+0,1 11,8+0,3
Longitud corporal

(a la semana) (cm) 14,5+0,5 14,1+0,6
Longitud corporal

(alfinal del estudio)(cm) 17,8+0,7 16,7+0,7*
Ganancia en

longitud corporal(cm) 5,8+0,6 5,1+£0,7*
Ganancia longitud

de la cola (cm) 5,3+0,4 5,7+0,3

Longitud de tibia(cm) 3,26+0,08 3,04+0,10*

175,6+£3,1 167,7+15,1# 169,7+13,7#,€

97,2+12,8 13445 12617 129+13
11,7+0,5 12,0£0,2 11,6+0,4 11,7+0,3
14,1£0,6 14,5+0,42 12,1+0,3# 12,3+0,4#
18,1+0,7* 20,3+0,8 16,8+0,6# 17,6+0,6# ##
5,6+0,5*  8,3+x0,9 5,6+1,0# 6,2+0,5#, ##
5,3+0,6 5,9+1,5 6,1+0,9 6,0+1,0
3,22+0,09 3,41+0,09 3,19+0,14# 3,21+0,10#

Datos segun Bonferroni luego de aplicar ANOVA. (*): p<0,01 vs. DCa.5-50; (**): p<0,01 vs. Ca.3-40; (#): p<0,01:
respecto de Ca.5-50 y (##): p<0,01 respecto de DCa.5-50 y (@) p<0,05 respecto de DCa.5-50.
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1. Crecimiento normal.

A T=0 no existieron diferencias en el PC. A
T=40, Ca.3-40 presento6 el menor PC, aunque
sin alcanzar diferencias significativas respec-
to de Ca.5-40 y de Ca.3 P-40 (Tabla 2).

A T=0 no existieron diferencias en LC. A
T=40, Ca.3-40 presento una LC significativa-
mente menor que-Ca.5-40. Sin embargo, el
grupo Ca.3 P-40, que consumid prebidticos,
a pesar del bajo aporte de Ca, present6 va-
lores similares a Ca.5-40 y significativamente
mayores que Ca.3-40 (p<0,01).

No existieron diferencias en la ganancia
de longitud de la cola (Tabla 2).

Al final del estudio, Ca.3-40 mostré el me-
nor valor en la longitud de la tibia sin alcanzar
diferencias significativas con los demas gru-
pos (Tabla 2).

2. Recuperacion nutricional

A T=0 no existieron diferencias en el
PC. Luego de recibir la dieta hipoproteica,
como era de esperar, los grupos DCa.5-50
y DCa.P5-50 presentaron un PC menor que
Ca.5 y Ca.3 de la misma edad (p<0,01), sin
diferencias entre ellos. A T=50, DCa.5-50 y
DCa.5P-50 presentaron un PC significativa-
mente menor que Ca.5-50, pero superior a
los grupos de 40 dias de edad.

Un comportamiento similar se observé
en la ganancia de PC (Tabla 2). A T=0 no
existieron diferencias en LC. Luego de recibir
la dieta hipoproteica, los grupos DCa.5-50 y
DCa.P5-50 presentaron una LC menor que
Ca.5 (p<0,01), sin diferencias entre ellos.

Al finalizar, la experiencia DCa.5-50 pre-
sent6 una LC significativamente menor que
Ca.5-50 (p<0,01).

sobre la biodisponibilidad de calcio

El consumo de prebidticos aumenté la
LC, por lo cual —a pesar del bajo aporte de
Ca- los valores alcanzados por Ca.5P fue-
ron significativamente mayores que Ca.3-40
(p<0,05), aunque aun permanecieron signifi-
cativamente menores que Ca.5-50 (p<0,01).

Un comportamiento similar se observo
en la LC. No existieron diferencias en la ga-
nancia de longitud de la cola (Tabla 1).

Al final del estudio, DCa.5-50 alcanzé6 una
longitud de tibia significativamente menor
que Ca.5-50 (p<0,01) y el consumo de pre-
bidticos no logré recuperar dicha longitud,
por lo cual DCa.5P-50 mostré un valor similar
a DCa.5P-40 y significativamente menor que
Ca.5-50 (p<0,01) (Tabla 2).

Desarrollo de lactobacilos, pH y peso ce-
cal y enzimas bacterianas

En los dos modelos estudiados, a T=0 todos
los grupos presentaron similar desarrollo de
lactobacilos y actividad bacteriana.

Sin embargo, a partir de la primera sema-
na y hasta finalizar la experiencia, los grupos
que consumieron la mezcla GOS/FOS® au-
mentaron en forma significativa la cantidad
de colonias de lactobacilos y de B-glucosida-
sa al mismo tiempo que redujeron los niveles
de B-glucuronidasa, triptofanasa y ureasa en
comparacion con las dietas libres de prebio-
ticos (Tabla 3 y Figuras 1a 'y 1b).

Asimismo, en los dos modelos de creci-
miento estudiados, el pH cecal fue significati-
vamente menor y el peso cecal fue significa-
tivamente mayor (p<0,01) en los grupos que
consumieron la mezcla prebidtica (Tabla 3).

No se observaron diferencias en el peso
del higado, el bazo y los rifiones (datos no
mostrados).
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Tabla 3. Analisis bacterioldgico, peso y pH del ciego, y enzimas fecales.

sobre la biodisponibilidad de calcio

Ca.5-40

Ca.3-40 Ca.P3-40

Crecimiento normal

DCa.5-50

Ca.5-50

DCa.P5-50

Recuperacion nutricional

Lactobacilos (T=0)

(Ig UFC/g feces) 5,5+0,1 5,5+0,1 5,4+0,2
Lactobacilos

(T=500T=40)

(lg UFC/g feces) 5,7+0,2 5,6+0,1 7,1+0,17
pH del ciego 7,2+0,2 7,1+0,1 6,4+0,3
Peso del ciego(g) 1,3+0,2 1,3+0,1 2,1£0,1**
p-glucosidasa

(T=40 o T=50) 1,60+0,10 1,64+0,07 2,42+0,19***
p-glucuronidasa

(T=40 o T=50) 2,04+0,10 2,10+0,08 2,04+0,10*,**
Ureasa

(T=40 0 T=50) 1,48+0,11 1,52+0,08 1,17+0,08*,**
Tryptophanasa

(T=40 o T=50) 0,120+0,015 0,123+0,012 0,069+0,014***

5,4+0,1 5,4+0,1 5,6+0,2
5,6+0,2 5,2+0,2 7,3+0,3#, ##
7,1+0,2 7,1+0,1 6,4+0,2
1,5+0,2 1,2+0,3 2,4+0,3# ##
1,64+0,14 2,03+0,104# 2,83+0,33#
1,61+0,14 1,89+0,16# 1,16+0,13#,##
1,40+0,15 1,83+0,16# 1,28+0,144# ##

0,109+0,009 0,138+0,013# 0,078+0,008###

Datos segun Bonferroni luego de aplicar ANOVA. (*): p<0,01 vs.

respecto de Ca.5-50 y (##): p<0,01 respecto de DCa.5-50.

Ca.5-50; (**): p<0,01 vs. Ca.3-40; (#): p<0,01:
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Figuras 1. Cambios en la actividad enzimatica en Heces frescas. A: crecimiento normal y B: desnutricion
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Evaluaciones bioquimicas en suero

En los dos modelos de crecimiento es-
tudiado no se observaron diferencias signi-
ficativas en los niveles de FAO, Ca, P, Mg,
proteinas totales y albumina. Durante el cre-
cimiento normal, el CTX mostré niveles sig-
nificativamente mayores en Ca.3-40 respec-
to de Ca.5-40, mientras que el consumo de
prebioticos disminuyo el nivel sérico de este
marcador de resorcién, por lo cual los niveles

sobre la biodisponibilidad de calcio

de CTX en Ca.P5-50 fueron significativamen-
te menores que en Ca.3-40 (p<0,01) pero aun
significativamente mayores que en Ca.5-40
(p<0,01). Durante la recuperacion nutricional,
los niveles de CTX del grupo DCa.5-50 fue-
ron significativamente menores que los de
Ca.5-50 (p<0,01), en tanto que el consumo
de prebidticos redujo aun mas los niveles
de CTX, por lo cual DCa.5P-50 mostré valo-
res significativamente menores que Ca.5-50
(p<0,01) (Tabla 4).

Tabla 4: Determinaciones bioquimicas al final de la experiencia.

Ca.5-40 Ca.3-40
Crecimiento normal

Ca.P3-40

DCa.5-50 Ca.5-50 DCa.P5-50
Recuperacion nutricional

FAO (Ul/1) 85,0+8,2 84,5+6,0 89,1+3,2 7449 87+12 81+13
CTX (ng/ml) 141419 188+38* 154+12% *** 123+19 95+18# 107+10#,€
Ca (mg/dl) 10,2+0,3 9,5+0,3 9,7+0,3 10,3+0,3 10,2+0,6 9,8+0,9
P (mg/dl) 10,6+0,4 10,5+0,3 10,7+0,6 10,6+0,6 10,2+0,9 10,1+£1,0
Mg (mg/dl) 2,6+0,2 2,6+0,3 2,7+0,1 2,5+0,3 2,4+0,1 2,5+0,3
Proteinas totales

(mg/dl) 5,3+0,5 5,7+0,5 5,6+0,4 5,4+0,4 5,6+0,7 5,4+0,4
Albumina (mg/dl) 3,5+0,3 3,5+0,4 3,6+0,3 3,4+0,3 3,7+0,3 3,6+0,42
PCR ultra sensible

(mg/dl) 0,28+0,04 0,26+0,06 0,27+0,08 0,31+0,08 0,41+0,05# 0,28+0,05€

Datos segun Bonferroni luego de aplicar ANOVA. (*): p<0.01 vs. Ca.5-50; (***): p<0.05 vs. Ca.3-40; (#): p<0.01:
respecto de Ca.5-50 y (v): p<0.05 respecto de DCa.P5-50.

Durante el crecimiento normal no existie-
ron diferencias en los niveles de PCR ultra-
sensible.

Contrariamente, en el estudio de recupe-
racién, dichos niveles fueron significativa-
mente mayores en DCa.5-50 que en Ca.5-
50, mientras que el consumo de prebidticos
disminuy6 dicho valor, por lo cual DCa.5P-50
mostrd niveles significativamente menores
que DCa.P5-50 (p<0,05), sin diferencias con
Ca.5-50.

Absorcion aparente

En ambos modelos de crecimiento, a T=0 no
existieron diferencias significativas en la Abs y
% Abs de Mg y P. Durante el crecimiento nor-
mal, la ICa y la excrecién fecal estuvieron re-
lacionadas con el contenido de Ca de la dieta
por lo cual Ca.3-40 mostré niveles significati-
vamente menores que Ca.5-40 y DCa.P5-50
(32,1£3,0 vs. 53,8+4,3 y 50,7+3,7 mg/d, res-
pectivamente; p<0,01).
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Al finalizar la experiencia, tanto en creci-
miento normal como durante la recuperacion
nutricional se observd el mismo comporta-
miento. En el primer caso, el grupo Ca.3-40
mostro valores de ICa, CaF y AbsCa signifi-
cativamente menores que Ca.5-40 (p<0,05).
El consumo de prebidticos redujo la excre-
cién fecal respecto de Ca.3-40 y Ca.5-40,
por lo cual aumento la AbsCa aparente y el %
AbsCa, aunque solo en esta ultima se obser-
vo diferencia significativa (p<0.01) (Tabla 5).

sobre la biodisponibilidad de calcio

Durante la recuperacion nutricional, la re-
duccion significativa en la excrecién fecal de
Ca del grupo DCa.P5-50 indujo un aumen-
to significativo en la AbsCa aparente y en el
%AbsCa respecto de Ca.5-50 y DCa.5-50
(p<0,01) (Tabla 5).

Un aumento similar se pudo observar en
la AbsP y Mg y en el % de AbsP y Mg por
el consumo de prebidticos tanto durante el
crecimiento normal como durante la recupe-
racion nutricional (Tabla 5).

Tabla 5. Absorcién de Ca, P y Mg al final de las experiencias.

Ca.5-40 Ca.3-40
Crecimiento normal

Ca.P3-40

DCa.5-50 Ca.5-50 DCa.P5-50
Recuperacion nutricional

Ingesta de Ca

(mg/d) 85,5+7,1 47,2+4,8 52,2+1,6 84,1+8,3 82,9+5,5 81,7+6,2
CaFecal (mg/d) 18,8+4,7 6,3+1,5* 3,9+1,1** 21,5429 21,0£0,7 12,5+0,6#, ##
Absorcion de Ca

(mg/d) 66,7+5,9 40,9+5,4* 48,8+1,9*  62,2+6,2 61,9+5,1 71.2+6,1#
Absorcion de Ca

(%) 78,3+2,1 86,7+3,7 93,5+£2,1**  75,1x2,1 74,6+1,4  84,7+1,3#, ##
Ingesta de P

(mg/d) 51,3+8,9 47,2+4,8 52,2+1,6 50,7+5,0 49,8+3,3 49,0+3,7

P fecal (mg/d) 10,6+1,6 9,4+2,5 3,5+1,0%,* 10,8+1,5 11,8+1,3 6.6+1.54, ##
Absorcién de P

(mg/d) 40,6+2,0 37,8+5,4 48,8+1,8*** 40,0+2,6 37,9+3,0 42,4+3,1
Absorcién de P

(%) 79,3+1,9 80,8+5,1 93,4+1,7*** 79,5+2,7 76,2+2 1 86,5+2,44#,€
Ingesta de Mg

(mg/d) 8,7+1,5 8,0+0,8 8,8+0,3 8,6+0,8 8,5+0,6 8,3+0,6
Mg fecal(mg/d) 3,6+0,6 3,1+0,9 1,6+0,6 3,8+0,3 3,6+0,2 2,1+0,2
Absorcién de Mg

(mg/d) 5,2+0,5 4,9+1,3 7,5+£0,4 4,9+0,3 4,8+0,5 6,2+0,6
Absorciéon de Mg

(%) 59,2+1,1 61,3+5,1 84,6+3,4 58,3+4,3 56,5+3,2 74,6+2,5

Datos segun Bonferroni luego de aplicar ANOVA. (*): p<0.01 vs. DCa.5-50; (***): p<0.05 vs. Ca.3-40; (#): p<0.01: respec-
to de Ca.5-50 ; (##): p<0.01 respecto de DCa.5-50 y (9): p<0.05 respecto de DCa.5-50.

Contenido mineral en fémur y parametros
densitométricos

Durante el crecimiento normal, el consumo
de la dieta hipocalcica disminuyé el conteni-
do de Cay P en fémur respecto de la normo-
calcica (p<0,01) y el consumo de prebibticos
aumento la cantidad de Ca y P en fémur res-

pecto de Ca.3-40 (p<0,05) y alcanzé niveles
similares a Ca.5-40. No se observaron dife-
rencias en el contenido de Mg ni en la relacion
Ca/P en fémur (Tabla 6). Durante la recupe-
racion nutricional, mientras DCa.5-50 mostro
niveles de Ca y P significativamente menores
que Ca.5-50 y DCa.P5-50 (p<0,01), el consu-
mo de prebidticos aumentd dichos niveles,
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con lo cual DCa.P5-50 alcanzé un contenido
de Cay P en fémur significativamente mayor
que DCa.5-50 (p<0,01) y sin diferencias res-
pecto de Ca.5-50 (Tabla 6). La relacién Ca/P
fue significativamente menor en DCa.5-50
respecto de Ca.5-50 y DCa.P5-50 (p<0,01),
los que no mostraron diferencias entre ellos.

sobre la biodisponibilidad de calcio

Los niveles de Mg en DCa.5 fueron significa-
tivamente menores que en DCa.5-50 (p<0,01)
y el consumo de prebiéticos no aumento la
cantidad de Mg depositada en hueso, con
lo cual DCa.P5-50 mostro niveles similares a
DCa.5-50, pero significativamente menores
respecto de Ca.5-50 (p<0,01) (Tabla 6).

Tabla 6: Contenido mineral en fémur, parametros densitométricos, histomorfométricos y biomecanicos al

final de las experiencias.

Ca.5-40 Ca.3-40

Ca.P3-40
Crecimiento normal

DCa.5-50 Ca.5-50 DCa.P5-50
Recuperacién nutricional

Ca en fémur (mg/g) 117,0£2.6

P en fémur (mg/g) 70,0+1,1 60,9+1,3*
Mg en fémur (mg/g) 1,34+0,03 1,18+0,03
Relacion Ca/P en femur 1,67+0,01 1,68+0,03
CMO/PC esqueleto total

(9/100 g BW) 1,77+0,12 1,41+0,18*
DMO esqueleto total

(mg/cm2) 224+6 222+5
DMO de columna lumbar

(mg/cm?) 185+8 18216
DMO de tibia proximal

(mg/cm?) 169+4 158+3*
Volumen éseo (BV/TV) (%) 27,5+2,5 20,6+1,7*
Longitud total cartilago

crecim.(GPC.Th) (um) 525+40  463+30*
Long. cartilago hipertr. .
(HpZ.Th) (um) 243+4 225+7
Fuerza de fractura (N) 46,4+3,6 35,6+2,9*
Rigidez 6sea (N/mm) 103+10 89+4*
Modulo de .
Elasticidad (Mpa) 62317  416+24

102,4+0,3* 121,0+3,2**
70,2+1,6™
1,32+0,02
1,70+0,03

126,7+1,8 98,7+4,8#
75,7+1,4

120,0+4,6##
61,7£3,04# 71,9+2,8##
1,43+0,06 1,21+0,05# 1,22+0,07#

1,67+0,04 1,60+0,01# 1,67+0,014##

1,73+0,23" 2,22+0,18 2,01+0,11# 2,18+0,13##

226+7 258+15 258+15 259+17
1819 175+11 166+11 171413
165+2* 179+8 169+6# 178+7##
27,1+£2,77* 33,0£3,7 26,8+5,3# 30,7+52##
511+56™ 512143 490+38#  505+49##
232+20"  297+23 234+42#  255+58##
39,5+£3,8* 54,6+4,8 32,8+4,1# 35,3+3,1##
98+11* 119+14 74+6# 94+5##,€
558+31**,** 760+19 516+35#  709+26#,€

Datos segun Bonferroni luego de aplicar ANOVA. (*): p<0.01 vs. Ca.5-40; (***): p<0.05 vs. Ca.3-40; (#): p<0.01: respecto
de Ca.5-50 ; (##): p<0.01 respecto de DCa.5-50 y (Q): p<0.05 respecto de DCa.5-50.

Como se esperaba, el CMO expresado
por PC mostré6 en ambos modelos de creci-
miento estudiados un comportamiento simi-
lar al contenido de Ca en fémur (p<0,01).

La DMO de esqueleto total en ambos
modelos de crecimiento estudiados no mos-
tré diferencia significativa entre los grupos.
Durante el crecimiento normal, la DMO de
columna lumbar no mostré diferencias signi-
ficativas, mientras que la DMO de tibia pro-

ximal fue significativamente menor en el gru-
po Ca.3-40 respecto de Ca.5-40 (p<0,05). El
consumo de prebiodticos aumentoé dicho pa-
rametro, por lo que DCa.P5-50 mostré nive-
les significativamente mayores que Ca.3-40
pero similares a Ca.5-40 (Tabla 6).

En ambos modelos de crecimiento, el
BV/TV%, el GPC.Th y el HpZ.Th mostraron
un comportamiento similar al CMO del es-
queleto total (Tabla 6).
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En las Figuras 2a y 2b se muestran los
cortes histolégicos del tercio medio de la
tibia distal donde fue evaluado el volumen
6seo de los grupos estudiados. Se puede
observar la reduccién en el numero de tra-

sobre la biodisponibilidad de calcio

béculas en el grupo Ca.3-40 de crecimiento
normal y de DCa.5 de recuperacién nutricio-
nal; al mismo tiempo se puede observar la
similitud entre los grupos Ca.5-40 y Ca.5P y
entre DCa.5P y Ca.5-50.

" Ca.5-50

DCa.P5-50

DCa.5-50

Figuras 2. Histologia del tercio medio de tibia proximal sobre hueso decalcificado. La tincién con he-
matoxilina-eosina muestra las trabéculas en color rojo (aumento x 50). A: Crecimiento normal y B: Recu-

peracion nutricional

En la Figuras 3a y 3b se muestra el cor-
te histoloégico donde fue evaluada la longitud
del cartilago de crecimiento. Dichas figuras
muestran la longitud menor del grupo Ca.3-40

respecto de Ca.5-50 y DCa.5-50, los cuales
son similares, y al mismo tiempo la menor lon-
gitud de DCa.5-50 respecto de DCa.P5-50 y
Ca.5-50, los cuales son similares.

“Ca.5-40

Figuras 3. Histologia del cartilago de crecimiento en hueso decalcificado. La tincion con hematoxilina-
eosina permite distinguir la zona proliferativa de la hipertrofica. (Aumento x 50). A: Crecimiento normal

y B: Recuperacién nutricional
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Pruebas biomecanicas

La Tabla 6 muestra los valores biomeca-
nicos de los grupos estudiados. En ambos
tipos de estudio, el consumo de prebioticos
no afectd la fuerza de fractura (Ca.3-40 vs.
Ca.P3-40 y DCa.5-50 vs. DCa.P5-50, respec-
tivamente). En el caso de crecimiento normal,
Ca.3-40 mostré un modulo de elasticidad sig-
nificativamente menor que Ca.5-40 (p<0.01),
mientras que el consumo de prebidticos au-
menté dicho parametro, por lo cual DCa.P5-50
mostrd niveles significativamente mayores
que Ca.3-40 (p<0,01) y similares a Ca.5-40.
En el grupo de desnutridos, DCa.5-50 mostrd
valores de moédulo de elasticidad significati-
vamente menores que Ca.5-50; el consumo
de prebidticos aumentd dicho valor respecto
de DCa.5-50 (p<0,01) aunque aun presento va-
lores significativamente menores que Ca.5-50
(p<0,05). Durante el crecimiento normal,
Ca.3-40 mostré una rigidez 6sea significa-
tivamente menor que Ca.5-40 (p<0,01), el
consumo de prebidticos aumenté dicho valor
respecto de DCa.5 (p<0,01) aunque aun pre-
sento valores significativamente menores que
Ca.5-50 (p<0,05). Un efecto similar se obser-
vO en el estudio de recuperacion nutricional
(Tabla 6).

Discusion

Los resultados del presente estudio evi-
dencian que la mezcla de GOS de cadena
corta y FOS de cadena larga (GOS/FOS®), en
la proporcion 9:1, favorece la absorcion de
Ca, P y Mg y la retencién mineral en hueso,
beneficiando el desarrollo del cartilago de
crecimiento y las propiedades biomecanicas
del hueso. Durante el crecimiento normal, el
grupo que consumié la mezcla prebibtica en
el contexto de la dieta hipocalcica mostré va-
lores de parametros 6seos similares a los ob-
servados en el grupo que consumié la dieta
recomendada normocalcica (0,5% de Ca), sin
el agregado de la mezcla prebidtica. Este ha-
llazgo confirma el efecto benéfico de la mez-
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cla de GOS/FOSP® utilizada ante el insuficiente
aporte nutricional de Ca, condicién cada vez
mas extendida a nivel mundial, independien-
temente de la edad y el nivel socioeconémico.

El efecto de la mezcla prebidtica también
se evidencio durante la recuperacion nutricio-
nal ya que favorecio6 la absorcion intestinal de
Ca y P, sin aumentar el consumo de dichos
nutrientes por encima de sus requerimientos
nutricionales. Un hallazgo importante durante
la recuperacion nutricional fue que la mayor
parte de los parametros 6seos estudiados
aumentaron hasta alcanzar valores similares
a aquellos observados en los animales bien
nutridos de la misma edad. Por ello se puede
concluir que la mezcla prebiodtica suministrd
al hueso una cantidad extra para hacer fren-
te al crecimiento acelerado producto de la
recuperacion.

Durante el crecimiento normal, todos los
animales mostraron una ganancia de peso si-
milar a pesar del diferente aporte de Ca. El
consumo de prebidticos no tuvo efecto sobre
el peso corporal. Durante la recuperacion nu-
tricional, la ganancia de peso fue similar du-
rante el periodo en el que fueron alimentados
con la dieta normocélcica. En este grupo, el
consumo de prebidticos tampoco ejercid
efecto alguno sobre el peso corporal. Este
resultado no es inesperado debido a que las
dietas estudiadas eran isocaldricas, y el con-
sumo de alimentos fue similar en los distintos
grupos, debido a que la rata consume en tér-
minos de requerimientos energéticos.®?

Contrariamente, en los dos estudios reali-
zados, el consumo de prebidticos influencié
positivamente la ganancia de longitud corpo-
ral, que se encuadraria dentro del efecto be-
neficioso ejercido sobre el desarrollo del car-
tilago de crecimiento. Durante el crecimiento
normal, los animales que consumieron la
mezcla prebiética y dieta hipocalcica lograron
alcanzar el valor observado en aquellos que
consumieron la dieta normocalcica, sin pre-
biéticos. Durante la recuperacion nutricional,
el consumo de la mezcla prebidtica, si bien
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ejercié un efecto positivo, no logré recupe-
rar por completo la longitud al compararlos
con los animales bien nutridos de la misma
edad. Estos resultados no fueron totalmente
inesperados ya que, de acuerdo con estudios
previos realizados por integrantes del grupo,
se deberia aumentar el nivel de proteinas para
lograrlo en un periodo de recuperacion tan
corto como el utilizado en este estudio.®®

Si bien se tenia conocimiento de dicha
problematica, no se considerd oportuno intro-
ducir una variable adicional al estudio, lo cual
enmascararia el efecto que se queria recalcar
respecto del efecto de la mezcla prebidtica
sobre la salud 6sea.

Varios estudios previos determinaron que
la mezcla prebiética utilizada en el presen-
te trabajo experimental se asemeja respec-
to del tamafio de distribucion molecular a la
fraccion neutra de oligosacaridos de la leche
humana.?* También se ha demostrado que la
mezcla estimula el crecimiento y la actividad
metabdlica de lactobacilos y bifidobacterias
en ninos prematuros, en aquellos nacidos a
término o durante el periodo de lactancia. Por
ello el consumo de la mezcla prebidtica da lu-
gar al mismo patron de produccién de AGCC,
los cuales reducen el pH fecal, tal como se
ha observado en nifios.** % Sin embargo, la
importancia del presente estudio experimen-
tal radica en el efecto de la mezcla prebiética
sobre la absorcion mineral y la salud ésea du-
rante el crecimiento normal o producto de una
recuperacion nutricional. Diversos estudios
han demostrado el aumento en la absorcién
de Ca, P y Mg por el consumo de una dieta
que contiene FOS u otros tipos prebibticos
343741 E| efecto de estos alimentos funcionales
radica en que, si bien la mayor absorcién de
dichos minerales se produce en el intestino
delgado si se mantienen en solucion, tam-
bién es posible su absorcién a nivel de colon
y ciego. En nuestro estudio se observo que la
mezcla prebidtica utilizada incrementé la ab-
sorcién de Ca, P y Mg en aproximadamente el
12%, en ambos modelos de crecimiento es-
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tudiados. Los mecanismos responsables de
tal efecto estarian relacionados con el aumen-
to del trofismo del colon y ciego, y con una
disminucion del pH.*? Ambos efectos fueron
observados en el presente estudio, en forma
directa o indirecta. Por un lado, el peso del
ciego mostrd un incremento notable al igual
que la disminucion en el pH cecal respecto de
los grupos que no consumieron la mezcla pre-
bidtica. Este ultimo efecto seria producto de
la liberacién de AGCC que acidifican el me-
dio debido a la fermentacién de dichos com-
puestos por bacterias acido-resistentes tales
como bifidobacterias y lactobacilos.® La dis-
minucion del pH favorece, por competencia,
el crecimiento de bacterias benéficas o pro-
biéticos como los lactobacilos.*' El incremen-
to en el desarrollo de tales microorganismos
fue confirmado en el presente estudio. Asi-
mismo, el cambio en la actividad bacteriana
sugiere una modificacion de la flora colénica
hacia bacterias benéficas. Si bien no hemos
evaluado la produccion de AGCC vy la prolife-
racion de las células cecales, el aumento en el
peso cecal y la disminucion en el pH sugieren
indirectamente que ambos mecanismos parti-
ciparon del aumento en la absorcién de Ca, P
y Mg observado en el presente estudio.

La mayor absorcién de estos 3 minerales
favorecio la disponibilidad para su utilizacién
en los distintos procesos fisiolégicos en que
ellos se encuentran involucrados. Respecto
del Ca y P, el mayor porcentaje de ambos
se encuentra en hueso, por eso se puede
hipotetizar que el aumento en la absorcion
suministré la cantidad extra de ambos mine-
rales, necesaria para incrementar la mayoria
de los parametros 6seos asociados a la ca-
lidad del hueso.'743

En este sentido, en ambos modelos expe-
rimentales no solo se observé un mayor con-
tenido de ambos minerales en fémur por el
consumo de la mezcla prebidtica sino también
se evidencié un aumento en la masa 6sea del
esqueleto total, en la DMO de tibia proximal,
en el volumen 6seo del tercio medio de la tibia
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proximal y ciertos parametros de la estructura
6sea. El consumo de prebidticos no modificéd
la DMO de columna o de esqueleto total. En
el primer caso, si bien la tibia proximal y la co-
lumna presentan un mayoritario porcentaje de
hueso trabecular, el diferente comportamiento
observado en el presente estudio respecto de
la densidad ésea se debe a que en cuadru-
pedos, y en especial en la rata, la tibia sopor-
ta una carga mecanica superior a la columna
que anadiria un efecto beneficioso sobre la
DMO. Respecto del esqueleto total, se debe
recordar que un 80% del esqueleto esta cons-
tituido por hueso cortical, metabdlicamente
menos activo que el trabecular. Sin embargo,
cierto beneficio pudo observarse en el hueso
cortical ya que la mezcla prebidtica introdujo
mejoras tanto en las propiedades estructura-
les como materiales del hueso como la rigi-
dez y mineralizacién del tejido. Ademas del
mayor aporte de minerales también se debe
aclarar que el consumo de prebiéticos redujo
en ambos modelos experimentales el proce-
so de resorcidn evidenciado por los menores
niveles séricos observados en el CTX. Esta
disminucioén seria responsable del incremento
en la masa 6sea y densidad de hueso trabe-
cular, metabdlicamente mas activo. Por otra
parte, ademas del efecto positivo observado
en la retencién ésea y en la calidad del hueso
formado, la ganancia en el crecimiento cor-
poral observado por el consumo de la mezcla
prebidtica en ambos modelos estuvo acom-
pafiada por un incremento en la longitud de la
tibia y de la zona hipertréfica del cartilago de
crecimiento. Este hecho evidencia un efecto
beneficioso sobre el crecimiento a pesar del
bajo aporte de Ca en el modelo de crecimien-
to normal y de la detencién del crecimiento
producida en el modelo de desnutricién pro-
teica. Respecto del Mg, se ha sefialado que
el Mg soluble en el ciego se encuentra inver-
samente relacionado con la ingesta de Ca.®®
Asimismo se ha postulado que el Ca podria
interactuar con el Mg y disminuir su absorcion
intestinal.’®37 En el presente estudio, la absor-

sobre la biodisponibilidad de calcio

cién de Mg se vio incrementada por el con-
sumo de la mezcla prebiética en ambos mo-
delos de crecimiento utilizados. En tal sentido
se debe recordar que los oligosacaridos de
cadena corta inducen selectivamente la fer-
mentacion bifidogénica en el colon proximal,
mientras que los de cadena larga, los cuales
son fermentados mas lentamente, pueden
mantener la actividad metabdlica de la flora
en las partes mas distales del colon.® La mez-
cla prebidtica utilizada contiene ambos tipos
de oligosacaridos, por lo cual la fermentacién
tendria lugar a lo largo de todo el intestino,
favoreciendo simultaneamente la absorciéon
de Cay Mg. Respecto de la biodisponibilidad
del Mg, se debe recordar que es un mineral
fundamentalmente intracelular que participa
de distintas vias de sefalizacion o como co-
factor enzimatico en la sintesis de proteinas y
de nucledtidos. En el hueso su funcion radica
en inhibir el crecimiento cristalino para man-
tener el tamafno adecuado de los cristales de
hidroxiapatita que asegure el cumplimiento de
las funciones biomecanicas. Esto podria ex-
plicar el hecho de que, a pesar de una mayor
absorcién intestinal de Mg, su contenido del
mineral a nivel 6seo no aumento significativa-
mente. Sin embargo, se observé un aumento
en las funciones biomecanicas del fémur, lo
que indirectamente sugiere que su presencia
contribuyd a que se produjera una adecuada
mineralizacion del tejido.

Una limitacion del presente estudio es que
la excrecion urinaria no fue evaluada. Este
parametro podria haber clarificado el efec-
to sobre la reabsorcién de Mg y con ello en
su biodisponibilidad. Sin embargo, el disefio
del presente estudio no incluyé estudios de
balance que solo evidenciarian el efecto de la
mezcla prebiodtica sobre el metabolismo fos-
focalcico durante un periodo de tiempo corto.
En cambio, la retencion de estos minerales en
fémur, las medidas de densidad, histolégicas
y biomecanicas son mas adecuadas para ob-
servar el impacto del consumo a largo plazo
de la mezcla prebidtica utilizada.
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Conclusiones

Bajo nuestras condiciones experimentales
es posible concluir que la suplementacioén de
una dieta hipocalcica durante el crecimiento
normal o normocalcica durante la recupera-
cién nutricional con la mezcla prebiética de
GOS/FOS® utilizada en el presente estudio
incrementa la mineralizacion, densidad y es-
tructura del hueso debido a un incremento
en las absorciones colénicas de Ca, Mg y P.
Dicho aumento estuvo relacionado directa o
indirectamente con el aumento de la micro-
flora lactica responsable del descenso de pH
observado y con el trofismo colénico, lo cual
podria mejorar la salud ésea y favoreciendo la
adquisicion del PMO.
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