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RESUMEN

Los fructanos tipo inulina son prebidticos que estimulan de forma selectiva el crecimiento
y actividad metabdlica de ciertos grupos de bacterias benéficas en el colon
(Bifidobacterias y Lactobacilos). Tienen un efecto positivo en el hospedador al promover
la biodisponibilidad del calcio, mejorando el metabolismo dseo de este mineral vy
previenen la osteoporosis. El presente estudio se realizd con el objetivo de comparar el
efecto de los fructanos de alta pureza obtenidos del agave (DP>10) (Metlin®) y la inulina
de achicoria sobre el metabolismo éseo del calcio en ratas Hsd:Wistar ooforectomizadas
(OSH) a las 5 semanas de edad. El experimento inicié cuando las ratas tenian 8 semanas
de edad; formando 7 grupos experimentales con 10 animales cada uno y con los
siguientes tratamientos: (1) Inulina de agave y OSH, (2) Inulina de achicoria y OSH, (3)
Isoflavonas y OSH, (4) Inulina de agavetisoflavonas y OSH, (5) Inulina de
achicoria+isoflavonas y OSH, (6) hembras ooforectomizadas y (7) hembras intactas. Las
dosis de inulina de agave y achicoria fueron de 385 mg/dia/rata y de isoflavonas 33.5
mg/dia/rata en el agua de bebida. Las ratas fueron pesadas cada tercer dia durante 60
dias. Se obtuvieron muestras de sangre y orina de todas las ratas de forma basal, al primer
y segundo mes de tratamiento. Pasado este tiempo los animales fueron sacrificados y se
disecté el fémur y la vértebra (T13) de 3 animales de cada grupo para realizar el estudio
de densitometria dsea (DMO). Los resultados mostraron un aumento de peso en todos los
grupos con ooforectomia (OSH) en relacién con el grupo de hembras intactas. Se
encontraron diferencias significativas en la quimica sanguinea para los niveles de ca®
entre el grupo de Metlin® y OSH, no obstate se encuentran dentro de los valores
normales, los datos de DMO mostraron un aumento en la densidad dsea en los grupos
tratados con Inulina, tanto de achicoria como de agave siendo la de agave la de mejores
resultados. En conclusidn, la inulina aumenta la biodisponibilidad de calcio en ratas.

Palabras clave: Calcio, Fructanos, Inulina de agave, Inulina de achicoria, Ooforectomia,
Densitometria Osea.



ABSTRACT

Fructans like inulin are prebiotics that selectively stimulate the growth and metabolic
activity of certain groups of beneficial bacteria in the colon (Bifidobacteria and
Lactobacilli). Fructans have a positive effect in the host by promoting the bioavailability of
calcium, improving bone metabolism of this mineral and prevent osteoporosis. The
present study was conducted with the purpose to compare the effect of high purity
fructans obtained from agave (DP> 10) (Metlin®) and chicory inulin on calcium metabolism
in bones in ovariectomized (OSH) Hsd:Wistar rats at 5 weeks old. The experiment started
at 8 weeks old, establishing seven experimental groups with 10 animals each, with the
following treatments: (1) agave inulin and OSH, (2) chicory inulin and OSH, (3) Isoflavones
and OSH, (4) agave inulin + isoflavones and OSH, (5) Chicory Inulin + isoflavones and OSH,
(6) ovariectomized females and (7) intact females. The agave and chicory inulins doses
were 385 mg/day/rat and 33.5 mg of isoflavones/day/rat in drinking water. The rats were
weighed every three days for 60 days. We obtained blood and urine samples from all rats
at baseline, and at the end of the first and second month of treatment. After this time the
animals were sacrificed and femur and vertebra (T13) of 3 animals were dissected in each
group to get the bone mineral density (BMD) study. The results showed an increase in
weight in all groups with oophorectomy (OSH) in relation to intact female group. Even the
Ca;' levels showed normal values for all treated groups, we found significant differences in
between Metlin® and OSH groups, BMD data showed increased bone density in groups
treated with both, chicory as agave Inulin, being agave inulin with best results. In
conclusion, inulin increases the bioavailability of calcium in rats.

Keywords: Calcium, fructans, Agave Inulin, Chicory Inulin, oophorectomy, Bone
Densitometry.
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INTRODUCCION

1. INTRODUCCION

México estd enfrentando una transicion epidemioldgica con un numero creciente de
ancianos y un aumento en la esperanza de vida que ha aumentado en promedio casi 39
afios durante las ultimas siete décadas. La poblacidon de 50 afios y mas, es actualmente de
19 millones, y aumentara a 55 millones para el afio 2050. Para entonces, la esperanza de
vida promedio en México serd de 82 afios de edad. Debido a que la osteoporosis es una
enfermedad asociada con el envejecimiento, se espera que, en consecuencia, el nimero
de fracturas asociadas con osteoporosis aumente.”? Prevenir enfermedades
musculoesqueléticas, que aumentan con la edad, es un reto para las sociedades que
envejecen como en el caso de México®, si bien, existen pocas referencias epidemioldgicas
en torno a la osteoporosis en nuestro pais, las lesiones musculoesqueléticas ocupan el
segundo lugar de atencion quirurgica en el Instituto Mexicano del Seguro Social, en ellas
se incluyen las fracturas osteopordticas®, es un proceso prevenible y tratable, pero la falta
de signos de alerta previos a la aparicion de fracturas, conlleva que pocos pacientes sean
diagnosticados en fases tempranas y tratados de forma efectiva’.

Para reducir los riesgos de enfermedad, en este caso, la presentacidon de osteoporosis se
ha planteado el consumo de alimentos funcionales como los fructanos tipo Inulina de
agave que promuevan la biodisponibilidad del calcio en los huesos®, los fructanos tipo
inulina de agave son prebidticos altamente purificados a diferencia de la inulina de
achicoria, ambos favorecen el crecimiento de bacterias benéficas a nivel de colon
incrementando la biodisponibilidad del calcio en los huesos, sin embargo, en este estudio
se espera que la inulina de agave sola o adicionada con isoflavonas favorezca una mayor
biodisponibilidad de calcio en el modelo de ratas ooforectomizadas; este modelo es el
mas recomendado por ser de féacil acceso y compartir caracteristicas como son: el
aumento en la tasa de recambio dseo, una fase inicial rapida de la pérdida de masa dsea
seguida de una fase mucho mas lenta, disminucién de la absorcién intestinal de calcio,
esto se presenta debido a la falta de estrégenos.3

1.1 Alimentos Funcionales

En la dltima década los conceptos basicos en nutricién estan cambiando, hasta ahora la
idea tradicional de una “dieta adecuada” estaba referida Unicamente al aporte de
nutrientes suficientes para asegurar la supervivencia de un individuo, satisfacer sus
necesidades metabdlicas, y complacer su sensacidon de hambre. En la actualidad el énfasis
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se acentla en la potencialidad de los alimentos para la promocidn de la salud, mejorar el
bienestar y reducir el riesgo de enfermedades. Asi, el concepto de nutricion adecuada
tiende a ser sustituido por el de nutricién éptima, en cuyo dmbito aparecen los alimentos
funcionales.’

En la literatura encontramos que un alimento funcional puede ser un producto alimenticio
y bebida derivados de sustancias naturales que se consumen como parte de la dieta diaria
y que posee beneficios fisioldgicos particulares cuando son consumidos.’

El “Consenso Europeo sobre Conceptos Cientificos de Alimentos Funcionales”, menciona
gue un alimento puede considerarse como funcional si se demuestra satisfactoriamente
que afecta beneficiosamente a una o mas funciones diana del organismo en una forma
que sea relevante para cualquier etapa de mejora de la salud y el bienestar y/o la
reduccion del riesgo de enfermedad.’

El consumo regular de un alimento funcional como parte de la dieta habitual es prescrito
como recomendable ya que ha sido cientificamente demostrado que reducen
significativamente la probabilidad de contraer ciertas enfermedades en particular.7’8 El
desarrollo de alimentos funcionales constituye una oportunidad real de contribuir a la
mejora de la calidad de la dieta y a la seleccion de alimentos que pueden afectar
positivamente la salud y el bienestar del consumidor.’

1.2 Prebidticos

Los prebidticos son sustancias alimenticias no digeribles (consisten fundamentalmente en
polisacaridos) que nutren a un grupo selecto de microorganismos que habitan el intestino
y favorecen la multiplicacién de bacterias beneficiosas con un efecto positivo en el
hospedador,9 es considerado un ingrediente de alimentos funcionales que ademads de
destacar por sus propiedades nutritivas, contienen ciertos ingredientes cuyo consumo
diario dentro de una dieta equilibrada en seres humanos y animales contribuye a
mantener o mejorar el estado de salud y bienestar o la reduccion de riesgo de

enfermedad.’®!!

Los prebidticos conocidos comunmente son; fructanos tipo inulina, galacto-
oligosacaridos, lactulosa y oligosacaridos de la leche materna.

10
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Se denomina fructano a cualquier carbohidrato que tenga uno o mas enlaces fructosil-
fructosa, por lo tanto, los fructanos son oligosacdridos de fructosa o polisacaridos de
fructosa de longitud variable y los encontramos lineales, como las inulinas que son
carbohidratos polidispersos de unidades de fructosa unidas por enlaces B(2—>1) de origen
vegetal, mientras que los levanos son carbohidratos de fructosa unidos por enlaces
B(2->6) de origen fundamentalmente bacteriano pero pueden estar presente también en
algunos hongos y ramificados, que es una combinacién de los dos tipos anteriores y son
las neoinulinas o de tipo gramineo, estos fructanos contienen enlaces B(2->1) y/o
[3(296)-11'12

Una manera de identificarlos es por el grado de polimerizacion (DP) que se representa con
el promedio y el nimero maximo de unidades de fructosa, residuos o restos, conocido
como el Promedio y el Mdaximo grado de polimerizacion (DPav y DPmax)
respectivamente.7

Desde el punto de vista quimico los fructanos tipo inulina de cadena lineal pueden ser
representados como  a—D-glucopyranosyl-[B-D-fructofuranosyl],.1-B-fructofuranoside
(GpyFn 0 GF,) (Figura 1) o B-fructopyranosyl-[B-D-fructofuranosyl],.1-B-D-fructofuranoside
(FoyFn 0 Fm) (Figura 2). El enlace fructosyl-glucosa es siempre B (2¢>1) como en la sucrosa
y el enlace fructosyl-fructosa es B (2->1) o B (2-56).’

Los fructanos tipo inulina, son carbohidratos de reserva energética presente en mas de
36,000 especies de plantas, aislada por primera vez en 1804, a partir de la especie /nula
helenium, por un cientifico aleman de apellido Rose, se encuentra en bulbos, raices,

tubérculos, en la raiz de achicoria y en los agaves a distintos porcentajes.lz'13

Encontramos que en los fructanos tipo inulina, se incluyen a la inulina nativa, inulina
hidrolizada enzimaticamente u oligofructosa y fructooligosacaridos sintéticos, en el caso
de la inulina nativa se le llama asi porque es extraida de raices frescas, procesada por la
industria alimentaria para obtener fructanos de cadena corta, especificamente
oligofructosa con un grado de polimerizacién de 2—10; en promedio 5 como resultado de
hidrolisis enzimatica parcial o fructanos de cadena larga con la aplicaciéon de técnicas de
separacion fisica industrial.** °

11
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Los fructanos por su configuracion B del C-2 anomérico en sus mondmeros de fructosa no
pueden ser hidrolizados por las enzimas digestivas a- glucosidasas que se encuentran en
la parte superior del tracto gastrointestinal del hombre y de los animales, por lo que

permanecen intactos en su recorrido hasta llegar al intestino grueso.G’16

HOCH,
———0 OH
O\‘ I O\
OH N HO A
HO HO CH,
) HO | - OH | -
HOCH, Q HOCH, Q
0. o)
HO HO
HO H, HO CH,
- i Jn-1 - | Am-2
HOCH, HocH,
0 o
HO, HO,
CH,OH CH,OH
HO HO
(GF,) (Fo)
Figura 1l Figura 2
o—D-glucopyranosyl-[B-D-fructofuranosyl], 1 B-fructopyranosyl-[B-D-fructofuranosyl],.1-B-
-B-fructofuranoside (G, F, 0 GF,) D-fructofuranoside (Fg,Fn0 Fr)

(Madrigal L, Sangronis E, 2007)

Actualmente, la inulina se obtiene de manera industrial de la planta Chicorium intybus
(achicoria) y del Agave azul.”

1.3 Fructano tipo Inulina de Achicoria (Chicorium intybus)

La achicoria es una planta herbacea perenne, de la familia de las Asterdceas, que mide
entre 80 y 90 cm de alto. Sus raices son blancas en su interior y amarillo-marrén en el
exterior. Las hojas son de forma oblonga y dentada. Esta planta se encuentra

geograficamente distribuida en muchas regiones del mundo: Europa central y del norte,

12



INTRODUCCION

Liberia, Turquia, Afganistdn, China, en el sur de América, Etiopia, Madagascar, India,
Australia y Nueva Zelanda. En general, cuando la achicoria se cultiva para aprovechar sus

raices, se requiere de climas hiumedos y calientes.’>*®

La inulina de achicoria (figura 3) es un fructano lineal B (2->1) fructosil-fructosa, en donde,
n, corresponde al nimero de unidades de fructosa unidas a una glucosa terminal, con un
grado de polimerizacion entre 3y 60, con un valor promedio de aproximadamente 10.”*’

H HO

CH,OH

Figura 3. Fructano tipo Inulina de Achicoria (Dimitris Charalampopoulos, 2009)

Cuando la inulina se somete a hidrélisis enzimatica parcial usando una endoinulinasa se
produce oligofructosa, que es una mezcla de las moléculas GpyFn y FpyFn, con un DP de 2
a 7 en promedio 4, cuando estd se mezcla con la inulina de achicoria se obtiene un
producto comercial conocido como Synergyl® que se conoce como una inulina
enriquecida, su uso estd indicado para mejorar la absorcion de calcio y mineralizacién

bsea.®

13



INTRODUCCION

1.4 Fructano tipo Inulina de Agave azul (Agave tequilana Weber Var. azul)

El género Agave es originario de Mesoamérica, distribuyéndose desde los 34° Latitud
Norte hasta los 60° Latitud Sur, coincidiendo en nuestro pais el centro de origen con la
mayor diversidad de especies (figura 4), tiene una relacién milenaria con la historia de
México, ha sido util para una amplia gama de aplicaciones en el desarrollo cultural
mexicano. El género pertenece al orden Asparagales y la familia Agavaceae, existen
alrededor de 200 especies de agaves en todo el mundo y 150 de ellas se pueden encontrar
en la Republica Mexicana. En las pifias del agave se encuentra un alto contenido de
fructosa que son polimeros compuestos principalmente de unidades de fructosa unidas a

una molécula de sacarosa.**"*?

Sonora

Chihuahua

San Luls Potosi

Jalisco

QOaxaca

Figura 4. Distribucion del Agave en México (Lopez Mercedes G, 2007)

El agave azul ofrece algunas ventajas como fuente de inulina en relaciéon con otras, por
ejemplo, el 25% del peso de la planta de agave es inulina. El agave tiene un excelente
grado de polimerizacidn. Esto permite que, con la tecnologia adecuada de separacion y
purificacién, se puedan obtener fibras tanto con alto como con bajo grado de
polimerizacién.?
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Nekutli en el afio 2002 llevé a cabo la caracterizacién de los fructanos presentes en el
agave azul mediante un proceso de obtencién y purificacion novedoso, con bajo consumo
de energéticos para la produccion de fructanos de agave de alta pureza, con una
composicion de peso molecular estandarizado, de una manera energéticamente eficiente
para uso en la industria alimentaria. Vale la pena sefialar que esto diéd como resultado la
obtencién vy el registro de marca de dos grupos de moléculas: FOS (Fructooligosacaridos)
con un grado de Polimerizacion (DP) de 3 a 11 registrado como Metlos® e Inulina con un
DP de 12 a 60 registrada como Metlin®?, inulina utilizada para realizar el presente
trabajo.

Los fructanos presentes en el agave poseen una estructura cuya molécula presenta los
tres tipos de fructanos antes mencionados: inulina, levanos y neoinulina (Figura 5). Este
tipo de enlaces son caracteristicos de las especies del orden Asparagales, a la cual el agave
pertenece. EI DP de los fructanos presentes va de 3 a 60 unidades, aunque el 99% entra en
el intervalo de 3 a 29 unidades. El DP promedio en la pifia y parte inferior de las hojas es
de 14. La concentracién de fructanos en una planta de 6 afos es de aproximadamente el
27% en la pifa y en la parte inferior de las hojas. Estudios preliminares en ratones indican
gue este tipo de fructanos poseen caracteristicas funcionales aun mayores que los de la

inulina obtenida comercialmente a partir de Ia achicoria.”®
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rojo: unidades de glucosa (terminal o enlazada)
azul: 2-6 unidades de fructosa enlazadas

verde: unidades de fructosa ramificadas

negro: 2-1 unidades de fructosa enlazadas y terminal

Figura 5. Fructano tipo Inulina de Agave (Metlin®)
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Los fructanos tipo inulina de agave o achicoria, se emplean como ingredientes en los
alimentos y bebidas ofreciendo ventajas tecnoldgicas e importantes beneficios a la salud.
Estudios en modelos experimentales y humanos muestran consistentemente que la
adicion de fructanos tipo inulina en la dieta incrementa la absorcidn de calcio en un 10-25

% dependiendo del tipo de fructano.®*

El calcio es un componente principal del tejido 6seo, dando la integridad estructural que
es esencial para el soporte del crecimiento, el consumo inadecuado de calcio durante toda
la vida estd relacionado con la disminucion de la densidad ésea y con un alto indice de
fracturas. Encuestas nacionales sobre la nutricidén revelan que la mayoria de las personas
no toman la cantidad de calcio suficiente para que sus huesos crezcan y se mantengan
sanos, su deficiencia afecta a las personas mayores, particularmente a las mujeres

postmenopdusicas que presentan una absorcién de calcio menos eficiente.??*

1.5 Calcio

El calcio es uno de los constituyentes idnicos mas importantes en el organismo, es el
quinto elemento por orden de abundancia, interviene en la conduccidn nerviosa, la
contractilidad muscular, en el mecanismo de secrecién y accién de diversas hormonas y
enzimas citosodlicas, en la permeabilidad de las membranas, en el proceso de coagulacidn
de la sangre y la mineralizacién del hueso.”*

El calcio sérico total se compone de 3 fracciones:

1. 50%, en forma de calcio ionizado, es la porcién biolégicamente activa regulada
directamente por las hormonas.

2. 10%, formando complejos con fosfatos, citratos y bicarbonato. Junto con la
anterior constituye la fraccion difusible y ultrafiltrable del calcio.

3. 40%, lo constituye el calcio unido a proteinas, principalmente albumina y el
resto a las globulinas, es la fraccidn no difusible.”

Las recomendaciones de ingesta diaria de calcio son variables a lo largo de la vida y buscan
obtener un balance equilibrado de este mineral. Ante un déficit en su ingesta se provoca
una disminucidon de la absorcidon y una menor concentracion de calcio en sangre,25
minimos descensos inducen las acciones de la parathormona (PTH) en forma de:
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1) movilizacién de calcio esquelético hacia el plasma estimulando la resorcion ésea; 2)
aumento de la resorcion tubular de calcio y; 3) incremento de la absorcién intestinal por
estimulo de la hidroxilacién de 25 (OH)Ds a calcitrol en el tubulo renal. Con todo ello se
eleva la calcemia.”*

La PTH también regula el fésforo plasmatico aumentando su aporte desde el hueso e
intestino pero en el rindn aumenta la fosfaturia, en parte a través del sistema AMPc
(Adenosin Monofosfato Ciclico), en mayor magnitud. El efecto dominante es este ultimo,
por lo que la PTH es una hormona hipofosfatemiante. Ello contribuye al efecto
hipercalcemiante de la hormona, ya que la hipofosfatemia tiende a aumentar el calcio
plasmético.”*

A nivel intestinal, el calcio se absorbe en duodeno y yeyuno, por medio de transporte
activo regulado por la vitamina D y mediante transporte pasivo que ocurre a lo largo del
tracto gastrointestinal por difusion paracelular que comprende el pasaje de Ca*? a través
de uniones celulares estrechas, la mayor parte de Ca*? es absorbida en intestino delgado
aunque estudios recientes han demostrado que también en intestino grueso y es aqui en
donde los fructanos tipo inulina ejercen su accién.?*

Los fructanos tipo inulina son metabolizados y fermentados en el intestino grueso a través
de bacterias benéficas del colon, Bifidobacterium y Lactobacillus, dando como resultado la
produccién de gases (H,, CH4, CO,), metabolitos como el formato, acidos carboxilicos de
cadena corta, principalmente acético, propidnico y butirico mas conocidos como acidos
grasos de cadena corta (AGCC) que disminuyen el pH del lumen intestinal incrementando
la solubilidad de minerales como Ca, Fe y Zn también se producen otros compuestos como

. . . 26,2
son amoniaco, aminas y fenoles (Figura 6).2%%’
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Figura 6. Metabolismo de prebiéticos en el colon de mamiferos y aves
(Zeni Susana N, 2007)

Las Bifidobacterias, son bacilos Gram positivos, habitantes naturales del tracto
gastrointestinal (TGI) que representan del 3-10 % en la microflora del adulto y el 90% en
los infantes alimentados con leche materna’, aparecen pocos dias después del nacimiento
y producen la enzima B-galactosidasa, modifican las condiciones de acidez y ayudan a la
formacién de acido lactico y acético. El aumento en la concentracidn de las Bifidobacterias
en la flora intestinal incrementa la conversién de carbohidratos a acidos organicos (lactico
y acético), estimula el peristaltismo del intestino y contribuye a regularizar el transito

intestinal.®

Los Lactobacillus son bacterias acido-lacticas, Gram positivos, anaerobios, pueden ser
homo o heterofermentativos, segln las caracteristicas de su metabolismo fermentativo y
mesofilicos o termofilicos, contribuye a la formacién de AGCC. La relacién entre
microorganismos explica el incremento de acidos de cadena corta ante la presencia de

] 10,2
prebidticos.’**

El acetato es metabolizado en areas sistémicas como el musculo y usado para generar
ATP, mientras que el propionato puede ser transportado al higado. El butirato juega un rol
esencial en el mantenimiento de la integridad de la mucosa intestinal, ya que es el
sustrato energético utilizado para el metabolismo, proliferacion y diferenciacion

6,27
celular.”
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El aumento en la concentracién de lactato y acetato disminuye el pH intraluminal,
inhibiendo el crecimiento de E. coli, Clostridium vy otras bacterias patdgenas
pertenecientes a los géneros Listeria, Shigella o Salmonela y a su vez incrementa el
recuento de Bifidobacterias y Lactobacilos.

Estudios in vivo e in vitro han demostrado que después de 15 a 20 dias de tomar inulina se
modifica la flora intestinal, estimulando el crecimiento de las Bifidobacterias y
disminuyendo el recuento de bacteroides, fusobacterias y clostridios.**

El lactato disminuye el pH cecal que conduce a una mayor solubilizacién de Ca," y Mg," de
manera gque su concentracion aumenta, el ciego duplica su tamafio lo que da como
resultado una mayor superficie de absorcidn para estos minerales.

Al mejorar la absorcién de calcio se reduce la tasa de recambio dseo por la supresién de la
PTH y en consecuencia una reduccion de la actividad osteocldstica lo que ayuda a prevenir
la osteoporosis.26

1.6 Osteoporosis

El término osteoporosis (OP) significa “hueso poroso” es una enfermedad sistémica en la
cual hay pérdida de calcio ocasionando una menor densidad ésea por lo que los huesos se
vuelven fragiles y pueden romperse incluso por traumatismos leves.>?*

La osteoporosis ha estado presente desde el principio de la Historia, en el siglo VI Paulus
Aegineta describe una enfermedad dsea que es la que hoy dia se conoce como
osteoporosis. Mas tarde el italiano Marcus Donatus (1597) repitié la descripciéon de

.2
osteoporosis.”

En los inicios del siglo XIX, Sir Astley Cooper se percatd «que los huesos se hacian mas
suaves y menos “luminosos” en los estados avanzados de la vida» y que «estos estados
del hueso favorecian el desarrollo de fracturas». El término osteoporosis fue acufiado por
Johann Lobstein; sin embargo, el padecimiento que realmente estaba describiendo con
este nombre fue probablemente la osteogénesis imperfecta. En 1940, la Academia
Americana de Médicos y Endocrinélogos describieron la osteoporosis postmenopausica y
propusieron que es consecuencia de problemas en la formacién del hueso debido a
deficiencia de estrégenos.”
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Existe una definicién de osteoporosis dada por el Instituto Nacional de Salud de los
Estados Unidos (NIH) en 1993 y modificada en el 2001 para comprender mejor las
alteraciones que se producen en el hueso de las pacientes con esta enfermedad que dice:
“La osteoporosis es un trastorno esquelético caracterizado por una disminucién de la
resistencia dsea que predispone a un mayor riesgo de fractura”, en este sentido la
resistencia dsea se refiere a la densidad y calidad ésea, la densidad ésea se expresa en
gramos de mineral por area o volumen, esta determinada por el pico de masa désea y la
cantidad de pérdida 6sea; la calidad dsea se refiere a la macro y microarquitectura,

recambio éseo, tamafio, daifio acumulado y mineralizacién.>%3!

Sin tratamiento y medidas preventivas adecuadas, la OP progresa de manera silenciosa e
indolora hasta la ruptura de algun hueso, especialmente en cadera, columna vertebral y la
parte distal del antebrazo; provocando un decremento de la calidad de vida y pérdida de
independencia personal.’

1.6.1 Epidemiologia de la Osteoporosis

Existen estudios epidemioldgicos en el mundo que han demostrado que la osteoporosis y
sus consecuencias representan un grave problema en los sistemas de salud, debido a los
altos costos y los recursos que se necesitan para la atencién de los pacientes que la
padecen.32

La prevalencia real de la osteoporosis es dificil de establecer, ya que como se menciond
anteriormente, es una enfermedad asintomatica que es diagnosticada en el momento en
gue se presenta una fractura por fragilidad 6sea.*®

Existen diferencias étnicas y de sexo en la densidad dsea y en la incidencia de fracturas
osteopordéticas; las mujeres tienen una densidad ésea menor que los hombres de la
misma raza y después de la menopausia, la incidencia de fracturas es dos a tres veces
mayor que en los hombres. Las mujeres de raza blanca caucdsica tienen una mayor
incidencia de fracturas que las hispanas y que las afroamericanas. Las mujeres asiaticas
tienen la mitad del riesgo de sufrir fracturas de cadera por osteoporosis que las mujeres
de raza blanca caucasica, aun cuando las caucasicas presentan una menor densidad ésea,
posiblemente debido a que tienen un cuello femoral mas corto que cuando se ve afectado

es causa de fractura de cadera.®***
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En E.U.A. por ejemplo, es una enfermedad frecuente que ocasiona cerca de 1,2 millones
de fracturas cada afio, la osteoporosis y sus complicaciones pueden incluso llevar a la
muerte; un 12 a 20% de los ancianos que experimentan fractura de cadera mueren en un
afio.**

En México, la Asociacion Mexicana de Metabolismo Oseo y Mineral (AMMOM) vy la
Fundacidn Internacional de Osteoporosis (OIF) estimé que 1 de cada 3 mujeres y 1 de
cada 8 hombres mayores de 50 anos estaban en riesgo de sufrir alguna alteracién en la
densidad mineral 6sea.*

En Meéxico, la fragilidad y las fracturas en huesos que derivan de la osteoporosis
recientemente se han convertido en un punto clave de investigacion, estas lesiones
musculoesqueléticas ocupan el segundo lugar de atencién quirdrgica en el Instituto
Mexicano del Seguro Social, en ellas se incluyen las fracturas osteoporéticas. En el 2009, el
17% de mujeres y el 9% de hombres de 50 afios y mds, presentaban osteoporosis en la
columna lumbar; el 16% de las mujeres y el 6% de los hombres presentaban osteoporosis
en la cadera, se espera que en el afio 2050 los casos de fractura aumenten
considerablemente, esto es debido a que se enfrenta una transicidon epidemioldgica, con
un numero creciente de personas de edad avanzada y un aumento en la esperanza de
vida. De acuerdo con datos recientes de la CONAPO (Consejo Mexicano de Poblacidn), la
poblacién de 60 afios y mds esta representada por 8.5 millones y en el afio 2050 se espera
gue aumente a 33.8 millones, la esperanza de vida de los mexicanos para ese entonces

, ~ 2,32
serd de 81.9 afios de edad.***%®

1.6.2 Clasificacion de la osteoporosis

La osteoporosis, ha sido dividida en dos categorias mayores considerando las diferencias
en la densidad désea, patrones de incidencia especifica de fracturas asociadas en relacion a
la edad y sexo, asi como el mecanismo de pérdida 6sea.”’

e Osteoporosis tipo | o primaria: Es llamada “osteoporosis involutiva”, comienza en

la etapa media de la vida y avanza con la edad.?’

Su caracteristica es que existe pérdida acelerada y desproporcionada de hueso
trabecular, por lo que las fracturas tipicas ocurren en aquellos sitios del esqueleto
gue contienen grandes cantidades de este tipo de hueso como son vértebras y
partes distales de los antebrazos (fractura de Colles). Afecta principalmente a
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mujeres que se encuentran dentro de los 25 afios postmenopausia, se sabe que es
el resultado de factores relacionados con deficiencia de estrégenos que provocan
una disminucién de la tasa de absorcién intestinal de Calcio.” Se observa
disminucion de la actividad PTH (Parathormona) para compensar el aumento de la
reabsorcion ésea.*®

Para su identificacion, es necesario basarse en las diferencias en su presentacién
clinica, en los cambios densitométricos y hormonales y en la relaciéon del modelo
de enfermedad con menopausia y edad.**

e Osteoporosis tipo Il o secundaria: En este grupo quedan clasificados todos

aquellos casos de OP que son una consecuencia o bien una manifestacion
acompafiante de otras enfermedades o de su tratamiento® y representa menos
del 5% de los casos de osteoporosis. El adelgazamiento éseo es mas gradual y
afecta los dos tipos de hueso el trabecular y cortical, produciendo fracturas en
cadera, pelvis y porcion proximal del hiumero, asi como multiples fracturas en cuia
de vértebras. En este tipo es posible identificar al agente causal de la enfermedad,
afecta tanto a varones como mujeres mayores de 75 afios.”’

1.6.3 Factores de riesgo para la presentacion de osteoporosis.

A pesar de que la osteoporosis es una enfermedad usualmente asociada a la edad existen
una serie de factores de riesgo que han sido identificados por medio de estudios
epidemioldgicos que conllevan una mayor probabilidad para desarrollarla, Cuadro 1.3

En México existe un estudio de factores de riesgo en fracturas que han determinado que

en nuestra poblacion la edad avanzada, el peso corporal bajo y el alcoholismo se asocian a
1

fracturas de cadera

El riesgo de padecer una fractura de cadera en una mujer a partir de los 50 afios es de
15.6% lo cual, supone la mitad de riesgo de sufrir una fractura vertebral en un 32% siendo
la mas frecuente de las fracturas osteoporc’;ticas.38
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Cuadro 1. Factores de riesgo de Osteoporosis.

Factores genéticos o constitucionales:

Edad

Sexo

Raza caucasica y/o asidtica

Antecedente familiar de OP y/o fractura de cadera

Estilo de vida y nutricion:

Baja ingesta de calcio en la dieta

Déficit de vitamina D

Toxicos: Tabaquismo, alcoholismo

Sedentarismo

Nutricién no equilibrada: exceso de proteinas, dieta vegetariana, exceso
de café.

Déficit de hormonas sexuales

Menarquia tardia (>15 afios)

Amenorrea prolongada: superior a 1 afio
Menopausia precoz (< 45 afos)
Hipogonadismo en el varén

Tratamiento farmacoldgico crénico

Glucocorticoides y ACTH
Anticonvulsivantes

Tiroxina sobredosificada
Heparina

Antiandrégenos

Antiacidos con fosfato o aluminio
Tamoxifeno (premenopausia)

Patologias que afectan el metabolismo dseo

Enfermedades endocrinas

o Diabetes mellitus

o  Hipertiroidismo

o  Sindrome de Cushing

o  Acromegalia

Alteraciones de la absorcidn intestinal y hepatopatias crdnicas
o  Gastrectomia

o  Sindromes de mala absorciéon

o Enfermedad de Crohn, colitis ulcerosa
o  Cirrosis biliar primaria
Enfermedades renales

o Insuficiencia renal crénica

o  Glomerulopatias

Enfermedades hematoldgicas

o Leucemiay linfoma

o Mieloma multiple

o  Anemia perniciosa
Enfermedades inflamatorias crénicas
o Amiloidosis

o Artritis reumatoide

o  Espondilitis anquilosante
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1.6.4 Fisiopatologia de la Osteoporosis

La fisiopatologia de la osteoporosis se encuentra estrechamente relacionada con el
metabolismo del calcio. A lo largo de la vida el hueso esta expuesto a un proceso de
formacion y resorcion 6sea continua, al nacer no se encuentra completamente
consolidado y con el paso de los afios es que el hueso adquiere la rigidez que la caracteriza
aproximadamente a los 20 afios de edad.*®

El hueso es un érgano vivo formado por tejido conjuntivo mineralizado muy vascularizado
e inervado, con capacidad para renovarse y por tanto mantener sus condiciones de
resistencia. Esta renovacién tiene lugar de forma permanente y ha recibido el nombre de
“remodelacién ésea”. La velocidad con la que se lleva a cabo se conoce como “recambio o
turnover 6seo”.* El volumen de hueso remodelado por cada unidad es de unos 0.025 mm?>
y la tasa de renovacion anual del esqueleto aproximadamente un 10% (25-30% el hueso

trabeculary 3-4 % el cortical).?

Las células principalmente involucradas en este proceso de remodelacién désea son los
osteoblastos (encargados de formarlo) y los osteoclastos (encargados de destruir el
hueso).*

1.6.5 Células de la unidad de remodelacion dsea.
1.6.5.1 El osteoclasto

Son células grandes, moviles, multinucleadas, que reabsorben las superficies dseas
formando unas lagunas y surcos en forma de pliegues “borde en cepillo”. Provienen de
células madre hematopoyéticas medulares denominadas “Unidades Formadoras de
Colonias de Granulocitos y Macrofagos” (CFU-GM), precursoras de macrofagos vy
monocitos.?®

Los osteoclastos degradan la fraccidon organica de la matriz 6sea mediante la produccién
de dos tipos de enzimas lisosdmicas; las cisteinproteinasas (como la fosfatasa acida
tartrato resistente) que funcionan con pH 4cido y las colagenasas, que actian a pH neutro.
La reabsorcion dsea se desarrolla en dos fases, primero se solubiliza el mineral y luego se
digiere la matriz organica, hasta que finalmente los osteoclastos mueren por apoptosis. La
comunicacion entre los osteoclastos y las demas células dseas se realiza de forma
indirecta, mediante intermediarios quimicos, factores paracrinos y factores de unién de la

matriz.2**°
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1.6.5.2 El osteoblasto

Los osteoblastos son células grandes (20-30 um), de forma poliédrica, con citoplasma
baséfilo y con un aparato de Golgi y un reticulo endoplasmico rugoso, derivan de células
mesenquimatosas pluripotenciales de la médula 6ésea, endostio, periostio y pericitos
perivasculares, también llamadas células madre. Son células polarizadas diferenciadas que
sintetizan el colageno y la matriz organica o sustancia osteoide a un ritmo de 2 a 3 um por
dia en el ser humano. Participan en el proceso de mineralizaciéon de la matriz organica
produciendo vesiculas de matriz que acumulan iones Calcio y Fosfato y son ricas en
fosfatasa alcalina y pirofosfatasa, enzimas que inducen la creacion de centros de
nucleacién para el depédsito de las sales minerales.*

Los osteoblastos o sus precursores, expresan receptores para muchas hormonas,
incluyendo la parathormona (PTH), la 1,25-dihidroxivitamina D, las hormonas sexuales y
los glucocorticoides. También sintetizan una amplia variedad de factores de crecimiento y
citocinas, al tiempo que son influidos por ellos.?’ Su vida activa se encuentra entre una y
diez semanas, al finalizar este periodo pueden desaparecer por mecanismos de apoptosis,
transformarse en células limitantes llamadas células de revestimiento (bone lining cells)
gue son células elongadas y planas, con un nucleo en forma de huso o transformarse en
osteocitos (15%). Ambos tipos celulares representan estadios mds avanzados de
maduracién.*

Los osteocitos tienen prolongaciones que los unen entre si,> son osteoblastos que han
concluido su funcién de sintesis de matriz, tomando la responsabilidad de registrar la
tension que soporta el hueso circundante, el envio de sefales a células vecinas para iniciar
la remodelacidn désea, asi como de llevar a cabo el proceso de ostedlisis osteocitica, en la

cual se reabsorben las sales amorfas de calcio y fosfato depositadas en la fase mineral.?

Cuando hay deficiencia de estrégenos o tratamientos con glucocorticoides se puede
presentar la apoptosis de los osteocitos.**

1.6.6 Diagnostico de la Osteoporosis

Aunque la osteoporosis se considera un proceso asintomatico, silente y no se manifiesta
clinicamente hasta que se produce una fractura, debemos valorar algunos elementos que
nos permitan sospechar esta patologia y realizar los estudios complementarios necesarios
para llegar a su diagndstico. Los datos que nos orientan hacia la sospecha diagndstica de
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osteoporosis los podemos obtener a través de la historia clinica, la exploracién fisica, las
pruebas de laboratorio y la radiologia simple.*

El diagndstico es principalmente por densitometria ésea (DMO), puede ser usada para
establecer o confirmar el diagndstico de osteoporosis y predecir el riesgo futuro de
fracturas. A menor densidad mineral 6sea mayor riesgo de fractura.*? Las fracturas mas
frecuentes relacionadas con la osteoporosis son las vertebrales y se acompafian de
aumento de morbilidad, mortalidad y riesgo de otras fracturas posteriores..43

Para el estudio de la DMO existen diferentes metodologias, pero la absorciometria
radiolégica de doble fotén (DEXA) es la mds popular por haber servido para establecer los
criterios diagndsticos de osteoporosis por la Organizacién Mundial de la Salud en 1994 y
que considera la disminucién de la masa 6sea como el principal determinante de la

enfermedad.3%*

En 1994 |la OMS establece los criterios densitométricos para el diagndstico de la
osteoporosis (Cuadro 2),** seleccioné el valor T (T-score) para diagnosticar osteoporosis. El
T-score es la medida expresada en desviaciones estandar (DE) por abajo o arriba del
promedio del valor de DMO de mujeres caucasicas jovenes sanas. La DEXA permite medir
con bastante precision la DMO en diferentes partes y en la totalidad del cuerpo valiéndose
de un programa informatico apropiado. La técnica usa radiacidn ionizante con 2 haces
fotdnicos de diferente energia y mide la masa dsea en g/cm?; la diferente atenuacion que
sufren los fotones al pasar a través de los tejidos del cuerpo permite determinar la

densidad mineral.*

Cuadro 2.Guias de la OMS para la interpretacion de la medicién de DMO.?

T-score (DE) Interpretacion
<1.0 Normal
1.0a25 Osteopenia
>2.5 Osteoporosis
> 2.5y fracturas por fragilidad dsea Osteoporosis establecida o grave
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Existe una serie de condiciones que pueden producir imprecisiones en la medicion de la
DMO de columna y convertir los resultados del fémur en una alternativa importante
(Cuadro 3). El interés sobre el fémur proximal ha aumentado ya que es particularmente
importante para la prediccion del riesgo de fractura de cadera.!

Cuadro 3. Fuentes de error en la medicién de DMO por DEXA®

Osteomalacia.

Osteoartrosis (ostedfitos, esclerosis de plataformas vertebrales).
Calcificaciones vasculares.

Sobreposicién de objetos metalicos.

Medios de contraste (enemas de bario, mielogramas).

Fracturas previas (columna, mufieca, cadera).

Escoliosis severa.

Displasias esqueléticas, acondroplacia.

Cambios posquirurgicos en columna (laminectomia y artrodesis).
Calibracién inadecuada del densitémetro.

L 2R 2K 2K 2K R 2 R

En los primeros afios después de la menopausia se observa mayor pérdida de hueso
trabecular, por ello el sitio mas importante a medir por densitometria es la columna
lumbar; después de los 65 afios el fémur es clinicamente mas importante, debido al
impacto sobre la salud que tiene la fractura de cadera. Es por ello que el fémur puede ser
eventualmente la region de eleccidn para la medicién de DMO en el anciano.’

1.6.7 Prevencion de la Osteoporosis

La importancia de la OP como enfermedad en el adulto de edad avanzada y el impacto de
las fracturas relacionadas con ella, demandan la implementacién de una serie de medidas
preventivas. La prevencidn primaria es la que se realiza durante las etapas tempranas de
la vida mediante la adopcién de habitos saludables para los huesos que influya sobre la
adquisicion de la densidad dsea maxima o masa “pico” que se alcanza en la juventud
(alrededor de los 20 y 30 afos de edad). La prevencién secundaria se realiza en aquellos
momentos en que aumenta la pérdida de masa dsea y consiste en medidas para

evitarla."?
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Una alternativa en la prevencién de la aparicidn de osteoporosis es el uso de fructanos
tipo inulina en la dieta para aumentar la retencién de minerales, pueden ser adicionados a
diversos alimentos como en helados, formulas infantiles, cereales, yogurt, pasteleria,
aderezos, suplementos alimenticios, etc.

Ahora bien, se ha encontrado que los fructanos tipo inulina al promover el crecimiento de
Bifidobacterias y Lactobacillus incrementan la actividad de la B glucosidasa en el intestino
grueso lo que promueve una mejor absorcidn de las isoflavonas que a su vez ayudaran a

preservar la arquitectura dsea evitando la resorcién ésea.”” *

Los fitoestréogenos se definen como una serie de compuestos de naturaleza no esteroidea,
procedentes de distintas especies vegetales. Existen cuatro clases quimicas principales:

isoflavonas, lighanos, cumestanos y derivados del resorcinol.*®

El alimento con mayor concentracién de fitoestrogenos es la soya que contiene grandes
cantidades de isoflavonas (genisteina, daidzeina y gliciteina), estructural y funcionalmente
son comparables al 17 B- estradiol con una acciéon similar mediante su unién a los
receptores de estrégenos sin sus efectos secundarios y se ha demostrado que pueden

mejorar la masa 6sea en modelos animales de osteoporosis.ze' 47

En estudios realizados en animales de experimentacion se ha comprobado que la
suplementacién dietética con isoflavonas previene la pérdida dsea en ratas post-
ovariectomia. Asi administrando genisteina o proteina de soya intacta, se observd un
aumento en el nimero de osteoblastos y de su actividad formadora de hueso, sin
apreciarse efectos sobre la reabsorcidon 6sea medida por el nimero de osteoclastos. 46

Del mismo modo, ratas ovariectomizadas a las que se administrd genisteina mostraron
una recuperacién parcial de la masa 6sea en comparacién con los controles y los cambios
histomorfoldgicos tras la ovariectomia volumen éseo, grosor trabecular, espaciado entre
las trabéculas) se restauraron a los niveles normales en el grupo de animales tratados. 48
En consecuencia, una combinacion dietética de prebidtico y las isoflavonas puede tener
una promesa potencial para mantener o mejorar la salud de los huesos.??
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2. JUSTIFICACION

La osteoporosis constituye un importante problema de salud publica debido a que se
asocia con una mayor morbilidad y mortalidad, particularmente las fracturas de cadera y
vertebrales, las cuales son una carga enorme para el sistema de salud debido a los altos
costos econdmicos en la atencidn de estas fracturas y los derivados de la discapacidad que
ellas producen. El uso de modelos animales adecuados para evaluar eficacia preventiva y
terapéutica de nuevos tratamientos, resultan en una aportacion de valor a fin de
implementar mediadas oportunas para combatir esta enfermedad.
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3. HIPOTESIS

El metabolismo mineral 6seo de las ratas Hsd:Wistar ooforectomizadas serd mejor al
consumir diariamente inulina sola o en combinacién con isoflavonas.
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4. OBIJETIVOS
4.1 Objetivo general

Comparar el efecto de la inulina de agave e inulina de achicoria y su combinacién con
isoflavonas sobre la absorcion del calcio en hembras Hsd:Wistar ooforectomizadas.

4.2 Objetivos especificos

* Evaluaciéon de variaciones morfométricas tales como peso y longitud en hembras
Hsd:Wistar intactas y en hembras ooforectomizadas tratadas con inulina de agave
y achicoria asi como su combinacién con isoflavonas.

* Determinacion de niveles de calcio en sangre y orina en hembras Hsd:Wistar
intactas y en hembras ooforectomizadas tratadas con inulina de agave y achicoria
asi como su combinacién con isoflavonas.

* Determinacién de la densidad mineral dsea (DMO) en fémur y vértebra (T13) en
hembras Hsd:Wistar intactas y en hembras ooforectomizadas tratadas con inulina
de agave y achicoria asi como su combinacion con isoflavonas.
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5. MATERIALY METODOS
5.1 Productos utilizados:

e Suplemento alimenticio en polvo a base de inulina de agave azul (Agave tequilana
Weber) con Niumero de lote: I04E10.

e Suplemento alimenticio en polvo de inulina de achicoria (Cichorium intybus) con
Numero de lote: IQ1LQY.

e |soflavonas (una mezcla de extracto estandarizado de manzanilla, extracto de té
verde, extracto estandarizado de isoflavonas de soya) con Numero de lote:
FT108284.

5.2 Animales

Se utilizaron 60 ratas hembras ooforectomizadas y un grupo control de 10 ratas hembras
intactas de la cepa Wistar (Hsd:Wi) de 8 a 9 semanas de edad con un peso promedio de
200.40g+25.76g, fueron alojadas bajo condiciones ambientales controladas que incluian
extraccién e inyeccion de aire con 18 recambios por hora; éste se realiz6 mediante filtros
HEPA filtrdndose particulas hasta de 3 um en el aire de inyeccion. La temperatura se
mantuvo a 23 2C £ 1 2Cy la humedad relativa en 55%, los ciclos de luz-oscuridad fueron
de 12/12 hrs.”®, se les proporciond alimento Harlan Teklad 2018 S para ratén/rata y agua
filtrada hasta 0.22 um y clorada hasta 10 ppm ad libitum, para su alojamiento se utilizaron
cajas de polisulfonato transparente con las dimensiones siguientes: 32 x 47 x 20 cm. (5
ratas/caja), la cama (Aspen Pine Shaving) que se cambid cada tercer dia, los bebederos se
lavaron un dia a la semana y se esterilizaron.

5.3 Ooforectomia bilateral

El procedimiento se realizé cuando las ratas tenian de 4 a 5 semanas de edad, primero se
pesaron en una bdascula OHAUS para poder dosificar la Xilacina como tranquilizante a una
dosis de 0.83mg/100 gr.>® y la Ketamina como anestésico a una dosis de 4.17mg/100 gr.>°
ambos se administraron por via Intraperitoneal (Ip), sujetando al animal en una posicién
decubito dorsal, la administracion se hizo con una jeringa de insulina calibre 23G y una vez

que estaban dormidas se aplicd duralagrima en los ojos para evitar la resequedad
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cubriéndolo en su totalidad y vigilando que estuviera cubierto hasta que la rata se
recuperara de la anestesia .

La reseccion de los ovarios se realizd de manera lateral a la altura del ijar, la zona se
rasurd y se embrocé con benzal, posteriormente se hizo una pequeia incisién de piel y
del musculo oblicuo externo abdominal de menos de 1 cm, con la pinza sin dientes se
buscé el ovario y una vez localizado se pinzé por debajo a la altura del oviducto y se
procedid a hacer un nudo con sutura absorbible de 3 ceros por debajo de la pinza
después, con una navaja de bisturi se cortd el oviducto por encima de la pinza y se retird
el ovario, al finalizar el procedimiento quirdrgico se cerré musculo y piel con sutura
absorbible.

Una vez suturada la regién costal de ambos lados, se rocié vetoquinol® para ayudar a la
cicatrizacion y evitar infeccién, se administré Ketoprofeno como analgésico a una dosis de
1 a 2 mg/Kg™® por via subcutanea (Sc) utilizando una jeringa de insulina de 0.5 ml calibre
23. Las ratas se colocaron en una caja con cama y algoddn para mantener su temperatura
y cuando despertaban se agrupaban 5 animales por jaula, adicionando unos pellets
remojados en el piso ademds del alimento en el comedero y agua ad libitum. Las ratas se
identificaron por medio de muescas en la oreja.

5.4 Frotis Vaginales

Después de 15 dias post-cirugia, a todos las hembras de los grupos experimentales se les
tomé un frotis vaginal, utilizando un hisopo impregnado con agua destilada el cual se
introdujo cuidadosamente en la vagina, aproximadamente 1 cm, removiendo suavemente
las células de las paredes y colocando la muestra en dos portaobjetos, uno se sumergié en
alcohol al 70% durante 15 minutos y se sec6 a temperatura ambiente y el otro se dejé sin
fijar en el alcohol.

El estudio del ciclo estral de las ratas mediante citologias es un recurso experimental
importante debido a su corta duracion, su fécil interpretacién y lo simple de la técnica de
recoleccién.”

La determinacién del ciclo estral se llevd a cabo por medio de la tincidon Diff Quick y
Papanicolau con el propdsito de asegurarnos que todas las ratas operadas (sin ovarios)
estaban en etapa de diestro o inactiva y llevar a cabo el tratamiento correspondiente a
cada grupo (Cuadro 4) y en el caso del grupo control o intacto la determinacién del ciclo
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estral se llevd a cabo sélo para identificar la etapa del ciclo estral en la que se
encontraban, ver Anexo 9.1y 9.2

5.4.1 Tincién de Papanicolaou

La tincién de Papanicolaou es una tincién tricrémica que ha sido empleada
universalmente en la citologia exfoliativa, principalmente para el diagndstico de cancer
cérvico-uterino, sin embargo, es de gran utilidad para colorear células inflamatorias,
neopldsicas, etc. Ofrece un excelente panorama para el diagndstico citolégico en frotis
vaginales, ya que tiene la capacidad de acentuar el detalle celular y realizar una mejor
diferenciacién celular. >

Técnica:

Fijar la muestra con etanol de 96° durante 15 minutos
Lavar con agua de la llave (10 pases)

Tefiir con Hematoxilina de Harris (1-2 minutos)

Lavar con agua de la llave (10 pases con 2 cambios)
Virar con alcohol-acido al 1% (un pase)

Lavar con agua de la llave (10 pases con 2 cambios)
Introducir en etanol 96° (10 pases)

Tefiir con colorante OG-6 (2 minutos)

W e N U hEWwDNR

Introducir en etanol 96° (10 pases con 2 cambios)

=
o

. Teiir con colorante EA-50 (2 minutos)

[y
=

. Introducir en etanol 96° (10 pases con 3 cambios)

=
N

. Deshidratar con etanol absoluto (10 pases con 3 cambios)

=
w

. Aclarar con xilol (10 pases con 3 cambios)

=
H

. Colocar resina sintética y cubreobjetos sobre la muestra que se encuentra en el
portaobjetos.

5.4.2 Tincidon de Diff-Quik

Es una tincidn tipo Romanowsky, muy utilizada en la mayoria de los laboratorios y clinicas
veterinarias para identificar células nucleadas, ya que a diferencia de la tincion de
Papanicolaou, Unicamente se utiliza un fijador y dos colorantes. Es facil y rapida de usar.
Para realizarla es conveniente contar con frotis delgados (monocapa), y secar rdpidamente
la muestra para obtener mejores resultados. >2
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Técnica:

1. Secar al aire
Fijar con metanol (1 minuto)
Teiiir con Solucién | (naranja) (1 minuto)
Teiiir con Solucién Il (morada) (1 minuto)
Lavar con agua de la llave
Dejar secar a temperatura ambiente

No vk~ wnN

Colocar resina sintética y cubreobjetos sobre el material que se encuentra en el
portaobjetos.

5.5 Esquema de tratamiento

La dosis de Metlin® y la inulina de achicoria fue de 385 mg/dia/rata y la dosis de isoflavona
fue de 33.5 mg/dl'a/rata;53 se proporcionaron en el agua de bebida considerando que
cada rata tiene un consumo de agua de 10 ml/100 g>* el cambio de los bebederos en
todos los grupos, se hizo cada tercer dia. El tratamiento para cada grupo se muestra en el
Cuadro 4.

Cuadro 4. Esquema de tratamiento.

OSH: Ooforectomia
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5.6 Morfometria

5.6.1 Peso, se expresd en gramos. Se determind con una frecuencia de 2-3 dias (28
mediciones en 60 dias) utilizando una balanza OHAUS, precisidn + 1mg.

5.6.2 Longitud, se expresdé en centimetros. Se registré de forma basal, al primer y
segundo mes, los animales, se colocaron sobre una regla graduada en mm,
haciendo coincidir el cero de la regla con el hocico y tomando la medida
coincidente con los ultimos pelos de la base de la cola

5.7 Bioquimica sanguinea

Se realizaron tres tomas de muestras sanguineas considerando el 10% de la volemia; el
muestreo se realizd de forma basal, primero y segundo mes en cada grupo experimental
de manera individual, la via de acceso fue el seno conjuntival por medio de un capilar sin
heparina previa anestesia con isofluorano en un contenedor con algodén impregnado de
0.6 ml de isofluorano, las ratas se introdujeron aproximadamente de 1 a 1.5 min/rata. Al
terminar de sangrar se utilizé duralagrima en el ojo para calmar la irritaciéon que la técnica
pudiera haber ocasionado.

La sangre obtenida fue centrifugada a 654 gravedades durante 10 minutos en una
centrifuga Zeigen (80-2S), se separd el plasma, se vacié en tubos Eppendorf estériles y se
congelé a -4°C hasta su utilizacidon, todas las mediciones se realizaron en un
espectrofotdmetro Daytona Rx de Randox automatico con uso manual opcional, para la
validacién de la técnica se utilizan soluciones patrones para la lectura de cada analito,
Cuadro 5.
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Cuadro 5. Soluciones patrén Randox® para la deteccién de analitos.

ANALITO Solucion patron Randox®

Aspartato amino transferasa (AST) Catdlogo No. AS 1202 0 AS1267

Alanina amino transferasa (ALT) Catélogo No: AL 1200 y/o AL 1268

Actividad de fosfatasa alcalina (FAS) Catalogo No: AP 501
Glucosa Catdlogo No. GL 2612
Colesterol Catdlogo No: CH201

Triglicéridos Catdlogo No.TR 213

Catdlogo No: CR 510

Creatinina
Fosforo Catalogo No. PH 1016
Calcio Catalogo No. CA2390

5.8 Urianalisis

Se realizaron tres tomas de muestras de orina; basal, primero y segundo mes en cada
grupo experimental de manera individual, cada hembra se alojé en una jaula del rack
metabdlico por un periodo menor de 24 hrs con agua y alimento ad libitum.

Los analitos fueron los siguientes:

=  Creatinina

La determinacion de creatinina se llevé a cabo por el método cinético de Jaffe modificado
(sin desproteinizacién) utilizando el espectrofotometro Daytona Rx de Randox con control
de temperatura de + 0.5 °C que sea capaz de leer la absorbancia con exactitud, con una
sensibilidad de 0.001 a 510 nm. El ancho de banda debe ser de 10 nm o menos, la
desviacion de la luz de 0.5% o menos vy la exactitud de longitud de onda dentro de los 2
nm. La solucién patrén Randox® No: CR 510

37



MATERIAL Y METODOS

e (Calcio

El método para la determinacidn de calcio fue Arsenazo Il (dcido bisbencen-arzénico 2,2-
(1,8-hidroxi-3,6-disulfonaftilen-2,7-biazo) que reacciona con el calcio en solucién acida
para formar un complejo azul-purpura. El color desarrollado tiene un mdaximo de
absorbancia a 650 nm y es proporcional a la concentracién de calcio en la muestra, la
lectura se realizé en el espectrofotémetro Daytona Rx de Randox que lee la absorbancia
exactamente a 650 nm con una sensibilidad de 0.001, mide la intensidad de la luz a
diferentes longitudes de onda, estudia los cambios energéticos producidos en un
compuesto quimico al ser incidido por ondas de radiacién electromagnética. La solucién
patrén Randox® No: CA2390

5.9 Densitometria 6sea

Al término del estudio al momento de realizar la necropsia se obtuvo el fémur izquierdo y
la vértebra T13 de 3 ratas de cada grupo para el estudio de Densidad Mineral Osea (DMO)
que se llevd a cabo en un densitémetro Discovery QDR series Hologic adaptado a animales
pequeiios en el Instituto Nacional de Rehabilitacién.

5.10 Necropsia

Al finalizar el estudio los animales fueron sacrificados utilizando la camara de CO,
administrando el gas de forma gradual y cbp para ocasionar la muerte de los animales y
poder realizar una necropsia para la obtencién de los 6rganos listados a continuacion
almacenandolos en un frasco con formalina al 10% amortiguada durante 48 horas para su
correcta fijacion.

e Bazo

e Higado
e Rifidn

e Corazén

e Intestino delgado

e Intestino grueso

e Dos linfonodos

e Fémur derecho

e Utero (en 3 ratas de cada grupo)
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5.11 Histopatologia

Una vez fijados los 6rganos en formol, se procesaron en un Histoquinet Leica (TP 1020), el
cual aclara, impregna y parafina los tejidos al sumergirlos automaticamente en un periodo
de 20 a 24 horas. La inclusion se realizd en un incluidor marca Leica para posteriormente
realizar cortes de 3 um utilizando un micrétomo Leica (RM 2125 RT). Los tejidos se
llevaron al tren de tincidon de rutina (Hematoxilina Eosina) y finalmente las laminillas
fueron montadas con resina para su revision en el microscopio éptico.

5.12 Analisis Estadistico

El analisis estadistico se llevo a cabo utilizando el paquete estadistico IBM-SPSS 19. Los
analisis para peso, longitud, se llevd a cabo por el método de Analisis de Varianza para
mediciones repetidas y para densitometria dsea un analisis de varianza de un solo factor.

EL andlisis estadistico de los analitos para bioquimica sanguinea y Urianalisis, se hizo por el
método de ANOVA para mediciones repetidas en el paquete estadistico IBM-SPSS 19, con
la variable intra-sujetos: Mes (Basal, M1, M2) y la variable Tratamiento (Metlin®, Inulina
de achicoria, Isoflavonas, Metlin® + Isoflavonas, Inulina de achicoria + Isoflavonas, OSH,
Intactas)
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6. RESULTADOS
6.1 Medidas morfométricas

a) Peso

Sin importar el tratamiento, se encontré una ganancia de peso mayor en todas las
hembras ooforectomizadas en relaciéon a las hembras intactas durante los 60 dias que

duré el estudio (P=0.001) (Figura 7).

En el Anexo 9.3 se muestran las medias y deviaciones estdndar de peso en todos los

grupos.
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Figura 7. Promedios de ganancia de peso durante 60 dias en ratas Hsd:Wistar con OSH:

tratadas, sin tratamiento e intactas.
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b) Longitud

Al término del estudio se observé una diferencia significativa (P=0.01) de todos los grupos
sometidos a OSH que resultaron con una mayor longitud en relacién a las hembras

intactas.
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Figura 8. Promedios de longitud (cm) en ratas Hsd:Wistar con OSH, tratadas e
intactas, durante 60 dias.
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6.2 Bioquimica sanguinea

En el Cuadro 6, se muestran las medias y errores estdndar de cada analito examinado
dividido por tratamiento en la primer columna se muestra los valores normales de
referencia.

Cuadro 6. Bioquimica sanguinea de ratas Hsd:Wistar con OSH: tratadas, sin tratamiento e
intactas.

ANALITOS Valores Metlin® Inulina de Isoflavonas Metlin® + Inulina de OSH Intactas
normales achicoria Isoflavonas achicoria +
Isoflavonas
AST a a a a a a a
UL 114.5 +25.4 17445.4 178.5%5.4 183+5.4 182+5.4 181+5.4 166.315.4 17245.4
ALT ab b ab b ab a a
UL 58.5+10.2 51.2+1.8 54.6+1.8 52.7+1.8 54.3+1.8 53.9+1.8 47.1+1.8 51+1.8
FAS 389.7 a a a a a a a
uL +49.3 349+20.53 350.2+20.53 338.8+20.53 363.4+20.53 379+20.53 359.6+20.53 303.7+20.53
Glucosa } a a a a a a a
I 7.9+0.8 7.81£0.26 7.7£0.26 7.5%£0.26 7.410.26 7.310.26 6.9+0.26 7.1+0.26
mmo!
ab ab ab ab b ab a
Colesterol 2.0£0.5 2+0.08 1.83+0.08 2+0.08 2+0.08 2.2+0.08 1.9+0.08 1.78+0.08
mmol/L
igliceri b b b b b b
T”g"ce:'/‘:“ 0.66:0.16  0.9:0.1° 0.61£0.1° 0.72¢0.1° 0.62¢0.1° 0.75¢0.1° 0.820.1° 1.1540.1
mmo
ini ab ab bd abc bcd ab a
c’eat"l‘/':a 50.7+13.0  68.4+2.2 68.5+2.2 70.4+2.2 6242.2 70£2.2 64.3+2.2 61.242.2
umo
Fésforo a a a a a a a
m 1.54+0.26 2.16+0.06 2.1+0.06 1.85+0.06 2.06+0.06 2.03+0.06 1.94+0.06 1.98+0.06
mmo
Calcio b ab ab ab ab a ab
m 2.80+0.03 2.66+0.05 2.57+0.05 2.50+0.05 2.58+0.05 2.47+0.05 2.34+0.05 2.57+0.05
mmo

Literales diferentes denotan diferencias significativas (P<0.01)

Se observo una diferencia significativa de 6.8 U/L en los niveles de ALT en las hembras con
OSH en relaciéon a las tratadas con Metlin®+Isoflavonas y las tratadas con Inulina de
achicoria (P=0.01), sin embargo, carece de relevancia bioldgica al encontrarse dentro de
los valores normales de referencia. Lo mismo sucede con los niveles de calcio, en las
hembras con OSH tratadas con Metlin® presentaron una diferencia significativa (P=0.01)
comparadas con las hembras con OSH sin tratamiento sin embargo todos los datos
obtenidos para este analito se encuentra dentro de los valores normales de referencia.
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6.3 Urianalisis

El Cuadro 7, muestra las medias y errores estandar de cada analito examinado dividido
por tratamiento, la primera columna muestra los valores normales. En el anexo 9.4 y 9.5
se muestra el Analisis de Varianza para creatinina y calcio.

Cuadro 7. Uriandlisis en ratas Hsd:Wistar con OSH: tratadas, sin tratamiento e intactas.

ANALITOS Valores Metlin® Inulina de Isoflavonas Metlin® + Inulina de OSH Intactas
Normales achicoria Isoflavonas achicoria +
Isoflavonas
Creatinina 4.878.80 4,348 4,139 4,157 3,979 4,260 4,069 3,019
§ a a a a a a b
umol/L +437.58 +342.13 +342.13 +342.13 +342.13 +342.13 +342.13 +342.13
Calcio

mmol/L 1.43+0.082  1.48+0.19°  1.60+0.19° 1.80£0.19°  1.32¢0.19% 1.93:+0.19™  1.83+0.19°  1.61:0.19°

Literales diferentes denotan diferencias significativas (P<0.05)

Los valores obtenidos de creatinina se encontraron debajo de los limites normales de
referencia en todos los tratamientos, no obstante, este hallazgo carece de relevancia
bioldgica. En el caso de los niveles de calcio en orina, se observa que es menor en el grupo
tratado con Metlin®+Isoflavonas en relacién a todos los demas grupos sin embargo,
solamente presenta una diferencia significativa (P<0.05) con el grupo tratado con Inulina
de achicoria + isoflavonas.

6.4 Necropsia

Macroscépicamente no se encontraron alteraciones en ninguna de las ratas.

6.5 Histopatologia

Los cambios microscépicos observados en todos los cortes de los drganos revisados
fueron discretos e inespecificos, ninguna de las alteraciones se presentoé en los individuos
de un solo grupo por lo que no pueden ser asociadas a un tratamiento en particular

Se evaluaron secciones histolégicas de fémur de todos los grupos, en las cuales no se

observé actividad osteoclastica relevante, asi como tampoco otras alteraciones, ver Anexo
9.6y9.7.
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6.5 Densitometria Osea

El Cuadro 8, muestra las medias y errores estandar obtenidos de cada fémur y vértebra
analizados en el Densitometro, para cada uno de los tratamientos, en el anexo 9.8 y 9.9 se
muestra la tabla con el analisis univariado para vértebra y fémur respectivamente.

Al término del estudio se observaron diferencia significativas en la densitometria ésea de
vértebra (T13), las ratas tratadas con Metlin® tuvieron densidades mayores que el grupo
tratado con Inulina de achicoria+lsoflavonas y OSH (P=0.01). El grupo tratado con
Metlin®+Isoflavonas tuvieron densidades mayores que los demas grupos (P=0.01).
Mientras que en fémur, los tratamientos con Metlin® y con inulina de achicoria con y sin
Isoflavonas no mostraron diferencias entre si (P>0.01) ni con las intactas. Estos grupos
tuvieron promedios de densidad ésea mayores que las ratas con OSH (P<0.01). La mayor
densidad Gsea se observo en el grupo tratado con Metlin® +Isoflavonas (0.243 g/cm2),
mostrando una diferencia significativa (P=0.01) con los grupos Metlin®, OSH e intactas.

Cuadro 8. Promedios de Densitometria 6sea en ratas Hsd:Wistar con OSH tratadas, sin
tratamiento e intactas.

Inulina de Metlin® + Inulina de
Hueso Metlin® achicoria Isoflavonas Isoflavonas achicoria + OSH Intactas
g/cm’ g/cm? g/cm? g/cm’ Isoflavonas g/cm’ g/cm’®
2
g/cm
Fémur 0.231+.003™°  0.239+.003"™ 0.234+.003%% 0.243+.003"  0.236+.003°°  0.225+.003°°  0.233+.003**
Vértebra 0.212+.004™  0.205+.004*" 0.207+.004% 0.220+.004°"  0.195+.004°°  0.195+.004%  0.205:+.004°*

*Literales diferentes denotan diferencias significativas (P<0.01)
**DMO en g/cm’
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Las DMO para fémur y vértebra correspondientes a los grupos experimentales se
muestran en la figura 9.
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Figura 9. Grafica de evaluacidon de la DMO en fémur y Ultima vértebra tordcica en ratas
Hsd:Wistar con OSH, tratadas e intactas durante 60 dias.
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7. DISCUSION

El modelo de ratas ooforectomizadas (OSH) es considerado por la FDA (Food and Drug
Administration) apropiado para la investigacion de problemas referentes a la pérdida de
hueso, un factor de riesgo en la osteoporosis; varios reportes indican que la deficiencia de
estrégenos impiden la absorcién intestinal de calcio que parece ser dependiente de
tiempo y edad. La deficiencia de estrégenos induce también a efectos secundarios como la
hiperfagia, aumento de peso, y la adiposidad por una reduccion del gasto de energia y
disminucién en la tasa metabdlica.” *®Los resultados obtenidos en ganancia de peso y
longitud mostraron un aumento en todas las hembras con OSH en relacién a las hembras
intactas.

Normalmente sélo el 30% del calcio de la dieta es absorbido por el cuerpo y depositado en

el hueso,?* se ha comprobado que el consumo de alimentos funcionales pueden contribuir

al aumento en la biodisponibilidad de este mineral. Hay estudios que demuestran que los
« s , . 2+ . .z o

prebidticos no sélo aumentan la absorcidon de Ca“” sino también su depdsito en el hueso

de la rata. *73%3¢

Se menciona que los fructanos tipo inulina pueden ser mas eficaces cuando los animales
de experimentacién tienen una mayor demanda de calcio como en la edad de rdpido
crecimiento (4 a 10 semanas) o en la deficiencia de estrégenos. En las ratas, a partir de los
45 dias, aparece la diferencia de crecimiento ligada al sexo siendo mayor en machos que
en hembras.”® *° Los tratamientos se iniciaron cuando las ratas tenfan 8 a 9 semanas de
edad y se termind cuando tenian 16 y 17 semanas de edad, sin embargo aunque los
niveles de calcio en las ratas tratadas con Metlin® presentaron los niveles mas altos estos
no rebasaron los niveles normales.

Se ha demostrado que los niveles de calcio en orina son mas bajos en ratas tratadas con
inulina; estos estudios muestran que los fructanos tipo inulina aumentan la absorcion de
calcio intestinal y lo mismo sucede con la Densidad Mineral Osea (DMO) en fémur y
columna en donde se ve incrementada significativamente.” Los resultados muestran que
las ratas tratadas con Metlin®+Isoflavonas presentan niveles de calcio en orina mas bajo y
una diferencia significativa (P<0.05) con el grupo tratado con Inulina de
achicoria+lsoflavonas.

Se menciona que los fructanos tipo inulina al promover el crecimiento de bacterias

(Bifidobacterias y Lactobacillus) promueven la absorcidon y la biodisponibilidad de los
fitoestrogenos que a su vez ayudardn a preservar la arquitectura 6sea,? esto es debido a
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DISCUSION

que las isoflavonas al presentar una actividad similar a los estrégenos tienen la capacidad
de influir en la absorcidon de minerales, por lo que al ser un complemento de la inulina se
observara un aumento significativo de minerales como el calcio y fésforo.’Los resultados
obtenidos en este trabajo no muestran estos aumentos significativos en minerales como
el calcio y fésforo en sangre y orina, resultados que puede atribuirse al tiempo del
tratamiento.

Existe una gran variabilidad de los parametros bioquimicos con los diferentes estados de
la DMO o con la frecuencia de pérdida ésea unida al envejecimiento normal; un paciente
puede presentar una DMO normal con parametros bioquimicos elevados, como puede ser
también, que un paciente presente un recambio dseo bajo un dia y al dia siguiente, dada
esta variabilidad, ese recambio puede estar en el punto extremo. En estudios realizados
con ratas se ha encontrado que el incremento de los niveles de calcio en orina son
mayores en ratas con OSH, aun cuando no se observen diferencias en el calcio y fésforo
sérico.’ En este trabajo se observa que el grupo tratado con Metlin®+Isoflavonas presenta
menor concentracién de calcio en orina y una mayor densitometria ésea tanto en fémur
como en vértebra en comparacién con los demads grupos.
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8. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en este trabajo, muestran que la inulina de agave, Metlin®,
aumenta la absorcién de calcio significativamente en comparacion con la inulina de
achicoria a nivel intestinal en el colon. Esta disponibilidad de calcio es mayor al usar como
complemento las isoflavonas, aun cuando los niveles de calcio y fésforo sérico no
presentan cambios significativos, sin embargo, podemos observar que en orina los niveles
de calcio son menores en el grupo tratado con Metlin® + Isoflavonas en comparacion con
los demas grupos, pero solamente se encontraron diferencias significativas (P<0.05) con el
grupo tratado con Inulina de achicoria + Isoflavonas. Los resultados obtenidos de las
necropsias y la histopatologia no proporcionan datos relevantes al estudio, debido a la
duracién del mismo; probablemente debido a que las alteraciones histomorfoldgicas
siempre son posteriores a los cambios bioquimicos y funcionales. En cuanto a la DMO
encontramos que el tratamiento con Metlin® + Isoflavonas presento los mejores
resultados en vértebra seguidos de la DMO en fémur, lo que indica que la
biodisponibilidad del calcio en este grupo fue mejor, sin embargo es necesario investigar
los efectos de Metlin® en comparacién con la Inulina de achicoria en tiempos mas
prolongados e incluir analisis de otros marcadores 6seos para obtener resultados mas
concluyentes.
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ANEXOS

9. ANEXOS

9.1 Frotis vaginal de hembras intactas (sin ooforectomia).

Estro. Predominan las células sin nucleo, cornificadas. a) Tincién de Papanicolau 40X, b)y
c) Tincion de Diff-Quik 40X.
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9.2 Frotis vaginal de hembras ooforectomizadas.
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Diestro. Gran cantidad de leucocitos, se pueden encontrar escasas células queratinizadas
o nucleadas, a) y b) Tincidn de Papanicolau 40X y c) Tincién de Diff-Quik 40X.
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ANEXOS

9.3 Pesos y desviaciones estandar por dia de hembras ooforectomizadas con tratamiento

e intactas.

Tratamiento

Inulina de
achicoria +
Isoflavonas

Metlin® +
Isoflavonas

© 00N O U1 D WN P o
—
)

N P NN NNNNMNNMNNNRRPRRRLRRRPERR R
0 N O LUl BN WNP O WOKWNOOWLMWNNIPREP O

Media

209,480
217,650
230,390
242,150
243,680
248,440
253,810
255,760
259,350
263,070
265,810
270,240
266,310
272,680
271,080
276,200
276,030
277,580
279,520
279,900
282,380
284,620
284,990
283,420
287,050
290,540
291,980
293,010
201,830
220,020

Error
tipico
4,176
4,464
4,730
5,027
5,100
5,340
5,611
5,692
5,931
6,131
6,147
6,231
5,983
9,886
8,008
6,496
6,466
7,530
6,867
6,887
6,864
6,910
6,855
7,045
7,139
7,125
7,141
7,233
4,176
4,464

Intervalo de confianza 95%

Limite inferior
201,135
208,730
220,937
232,104
233,488
237,768
242,597
244,386
247,497
250,818
253,526
257,788
254,353
252,925
255,077
263,220
263,108
262,532
265,798
266,138
268,663
270,812
271,290
269,342
272,783
276,302
277,710
278,555
193,485
211,100

Limite superior
217,825
226,570
239,843
252,196
253,872
259,112
265,023
267,134
271,203
275,322
278,094
282,692
278,267
292,435
287,083
289,180
288,952
292,628
293,242
293,662
296,097
298,428
298,690
297,498
301,317
304,778
306,250
307,465
210,175

228,940
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3 231,400 4,730 221,947 240,853
4 240,250 5,027 230,204 250,296
5 241,030 5,100 230,838 251,222
6 247,490 5,340 236,818 258,162
7 252,920 5,611 241,707 264,133
8 256,200 5,692 244,826 267,574
9 260,790 5,931 248,937 272,643
10 265,870 6,131 253,618 278,122
11 267,460 6,147 255,176 279,744
12 270,940 6,231 258,488 283,392
13 271,000 5,983 259,043 282,957
14 272,550 9,886 252,795 292,305
15 281,330 8,008 265,327 297,333
16 275,780 6,496 262,800 288,760
17 276,820 6,466 263,898 289,742
18 278,660 7,530 263,612 293,708
19 280,230 6,867 266,508 293,952
20 282,590 6,887 268,828 296,352
21 283,490 6,864 269,773 297,207
22 286,250 6,910 272,442 300,058
23 284,670 6,855 270,970 298,370
24 283,250 7,045 269,172 297,328
25 289,940 7,139 275,673 304,207
26 291,660 7,125 277,422 305,898
27 292,040 7,141 277,770 306,310
28 295,200 7,233 280,745 309,655
1 210,540 4,176 202,195 218,885
2 216,430 4,464 207,510 225,350
3 223,600 4,730 214,147 233,053
4 224,320 5,027 214,274 234,366
Inulina de 5 236,740 5,100 226,548 246,932
achicoria 6 237,070 5,340 226,398 247,742
7 241,860 5,611 230,647 253,073
8 246,980 5,692 235,606 258,354
9 248,480 5,931 236,627 260,333
10 255,030 6,131 242,778 267,282
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Metlin®
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255,810
258,960
261,090
262,470
261,450
261,230
268,030
267,680
270,590
271,970
274,900
274,610
277,270
275,270
276,630
279,980
281,370
284,170
213,260
220,860
227,590
233,200
241,570
242,230
247,300
251,010
254,900
258,610
260,980
263,350
266,970
267,350
267,780
271,070
274,430
272,860

6,147
6,231
5,983
9,886
8,008
6,496
6,466
7,530
6,867
6,887
6,864
6,910
6,855
7,045
7,139
7,125
7,141
7,233
4,176
4,464
4,730
5,027
5,100
5,340
5,611
5,692
5,931
6,131
6,147
6,231
5,983
9,886
8,008
6,496
6,466
7,530

243,526
246,508
249,133
242,715
245,447
248,250
255,108
252,632
256,868
258,208
261,183
260,802
263,570
261,192
262,363
265,742
267,100
269,715
204,915
211,940
218,137
223,154
231,378
231,558
236,087
239,636
243,047
246,358
248,696
250,898
255,013
247,595
251,777
258,090
261,508
257,812

268,094
271,412
273,047
282,225
277,453
274,210
280,952
282,728
284,312
285,732
288,617
288,418
290,970
289,348
290,897
294,218
295,640
298,625
221,605
229,780
237,043
243,246
251,762
252,902
258,513
262,384
266,753
270,862
273,264
275,802
278,927
287,105
283,783
284,050
287,352
287,908
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Isoflavonas
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274,400
274,500
277,040
277,590
280,600
279,220
278,850
282,190
284,460
287,730
209,590
216,360
224,270
235,200
236,720
242,390
248,280
250,860
256,280
259,550
263,120
265,640
267,570
268,540
267,990
274,930
274,140
275,630
277,920
280,120
281,440
284,170
279,380
282,000
285,660
288,320

6,867
6,887
6,864
6,910
6,855
7,045
7,139
7,125
7,141
7,233
4,176
4,464
4,730
5,027
5,100
5,340
5,611
5,692
5,931
6,131
6,147
6,231
5,983
9,886
8,008
6,496
6,466
7,530
6,867
6,887
6,864
6,910
6,855
7,045
7,139
7,125

260,678
260,738
263,323
263,782
266,900
265,142
264,583
267,952
270,190
273,275
201,245
207,440
214,817
225,154
226,528
231,718
237,067
239,486
244,427
247,298
250,836
253,188
255,613
248,785
251,987
261,950
261,218
260,582
264,198
266,358
267,723
270,362
265,680
267,922
271,393
274,082

288,122
288,262
290,757
291,398
294,300
293,298
293,117
296,428
298,730
302,185
217,935
225,280
233,723
245,246
246,912
253,062
259,493
262,234
268,133
271,802
275,404
278,092
279,527
288,295
283,993
287,910
287,062
290,678
291,642
293,882
295,157
297,978
293,080
296,078
299,927
302,558
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290,850
292,130
212,190
222,570
223,030
230,580
241,280
243,220
246,570
253,420
255,050
258,900
263,240
265,380
269,080
270,450
273,510
270,870
277,280
286,490
278,850
281,360
283,350
285,420
286,780
288,880
285,040
290,480
294,520
295,860
145,880
153,940
156,770
167,830
175,840
177,970

7,141
7,233
4,176
4,464
4,730
5,027
5,100
5,340
5,611
5,692
5,931
6,131
6,147
6,231
5,983
9,886
8,008
6,496
6,466
7,530
6,867
6,887
6,864
6,910
6,855
7,045
7,139
7,125
7,141
7,233
4,176
4,464
4,730
5,027
5,100
5,340

276,580
277,675
203,845
213,650
213,577
220,534
231,088
232,548
235,357
242,046
243,197
246,648
250,956
252,928
257,123
250,695
257,507
257,890
264,358
271,442
265,128
267,598
269,633
271,612
273,080
274,802
270,773
276,242
280,250
281,405
137,535
145,020
147,317
157,784
165,648
167,298

305,120
306,585
220,535
231,490
232,483
240,626
251,472
253,892
257,783
264,794
266,903
271,152
275,524
277,832
281,037
290,205
289,513
283,850
290,202
301,538
292,572
295,122
297,067
299,228
300,480
302,958
299,307
304,718
308,790
310,315
154,225
162,860
166,223
177,876
186,032
188,642
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Sin OSH
(Intactas)

9

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28

178,760
187,190
192,170
193,660
198,740
201,840
204,540
188,060
207,410
209,890
213,790
213,240
214,580
214,670
218,140
217,300
221,790
222,360
220,640
224,720
220,900
227,170

5,611
5,692
5,931
6,131
6,147
6,231
5,983
9,886
8,008
6,496
6,466
7,530
6,867
6,887
6,864
6,910
6,855
7,045
7,139
7,125
7,141
7,233

167,547
175,816
180,317
181,408
186,456
189,388
192,583
168,305
191,407
196,910
200,868
198,192
200,858
200,908
204,423
203,492
208,090
208,282
206,373
210,482
206,630
212,715

189,973
198,564
204,023
205,912
211,024
214,292
216,497
207,815
223,413
222,870
226,712
228,288
228,302
228,432
231,857
231,108
235,490
236,438
234,907
238,958
235,170
241,625
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9.4 Analisis de varianza para Creatinina en orina.

Origen Suma de Grados de Medlia? Sig.
cuadrados libertad cuadratica F (0.05)
Mes 5.359E7 1.956 2.739E7 13.574 .001
Mes*Tratamiento  1.258E7 11.737 1072137.693 .531 .888
Error .006 56 .000
9.5 Analisis de varianza para Calcio en orina.
Origen Suma de Grados de Med,ia? Sig.
cuadrados libertad cuadratica F (0.05)
Mes 6.307 1.729 3.648 4.591 .016
Mes*Tratamiento 6.853 10.375 .661 .831 .603
Error 86.560 108.940 .795
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9.6 Evaluacion histoldgica de ovario y fémur en hembras intactas (sin ooforectomia).

a) Foliculo ovarico b) Fémur normal

9.7 Evaluacion histolégica del fémur en hembras ooforectomizadas.

a) Metlin® b) Achicoria
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ANEXOS

d) Metlin®+Isoflavonas

c) Isoflavonas

f) Ooforectomizada

e) Achicoria+lsoflavonas
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ANEXOS

9.8 Analisis de varianza univariado de la DMO en la vértebra.

. Suma de Sig.
Origen . -
cuadrados df Media cuadratica F (0.05)
Tratamiento .004 6 .001 6.343 .001
Error .006 56 .000
9.9 Analisis de varianza univariado de la DMO en el fémur.
. Suma de Sig.
Origen . L.
cuadrados df Media cuadratica F (0.05)
Tratamiento .002 6 .000 4.821 .001
Error .003 56 5.885E-5
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