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RESUMEN

El consumo de calcio (Ca) durante la infancia y adolescencia es primordial para que el
esqueleto alcance el pico maximo de densidad mineral 6sea, cuya importancia se relaciona
con la resistencia del hueso y el riesgo de fractura en la edad adulta. En las Ultimas
décadas, el consumo de Ca ha disminuido considerablemente debido a factores fisioldgicos,
digestivos, culturales y econémicos principalmente, por lo que es necesaria la blusqueda de
nuevas fuentes de Ca en la dieta. El contenido de Ca y oxalatos en el nopal (Opuntia ficus
indica) se modifica con la edad de esta cactacea, por lo que el objetivo de este trabajo fue
evaluar el efecto del consumo de O. ficus indica en diferentes etapas de desarrollo como
fuente de Ca sobre la absorcion aparente de calcio (AACa), marcadores bioquimicos de
remodelado 6seo y en las propiedades densitométricas, mecéanicas, microestructurales y
cristalinas del fémur de ratas en crecimiento. Se utilizaron ratas macho recién destetadas y
se alimentaron con cladodios de O. ficus indica en etapa de madurez temprana (25 y 60
dias de desarrollo pertenecientes a los grupos N-60 y N-200, respectivamente) y cladodios
en etapa de madurez tardia (100 y 135 dias de desarrollo pertenecientes a los grupos N-400
y N-600, respectivamente) durante 6 semanas. Adicionalmente, se incluyé un grupo control
alimentado con CaCO3s como fuente de Ca. Las dietas se ajustaron a un contenido de Ca de
5 g/kg dieta. La AACa en el grupo N-60 fue significativamente menor (P < 0.05) con respecto
al grupo control, N-200, N-400 y N-600 en todas las etapas de crecimiento de los animales
experimentales. En la pubertad el indice calcio/creatinina urinario (Ca/CrU) en el grupo N-60
fue mayor que los grupos N-200, N-400, N-600 y el control. En la adolescencia dicho indice
en todos los grupos a excepcion del N-400 fue mayor que en el grupo control y en la etapa
adulta dicho indice disminuyé en todos los grupos experimentales con respecto a la
pubertad resultando incluso menor que en el grupo control. Los niveles de osteocalcina (OC)
en los grupos alimentados con O. ficus indica fueron mayores en la etapa puberal y
adolescencia con respecto a la etapa adulta. En ésta etapa, los niveles de OC en los grupos
alimentados con O. ficus indica fueron menores o iguales al control. Los niveles de pro-
péptido amino terminal de pro-colageno tipo | (PINP) se incrementé con la edad de los
animales en el grupo N-600 y control. El nivel de este biomarcador en los grupos N-60 y N-
200 se redujo desde la pubertad hasta la edad adulta. En el grupo N-400 la concentracion de
PINP no se modificé durante el crecimiento de los animales. La DMO en todos los grupos
aumenté con la edad y los valores mas altos se observaron en los grupos N-600 y control
durante la pubertad y adolescencia. La fuerza de ruptura de los fémures fue
significativamente menor (P < 0.05) en los grupos N-60 y N-200 comparada con los grupos
N-400, N-600 y control. El grosor cortical (Ct.Wi) y el grosor trabecular (Th.Th) de los
fémures en los grupos control y N-600 fueron significativamente mayores (P < 0.05) que los
Ct.Wiy Tb.Th de los fémures en los grupos N-60 y N-200. La separacion trabecular de los
fémures en los grupos N-60 y N-200 presentaron los valores mas altos en comparacion con
todos los grupos experimentales. Los fémures de los grupos control, N-600 y N-400
mostraron el mayor contenido de Ca. Finalmente, el porcentaje de cristalinidad y tamaiio del
cristal de los compuestos cristalinos (hidroxiapatita) en el fémur del grupo N-60 fue menor en
comparacion con los grupos N-200, N-400, N-600 y control. Estos resultados demuestran,
por primera vez, que el Ca presente en los cladodios de O. ficus indica es biodisponible y
capaz de mejorar la densidad mineral, las propiedades mecanicas, microestructurales y
cristalinas de los huesos, por lo que el consumo de cladodios en la etapa de madurez tardia
podria tener un impacto benéfico sobre la salud 6sea.

Palabras clave: Opuntia ficus indica, calcio, remodelado éseo, densidad mineral Gsea,
microestructura 6sea, propiedades biomecanicas, cristalinidad del hueso.



ABSTRACT

An adequate intake of calcium during childhood and adolescence is necessary to achieve the
peak bone mass (PBM), which is related to the adolescent growth spurt. A low PBM is a
contributing factor for determining risk of fractures in children and osteoporosis in adulthood.
In the last decades, the calcium consumption has diminished considerably due to
physiological, digestive, cultural and economic factors among others; consequently, it is
necessary to search new calcium sources in diet. Recently, it has been reported that calcium
and oxalate content in Opuntia ficus indica cladodes change with the growth stage of the
plant, thus the goal of this work was to evaluate the effect of O. ficus indica at different
maturity stages as a calcium source within the diet on apparent calcium absorption,
biochemical markers of bone remodeling, bone mineral density (BMD), mechanical,
microstructural, crystalline properties, and mineral content of the femur in growing rats. Male
weanling rats were fed with cladodes at early maturity stage (25 and 60 days of age,
belonging to groups N-60 and N-200, respectively) and cladodes at late maturity stage (100
and 135 days of age, belonging to the groups N-400 and N-600, respectively) for 6 weeks.
Additionally, a control group fed with calcium carbonate as calcium source was included. All
diets were fitted to the same calcium content (5 g/kg diet). The apparent calcium absorption in
the N-60 group was significantly lower (P < 0.05) than that of N-200, N-400, N-600 and
control groups in all growth stages of experimental animals. At puberty the urinary
calcium/creatinine ratio (Ca/CrU) in the N-60 group was higher than that of the N-200, N-400,
N-600 and control groups. During adolescence, the Ca/CrU in all the groups was higher than
that in the control group, with the exception of N-400. In the adulthood the Ca/CrU decreased
in all experimental groups in comparison to puberty, the levels were lower than those
detected in the control group. The osteocalcin (OC) levels in the groups fed with O. ficus
indica were higher in the puberty and adolescence compared to the adult stage. In the early
stages of growth, these levels were greater than or equal to the control group. In adulthood,
the OC levels in the groups fed with O. ficus indica were less than those of the control group
or equivalent. The N-terminal propeptide of type | procollagen (PINP) levels increased with
the age of animals in the N-600 and control groups. In contrast, the level of this biomarker in
the groups fed with cladodes at early maturity stage (N-60 and N-200 groups) decreased
from puberty to adulthood. In the N-400 group the PINP concentration did not change during
the growth of animals. BMD in all experimental groups increased with age; nevertheless, the
highest values were observed in N-600 and control groups during pubertal and adolescence
stages. The failure load of femurs was significantly lower (p < 0.05) in groups N-60 and N-
200 in comparison to N-400, N-600, and control groups. The cortical width (Ct.Wi) and
trabecular thickness (Tb.Th) of the femurs in control and N-600 groups were significantly
higher (p < 0.05) than Ct.Wi and Tb.Th of femurs in groups N-60 and N-200. Trabecular
separation of the femurs in N-60 and N-200 groups showed the highest values compared
with all experimental groups. The highest calcium content in the femurs was observed in
control, N-600, and N-400 groups. Finally, the percentage crystallinity and crystal size of
crystalline compounds (hydroxyapatite) in the femur of the N-60 group were lower in
comparison to the N-200, N-400, N-600 and control groups. The results derived from this
research demonstrate, for the first time, that the calcium found in O. ficus indica cladodes is
actually bioavailable and capable of improving mineral density and mechanical and
microstructural properties of the bones. These findings suggest that the consumption of
cladodes at late maturity stage within the diet might have a beneficial impact on bone health.

Keywords: Opuntia ficus indica,calcium, bone remodeling biomarkers, bone mineral density,
bone microstructure, bone crystallinity, biomechanical properties.
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1. INTRODUCCION

Durante las ultimas décadas, Meéxico y otros paises de América Latina han
presentado una transicion alimentaria que ha modificado los hébitos y patrones
dietéticos de la poblacion, la cual se caracteriza por dietas con una alta densidad
energética y un deficiente balance nutricional, que incluye altos niveles de azucares
simples, grasas saturadas y una insuficiente ingesta de frutas y verduras, lo cual se
traduce en un bajo aporte de fibra, vitaminas y minerales (Rivera et al., 2004; Astrup et
al., 2008; Roman et al., 2013; Aguilera-Barreiro et al., 2017).

De manera particular, diversos organismos internacionales han reportado que el
consumo de calcio por parte de diferentes grupos etarios se encuentra por debajo de la
ingesta diaria recomendada (IDR) (Fernandez-Ortega, 2008; Barquera et al., 2009;
Aguilera-Barreiro et al., 2013). El consumo de este mineral durante la infancia y
adolescencia es primordial para que el esqueleto alcance el denominado “pico maximo
de densidad mineral 6sea” (P-DMO), cuya importancia se relaciona con la resistencia del
hueso y el riesgo de fractura en la edad adulta (Bonjour et al., 2009; Viguet-Carrin et al.,
2014). Las principales fuentes de calcio en la dieta incluyen la leche y sus derivados; sin
embargo, en las Uultimas décadas, el consumo de este mineral ha disminuido
considerablemente debido a diversos factores, entre los que destacan los factores
fisiologicos, digestivos, culturales y econdmicos, principalmente (Calvo et al., 2006;
Moran et al., 2013). Los alimentos de origen vegetal ricos en calcio incluyen espinacas,
acelgas y nopal entre otros, desafortunadamente, estos alimentos contienen compuestos
anti-nutricionales conocidos como agentes quelantes que interfieren con la digestion y
absorcion de ciertos nutrimentos a nivel intestinal entre los que se destaca el calcio
(McConn y Nakata, 2004). Por otra parte, la relacion molar calcio/oxalato en un alimento
es otro aspecto a considerar para determinar si la disponibilidad del calcio a nivel
intestinal se encuentra comprometida. En afos recientes se ha reportado que el
contenido de calcio y de oxalatos en el nopal (Opuntia ficus indica) se modifica con la
edad. En este contexto, se ha sefialado que el contenido de calcio se incrementa con la
etapa de desarrollo de esta cactacea, en tanto que la concentracion de compuestos
guelantes como los oxalatos muestran una tendencia ciclica durante el crecimiento del

vegetal; no obstante, en las etapas tardias de desarrollo la concentracién de oxalatos



presenta los niveles més bajos (Rodriguez-Garcia et al., 2007; Contreras-Padilla et al.,
2011). La reciente identificacion de compuestos minerales en el nopal con importancia
en la salud del hueso como carbonatos de calcio, bicarbonatos calcio-magnesio, oxido
de magnesio y cloruro de potasio, cuyo contenido se modifica también en funcién de la
edad de la planta, confieren a O ficus indica mayor potencial como alimento funcional.
Sin embargo; hasta el momento, la etapa de desarrollo del nopal no ha sido considerada
para el estudio de la biodisponibilidad del calcio presente en este vegetal. Con base en
lo anteriormente sefialado, el presente trabajo tiene como objetivo determinar el efecto
del consumo de O. ficus indica en diferentes etapas de desarrollo, como fuente exclusiva
de calcio en la dieta, en la formacion de masa 0sea en ratas Wistar macho en etapa de
crecimiento, a fin de conocer el potencial de esta cactdcea como fuente de calcio

biodisponible.



2. ANTECEDENTES

2.1 Sistema esquelético

El esqueleto es una estructura dinamica, sus funciones incluyen: soporte de
tejidos blandos, locomocion, proteccion de 6rganos internos y almacén de minerales.
El sistema esquelético se divide en dos secciones; esqueleto axial (cabeza y tronco) y
esqueleto apendicular (extremidades). Los huesos presentan tejido esponjoso (hueso
trabecular) y tejido compacto (hueso cortical). Ambos tejidos estan constituidos por una
fase organica (25 %) conformada principalmente de colageno tipo | (PINP) y proteinas
no colagenas como osteocalcina (OC), osteonectina y sialoproteinas (Chen et al.,
2002; Boskey et al., 2013) y una fase inorganica (65 %) integrada por calcio (Ca?*) y
fosforo (P) principalmente; ademas de pequefias inclusiones de otros minerales como
Mg?*, K*, Na*, CI y F. El principal cristal es la hidroxiapatita (HAp) y compuestos
amorfos depositados sobre la matriz organica del hueso. Ambas fases confieren la
dureza vy flexibilidad caracteristica del hueso (Garcia-Gardufio y Reyes-Gasca, 2006).
Durante la etapa de crecimiento, el esqueleto se encuentra en constante actividad
metabdlica (remodelado), donde las actividades de formacion 6sea (modelado) son
mayores a las actividades de degradacién del hueso (resorcion ésea). Durante la etapa
adulta, se presenta un equilibrio en el remodelado 6seo; en tanto que después de los
50 afios las actividades de resorcibn 6sea son mayores a las de formacion,
ocasionando alteraciones en parametros de calidad ésea e incrementando el riesgo de

fracturas en el adulto mayor.

Los huesos del esqueleto pueden presentar tejido cortical (compacto), trabecular
(esponjoso) o ambos. La estructura del hueso compacto es continua y confiere la
dureza caracteristica a dicho material. Por otro lado, el hueso esponjoso se ubica
principalmente en los extremos del hueso y muestra una estructura irregular con

espacios denominados poros que proporcionan cierta flexibilidad al hueso (Figura 1).

En el caso de los huesos largos como el fémur, éstos presentan tres secciones:
a) el fémur proximal (epifisis y metéfisis), b) diafisis femoral (parte media del fémur)
gue posee hueso cortical principalmente y c) fémur distal, esta dltima zona presenta

tejidos trabecular y cortical (ver Figura 2).



Teiido trabecular

Teiido cortical

Figura 1. Parte interna del fémur distal de rata. Las flechas sefialan ambos tipos de

tejido 6seo (tejido cortical y trabecular).

a) Fémur
Proximal

b) Diafisis
femoral

c) Fémur
Distal

Figura 2. Identificacién de las zonas anatémicas del fémur de rata (Hernandez-Becerra
et al., 2017).



2.2 Fase inorganica del hueso (minerales)

La fase inorganica del hueso es el principal material responsable de la dureza y
resistencia 6sea. Los minerales mas estudiados en relacion con la salud del hueso son
el calcio y el fésforo, a pesar de que en afos recientes la importancia de otros minerales
presentes en el hueso y en la dieta en cantidades trazas, tales como magnesio,
estroncio, cadmio, cobre, cloro, flior y potasio entre otros han cobrado mayor interés
(Prescha et al., 2014; Roczniac et al., 2017). Se ha reportado que algunos minerales
dentro del cristal de hidroxiapatita modulan la orientacion de los cristales adyacentes a
la molécula que los contiene. De la misma manera, las caracteristicas quimicas de estos

minerales dentro del cristal afectan su tamafio (Matsunaga y Murata, 2009).
2.2.1 Calcio

El calcio es un micronutriente trascendental para realizar diferentes funciones en el
organismo. Este mineral participa en la liberacion de neurotransmisores, estimula y
disminuye reacciones enzimaticas, uniéndose a hormonas y formando complejos,
participa en la contraccion muscular, en la permeabilidad celular, vasodilatacion y
constituye la estructura 6sea. Los requerimientos de Ca?* en la dieta varian entre 800 y
1300 mg/dia dependiendo de la etapa fisiologica de la persona. La absorcion intestinal
del calcio involucra principalmente el transporte activo y en menor grado el transporte
pasivo; este ultimo ocurre en el ileon y en menor medida en el intestino grueso. En el
transporte activo, el calcio tiene que ser solubilizado en el medio &cido del estbmago
para disociarlo a su estado i6nico (Bronner y Pansu et al., 1999; Ramesh y Nemere,
2008). En el transporte activo participa la forma activa de la vitamina D (1,25-D, di-
hidroxicolecalciferol o vitamina D3), promoviendo en el enterocito la sintesis de proteinas
transportadoras de Ca?* llamadas calbindinas, las cuales se unen al Ca?* y lo liberan al
torrente sanguineo. La cantidad de Ca?' absorbido de la dieta depende de sus
interacciones con otros componentes alimenticios, la ingesta de vitamina D, la velocidad
del transito intestinal, los niveles de calcio en sangre, las reservas de calcio, el estado
fisiologico del individuo como desarrollo y embarazo, la menopausia y la edad avanzada.
Las hormonas que regulan el metabolismo del calcio incluyen la hormona paratiroidea

(HPT), calcitriol y la calcitonina (Fournier et al., 2014). La concentraciéon de Ca?* en
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sangre es de 8.5 a 10.5 mg/dL. En el liquido extracelular, el Ca?* puede estar en forma
ligada primordialmente con albumina o en estado i6nico capaz de unirse con fosfato
(POa) y grupos hidroxilo (OH) para formar HAp, principal cristal en el hueso, su formula
molecular es Caio(PO4)s(OH)2, las moléculas de este cristal se depositan en la matriz
organica que sirve como molde para la nucleacion de un nuevo cristal (Garcia-Gardufio
y Reyes-Gasca, 2006), en conjunto éstas estructuras le confieren la dureza

caracteristica y elasticidad del hueso (Nair et al., 2013; Viguet-Carrin et al., 2014).

El exceso de calcio absorbido que no puede ser almacenado en el hueso se
excreta en orina, heces y sudor. Unicamente el calcio plasmatico no ligado a proteinas
(60 %) es filtrado a nivel glomerular. EI 70 % del calcio filtrado se reabsorbe en el tubulo
proximal a nivel intercelular. EI 20 % del calcio es reabsorbido en el Asa de Henle por
accion de las bombas ATPasa sodio-potasio e intercambio sodio/calcio. En la orina se
pierden entre 150 y 200 mg/dia de calcio. La calciuria est4 en funcion de la carga de
calcio filtrada, la cual depende a su vez de la absorcion intestinal de calcio, su liberacion
en el hueso, la filtracion glomerular y la capacidad de reabsorcion de los tubulos renales.
Normalmente, existe un balance entre la absorcion neta y las pérdidas urinarias del
calcio, por lo que la concentracion extra celular permanece constante. En una dieta con
un aporte de calcio de 1000 mg/dia se absorben 300 mg, de esta cantidad se utilizan
125 mg aproximadamente para la secrecion de los jugos digestivos que, adicionado a
los 700 mg no absorbidos en el tracto digestivo, suman la cantidad de 825 mg de calcio
gue se eliminan a través de heces y orina. Con base en lo anterior, se tiene que la
absorcion neta de calcio es de 175 mg/dia como se observa en la Figura 3 (Taylor y
Bushinsky, 2009).



Ingesta de calcio
1000 ma/dia

O&o@
@g
O
Absorcion Concentracion de Absorcion

Intestino calcio en sangre :1_ 5 v
(8.8 -10.6 ma/dL) |\ y ueso

% % Secrecién Secrecioén
iy

Excrecion de calcio
en heces (850 mg)

Excrecién de calcio
urinario (175 mq)

Figura 3. Esquema representativo de la homeostasis del calcio en el organismo (Taylor
y Bushinsky, 2009).

2.2.2 Fosforo

El fésforo en conjunto con el calcio es uno de los minerales mas abundantes en el
esqueleto. La presencia de este mineral en los alimentos es muy comun, por lo que su
deficiencia en la dieta es poco frecuente. Un adulto ingiere alrededor de 1400 mg/dia. La
absorcion de P en el intestino es muy eficaz, su concentracion en sangre oscila entre 2.5
y 5.6 mg/dL (Uribarri, 2007). La determinacién extracelular del fésforo no refleja su

disponibilidad al interior de la célula. EI 85 % de este mineral se encuentra en el
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esqueleto, el resto se distribuye en tejidos blandos. El fosfato plasmatico interviene en
muchos procesos metabdlicos, ya sea unido a proteinas, ionizado (PO4) o en complejos.
En la eliminacién del P a través de la orina, el rifion ejerce un control muy importante
sobre la homeostasis del fésforo; este mineral se reabsorbe en el tubulo proximal de la
Asa de Henle mediante el estimulo de la HPT (lto et al., 2011). En el hueso el P forma
junto con el Ca la molécula de HAp; dicho mineral también forma parte de compuestos
amorfos como carbonatos de calcio, carbonatos de potasio y magnesio asi como
fosfatos de calcio y probablemente fosfatos de magnesio y potasio aunque estos ultimos
no han sido reportados en el hueso (Matsunaga y Murata, 2009).

2.2.2.1 Relacion calcio:fosforo (Ca/P) en la dieta

La relacion calcio:fésforo (Ca/P) en la dieta desempefia un papel muy importante
en la disponibilidad de ambos minerales a nivel intestinal. Una dieta alta en fdosforo
disminuye la relacion molar Ca/P en la dieta (Koshihara et al., 2004). La relacion molar
Ca/P en un rango 0.6 — 1 reduce la densidad mineral 6ésea (DMO) en humanos y
roedores (Hunt et al., 2008). Se ha reportado que la relacién molar ideal Ca/P en la dieta
para el desarrollo y mantenimiento de los huesos en humanos es de 1 — 15
dependiendo del estado fisiolégico (Anderson, 1996). En este sentido, ingestas elevadas
de fosforo han sido reportadas en las dietas occidentales debido al consumo de
productos industrializados (Kemi et al., 2006); de igual forma, la dieta tipica mexicana
presenta elevados consumos de fésforo que comprometen la absorcion de calcio a nivel
intestinal (Wyatt et al., 2000). Una relacion Ca/P en la dieta de ratas en crecimiento por
debajo de 1 causa efectos negativos en diferentes parametros de calidad 6sea como la

resistencia a la fractura y DMO (Hunt et al., 2008 y Viguet-Carrin et al., 2014).
2.2.2.2 Relacion calcio:fosforo (Ca/P) en el hueso

La fase inorganica del hueso constituida por minerales y agua, forman cristales y
compuestos amorfos, el cristal mas abundante en el hueso es la HAp. Si bien el calcio
es el principal mineral que forma el cristal, otros minerales como el magnesio, potasio,
estroncio, cromo, fllor y zinc entre otros pueden sustituir al calcio en la formacion del

cristal (Matsunaga y Murata, 2009). La relacion molar Ca/P en el hueso es no



estequiométrica debido a la inclusion de iones en sustitucion del calcio. Mientras que la
HAp pura sintetizada presenta una relacion molar Ca/P de 1.66 (Giraldo-Betancurt et al.,
2013), la bio-HAp muestra una relacion molar Ca/P mayor por la inclusion de otros
minerales dentro de la red cristalina en forma de complejos amorfos como por ejemplo,
fosfato y carbonato de calcio que pueden constituir hasta un 20 % de la bio-HAp. La
interaccion de ambos complejos con la matriz organica determina la calidad 6sea (Li, et
al., 2007; Rollo et al., 2015).

2.2.3 Magnesio

Al igual que el calcio y el fésforo, la mayor parte del contenido corporal del Mg?* se
localiza en los huesos (67 %). La concentracién sérica de este mineral es de 1.9 - 2.1
mg/dL principalmente en su forma ionizada. EI Mg?* unido a ATP es fundamental para
las reacciones metabdlicas, su eliminacién se realiza por orina y sudor. La deficiencia de
Mg?* en la dieta es muy dificil; sin embargo, en enfermedades como diabetes mellitus,
alcoholismo y mala absorcion su deficiencia provoca mayor riesgo de fracturas 6seas
(Huang et al., 2007; Chaudhary et al., 2010). Niveles bajos de magnesio en sangre
activan el proceso de resorcion del hueso, estudios previos sobre el efecto de la
deficiencia de 6xido de Mg en la dieta se relacionan con un incremento en el nimero de
osteoclastos y una disminucion de osteoblastos, incrementandose con ello el riesgo de
presentar DMO baja (Gruber et al., 2003; Matsuzaky et al., 2005).

2.2.4 Potasio

El potasio se encuentra ampliamente distribuido en los alimentos de origen vegetal,
principalmente los productos integrales o aquellos consumidos con cascara. El potasio
en conjunto con el sodio participan en el proceso de polarizacion de la membrana (Morth
et al., 2011). El papel que desempeiia el potasio en el metabolismo 6seo no esta bien
determinado, por lo que la informacion relacionada con el efecto del dicho mineral sobre
la salud del hueso es muy escasa; aun asi se ha reportado que la presencia de este
mineral esta relacionada con efectos benéficos sobre la masa ésea (Lemann et al.,
1995; Dawson-Huges et al., 2009).



2.3 Fase organica del hueso

La matriz organica del hueso representa un 25 - 30 % de la masa Osea y esta
constituida principalmente por colageno tipo I, el cual contiene aminoacidos ricos en
grupos hidroxilo como serina y treonina que atraen la deposicion de calcio; por esta
razén, la fase organica es considerada como un agente de nucleacion. Por su parte, las
proteinas no colagenas representan entre el 3y el 5 % del componente organico entre
las que destacan la OC, osteonectina y sialoproteinas (Konstantinos et al., 2012). La
fase organica sirve como base sobre la cual, los compuestos minerales amorfos y
cristalinos como la HAp se anclan mediante enlaces moleculares ion-dipolo (Farbod et
al., 2014). El remodelado 6seo esta controlado por una compleja interaccion entre las
células osteoblasticas y osteoclasticas, las cuales le permiten al organismo eliminar y
reparar el hueso viejo o dafiado por hueso nuevo y regular los niveles séricos de calcio.
En términos generales, los osteoblastos sintetizan el componente orgénico llamado
osteoide, el cual queda incrustado con los minerales que son depositados en la
superficie. Por otra parte, los osteoclastos realizan la funcion resortiva uniéndose al
hueso y sintetizando enzimas (fosfatasas acidas), que secretan protones (H*) y
disuelven la matriz y la fase mineral (Ross, 2009). Normalmente, el remodelado presenta
un balance positivo durante el crecimiento, es decir, la formacion 6sea es mayor que la
resorcion. Por otra parte, en la etapa adulta el remodelado se mantiene en equilibrio, no
hay ganancia ni pérdida de masa Osea; sin embargo, después de los 50 afios y
principalmente en las mujeres, la resorcion 0sea supera la formacion dando lugar a una
pérdida de hueso que incrementa el riesgo de fracturas con el menor trauma. El
remodelado incluye tres etapas: a) fase de atracciéon en donde los osteoclastos son
atraidos a un area localizada en la superficie de un hueso dafiado, b) fase resortiva
cuando los osteoclastos degradan hueso en aproximadamente 1-2 semanas y c) fase de
inversion en donde los osteoclastos desaparecen de la cavidad (inhibicion de la
resorcién 6sea). Por otro lado, los osteoblastos maduros sintetizan matriz organica que
gradualmente va rellenando la cavidad producida por los osteoclastos para
posteriormente servir como andamio para la deposicion de sales minerales, este proceso

puede durar desde 3 hasta 6 meses (Figura 4) (Bronner y Pansu, 1999; Rucci, 2008).

10



Célula de
revestimiento
(célula sana)

++ +

+ +
++ +

++ %

Osteoclastos (fase de

resorcion)

HAp, CaCO,, Ca PO,

Osteoblastos
yformacion del
osteoide

Osteoide
mineralizandose

Figura 4. Interacciones osteoblasto/osteoclasto en el proceso de remodelado 0seo
(Rucci et al., 2008).

2.3.1 Interaccién entre las fases organica e inorganica (proteinas y minerales) del

hueso.

El colageno es una proteina presente en el hueso y sirve como base (cimiento o
andamio) para la deposicién de minerales. Dicha proteina esta constituida por tres poli
péptidos, cuya estructura poli hidroxilada obedece a la presencia de aminoacidos como
la prolina, glicina, serina y lisina entre otros, esta caracteristica le permite comportarse
como un agente de nucleacion. Las proteinas no colagenas del hueso como la
osteocalcina y osteonectina influyen en la orientacién de las fibras de colageno y de los

minerales presentes en el hueso principalmente los cristales de HAp y compuestos
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amorfos. El grado de interaccion entre ambas fases determina las caracteristicas de la
calidad 6sea (Wang et al., 2001; Lafita, 2009).

2.3.2 Células osteoclastos y osteoblastos

Los osteoclastos son células multinucleadas y aciddfilas que ocupan la cavidad
llamada laguna de resorcion (Howship), proceden de precursores hematopoyéticos que
contienen abundantes complejos de Golgi, mitocondrias y vesiculas lisosémicas. Estas
células presentan receptores especificos para diferentes ligandos como la HPT, el factor
de crecimiento similar a la insulina (IGF), la vitamina D y el ligando del receptor activador
para el factor nuclear k B (RANKL), entre otros. Al finalizar la resorcién Osea, los
osteoclastos sufren apoptosis. Por otro lado, los osteoblastos son células mono
nucleares que expresan RANKL, el cual tras unirse a su receptor, estimula la actividad
osteoclastica, aumentando la diferenciacion y disminuyendo la apoptosis. Para frenar la
actividad osteoclastica, los osteoblastos sintetizan osteoprotegerina (OPG), la cual
presenta una gran afinidad por RANKL, al unirse a ésteprovoca una disminucién en la
diferenciacion de los osteoclastos (Boyce y Xing, 2008; Bilbao y Gil, 2011). Ademas, los
osteoblastos son células sintetizadoras de la matriz organica del hueso, la cual, esta

involucrada en la formacion y el crecimiento del hueso (ver Figura 5).
2.3.3 Regulacién hormonal del balance calcio/fésforo

El equilibrio calcio/fésforo en el cuerpo esta regulado por diferentes hormonas y
organos que responden a las sefiales registradas en el receptor sensor de calcio (CARS)
localizado en la glandula paratiroides, cuyo sensor bidireccional de niveles altos o bajos
de Ca?* en sangre promueve la sintesis o la activacion de ciertas hormonas
principalmente la HPT, vitamina D, calcitonina entre otras (Peterlik et al., 2013). La HPT
actua en tres principales 6rganos blanco; en el riidn promueve la reabsorcion de calcio
en los tubulos colectores y en el asa de Henle de la nefrona (Kemi et al., 2006) mientras
gue en el hueso la hormona paratiroidea promueve la resorcién del hueso y la liberacién
de calcio para regular las concentraciones de calcio en la sangre (Nora et al., 2012).
Ademas la HPT promueve la conversion del calcidiol (25-OH-colecalciferol) a calcitriol
(1,25-[OH]2 colecalciferol) la forma activa de la vitamina D, que a su vez estimula la
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liberacion de calcio en el hueso mientras que en el enterocito estimula la sintesis de
proteinas transportadoras de calcio en el intestino delgado conocidos como potenciales

receptores transitorios dependientes de vaniloides 5-6 (TRPV5-6).
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Figura 5. Representacion esquematica de la regulacion hormonal del remodelado 6seo

e interaccion osteoblastos/osteoclastos (Peterlik et al., 2013).

2.3.3.1 Glandula paratiroides y paratohormona (HPT)

La glandula paratiroides esta formada por células que poseen granulos secretorios
de la HTP. La actividad de la paratiroides depende de la concentracién de calcio libre en
la sangre. Un descenso en la concentracion de calcio libre estimula la sintesis y
secrecion de la paratohormona, que a su vez, incrementa la reabsorcion de calcio en el
glomérulo, tubulos y asas de Henle. También promueve la resorcion 6sea para liberar

iones de Ca?* para la homeostasis de este mineral (Bronner, 2003; Khundmiri et al.,
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2016). Indirectamente, la HPT estimula la absorcion de calcio a nivel intestinal
incrementando la actividad de la enzima a-1-hidroxilasa renal, la cual adiciona un grupo
hidroxilo en el carbono 1 a la molécula de calcidiol convirtiéndola en la forma activa
calcitriol (Figura 6). El exceso de calcio y calcitriol en sangre ejercen un sistema de

retroalimentacion negativa y disminuyen la sintesis de HPT.

©)
O

Homeostasis
del calcio

Figura 6. Representacion esquematica de los oOrganos blanco de la hormona
paratiroidea en la regulacion homeostatica del calcio y mecanismo de retroalimentacion

(Hamed et al., 2011).

2.3.3.2 Glandula tiroides y calcitonina

La calcitonina contribuye a la homeostasis del calcio. Aunque principalmente se
sintetiza en las células C de la tiroides, también puede sintetizarse en el aparato
digestivo, pancreas y cerebro, sugiriendo que se comporta como un neurotransmisor. El
osteoclasto es el principal blanco de la calcitonina, actia directamente sobre el receptor

del osteoclasto inhibiendo la resorcion 6sea y en rifidn aumenta la excrecion de calcio
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inhibiendo la reabsorcion glomerular (Figura 7). El osteoclasto es la célula mas rica en
receptores de calcitonina explicando asi la accidén biolégica de esta hormona. En la
clinica se utiliza como farmaco anti-resortivo en personas con pérdida de masa 6sea. En
el rindn aumenta la expresion del RNAmM para la produccion de la 1-a-hidroxilasa que

promueve la forma activa de la vitamina D (Nora et al., 2012).

Calcitonina

v
Absorcion Reabsorcion Resorcion

Figura 7. Homeostasis del calcio mediado por la hormona calcitonina (Nora et al., 2012).
2.3.3.3 Vitamina D3 (1,25-D)

La forma nutricional de la vitamina D incluye el colecalciferol en productos de
origen animal y ergocalciferol en alimentos de origen vegetal. En la biosintesis
endogena, el 7-dehidrocolesterol es el precursor de la vitamina D, este compuesto viaja
al higado acompafiado de una proteina de unién de vitamina D, ahi la enzima 25-
hidroxilasa adiciona un grupo hidroxilo en el carbono 25, formandose la 25-

hidroxivitamina D (25-D) 0 calcidiol que constituye la forma circulante mas abundante de
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vitamina D. El paso final de la activacion tiene lugar en el rifion, donde la 1a-hidroxilasa
aflade un segundo grupo hidroxilo en el carbono 1 formandose la 1,25-dihidroxivitamina
D (calcitriol) que representa la forma activa de esta vitamina D (Figura 8) (Khundmiri et
al., 2016). El calcitriol aumenta los niveles de calcio sérico promoviendo la absorcion de
calcio en el intestino, incrementa la reabsorcion de calcio en el rifidn y modula la
diferenciacion de los osteoclastos originando resorcién 6sea para liberar calcio a la
sangre. La vitamina D es degradada por la adicion un grupo OH en el carbono 24 para
hacerlo soluble en agua y se pueda eliminar en las heces principalmente.

Luz UV Higado Rifion
7- dehidro
Colesterol colesterol 25(OH)D, 1,25 (OH),D,

Vit D, calcidiol Vit D, calcitriol

Figura 8. Proceso de la sintesis de la forma activa de la vitamina D (1,25-dihidro
colecalciferol (Khundmiri et al., 2016).

2.3.3.4 Hormonas esteroideas

Generalmente, estas hormonas se forman a partir del colesterol, razén por la cual
son liposolubles y facilmente atraviesan la membrana celular. La concentracion
circulante de estas hormonas disminuye con la edad, tienen un papel importante en el
esqueleto durante la adolescencia. El aumento en la concentracién de testosterona y
androsterona circulante y la union con sus receptores impacta en la salud 6sea al
promover la diferenciacion de los osteoblastos y la formacion de hueso (Manolagas et
al., 2013).

2.4 Importancia del consumo de calcio en la salud 6sea
La ingesta dietaria de calcio en paises latinoamericanos se encuentra por debajo

de las recomendaciones establecidas por organismos internacionales (Fernandez-
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Ortega, 2008; Barquera et al.,, 2009; Barrera et al., 2012; Pu et al., 2016). En la
actualidad existe un gran interés por vigilar e incrementar el consumo de calcio en la
dieta. Los estudios relacionados con el tema han demostrado que existe una relacion
directa entre una baja ingesta de calcio y los padecimientos asociados con la
disminucién en la densidad mineral 6sea. A este respecto, se ha sefialado que un
incremento en la ingesta de calcio en la dieta constituye la terapia nutricional mas
efectiva para asegurar una absorcion adecuada y prevenir o revertir la pérdida de masa
O0sea (Abrams, 2010; Zhu et al., 2012). Acorde con la encuesta Nacional de Salud
(ENSANUT, 2012) la poblacién mexicana adulta consume entre 600 y 800 mg de calcio
al dia; tomando en cuenta que la IDR es de 1000 mg/dia, esta deficiencia puede ser el
detonante de nuevos casos de enfermedades esqueléticas. En otros paises como
Colombia y Panama, el consumo de calcio en la adolescencia alcanza menos del 50 %
de la IDR (Gao et al., 2006). Las fuentes alimenticias de calcio con alto valor biol6gico
mas importantes son la leche y sus derivados, debido a que cuentan con promotores de
su absorcion a nivel intestinal como la vitamina D y carbonatos de calcio (Lanou et al.,
2005; Weaver et al., 2009). Sin embargo, los altos costos de estos productos limitan la
accesibilidad a gran parte de la poblacion mexicana. Por otra parte, aunque la
intolerancia a la lactosa se presenta con mayor frecuencia en adultos, recientemente, se
estimoé una prevalencia de mala absorcion de lactosa entre 13.6 y 21.8 % en nifios de 3
a 18 afos, lo que condiciona una ingesta deficiente de este mineral (Lomer et al., 2008;
Moran et al., 2013). Por lo anterior, en el caso de los paises en vias de desarrollo como
México, las principales fuentes de calcio son los productos nixtamalizados y vegetales.
No obstante, en el caso de los productos de origen vegetal, la presencia de compuestos
considerados anti nutricionales (agentes quelantes) capaces de fijar el calcio evitan que
dicho mineral sea absorbido a través de la pared intestinal disminuyendo asi su
biodisponibilidad (Amalraj y Pius, 2015).

2.4.1 Metabolismo del calcio en periodo de crecimiento

El consumo adecuado de calcio durante la infancia y adolescencia es muy
importante debido a que durante esta etapa ocurre la mayor adquisicion de la masa
o0sea y DMO (Greer et al., 2006). En este periodo se forma alrededor del 40 % de la

masa 0sea; esta es la razén por la cual los organismos de salud a nivel mundial estan
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muy interesados por que se cubran los requerimientos diarios de calcio principalmente
en niflos y adolescentes desde una perspectiva preventiva (Baroncelli et al., 2005).

La capacidad de absorcion del calcio en el humano también varia de acuerdo con
la edad. En la etapa de recién nacido hasta los 3 meses de edad la absorcion es de un
50 %, a partir del cuarto mes al afio de edad es de un 35 %. En la pubertad se
incrementa a un 45 % y a partir de esta edad se mantiene hasta la etapa adulta.
Finalmente, después de los 50 afios la absorcién de calcio disminuye de manera
constante por afo. Es importante sefialar que durante el embarazo, lactancia y
menopausia el coeficiente de absorcion alcanza un 45 % (Abrams, 2010). Los factores
de riesgo modificables para evitar alteraciones esqueléticas incluyen cambios dietéticos,
la disminucién del consumo de alcohol y tabaco, consumir productos lacteos, frutas y

verduras, e incrementar la actividad fisica (Whiting et al., 2004).

2.5 Técnicas de diagnéstico de la salud 6sea

En la actualidad existen diferentes métodos para evaluar la salud del hueso y
monitorear la efectividad de los tratamientos empleados en la practica clinica. Algunas
determinaciones pueden llevarse a cabo directamente in vivo sobre el hueso como
ocurre con las biopsias de hueso para pruebas de resistencia a la fractura y la
determinacién de la DMO. Otras herramientas empleadas para evaluar la salud ésea
incluyen la determinacién y cuantificacion en sangre o suero de algunas moléculas
secretadas por el organismo durante los procesos de formacion y resorcion dOsea
conocidos como marcadores bioquimicos de formacion O6sea. Las moléculas mas
estudiadas en relacién a la formacion del hueso son la OC y el pro péptido amino
terminal del pro colageno tipo | (PINP) (Lee et al., 2009; Payne et al., 2011; Brown et al.,
2014).

2.5.1 Densidad mineral 6sea por absorciometria doble de rayos X
La absorciometria doble de rayos X (DEXA) es la técnica mas empleada y
aceptada para valorar la salud del hueso en humanos y se realiza principalmente en la

columna lumbar, fémur proximal y cuerpo completo. La técnica se basa en medir la

transmision de un haz de fotones de rayos X con dos picos de energia a través del
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cuerpo del paciente lo que permite calcular en contenido mineral. Por diferencia en la
intensidad de electrones transmitidos al sensor, el sistema tiene su propio sistema de
calibracion. Indirectamente, esta técnica se relaciona con el riesgo de fractura, aunque la
radiacion a la que se somete la persona es alta, la densitometria ésea es una técnica
segura, no invasiva e indolora. Desde el punto de vista operativo esta técnica se clasifica
en densitometria central o axial, la cual, mide la densidad mineral ésea en cualquier
region del esqueleto e inclusive en el cuerpo completo. Por otro lado, la densitometria
periférica mide la masa 6sea en una Unica regioén y extremidades (Lorente-Ramos et al.,
2012; Vaccaro et al., 2012).

2.5.2 Ultrasonido cuantitativo

Los equipos para densitometria por ultrasonido ofrecen un sistema que puede
estimar la masa 6sea. Es un sistema no invasivo que utiliza una fuente de sonido
inaudible para los humanos, no es irradiante ni presenta efectos colaterales. Son
aparatos que miden la velocidad del sonido y la banda de atenuacién del sonido a través
del hueso. Este sistema tiene un transmisor que lanza los ecos y un receptor que los
recibe después de su paso por el hueso lo cual mide el grosor del mismo. Los sistemas
de ultrasonido generan un ancho de banda de energia ultrasénica entre los 0.2 y 0.6
MHz al pasar por el hueso, el cual actia como filtro sensible a la frecuencia. La
atenuacion del ancho de banda ultrasénico expresado en decibeles es utilizada como la
medida de la fuerza del hueso. Un hueso poroso tiene una atenuacion del ancho de
banda més baja que un hueso sano. La otra medida que se realiza con esta técnica es la
velocidad del sonido, donde el hueso sano tendré lecturas cuantitativas del indice de

ultrasonido mas altas que el hueso poroso (Baroncelli et al., 2003).
2.5.3 Tomografia computarizada cuantitativa

La tomografia computarizada cuantitativa (TCC) es una técnica médica y también
mide la densidad mineral ésea. En los afios 80°'s las imagenes se proyectaban en dos
dimensiones; sin embargo, la TCC ha evolucionado con imagenes en tres dimensiones.

Normalmente, se utiliza en el diagndstico y evaluacion del tratamiento de la

19



osteoporosis. Estos estudios tienen un costo mayor al utilizar un escaner de tomografia

computarizada de rayos X estandar (Schreiber et al., 2011).
2.5.4 Absorciometria simple de rayos X

La absorciometria simple de rayos X (SXA) es un sistema disefiado para la
evaluacion de zonas pequefias en hueso y dientes, el cual se ha adaptado para el
estudio de pequefas especies principalmente roedores (ratas, cobayos, conejos entre
otros). Este método de diagndstico utiliza una fuente de rayos X de tipo dental peri
apical de un solo haz de energia que en conjunto con el sensor de imagen de rayos X
conectado a un puerto USB y un software programado en C++ Builder permite la
obtencién de una imagen radioldgica. En esta técnica se emplea el principio de Lambert-
Beer modificado para los rayos X que permite encontrar la ecuacion del perfil de
calibracién que relaciona los pixeles de una radiografia digital con la densidad de un
patron de calibracion para obtener la DMO (Jimenez-Mendoza et al., 2011). La ley de
Lambert-Beer establece la relacion exponencial entre la intensidad de luz incidente, la
luz trasmitida y la absorcion del material, asi como el grosor del medio absorbente
(Parnis y Oldham, 2013). Este principio fisico es aplicado en los sistemas DEXA y SXA
pero en lugar de luz, la energia incidente son los rayos X, mientras que el material que
absorbe los rayos X es la muestra a analizar (hueso) y el sensor registra la energia
transmitida en dicho material. Es importante sefialar que la técnica es menos costosa
qgue el DEXA y disminuye la exposicion a la radiacion y posibilidad de sufrir cancer. Una
radiacion 0.01 mSv es el equivalente a la radiacion promedio que experimenta una

persona diariamente en condiciones normales (Mondaca, 2006).
2.5.5 Andlisis cristalografico mediante difraccidén de rayos X

La fase mineral del hueso estd constituida principalmente por cristales
microscopicos de fosfato de calcio entre los que se destaca la Hap cuya formula
molecular es Caio (PO4)s (OH)2. Otras fases minerales presentes en el hueso incluyen al
fosfato célcico (CazP207), fosfato de calcio dibasico (CazHPOa4), entre otros, y algunas
fases amorfas de fosfato de calcio. Los iones como citrato y carbonato entre otros

pueden causar ligeras modificaciones en la estructura del hueso. La cristalografia de
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rayos X puede identificar la estructura del cristal de HAp y analizar el tamafio y calidad
del cristal. La composicién quimica de los cristales del hueso no corresponden a la
composicién estequiométrica de la HAp pura y la inclusion de iones que pueden
reemplazar al Ca?*, como por ejemplo el Mg?*, Sr*, Na*, y K*, entre otros, modifican la
calidad cristalina y sus propiedades mecéanicas (Rey et al., 2009; Rivera-Mufoz, 2011;
Rollo et al., 2015).

2.5.6 Marcadores bioquimicos del metabolismo 6seo

Los marcadores bioquimicos del metabolismo del hueso son moléculas como
proteinas, péptidos, minerales o algin componente éseo que puede ser liberado y
cuantificado en la circulacién u orina (Szulk et al., 2000). Dichos marcadores estan
directamente relacionados con las actividades de los osteoclastos y osteoblastos. Los
marcadores de formacion 6sea incluyen fosfatasa alcalina especifica del hueso (ALP-B),
OC, pro péptido carboxilo terminal del procolageno tipo 1 (PICP) y PINP. Los
marcadores de resorcion ésea incluyen piridolinas (PYD) y desoxipiridolinas (DPD), N-
telopéptidos de enlaces cruzados de colageno (NTX), C-telopéptidos de enlaces
cruzados de colageno (CTX) y fosfatasa acida 5b resistente a tartrato (TRACP5b)
(Payne et al., 2011).

2.5.7 Absorcidn intestinal aparente de calcio

La cantidad de calcio que se absorbe en el tracto digestivo, principalmente en el
intestino delgado, depende de varios factores como por ejemplo, la ingesta de calcio y
vitamina D, los cuales son importantes para mantener la salud 6sea (Christakos et al.,
2011), ya que cuando el calcio es insuficiente en la dieta se incrementa la absorcion de
este mineral a nivel intestinal mediante el proceso de transporte activo transcelular
(Bronner, 2003). La etapa fisiologica del individuo también determina la eficiencia en la
absorcion de ciertos minerales. En este sentido, se ha sefialado que durante la pubertad
y adolescencia la presencia de ciertas hormonas como la del crecimiento y el IGF entre
otras incrementa cerca del 40 % la absorcién del calcio (Bex y Bullion, 2003; Olney,
2003). Asi mismo, la solubilizacion, digestion y absorcion de las diferentes fuentes de
calcio como carbonato, citrato y 6xido de calcio también determinan su biodisponibilidad
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(Bronner y Pansu, 1999). En el intestino grueso Unicamente una pequefia cantidad de
calcio es absorbida, principalmente cuando la dieta es alta en polisacéaridos indigeribles
(fibra dietética soluble e insoluble) para las enzimas digestivas humanas. No obstante,
en esta porcion del intestino, dichas fibras pueden ser fermentadas por la microbiota
promoviendo un descenso del pH intestinal permitiendo con ello, la disociacion de
compuestos de calcio y difundirlo a torrente sanguineo. Un método aproximado para
conocer el porcentaje de absorcion aparente de los minerales como el calcio consiste en
determinar su consumo en la dieta y el contenido de éste mineral en las heces (Zafar et
al., 2004; Lobo et al., 2006).

2.5.8 Calcio urinario e indice calcio/creatinina (Ca/Cr)

La evaluacion de la excrecion urinaria de calcio ha sido desarrollada
tradicionalmente por el método de recolecciébn total de orina en 24 horas.
Predominantemente, se realiza en nifios sospechosos de algun trastorno metabdélico del
calcio. Una de las desventajas de este método es el tiempo prolongado de recoleccion,
pérdidas por evaporacion y contaminacion de la muestra. La creatinina (Cr) es una
molécula que se produce en el organismo por la degradacion de fosfocreatina, se
excreta de manera constante en orina, es decir, no es reabsorbida en el rifidbn de forma
tal que valores de Ca?* observados con respecto a los detectados de Cr son conocidos
como indice de Ca/Cr, son indicadores de hipercalciuria. La recoleccion de una muestra
de orina aislada de orina ajustada a la excrecion de Cr es un método muy préactico para
establecer hipercalciuria. Varios autores coinciden que valores en la relacion Ca/Cr en
orina mayor a 0.2 mg/mg es compatible con hipercalciuria en adultos. En adolescentes
existen diferentes factores a considerar como la edad, habitos dietéticos y el ritmo
circadiano etc. Valores en el indice Ca/Cr mayores a 0.17 en humanos se consideran
altos indicando hipercalciuria (Sargent et al., 1993; Choi et al., 2013).

2.5.9 Hidroxiprolina urinaria

La hidroxiprolina representa el 13 % delos aminoacidos contenidos en la molécula
de colageno, se considera que la excrecion urinaria de hidroxiprolina es un marcador de

resorcion Osea y esta fuertemente relacionada al aporte de este aminoacido en la dieta.
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Por lo tanto, la recoleccion urinaria en humanos requiere un régimen previo con la

ausencia de carnes rojas y aves (Singer y Eyre, 2008; Jagtap y Ganu, 2012).
2.5.10 Fosfatasa acida/alcalina

La fosfatasa alcalina es una enzima liberada desde la membrana del osteoblasto,
en ausencia de enfermedad hepatica el aumento de fosfatasa alcalina obedece a un
aumento a una actividad de los osteoblastos (Golub y Boesze, 2007; Mercado et al.,
2012).

2.5.11 Osteocalcina (OC)

La OC es la proteina no colagena mas abundante que constituye la matriz organica
del hueso, la cual es sintetizada por los osteoblastos y estd constituida por 49
aminoacidos, por lo que es una de las proteinas del hueso mas estudiadas. EI 70 % de
la OC sintetizada es incorporada a la matriz organica del hueso promoviendo gran
atraccion por la molécula de hidroxiapatita debido a la presencia de acido glutdmico en
las posiciones 17, 21 y 24. Unicamente una pequefia fraccion (30 %) de OC sale a
circulaciébn sanguinea a través de vasos sanguineos que fluyen en los canales de
Harvers, se metaboliza en higado y rifién. La OC tiene una vida media corta, por lo que
puede ser medida por radio inmunoensayo Yy tiene un ritmo circadiano. La OC
correlaciona bien con estados de aumento de la remodelacion 6sea. (Roy et al., 2001,
Rahnama et al., 2010).

2.5.12 Pro-péptido amino terminal del pro-colageno tipo | (PINP)

El PINP es sintetizado por diferentes tejidos como piel, tendones y ligamentos su
principal sintesis se produce en el hueso por los osteoblastos. Estas células son
estimuladas por la disminucion en sangre de la HPT. El nivel del PINP en sangre refleja
la cantidad de colageno sintetizada, lo cual no significa que represente la cantidad que
es depositada en el hueso para formar la matriz organica. Este marcador bioquimico de
formacion ésea llega a torrente sanguineo a través de los vasos sanguineos que

recorren en conjunto con los nervios los conductos de Harvers (Koivula et al., 2012).
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2.6 Prevencion y tratamiento de las enfermedades 6seas

La alimentacion y la nutricion repercuten de manera importante en el estado de
salud de las personas, previenen enfermedades y son parte complementaria del
tratamiento farmacolégico en las diferentes etapas de una enfermedad. Una
alimentacion completa, variada, equilibrada e inocua, ademas de la adopcion de estilos
de vida sin adicciones (cigarro, alcohol, café, etc.) tiene amplias posibilidades de
promover un estado de salud O6ptimo. A este respecto, es importante mencionar que en
México como en otros paises prevalece el sedentarismo y la mala alimentacion.
Adicionalmente, resulta importante destacar que una gran parte de la poblacién
mexicana no cumple con la ingesta diaria recomendada para ciertos nutrientes, entre
ellos el calcio (Barrera et al.,, 2012; Aguilera-Barreiro et al., 2013; Ortega-Anta et al.,
2013).

2.7 Tratamientos alternativos (alimentos funcionales)

En las ultimas décadas, las demandas de los consumidores en el campo de los
alimentos han cambiado considerablemente. Actualmente, los alimentos no solo
intentan satisfacer el hambre y proveer nutrientes necesarios para los humanos, sino
gue ademas aportan compuestos con actividad biologica para prevenir enfermedades
relacionadas con la nutricion y coadyuvar en el tratamiento de diferentes patologias. La
preferencia de estos alimentos es una tendencia en aumento debido al deseo de la
gente de incrementar su esperanza y calidad de vida (Cencic y Chingwaru, 2010). Se
encuentra ampliamente documentado que los problemas por carencias nutricionales
son el resultado de patrones dietarios deficientes. La ingesta diaria recomendada (IDR)
de calcio se puede cubrir con el consumo de alimentos que naturalmente son ricos en
este mineral como los productos lacteos o alimentos de origen vegetal, principalmente
los de hoja verde, aunque es sabido que contienen sustancias anti nutricionales que
interfieren con la absorcion de calcio en el intestino. La fortificacion o adicion de
alimentos también es una via valida para los individuos que no pueden alcanzar la IDR
de calcio. Tomando en cuenta el detrimento en la salud y economia que conlleva la
atencion de enfermedades relacionadas con un consumo deficiente de calcio como son

la densidad mineral baja y la osteoporosis, las dependencias gubernamentales de salud

24



publica estan considerando la necesidad de implementar estrategias que ayuden a

prevenir estos padecimientos (Miller et al., 2001; Anderson, 2007).
2.8 Composicion nutrimental del nopal

El nopal (Opuntia spp) es una planta ampliamente distribuida en el territorio
mexicano, existe en forma silvestre y en huertos de cultivo tecnificados con sistemas de
produccion intensiva. Debido a la resistencia a los climas éaridos y semiaridos su
produccion resulta muy rentable; no obstante, cuando el nopal continda su desarrollo y
se cosecha pesando méas de 200 g disminuye su valor comercial con pérdidas
econOmicas y aunque en el mejor de los casos es utilizado como forraje, en la mayoria
de las veces no tiene utilidad y es considerado como de desecho. El nopal es un
alimento hipo calérico con alto contenido de calcio que se incrementa con la madurez de
la planta, en tanto que el contenido de oxalatos se modifica sin una tendencia clara
(Hernandez-Urbiola et al., 2010)

Aungue el interés del nopal como coadyuvante en la prevencion y tratamiento de
los padecimientos del hueso se ha incrementado en afios recientes, hasta el momento
no se ha reportado en la literatura cientifica el efecto de consumir nopal en diferentes
etapas de madurez como fuente exclusiva de calcio en la dieta. Con base en lo
anteriormente sefialado, en el presente trabajo se determind el potencial del nopal en
diferentes estadios de madurez como Unica fuente de calcio sobre la salud del hueso en

un modelo de ratas en crecimiento.
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3. JUSTIFICACION

La mayoria de los estudios con nopal (Opuntia ficus indica) como alimento
funcional se han enfocado en las enfermedades crénico degenerativas como obesidad y
diabetes mellitus principalmente (Frati et al., 1989; Trejo-Gonzalez et al., 1996;
Valencia-Sandoval et al., 2010; Nufez-Lépez et al., 2013). En afos recientes se ha
incrementado el interés por estudiar el efecto del consumo de nopal sobre la salud del
hueso (Kang et al., 2012; Aguilera-Barreiro et al., 2013; Ko et al., 2014). El potencial de
este vegetal como alimento funcional para la salud Osea tiene fundamento en su
composicién nutrimental, en virtud de que se encuentra ampliamente reportado que el
contenido de calcio se incrementa con la edad de la penca o cladodio (Rodriguez-
Garcia et al., 2007; Contreras-Padilla et al., 2015). Aunque ha sido sefialado que la
presencia de oxalatos en los cladodios puede reducir la biodisponibilidad de calcio en el
intestino (McConn y Nakata, 2004) esta suposicion no ha sido evaluada considerando
gue la concentracion de oxalato en el nopal varia con la etapa de desarrollo del cladodio
(Contreras-Padilla et al., 2011). Otra caracteristica que aumenta el potencial del nopal
para mejorar la salud del hueso es su alto contenido de Mg?* y K*, ya que se ha
reportado que la suplementacion con estos minerales en la dieta incrementa la DMO y
reduce la pérdida de masa 6sea causada por el envejecimiento (Li et al., 2013; Lambert
et al., 2015). Sin embargo; hasta el momento no se ha determinado el potencial del
nopal como fuente exclusiva de calcio para la formacion de masa Osea tomando en
cuenta las diferentes etapas o estadios de desarrollo de los cladodios empleando un

modelo de ratas en etapa de crecimiento.
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4. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢, Como afecta la etapa de desarrollo del nopal Opuntia ficus indica la biodisponibilidad

del calcio presente en ésta cactacea en un modelo de ratas en crecimiento?

5. HIPOTESIS

La biodisponibilidad del calcio presente en los cladodios en etapa tardia de
desarrollo sera significativamente mayor con respecto a la biodisponibilidad de este
mineral en los cladodios en etapa temprana de desarrollo en un modelo de ratas en

crecimiento.
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6. OBJETIVOS

6.1 Objetivo general

Determinar el efecto del consumo de nopal Opuntia ficus indica en diferentes
periodos de madurez sobre parametros de calidad 6sea en ratas Wistar macho en etapa
de crecimiento, a fin de conocer el potencial de esta cactdcea como fuente de calcio

biodisponible.

6.2 Objetivos particulares

6.1.1 Analizar el contenido de macro nutrimentos y minerales (Ca, P, Mg y K) del

nopal O. ficus indica en cuatro etapas de desarrollo (60, 200, 400 y 600 g de peso).

6.1.2 Elaborar dietas experimentales de acuerdo a la dieta estandar AIN-93G,
ajustando la porcion de nopal en diferentes etapas de desarrollo que aporte el calcio

recomendado para roedores en etapa de crecimiento.

6.1.3 Determinar el porcentaje de absorcién aparente del calcio, magnesio, potasio
y fosforo presente en O. ficus indica como fuente exclusiva de este mineral en la dieta de

ratas Wistar macho durante el periodo de crecimiento.

6.1.4 Conocer el efecto del consumo de O. ficus indica en diferentes fases de
desarrollo como fuente exclusiva de calcio en la dieta sobre marcadores bioquimicos del

remodelado 6seo.

6.1.5 Analizar el efecto del consumo de O. ficus indica en diferentes periodos de
desarrollo como Unica fuente de calcio sobre las propiedades densitométricas,
biomecanicas, microestructurales y cristalinas, asi como en el contenido de minerales

(Ca, P, Mg y K) del femur de ratas Wistar macho en etapa de crecimiento.

28



7. MATERIALES Y METODOS

7.1 Material vegetal

Las pencas de nopal Opuntia ficus Indica variedad Milpa Alta se obtuvieron durante
el ciclo primavera-verano del 2014 -2015 en el campo experimental del rancho “Los
Lores” en Silao, Guanajuato, el cual es un cultivo con fertilizacién de tipo organico. Las
pencas se cosecharon en diferentes etapas de maduracién hasta alcanzar un peso de
60, 200, 400 y 600 g, las cuales corresponden a una edad de 25, 60, 100 y 135 dias,

respectivamente después del brote.
7.1.1 Preparacion de muestras

Los cladodios se limpiaron para eliminar las espinas, lavaron y desinfectaron.
Posteriormente, se retird la corona del nopal con un cuchillo evitando cortar pulpa. Los
nopales limpios y sin espinas se cortaron en cubos homogéneos de 2x2cm. Los cubos
de nopal se colocaron en charolas de acero inoxidable dentro de una estufa de aire
forzado Marca BG Didacta Italia Modelo E 102 para ser deshidratados a 50 °C. El nopal
deshidratado se tritur6 en un molino de martillos estriado (PULVEX 200) con una
velocidad de alimentacion de 10g/s. Finalmente, el granulado se hizo pasar por un tamiz
malla 60 USA. En la Figura 9 se muestra el procedimiento para la obtencion del
granulado (polvo de nopal) empleado en la elaboracion de las dietas experimentales.
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Figura 9. Preparacion del nopal Opuntia ficus indica y elaboracién del granulado para el

analisis quimico proximal y elaboracién de las dietas experimentales.
7.1.2 Andlisis del contenido de minerales

La concentracion de minerales en las muestras de nopal se realiz6 mediante
espectrometria de absorcion atémica (Perkin Elmer, Mod. Analyst 300, USA) con
detector de flama, utilizando una mezcla de gases (aire-acetileno), equipado con un
corrector de respaldo y una lampara de catodo hueco de deuterio. Las condiciones de
operacion del equipo fueron las siguientes: 12 psi de aire seco, 70 psi de acetileno, una
flama a 422.7 nm, lampara con 10 mA de corriente y con una apertura de 0.7 nm. Los
minerales que se cuantificaron fueron calcio, magnesio, potasio acorde con el método
oficial (968.08). Asi mismo, el contenido de fésforo se determind con el método 965.17
(AOAC, 2000).
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7.2 Elaboracion de las dietas experimentales

La formulacion de las dietas experimentales, se realizd considerando el contenido
de calcio en el polvo de nopal y ajustandose a la dieta estdndar recomendada por el
American Institute of Nutrition AIN-93G (Reeves et al., 1993) para ratas en crecimiento.
La Tabla 1 muestra los ingredientes utilizados en la elaboracion de las dietas.

Tabla 1. Ingredientes de las dietas experimentales elaboradas a base de nopal como

Unica fuente de calcio

Ingredientes Control N-60 N-200 N-400 N-600
(9/kg) (9/kg) (9/kg) (9/kg) (9/kg)
Almidon de maiz 530 517 519 520 521
Sacarosa 100 100 100 100 100
Caseina? 200 177 193 195.6 195
Aceite vegetal 70 63.9 66 68 67.5
Fibra crudaP 50 30 36.8 37 38
MixMin¢ 49 34 42 44 43
MixVitd 10 10 10 10 10
L-Cistina® 3 3 3 3 3
Colina’ 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5
CaCOQOs9 12.5 - - - -
Nopal® - 280 168 140 132

aCaseina Sigma-Aldrich (C7078) 92.5 % (n=6.25), Pa-Cell Fiber solft zolca MPbiomedical,
°Mezcla mineral sin calcio AIN-93G (Harlan, 04374), 9Mezcla de vitaminas AIN-93-VX
(Harlan, 94047), ©L-Cistina(Sigma-Aldrich SGC8755-500)/,Bitartrato de colina (Sigma-
Aldrich SGC1926-500), 9Carbonato de calcio (Merck, 2066), "Polvo de nopal= 5g de
calcio /kg dieta
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7.3 Absorcién aparente de minerales del nopal en ratas Wistar

Después de una semana de aclimatacion, los animales se colocaron en jaulas
individuales de acero inoxidable bajo condiciones controladas de luz (ciclos de luz-
oscuridad 12:12 h) y temperatura. Se emplearon 5 grupos experimentales de 7 ratas
cada uno asignadas en forma aleatoria como sigue: Dieta control con carbonato de
calcio como fuente de calcio (DC), dieta con nopal de 60 g (N-60), dieta con nopal de
200 g (N-200), dieta con nopal de 400 g (N-400) y dieta con nopal de 600 g (N-600). Los
animales tuvieron libre acceso (ad libitum) a las dietas experimentales y agua
desionizada. El consumo de alimento se registré diariamente. La ingesta de Ca?*, Mg?*,
K*y P se calculé con base en el consumo de alimento. Las heces fueron recolectadas
por periodos de 3 dias en las semanas 2, 4 y 6 del experimento que corresponden a las
semanas 7, 9 y 11 de edad de las ratas. La absorciéon aparente de Ca?*, Mg?* y K* fue
calculada de acuerdo a la ecuacion (1) reportada previamente (Lobo et al., 2006).

Consumo mineral — excrecién mineral

Absorcion mineral aparente (%) = - X 100
consumo mineral

1)
7.3.1 Determinacion de minerales en heces de rata

La concentracion de calcio, magnesio, potasio y fosforo se determiné en las heces
de los animales experimentales mediante espectrometria de masas acoplado a
induccion de plasma (ICP-MS) con un equipo ICP-EOS Variant 730 (Kyoto, Japén). Se
colocaron 0.5 g de muestra molida y calcinada a 600 °C por 5 horas. En seguida, las
cenizas fueron disueltas con 5 mL de HCl y 5 mL de HNOs para su digestion.
Posteriormente, las muestras se aforaron a 45 mL con agua desionizada. Finalmente,
las muestras diluidas se colocaron para su lectura en el equipo, en donde la
concentracion de cada mineral se obtuvo en unidades de mg/L para ser transformados a

mg/kg heces y aplicando el factor de dilucién correspondiente aplicando la ecuacion (2):
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(%) (F.D.)(Volumen del aforo)

peso de la muestra (g)

mg/kg heces =

2)
7.4 Determinacion de marcadores bioquimicos de formacién 6sea

Al inicio del experimento, es decir, a la semana 5 correspondiente a la etapa de la
infancia de los sujetos experimentales, se obtuvo una muestra de sangre in vivo por
puncion caudal para conocer los valores basales de los marcadores bioquimicos del
metabolismo 6seo. Este procedimiento se repitid durante el experimento en las semanas
7, 9 y 11 de edad de las ratas correspondientes a las etapas puberal, adolescencia y
adultez temprana de los animales experimentales (Sengupta, 2013). El sujeto de estudio
se inmovilizé con una bolsa de poli papel con terminacién en forma de embudo como se
muestra en la Figura 10. Se utilizé un foco colocado cerca de la cola de la rata (15-20
cm) para inducir una dilatacion en la vena caudal por calor y facilitar su identificacion e
introducir una aguja fina para la recoleccion de 0.5 mL de sangre por gravedad. Una vez
obtenida la muestra se mantuvo a temperatura ambiente por 30 minutos y se centrifugd
a 3000 rpm durante 20 minutos para separar el suero donde se determind la

concentracion de OC y PINP.

Es importante sefialar que este procedimiento permitié obtener muestras sanguineas en
el mismo sujeto experimental en diferentes periodos, a fin de dar seguimiento al mismo

sujeto disminuyendo el numero de sujetos de estudio.
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Figura 10. Obtencion de muestra sanguinea via vena caudal en ratas alimentadas con

nopal (Opuntia ficus indica) como fuente de calcio durante la etapa de crecimiento.
7.4.1 Analisis de osteocalcina en suero

La determinacion de este biomarcador en las muestras sanguineas de los animales
experimentales se realizé de acuerdo con las instrucciones del fabricante, con pruebas
de inmunoensayo utilizando el kit comercial Osteocalcin bioassay™ Elisa Kit Rat
(Catalogo No. 27243) USB. Se adicionaron 100 pL del reactivo estandar o de la muestra
en cada pozo y se incub6 por 2 h a 37 °C. Una vez transcurrido este periodo, se
adicionaron 100 pL del reactivo A (anticuerpo monoclonal A) y se incubé por 1 h a 37 °C;
enseguida se aspird la muestra y se lavo 3 veces y se adicionaron 100 pL del reactivo B;
se incub6 por 30 minutos a 37 °C, al término se aspir6é y lavo 5 veces. Posteriormente,
se adicionan 90 pL de sustrato y se incubd nuevamente entre 15 y 25 minutos a 37 °C.
Finalmente, se adiciond la solucion stop y se realiza la lectura inmediatamente en el
espectrofotometro a una longitud de onda de 450 nm.

7.4.2 Andlisis del pro-péptido amino terminal del pro-colageno tipo | (PINP)

La cuantificacion del pro-péptido amino terminal del pro-colageno tipo | (PINP) se
llevd a cabo mediante inmunoensayo empleando un kit comercial 1-N Terminal
propeptide bioassay™ Elisa kit rat (No de catalogo 254324) USB.
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El procedimiento consistiéo en adicionar 50 pL del blanco, estdndar y muestra a
cada pozo, después se agregaron 50 pL del reactivo A y la placa se agité suavemente
sellandola e incubandola durante 1 hora a 37 °C. Al final, se retir6 la solucion por
inversion de la placa contra papel absorbente, se lavo 2 veces con la solucién de lavado
durante 1-2 minutos, se removiendo el exceso de liquido con papel absorbente.
Posteriormente, se adicionaron 100 uL del reactivo B. Se sell6 e incubd la placa durante
30 minutos a 37 °C, en seguida se aspiré la muestra y se lavo 5 veces. Se adicionaron
90 uL del sustrato y las muestras se incubaron durante 15 — 25 minutos a 37°C
protegiéndolas de la luz hasta la aparicion de un color azul. Finalmente, se adicionaron
50 pL de solucion stop y se llevo a cabo la lectura a una absorbancia de 450 nm en el

espectrofotometro.
7.4.3 Determinacion del indice calcio/creatinina urinario (Ca/CrU)

El Ca/CrU se determin6 en muestras aisladas de orina para medir hipercalciuria en
lugar del método tradicional (recoleccién urinaria de 24 horas) debido a las pérdidas por
evaporacion, el tiempo de recolecta y riesgos de contaminacién entre otros. El indice
Ca/CrU urinario se calculé con la férmula (3). La cuantificacion de calcio en las muestras

de orina aislada son confiables cuando se relacionan con la excreciéon de creatinina.

Ca  (Caurinario /PMCa)
cr THarto = (Cr urinario /PMCr)

®3)

El andlisis para la determinacién de calcio urinario se realiz6 con un kit para la
determinacién cuantitativa por colorimetria Quanti-Chrom™ Calciumassay kit (DICA-500
bioassay systems). Previo a la determinacion se elaboré una curva de calibracion con
los reactivos de trabajo y mezclandolos en volumenes iguales. Posteriormente, se
colocaron 5uL de muestra de orina en el pozo de la placa con 200uL dela mezcla de los
reactivos de trabajo y se incubaron durante 3 minutos a temperatura ambiente para

llevar a cabo la lectura de la densidad optica entre 570 y 650 nm en el
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espectrofotometro. Los calculos para determinar la concentracibn de calcio en la

muestra se realizaron con la ecuacion 4.

OD muestra — OD blanco
mg/dL =

valor de la pendiente

(4)

La determinacion de Cr en orina se realizé utilizando un kit comercial (Quanti-
chrom™ Creatinine Assay Kit No. de catadlogo DICT.500 bioassay systems). Se
transfirieron 5 pL de del estandar y las muestras de orina en pozos separados, se
agregaron 50 pLde cada uno de los reactivos A y B; asi como 200 pL del reactivo de
trabajo en cada uno de los pozos. La densidad 6ptica se midi6 inmediatamente y
después de 5 minutos la absorbancia a 510 nm. Los calculos para determinar la

concentracion de creatinina en la muestra se realizaron con la ecuacion 4.

7.5 Determinacién in vivo de la densidad mineral 6sea mediante absorciometria

simple de rayos X (SXA)

Este método es muy confiable y menos costoso que el la absorciometria dual de
rayos X (DEXA) para determinar la densidad mineral 6sea en hueso. Este técnica
consistié en utilizar una fuente simple de rayos X de tipo dental peri-apical marca Satelec
X-mind®, un sensor de rayos X (Hamamatsu® S10835) y un software especialmente
disefiado en lenguaje desarrollado en C++ Builder permitiendo que la imagen captada en
el sensor de rayos X sea transformada a una imagen digital sobre la cual se calcula la
DMO utilizando la ecuacién modificada de la ley de Lambert-Beer. En dicha ecuacién se
establece la relacion entre la energia de rayos X transferida en el sensor y la energia
absorbida en la muestra, tomando en consideracion el grosor de la muestra a cierta
longitud de onda. Modificando la ecuacion es posible relacionar los pixeles en la
radiografia obtenida en la computadora con la DMO en el fémur de la rata. En la Figura

13 se muestra un esquema del densitbmetro utilizado en este trabajo.
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Figura 11. Diagrama esquematico para la obtencién de la imagen electronica sobre la
cual se calcula la DMO modificando la ecuacion de Lambert-Beer (Jimenez-Mendoza et
al. 2011).

7.5.1 Procedimiento para la obtencion de la radiografia en el sistema SXA

La técnica de medicidon de rayos X es un método no invasivo que permite dar
seguimiento al crecimiento de huesos y dientes por tiempo indefinido. Para la obtencién
de las radiografias digitales de rayos X, los animales de experimentacion se sometieron
a un ayuno de 12 h previo al analisis. Los sujetos se anestesiaron colocandolos en una
camara saturada con éter etilico como se observa en la Figura 12 a). En seguida, el
animal se posiciono cuidando que el féemur no excediera los limites del sensor de rayos
X (Figura 12b). Posteriormente, la imagen obtenida del fémur se digitaliz6 para su
analisis posterior (Figura 12c). Durante el analisis de las imagenes, se utilizé un balin de
acero de diametro conocido como patron de calibracion para el calculo de la densidad

mineral 6sea.
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Figura 12. Procedimiento para la obtencién de las radiografias digitales para la
determinaciéon de la densidad mineral 6sea en los sujetos de experimentacion con el
sistema SXA a) Sedacion del sujeto experimental, b) ubicacidén del sujeto en el sensor

de rayos X y c) imagen representativa obtenida del fémur en forma digitalizada.
7.5.2 Céalculo de la DMO

El céalculo de la DMO en el fémur de la rata se realizd6 sobre la imagen digital
obtenida en SRD_V1.exe. (Figura.12c) permite seleccionar una region de interés (0.01
cm?), sobre la cual, se analiza el histograma acumulado que establece la relacién entre
la cantidad de pixeles y el nivel de gris de esos pixeles obteniendo la intensidad
transmitida después de pasar por la muestra con la férmula siguiente donde | es la

intensidad transmitida, HA es la cantidad de pixeles y A es el area.

I= HAJA

(5)

Posteriormente, modificando ecuacién de Lambert-Beer adicionando un segundo
coeficiente de absorcidn que corresponde al coeficiente de absorcién del cintilador B2 se

establecer la ecuacién que relaciona pixeles en cm? con la DMO en g/cm?.
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I =loexp— (B1*L+B2x1)

(6)

El calculo de la DMO es generalmente expresada en unidades de masa por unidad de
volumen (g/cm?), si el volumen es expresado como producto del area por el grosor de la
muestra (A*L) la DMO de expresaria de la siguiente forma (p = g/A*L) donde la L es el
grosor de la muestra. Sustituyendo g/A por ¢ en la ecuacion anterior la DMO quedaria
de la siguiente forma se expresaria (p = o/L) si despejo L entonces (o/p = L), y sustituyo

L en la ecuacion modificada;

o
I =Ioexp_ (’81*;-‘_32*1)

(7)

Puedo despejar o en la ecuacion 7 para obtener la DMO.

7l + £2+1

= —— —_ *
o=p1[M\1p) T A

(8)

7.6 Pruebas mecanicas en fémur de ratas alimentadas con nopal O. ficus indica

El estudio mecanico del hueso ha sido empleado como una evaluacion real de la
resistencia que opone el hueso a la fractura en modelos experimentales. En personas de
edad avanzada y aquellas que cursan con diversas patologias, estas pruebas no pueden
desarrollarse debido al caracter invasivo y destructivo de las mismas. La aplicaciéon de
pruebas mecéanicas en el hueso son totalmente destructivas y permiten observar el
comportamiento de un sistema complejo como es el hueso, el cual esta constituido por
minerales y de una matriz organica, la cual le confiere cierta flexibilidad al material

cuando es sometido a diferentes cargas en distintas direcciones (Zhang et al., 2006).
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7.6.1 Prueba de flexion en tres puntos

Al término del experimento los animales fueron sacrificados por decapitacion y se
separaron los fémures derechos de la cadera y rodilla. El tejido suave adherido al hueso
se elimind6 manualmente. Los huesos limpios se cubrieron con una gaza saturada con
solucion fisiologica Ringer para evitar la deshidratacion y se almacenaron a — 20 °C para
su conservacion hasta el momento de llevar a cabo las pruebas mecanicas. En la prueba
de flexién en tres puntos el fémur se coloca horizontalmente con sus extremos encima
de dos soportes ubicados a la misma distancia del punto medio del hueso. En el punto
medio del fémur se aplica una fuerza o carga a velocidad constante hasta que ocurre la
falla mecanica del material. Al momento en que se llevaron a cabo las pruebas
mecanicas se descongelaron los huesos y se colocaron sobre dos soportes con 2.4 cm
de separacion entre si como se observa en la Figura 13a y se utilizé una célula de carga
de 5000 N a una velocidad constante de 5 mm/min (Bozzini et al., 2012). Las pruebas
mecanicas se desarrollaron en un equipo Testing machine (Zwick / RoellMod Z005) y

con un software para el andlisis de los datos (Test Xpert intelligent testing version 12.0).
7.6.2 Prueba de compresién

En esta prueba se utilizé el mismo equipo y célula de carga empleado en la seccién
anterior, la velocidad de aplicacion de la fuerza de carga fue de 1 mm/min (Guede et al.,
2013). El ensayo de compresién consistié en aplicar una carga vertical en relacién al eje
longitudinal del hueso. En esta prueba la muestra debe adaptarse a una forma cilindrica
y presentar una relacion grosor/longitud 2:1. Para lo anterior, se asigné como referencia
el punto medio del fémur izquierdo (diafisis), a partir del cual se miden 3 mm
aproximadamente hacia ambos lados del punto medio. ElI material se corta por ambos
lados tratando de dejar los bordes paralelos para que la sonda de carga se pueda
apoyar sobre el hueso como se observa en la Figura 13 b (Guede et al., 2013).
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Figura 13. a) Prueba flexion en tres puntos en el fémur de rata alimentada con O. ficus

indica como fuente de calcio en la dieta. b) Prueba de compresion en la diafisis femoral.

7.7 Analisis micro estructural del fémur por microscopia electronica de barrido
(SEM)

El analisis de la micro arquitectura 6sea se llevo a cabo en la parte distal del
fémur izquierdo, el cual fue seccionado sobre su eje longitudinal desde la linea inter-
condilar hasta la diafisis femoral atravesando la region de la metéfisis. La seleccion de
esta zona para el andlisis microstructural obedece al hecho de que en ésta area se
localiza el hueso trabecular y hueso compacto que fueron las areas de interés. Previo al
analisis, el fémur fue sometido a 130 °C en un reactor Papin (Cinsa, 6 L) durante 1 hora.
En seguida, los huesos se secaron a peso constante en una estufa (Felisa, FE-295A) a
60°C. La remocion de los componentes organicos del hueso se llevé a cabo con una
digestién durante 24 horas a 37 °C con la enzima proteasa Type XIV (Sigma-Aldrich
chemical Co., St. Louis, MO, USA, P-6911) al 1 % (p/v). Posteriormente, se realiz6 una
segunda digestion con amino-peptidasa (Sigma chemical Co., P-6887) al 0.4 % (p/v)
durante 18 horas a 37 °C. Los lipidos se eliminaron con éter etilico (J.T. Baker 9240-03)
y con acetona (J.T. Baker 9006-03) en agitacion constante (Diagger® AR-100) durante
12 h. Los huesos se secaron a 60 °C hasta peso constante. Finalmente, los huesos se

colocaron en un porta muestras y se cubrieron con un bafio de oro para su observacion
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en un microscopio electrénico de barrido (Joel JSM 6060LV Tokio, Japdn). Los
parametros de medicion fueron la separacion de las trabéculas, grosor de las trabéculas

y grosor cortical en la parte interna del fémur.
7.8 Andlisis de cristalinidad del fémur mediante difraccion de rayos X

Previo al andlisis, los huesos fueron sometidos a un proceso enzimatico para
eliminar la presencia de proteinas como se describe en el parrafo anterior. En seguida,
los huesos se desgrasaron y posteriormente, se pulverizaron con un mortero y se
hicieron pasar a través de una criba 100 USA. El material pulverizado se empaco
densamente sobre un soporte de aluminio. El analisis cristalografico se llevd a cabo
utilizando un equipo de difracciéon de rayos X (Rigaku Miniflex modelo MDI) empleando
una longitud de onda (A = 1.5406 A). El equipo fue operado a 35 kV y 15 mA. Las
mediciones se realizaron desde 10 hasta 70 ° en una escala de 26 con un tamafo de
paso de 0.02°. El porcentaje de cristalinidad del material y la calidad cristalina se calcul6

con un software (Giraldo-Betancourt et al., 2013).
7.9 Contenido mineral en fémur de ratas alimentadas con nopal O. ficus indica

La determinacion del contenido de calcio, magnesio, potasio y fosforo en los fémures de

los animales experimentales se determind como se indic6 en la seccion 7.3.1.
7.10 Andlisis estadisticos

El promedio y la desviacion estandar de los datos obtenidos en cada una de las
determinaciones fueron sometidos a un analisis de varianza (ANOVA). Se realiz6 un
analisis de comparaciéon de medias con el estadistico de Tukey (p < 0.05) para detectar
diferencias significativas entre grupos. Finalmente, se aplicé un analisis de correlacién
de Pearson bivariado para determinar la asociacién entre variables. El programa

estadistico para el andlisis de los datos fue el SPSS version 9.0.
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8. RESULTADOS Y DISCUSION

8.1 Contenido mineral en el nopal en diferentes etapas de desarrollo

Como puede observarse en la Tabla 2, es claro que el contenido de calcio aumenta
con la edad del nopal, las pencas de 200, 400 y 600 g presentaron 70, 94 y 127 % mas
calcio que el nopal 60 g con diferencias significativas (P < 0.05). Estos resultados
coinciden con lo reportado previamente por Rodriguez-Garcia et al.,, 2007. Por el
contrario, el contenido de potasio disminuyé con la edad del nopal. Esta disminucién
puede ser atribuida a la etapa fisioldgica de la planta, ya que durante las etapas tardias
las pencas de nopal generan nuevos brotes (Kafkafi y Xu, 1999; Waraich et al., 2011).
Por otro lado, el contenido de magnesio no presentd cambios importantes como el caso
del calcio en relacion a la madurez del nopal. El elevado contenido de magnesio es
atribuido a su alta actividad fotosintética (Fardous et al., 2010). Por otra parte, el
contenido de fésforo no mostré una tendencia clara en relacion a su estado de madurez.

Estos resultados estan acorde con lo reportado por Hernandez-Urbiola et al. (2010).

Tabla 2. Contenido de minerales en el nopal Opuntia ficus indica en diferentes etapas de

madurez

Nopal Calcio Fosforo Potasio Magnesio
(mg/g) (mg/g) (mg/g) (mg/g)

N-60 17.2 £ 0.052 2.9+0.012 46.3 £ 0.142 7.2+0.312

N-200 29.3 £ 0.04° 2.2 +£0.01° 39.2 £ 0.15°¢ 7.4 £0.21°

N-400 33.5 £ 0.06° 1.7 £0.01° 33.1+0.14° 7.7£0.11°

N-600 39.2 £ 0.06° 2.2 +£0.02° 34.2+0.13 7.6 £0.12°¢

Los resultados son el valor promedio + desviacion estandar(n=3), letras diferentes en la
misma columna indican diferencia estadistica significativa (P <0.05) con la prueba de

Tukey.

No obstante que el calcio y el fésforo son los minerales mas estudiados en relacion

a la salud 6sea, el magnesio y el potasio han ganado importancia en los ultimos afios, en
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virtud de que se ha reportado que un incremento en la dieta de estos minerales en
adultos mayores fue asociada a una disminucion de la pérdida de masa 0sea (Tucker et
al., 1999; Ryder et al., 2005).

8.2 Composicion nutrimental de las dietas elaboradas con nopal como fuente de

exclusiva de calcio

La composicion nutrimental de las dietas experimentales se muestra en la Tabla 3.
Con base en el contenido de calcio que presenté el nopal en diferentes etapas de
madurez se determind la porciobn de nopal a utilizar en la elaboracion de las dietas
experimentales. El equilibrio caldrico de las dietas se distribuy6 de la siguiente manera:
63, 20 y 17 % aproximadamente para carbohidratos, proteinas y lipidos,
respectivamente. La densidad energética de las dietas se encontré en un rango de 3600
a 3700 kcal / kg de dieta. Esto cumple con las recomendaciones dietéticas establecidas
para roedores en crecimiento (Reeves et al., 1993). La relacion Ca/P méas baja se
presentod el la dieta N-60 (0.93) mientras que la mas alta en la dieta N-400 (1.23). De
acuerdo con estudio previos, los animales alimentados con dietas que contienen una
relacibn molar entre 1-1.4 no muestran efectos negativos en las propiedades
mecanicas y micro estructurales del hueso debido a que no se compromete la absorcién

intestinal del calcio (Martinez-Flores et al., 2002; Hunt et al., 2008).
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Tabla 3. Contenido nutrimental de las dietas elaboradas con O. ficus indica

Contenido Control N-60 N-200 N-400 N-600
Nutrimental

Macro nutrimentos?

Carbohidratos % 63.9 63.2 63.4 63.5 62.7
Proteinas % 19.5 19.9 19.8 19.8 20.2
Lipidos % 16.5 16.7 16.6 16.6 17.0
AY (Kcallg dieta) 3.67 3.06 3.27 3.33 3.35

Micro nutrimentos?P®

Magnesio % 0.050 0.252 0.175 0.158 0.151
Potasio % 0.360 1.656 1.018 0.823 0.812
Calcio % 0.474 0.448 0.445 0.503 0.476
Fosforo® % 0.299 0.368 0.336 0.324 0.330
Relacion molar Ca/P 1.22 0.93 1.02 1.19 1.11

aAnalisis quimico proximal (métodos AOAC), PContenido mineral calcio, potasio y
magnesio (método AOAC 968.08) *Contenido de fdsforo (método AOAC 985.35),
¢Aporte caldrico calculado con valores fisiolégicos estandar carbohidratos, proteinas y
lipidos (4, 4 y 9 Kcal, respectivamente) “Densidad energética de las dietas (Kcal

totales/Kg dieta).

8.3 Eficiencia dietética y ganancia de peso en las ratas alimentadas con nopal

como fuente de calcio durante la etapa de crecimiento

El consumo de alimento en todos los grupos experimentales fue menor comparado con
el del grupo control como se muestra en la Tabla 4. El grupo alimentado con la dieta N-
600 consumid la menor cantidad de alimento durante el periodo experimental (926 +
21g), mientras que el grupo control presenté el mayor consumo de alimento por rata
(1075 + 53 q).
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Tabla 4. Estado nutricional de las ratas alimentadas con nopal como fuente de calcio

durante la etapa de crecimiento

Parametros Control N-60 N-200 N-400 N-600
Peso inicial (g) 124.8+182 124+152 124.7+152 124.7+152 124.8+152
Peso final (g) 334.4+222 316.7+202 341.4+212 322.8+212 346.0+342
Ganancia

209.5+222 192.7+222 216.7+162 198.1+192 221.2+302
de peso (g)
Consumo de
. 1075.04532 938+24b 933+23P 975+34P 926.0+21°
alimento (g)
Eficiencia
. 0.19+.012 0.2+.028¢  (0.23+.01Pc 0.2+.012ab 0.23+.03¢
dietética*

Los valores expresan el promedio = desviacion estandar de los grupos experimentales
(n=7), letras diferentes en la misma linea o rengldén indican diferencia estadistica
significativa (P <0.05) con la prueba de Tukey.*Eficiencia dietética = ganancia de peso
(9)/ alimento consumido (g).

El promedio de ganancia de peso corporal al final del experimento no mostro
diferencias significativas (P < 0.05) entre todos los grupos experimentales. EIl grupo
alimentado con la dieta N-60 mostro el promedio mas bajo de ganancia de peso (192.7 +
22.2 g), en tanto que el grupo alimentado con la dieta N-600 presenté los valores mas
altos (221 + 30 g). La maxima eficiencia dietaria fue observada en los grupos N-200 y N-
600. Los grupos alimentados con nopal como fuente de calcio consumieron menos
alimento que el grupo control. Lo anterior puede ser atribuido al efecto saciante que
produce la fibra dietética (Slavin, 2005). En este estudio los grupos alimentados con las
dieta N-200 y N-600 mostraron mayor eficiencia dietética comparado con el grupo
control. Se encuentra documentado que tanto en humanos como en roedores la fibra no
puede ser digerida por enzimas propias del tracto digestivo; pero, en el intestino grueso
principalmente a nivel del colon, la fibra puede ser fermentada por bacterias intestinales
produciéndose acidos grasos de cadena corta que pueden ser absorbidos y
transportados a la sangre e incrementar el aporte calérico de las dietas (Frost et al.,

2014). La eficiencia dietética fue calculada relacionando el consumo de alimentos y la
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ganancia de peso al final del experimento. Los valores encontrados son similares a los
reportados por Lobo et al. (2006) para animales experimentales de la misma edad. Sin
embargo, cuando se alcanza la edad adulta, la eficiencia dietética puede disminuir hasta
en un 50 % por la reduccion en el indice de crecimiento relacionado con la madurez

sexual, mientras que el consumo de alimentos se mantiene (Takakura et al., 2014).
8.4 Absorcion aparente de minerales durante la etapa de crecimiento

En la Tabla 5 se presentan los resultados relativos a la absorcién aparente de
calcio, magnesio y potasio en los grupos experimentales. En los grupos control y N-60 la
absorcion aparente de calcio se increment6 con la edad de los animales experimentales.
En los grupos N-400 y N-600 este incremento se observé Unicamente cuando los
animales alcanzaron la etapa adulta; en tanto que en el grupo N-200, el porcentaje de
absorcién aparente de calcio se mantuvo constante durante todas las etapas de
crecimiento de los animales. El incremento en la absorcion aparente de calcio en los
grupos experimentales se atribuye a un aumento en los requerimientos de este mineral
durante la etapa de crecimiento. No obstante que el grupo alimentado con la dieta N-60
en la edad adulta mostré un incremento en la absorcion aparente de calcio del 70 %
aproximadamente con respecto a la pubertad, su absorcion continué siendo la mas baja
en todas las etapas evaluadas, esta diferencia fue estadisticamente significativa (P<
0.05) comparada con el grupo control. El incremento en la absorcion aparente de calcio
en el grupo N-60 a través de las diferentes etapas de crecimiento de los sujetos
experimentales se puede explicar por el alto contenido de fibra soluble en las pencas de
nopal en etapa temprana de desarrollo, la cual se reduce en las pencas en etapa tardia
de crecimiento (Hernandez-Urbiola et al., 2010). La fibra soluble es un polisacéarido que
no puede ser digerido en la parte alta del tracto digestivo; sin embargo, en el intestino
grueso puede ser fermentada por la microflora bacteriana intestinal dando lugar a la
formacion de acidos grasos de cadena corta (Lobo et al.,, 2006). Esto promueve una
caida permanente en el pH intestinal que facilita la absorcion del calcio (Fine et al., 1991,
Miyazato et al., 2010; Ramasamy, 2014). El hecho de que la absorcién aparente de
calcio en el grupo N-60 resultara menor en todas las etapas de desarrollo de los

animales en comparacion con el resto de los grupos experimentales puede atribuirse al
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contenido de oxalatos, el cual es mas alto en las etapas tempranas de desarrollo del

nopal con respecto a las etapas tardias de desarrollo de esta cactacea (Contreras-

Padilla et al., 2011) y a la relacion molar Ca/P mas baja de los grupos experimentales.

Tabla 5. Absorcion aparente de minerales en ratas alimentadas con nopal O. ficus indica

durante la etapa de crecimiento

Grupo Experimental

% Absorcion

% Absorcion

% Absorcion

Ca Mg K
Pubertad
Control 71.82+2.10 24.73+1.432 65.46+3.062
N-60 33.51 £3.872 24.96 £2.952 27.20+1.2°
N-200 75.46 £2.14° 43.95 +5.1° 31.86+1.7°
N-400 66.34+2.20° 42.16 +3.38° 29.19+3.7°
N-600 63.09 +7.1°¢ 38.77 +8.22b 30.03+1.7°
Adolescencia
Control 74.87 £2.10° 19.01+5.722 62.70+2.402
N-60 57.71 £2.462 35.22+3.34b 21.94+4.11°
N-200 76.75 £1.90¢ 35.17 +4.41° 31.53+5.10°
N-400 66.15 +2.28P 31.63 +4.19° 28.61+4.51
N-600 63.62 +5.91% 31.68+2.26° 28.02+3.14°
Adultez
Control 86.28+1.68¢ 20.11+6.02° 71.38 £+2.572
N-60 59.83+2.562 25.19+6.82 36.27+4.30°
N-200 75.91 +3.33P 27.52 £3.22 30.68+1.48°
N-400 79.35 +1.35° 16.05 +3.9P 30.68+1.48°
N-600 81.49 +4.47¢ 17.31+2.8° 31.70+3.87°

Los valores son el promedio + desviacién estandar (n=7), diferentes super-indices en la

misma columna en el mismo periodo indican diferencias significativas con la prueba de

Tukey.
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Otro aspecto importante a considerar es que, si bien es cierto que las dietas de los
grupos N-400 y N-600 contienen menos fibra soluble en comparacion con la dieta N-60,
el calcio presente en nopal en las etapas tardias de desarrollo se encuentra en forma de
carbonato de calcio (CaCOs), el cual es utilizado como suplemento para pacientes con
dietas deficientes en calcio debido a su alta biodisponibilidad (Straub, 2007).

En virtud de que se utilizaron diferentes porciones de nopal O. ficus indica para
ajustar los requerimientos de calcio en las dietas (Tabla 1), la suplementacion de
magnesio y potasio en las mismas se incrementd aproximadamente entre un 300 y 400
% de cada mineral en comparacion con el grupo control (Tabla 3). Debido a ello, durante
la etapa puberal la absorcion aparente de magnesio en los grupos experimentales a
excepcion del grupo N-60 fue mayor que en el grupo control y esta diferencia fue

estadisticamente significativa (p < 0.05).

Durante la adolescencia todos los grupos experimentales mostraron una absorcion
aparente de magnesio mayor al grupo control, aunque dicha absorcién result6 menor
con respecto a la observada en la etapa puberal. Probablemente, la absorcion de
magnesio disminuye debido a un proceso de saturacién del transporte pasivo intestinal
mediado por gradientes electroquimicos principalmente en el duodeno (Toba et al., 1999
y 2000).

En la etapa adulta los grupos alimentados con las dietas elaboradas con nopal en
etapa temprana mostraron una absorcion de magnesio significativamente mayor (P <
0.05) con respecto a la que presentaron los grupos alimentados con las pencas de nopal
en etapa tardia de desarrollo, en tanto que ninguno de los grupos mostraron diferencias
significativas con respecto al grupo control. La diminucién en la absorcién aparente de
magnesio en los grupos experimentales en la etapa adulta coincide con el incremento en
la absorcion de calcio evidenciando que ambos iones divalentes compiten por algunos
sitios de absorcion a nivel intestinal dependientes de vitamina D como por ejemplo,
algunos receptores transitorios, entre los que se pueden mencionar a los TRPV6 (Fine et
al., 1991; Bae y Kim, 2013).

En lo que respecta al potasio, el consumo de este mineral en la dieta se ha

relacionado con la disminucion de la carga acida de la dieta occidental y con efectos
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positivos en la salud del hueso (Tucker et al., 1999; Hughes et al., 2015). Como se
puede observar en la Tabla 5, todos los grupos experimentales mostraron un porcentaje
de absorcion aparente de potasio significativamente menor (P < 0.05) en comparacion
con el grupo control (P < 0.05) durante todas las etapas de crecimiento de los animales.
No obstante, cabe destacar que debido a que el contenido de potasio en las dietas
elaboradas a base de nopal es mayor (Tabla 3), la absorcion neta de potasio en dichos
grupos fue mayor que en el grupo control. La absorcion aparente de potasio se mantuvo
constante en todas las etapas de crecimiento de los grupos experimentales a excepcion
del grupo N-60. Si bien el efecto del potasio en la salud 6sea no esta4 claramente
definido, este mineral se ha relacionado con efectos benéficos en el hueso disminuyendo

la resorcion e incrementando la DMO (Dawson y Hudges, 2009).
8.5 Marcadores bioquimicos

Durante todas las etapas de la vida, el esqueleto se encuentra bajo un proceso
denominado remodelado 6seo en funcion de las necesidades metabdlicas y de recambio
0seo para mantener la homeostasis calcio/féosforo en la sangre. Las células
responsables de este proceso son los osteoclastos y osteoblastos, los cuales, mediante
actividades coordinadas en tiempo y espacio cambian hueso nuevo por hueso viejo 0
dafado (Rucci, 2008). Los marcadores bioquimicos del remodelado 6seo representan un
producto obtenido del recambio 6seo que se libera a torrente sanguineo o urinario, estos
compuestos pueden cuantificarse y relacionarse con las actividades del metabolismo
0seo (Eastell y Hannon, 2008). Los marcadores evaluados en este trabajo fueron Ca/Cr

en orina 'y suero OC y el PINP, los resultados se presentan en la Tabla 6.
8.5.1 Calcio/Creatinina urinaria (Ca/Cr U) para evaluar la hipercalciuria

La determinacion de marcadores bioquimicos del modelado 6seo en modelos
animales es una herramienta de diagnostico muy importante, ya que permite evaluar la
respuesta de un tratamiento enfocado a evitar la pérdida de masa 6sea. Por lo anterior,
es necesario establecer pardmetros de referencia para animales de diferentes cepas,
especies, género y edad en virtud de que la informacion que se tiene al respecto es muy
escasa (Caridad et al., 2011; Santos y George, 2011; Melo et al., 2012). La
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determinacién del calcio total en orina recolectada de 24 horas representa limitaciones
por la pérdida de muestra por evaporacion, riesgo de contaminacion de la muestra y
tiempos prolongados de recolecta (Kurien et al., 2004). Una prueba de orina en ayuno
ajustada a la excreciobn de creatinina es una buena herramienta para evaluar la
hipercalciuria. En el presente estudio, un valor de referencia normal de indice Ca/Cr fue
el grupo control. La relacion Ca/Cr urinario en la pubertad y adolescencia fue mas baja
en los grupos control y N-400. En todos los grupos se observé un incremento de la
relacién Ca/Cr en orina en la adolescencia con respecto a la pubertad; no obstante, en la
etapa adulta este valor disminuyé en los grupos experimentales excepto en el grupo
control. Una reduccion de la relacion Ca/Cr en la etapa adulta en los grupos
experimentales alimentados con nopal puede atribuirse a un incremento en la
reabsorcion renal de calcio debido a la adquisicion de DMO durante esta etapa como se
sefiala en la siguiente seccién (Figura 14) (Arrabal et al., 2014). Por otra parte, es muy
probable que el potasio presente en las dietas elaboradas con O. ficus indica
contribuyera a reducir los niveles de calcio en orina en los sujetos experimentales. En
este sentido, algunos autores han reportado una reduccion en la excrecion de calcio
urinario en humanos adultos sanos a los que se les administr6 KHCO3 (60 mmol/d), el
cual promovié un balance de calcio méas positivo. Esta reduccion se atribuye a que el
potasio induce la retencion de fosfatos que forman parte de los iones que constituyen la
hidroxiapatita en el hueso (Lemann et al., 1995). Los valores més altos de Ca/Cr U en
todas las etapas de crecimiento de las ratas se observaron en el grupo N-60,
principalmente durante la pubertad. Esto puede estar relacionado con la presencia de
oxalatos, los cuales como ya se sefial6 con anterioridad, se encuentran en mayor
cantidad en los cladodios en etapa temprana con que se elaboré la dieta del grupo N-60
y que a su vez limita la disponibilidad del calcio dietario; por lo que es muy probable que
se haya incrementado la resorcion 0sea y la reabsorcion renal de calcio para mantener

la homeostasis sanguinea de este mineral (Mehrotra et al., 2006).
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Tabla 6. Efecto del consumo de nopal como fuente de calcio sobre el indice Ca/Cr en

orina, OC y PINP en suero durante la etapa de crecimiento

Grupo Experimental Ca/Cr en orina OC en suero PINP en suero
mg/mg ng/mL ng/mL
Pubertad
Control 0.05+0.002 2.52+0.13% 30.74+1.92
N-60 0.14+0.02°¢ 3.98+0.04¢ 33.87+3.2%
N-200 0.08+0.01P 2.48+0.022 40.30+0.9¢
N-400 0.05+0.002 3.01+0.18P 36.86+3.0°°
N-600 0.07+0.012 2.54+0.062 32.59+0.8%°
Adolescencia
Control 0.10+0.012 1.63+0.072 28.93+3.32
N-60 0.28+0.03¢ 2.16+0.06° 34.50+2.5%°
N-200 0.22+0.01° 2.60+0.06° 36.52+4.6°
N-400 0.10+0.012 3.15+0.10¢ 37.26+3.4°
N-600 0.27+0.04b¢ 2.53+0.04¢ 40.58+2.8°
Adultez
Control 0.16+0.012 2.09+0.15¢ 38.66+2.2°
N-60 0.06+0.01° 1.99+0.03¢ 28.22+1.932
N-200 0.05+0.01° 1.38+0.062 31.60+0.72
N-400 0.03+0.00P 2.31+0.03¢ 35.92+1.3°
N-600 0.04+0.00P 1.63+0.15° 42.97+2.2°¢

Ca/Cr (calcio/creatinina en orina), OC (osteocalcina) y PINP (pro péptido amino
terminal del procolageno tipo I). Los valores son el promedio + desviacion
estandar (n=7), diferentes super-indices en la misma columna en el mismo

periodo indican diferencias significativas con la prueba de Tukey.
8.5.2 Osteocalcina (OC)

La OC es la principal proteina no coldgeno que constituye la matriz organica. Esta

bien establecido que el 30 % de la OC sintetizada viaja a la sangre a través de vasos
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sanguineos que fluyen dentro de los canales de Harvers, el resto (70 %
aproximadamente) constituye la matriz organica del hueso. Su determinacion en suero
es usada como un marcador bioquimico de formacién 6sea (modelado). Sin embargo; la
degradacion de la matriz organica durante el proceso de resorcion 6sea puede contribuir

al incremento de OC en suero (Zhang et al., 2006).

Durante la pubertad, el grupo N-60 y N-400 mostraron los valores mas altos de OC
en suero (3.98 £ 0.04 y 3.01 £ 0.18 ng/mL, respectivamente) con diferencias
estadisticamente significativas con respecto a los grupos N-200, N-600 y control (2.48 +
0.02, 2.54 £ 0.06 y 2.52 £ 0.13 ng/mL, respectivamente). Durante la adolescencia todos
los grupos alimentados con las dietas a base de nopal presentaron una concentracion de
OC significativamente mayor comparada con el grupo control (p < 0.05). Los factores
gue pudieron contribuir a este comportamiento son: por un lado, la suplementacion de
Mg en las dietas experimentales que contenian hasta un 350 % mas de Mg con respecto
al nivel diario recomendado, lo que pudo estimular a los osteoblastos a sintetizar OC
(Toba et al., 2000), ademas estudios previos han asociado la deficiencia de Mg con
niveles bajos de OC en suero (Gruber et al., 2003; Matsuzaki et al., 2005; Kang et al.,
2012). Por otro lado, se ha sefialado la importancia de los esteroles para estimular a los
osteoblastos a sintetizar OC (Srivastava et al., 2013). En este sentido, se ha reportado
gue el nopal O. ficus indica contiene fitoquimicos entre los que se destacan flavonoides y
fitoesteroles, los cuales pueden favorecer la sintesis de OC (Ko et al., 2014; Figueroa-
Pérez et al., 2016).Comparando la etapa puberal con la etapa adulta se observa una
disminucién en los niveles séricos de OC en todos los grupos evaluados. Lo anterior
puede estar relacionado con el fin del crecimiento acelerado, ya que esta misma
tendencia fue observada en ratas Sprague-Dawley (Lee et al., 2009), donde la tendencia

en la variacion en los niveles de OC en suero disminuyé con la edad.
8.5.3 Pro-péptido amino terminal del pro-colageno tipo | (PINP)

El PINP es sintetizado por los osteoblastos, constituye la matriz organica que a su
vez, se mineraliza y es constantemente regenerada durante la vida. En la etapa puberal
el grupo control present6 el nivel mas reducido de PINP (30.74 £ 1.0 ng/mL), en tanto

gue el grupo N-200 presento el nivel mas elevado (40.30 + 0.9 ng/mL), siendo este grupo
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y el N-400 los que mostraron diferencias significativas (p < 0.05) con respecto al control
(Tabla 6). Durante la etapa de la adolescencia el grupo control continu6 presentando la
menor concentracion de PINP sérico observandose valores mas elevados de este
biomarcador en los grupos suplementados con nopal, en donde los grupos N-200, N-400
y N-600 presentaron diferencias significativas (p < 0.05) con el grupo control. En el
presente estudio, los niveles de PINP fueron mas elevados en los grupos alimentados
con nopal en la pubertad y adolescencia. Finalmente, en la etapa adulta los grupos
alimentados con nopal en etapa tardia de desarrollo mostraron los valores mas altos de
PINP en comparacién con los grupos alimentados con nopal en etapa temprana de
madurez con diferencias estadisticamente significativas (p < 0.05) entre ambos estadios.
Durante este etapa el grupo N-600 presentd la concentracion mas alta de PINP (42.97+
2.2 ng/mL). Los niveles elevados de PINP en el suero de los grupos suplementados con
nopal en las etapas puberal y adolescencia indican una mayor sintesis de colageno en
estas etapas de crecimiento de los animales experimentales (Singer y Eyre, 2008). Por
otra parte, como ya se menciond anteriormente, es muy probable que la presencia de
algunos fitoquimicos en O. ficus indica como por ejemplo los fitoesteroles, que al
presentar una estructura quimica similar a los estrégenos, inhiban la diferenciacién de
los osteoclastos y promuevan la activacion de los osteoblastos (Hale et al., 2007) y en

consecuencia, se incremente la sintesis de PINP (Weaver et al., 2012).

8.6 Propiedades densitométricas del fémur de ratas alimentadas con O. ficus

indica como fuente de calcio durante la etapa de crecimiento

La evaluacion de la DMO es un criterio ampliamente aceptado para diagnosticar la
salud del hueso y evaluar la efectividad de los tratamientos para las enfermedades
esqueléticas (Lorente-Ramos et al., 2007). En la Figura 14 se observa que los grupos
control y N-600 mostraron los valores mas altos de la DMO en todas las etapas de
crecimiento evaluadas. Durante la pubertad el valor promedio de DMO de los grupos
control y N-600 fue significativamente mayor (p < 0.05) en comparacion con los grupos
N-60, N-200 y N-400. Este comportamiento puede estar relacionado con el contenido de
oxalatos (McConn y Nakata, 2004; Contreras-Padilla et al., 2015) y la presencia de
fitoquimicos como por ejemplo isoflavonas y fito-esteroles (Figueroa-Pérez et al., 2016),
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los cuales pueden modular actividades de las células éseas, ya que poseen una
estructura quimica parecida a los estrégenos capaz de estimular receptores nucleares
en las células o6seas y promover la sintesis de OPG una proteina que evita la
diferenciacion de las células osteoclastos disminuyendo asi actividades de resorcion
Osea (Weaver et al., 2012). No obstante que en la adolescencia los grupos N-60, N-200
y N-400 mostraron un incremento importante en la DMO, los grupos control y N-600
mantuvieron los valores de DMO mas elevados. El incremento abrupto en la DMO
observado en los grupos N-60, N-200 y N-400 en la etapa adolescente puede explicarse
por un proceso de adaptacion de los animales experimentales al alto contenido de fibra
en la dieta. La fermentacidn de este polisacarido por la microflora del intestino promueve
una disminucién permanente del pH intestinal facilitando la disolucion de complejos
minerales presentes en el nopal y mejorando su absorcién (Den-Besten et al., 2013). Es
importante aclarar que la DMO calcula la cantidad de minerales presentes en la unidad
de area pero no distingue entre los minerales presentes en el hueso. De acuerdo con los
resultados del contenido nutrimental de las dietas (Tabla 3) la suplementaciéon con Mg?*
y K* en las dietas experimentales contribuyeron en la ganancia de la DMO en los grupos
N-60, N-200 y N-400 en la adolescencia y adultez. Asi mismo, es importante destacar
gue en estas etapas de crecimiento no se observaron diferencias significativas (p <
0.05) entre los grupos N-600 y control. Por el contrario, la DMO en la etapa adulta en los
grupos N-60 y N-200 fue significativamente mas baja comparada con los grupos control
y N-600. En esta misma etapa la ganancia de DMO en los grupos N-600 y control

sugiere que estos grupos han alcanzado el pico maximo de DMO.
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Figura 14. Densidad mineral 6sea del fémur de ratas Wistar macho durante la etapa de
crecimiento, alimentadas con nopal O. ficus indica como fuente de calcio. Los datos son
el valor promedio + desviacién estandar (n=7), letras diferentes en el mismo periodo

experimental indican diferencia con Tukey (p=0.05).

8.7 Evaluacion fisica y propiedades mecéanicas del fémur de ratas alimentadas con
nopal como fuente de calcio

Las propiedades fisicas y mecanicas del fémur de ratas alimentadas con las dietas
experimentales se muestran en la Tabla 7. No se encontraron diferencias significativas
(p = 0.05) en los valores promedio de longitud y anchura del fémur. Sin embargo, los
fémures de las ratas que consumieron las dietas experimentales con nopal en etapa
tardia de madurez (N-400 y N-600) mostraron fémures mas gruesos y con mayor peso
en comparacion con los fémures de las ratas N-60 y N-200. De la misma manera, se

detectaron diferencias significativas (P < 0.05) en el peso y grosor del fémur en las ratas
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alimentadas entre los grupos N-60 y N-600. Estas diferencias pueden ser debido a las
variaciones en el contenido mineral del nopal, especialmente Mg?*y K*, los cuales han
sido relacionados con la formacion Osea (Tucker et al., 1999; Ryder et al., 2005).
Ademas, la identificacién de compuestos cristalinos que se utilizan como fuente de Ca?*
y Mg?* biodisponible para los humanos como carbonatos y bicarbonatos de calcio,
bicarbonatos calcio-magnesio y oxido de magnesio en cladodios en etapa tardia de
desarrollo apoyan estos resultados (Contreras-Padilla et al., 2015). Por otra parte, se ha
sefialado que un alto contenido de oxalatos en los cladodios en etapa temprana de
madurez puede influir en la disponibilidad intestinal del calcio y otros minerales (McConn
y Nakata, 2004).

Tabla 7. Propiedades fisicas y biomecéanicas del fémur de ratas alimentadas con nopal

como fuente de calcio

Parametro Control N-60 N-200 N-400 N-600
Longitud 3.65+0.092 3.61+0.042 3.69+0.072 3.65+0.042 3.66+0.092
(cm)

Peso(g) 1.03+0.082° 0.95+0.062 1.02+0.062° 1+0.072b 1.1+0.15°

Ancho (mm) 4.31+0.122 4.38+.232 4.22+0.112 4.27+0.142 4.5+0.292

Grosor(mm) 3.18+0.10%° 3.05+0.05°  3.17+0.09% 3.21+0.10%  3.30%0.152

Fmax (N) 08.63+5.20° 78.58+2.302 90.78+1.70° 98.78+4.00¢ 99.34+2.50°
Pmax(N) 610.3+40.6° 466.4+29.72  497.5+462 571.2+18.5°  747.9+97¢
Modulo de 825 +782 2554 +283° 1304 +230%  21760+367°  2700+194°
Young

Fmax (prueba de flexién 3 puntos) Pmax (prueba de compresion) Los valores expresan
el promedio + desviacién estandar de los grupos experimentales (n=7), letras diferentes
en la misma linea indican diferencia estadistica significativa (p <0.05) con la prueba de

Tukey.
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8.8 Propiedades mecanicas del hueso

En trabajos previos se ha reportado una correlacion significativa entre las
propiedades mecanicas del hueso y la DMO (Teo et al., 2007). Los valores mas
reducidos en las pruebas de compresion (Fmax) y flexion en tres puntos (Pmax) se
observaron en los grupos N-60 y N-200 en comparacion con los grupos N-400 y N-600.
No se encontraron diferencias significativas (p < 0.05) en dichas pruebas entre los
grupos N-600 y control. Con respecto a la prueba de compresion, los datos muestran la
misma tendencia que la prueba de flexion en tres puntos. Los valores promedio mas
altos de Fmax fueron detectados en los grupos N-400 y N-600 en comparacién con los
grupos N-60 y N-200, cuyos valores disminuyeron 23.6 y 18.5 % con respecto a los
grupos N-400 y N-600. Como era de esperarse, considerando las dimensiones mas
grandes (peso y grosor) de los fémures, las propiedades mecanicas (Fmax y Pmax) de
los grupos alimentados con nopal en etapa tardia (N-400 y N-600) fueron mejores que
en los grupos alimentados con nopal en etapa temprana de madurez (N-60 y N-200).
Estos hallazgos pueden ser explicados por una elevada concentracion de oxalatos en el
nopal en etapa temprana los cuales interfieren con la disponibilidad del calcio. La
inclusién de minerales como el potasio y magnesio en el hueso (Tabla 8) también pudo
influir en la resistencia mecanica del hueso, incorporandose como compuestos amorfos
probablemente carbonatos de potasio 0 magnesio, o como parte de la red cristalina de la
hidroxiapatita incrementando la resistencia del hueso a la fractura (Matsunaga y Murata,
2009).

8.9 Analisis micro estructural del fémur de ratas alimentadas con nopal como

fuente de calcio mediante imagenes SEM

La Figura 15 muestra las micrografias de la metafisis femoral distal de las ratas
alimentadas con las dietas experimentales. Esta fue la region de interés empleada para
el andlisis de las propiedades micro estructurales del tejido cortical y trabecular. Las
flechas blancas sefalan la zona utilizada para medir el grosor cortical (Gr.Cr), en tanto
gue los cuadrados indican el area usada para determinar el grosor de las trabéculas
(Gr.Tb) mostradas en las Figuras 15 (D-F). Finalmente, los 0valos muestran la region de
la linea de crecimiento epifisiario donde se evallo la separacion trabecular (Sp.Th) como
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se muestra en las Figuras 15 (G-l). Es importante mencionar que el hueso cortical
contribuye notablemente a la resistencia mecéanica del hueso y que en el caso del tejido
trabecular, ubicado en las extremidades del fémur, permiten distribuir el peso de la carga

aplicada a lo largo del féemur (Lafita, 2003).
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Figura 15. Imagenes por microscopia electronica de barrido (SEM) de la parte interna
del fémur de las ratas alimentadas con O. ficus indica como fuente de calcio en la dieta.
En las columnas de derecha a izquierda se muestran el grupo control, N-60 y N-600.
Micrografias A-C (15X) corresponden a la parte interna del fémur. En las figuras D-F
(85X) se presenta un andlisis detallado de la metafisis del fémur. Figuras G-I (500X)

pertenecen a un segmento de la linea del crecimiento epifisiario.

Por esta razén, la calidad del hueso trabecular ha sido relacionada con riesgo de

fractura (Finney et al.,, 2004). El tejido trabecular es altamente sensible a cambios
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metabolicos a corto plazo relacionado con la homeostasis del calcio en la sangre (Kim y
Park, 2013). Los cambios en el tejido trabecular y cortical estan estrechamente
relacionados con las propiedades mecéanicas (Jiang et al., 2008). Las micrografias (A-C)
evidencian que el hueso cortical del fémur del grupo N-60 es mas delgado comparado
con los grupos N-600 y control (zonas sefialadas con flechas).

Con respecto al area trabecular del fémur en el grupo N-60, se puede observar que
ésta se redujo significativamente comparado con los grupos control y N-600. En las
Figuras 15 (D — F), es posible observar que la microestructura secundaria (dentro de las
trabéculas) en el grupo N-60 es mas porosa comparada con los fémures de los grupos
N-600 y control. Finalmente, las figuras 15 (G — I) muestran un segmento de la linea de
crecimiento epifisiario de los huesos de la ratas alimentadas con nopal. En estas figuras
es evidente que el fémur del grupo N-60 se encuentra menos mineralizado en
comparacion con el grupo control y N-600, lo cual se corroboré en el analisis de

contenido mineral 6seo que se presenta en la siguiente seccion.
8.10 Parametros microestructurales del fémur de ratas alimentadas con nopal

La Figura 16a muestra las variaciones en el grosor del hueso cortical. Todos los
grupos alimentados con O. ficus indica presentaron un hueso cortical mas delgado con
respecto al grupo control. Entre los grupos experimentales, el grupo N-600 registré el
valor mas alto mientras que el grupo N-200 el valor mas bajo. La Figura 16b muestra el
grosor de las trabéculas de la zona metafisiaria, en donde las trabéculas mas gruesas se
observaron en el grupo N-600 y el control, no se encontraron diferencias significativas (p
< 0.05) entre ambos grupos. Por el contrario, los grupos N-60 y N-200 presentaron los
valores mas reducidos, estas diferencias fueron significativas en comparacion con el
grupo control y N-600. La Figura 16c, presenta la separacion trabecular en la region
epifisiaria. Los grupos alimentados con O. ficus indica en etapa temprana de madurez
(N-60 y N-200) muestran las trabéculas mas separadas en comparacion con los grupos
alimentados con la dieta control y el nopal en etapa tardia de desarrollo (N-400 y N-600)
detectandose diferencias significativas (p < 0.05) entre los grupos alimentados con nopal
en las diferentes etapas de desarrollo.
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Figura 16. Pardmetros microestructurales del fémur de ratas Wistar macho alimentadas
con nopal como fuente de calcio en la dieta durante el periodo de crecimiento. a) Grosor
del hueso cortical del fémur (Gr.Cr); b) Grosor de las trabéculas (Gr.Tb) y c) Separacion
trabecular en la linea de crecimiento epifisiario (Sp.Tb). Los valores son el promedio *
desviacion estandar (n=7). Diferentes letras sobre las barras indican diferencia
significativa (p < 0.05).

Los cambios mas significativos que comprometen la microestructura del hueso se
observaron en los grupos N-60 y N-200. Lo anterior puede ser debido a una combinacién

de varios factores entre los que se pueden mencionar las variaciones en el contenido de
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fibra, variaciones en la disponibilidad intestinal del calcio, la presencia de otros minerales
tales como Mg?* y K* (Contreras-Padilla et al., 2015); asi como la presencia de
fitoquimicos en el nopal, los cuales pudieron modular las actividades de los osteoblastos
y osteoclastos asi como, la remodelacién y resorcion 6sea (Dudaric et al., 2015;
Figueroa-Pérez et al., 2016).

Evidentemente, las modificaciones en los componentes de O. ficus indica (oxalatos,
polifenoles, flavonoides, minerales y fibras) pueden determinar las diferencias en la
biodisponibilidad del calcio y en consecuencia en las propiedades del fémur. Las
caracteristicas microestructurales de los fémures se relacionaron de manera positiva con
las propiedades mecanicas. Estos hallazgos coinciden con reportes previos sobre la
importancia de la morfologia del ostedn en las propiedades mecéanicas en el hueso
cortical (Wachter et al., 2002).

8.11 Analisis del contenido mineral 6seo (CMO)

La Tabla 14 muestra el CMO en los fémures de las ratas alimentadas con O. ficus
indica durante la etapa de crecimiento. Se observaron diferencias significativas en el
contenido de calcio entre los grupos experimentales (p < 0.05). El grupo control mostro el
contenido de calcio méas alto, en tanto que el contenido de calcio en los huesos de las
ratas alimentadas con N-60, N-200 , N-400 y N-600 disminuy6 un 50, 25, 13y 7.5 %,
respectivamente comparado con el grupo control. Con relacion al contenido de fosforo,
los grupos alimentados con la dieta control y N-60 mostraron los valores mas altos; sin
embargo, las diferencia entre ambos grupos no fue significativa (p < 0.05). En contraste,
los grupos N-200, N-400 y N-600 mostraron los valores mas bajos de fésforo. Como
resultado de estos datos, la relacion Ca/P en los fémures de los grupos experimentales
resulté afectada por la madurez del nopal utilizado en la elaboracion de las dietas. La
maxima relacion molar Ca/P en el hueso se observé en los grupos alimentados con
nopal en etapa tardia (N-400 y N-600) y el grupo control, mientras que los valores mas
bajos se encontraron en los grupos alimentados con nopal en etapa temprana de
desarrollo (N-60 y N-200). La relacion Ca/P en la dieta y el fémur mostr6 un buen
coeficiente de correlacion (r =0.82). En este mismo sentido, la relacion Ca/P en el hueso
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con las pruebas mecanicas presentaron una correlacion de r = 0.91 para Pmaxy r = 0.75
para Fmax (p < 0.007).

El contenido de calcio y fésforo constituyen un criterio ampliamente aceptado para
evaluar la salud del hueso (Hunt et al., 2008). De acuerdo con la Tabla 8, los huesos de
las ratas alimentadas con nopal en etapa tardia presentaron mayor contenido de calcio
gue los huesos de las ratas alimentadas con nopal en etapa temprana. Considerando
gue las dietas se elaboraron con el mismo aporte de calcio (5 g de Ca?*/Kg de dieta), las
diferencias encontradas en la composicion mineral entre los grupos alimentados con
nopal como fuente de calcio en etapa tardia de desarrollo pueden ser explicados por
diferencias en la composicion quimica del nopal, especificamente en lo que respecta a
una menor concentracion de compuestos anti nutricionales como los oxalatos (Weaver
et al., 2012; Contreras-Padilla et al., 2011). La presencia de otros minerales como Mg?*y
K*, carbonatos de calcio y bicarbonatos de calcio-magnesio pudieron afectar la calidad
del hueso (Contreras-Padilla et al., 2015; Rojas-Molina et al., 2015); ya que estos
compuestos han sido asociados con efecto benéficos en la salud 6sea (Ryder et al.,
2005; Orchard et al., 2014). Las variaciones en el contenido y tipo de fibra dietética de
igual forma pudieron influir en los resultados. Estudios previos indican que la capacidad
fermentativa de la fibra depende de la constitucién de la misma; en consecuencia, la
produccion de diferentes acidos grasos de cadena corta puede modificar la absorcion de
minerales en el intestino grueso. EI mecanismo propuesto para este proceso es la
reduccién del pH intestinal y disociacion de complejos de minerales que una vez en
estado i6nico pueden difundir a torrente sanguineo (Kruger et al., 2003; Zafar et al.,
2004; Kruger et al., 2010; Slevin et al., 2014). La fuerte asociacion observada entre la
relacién Ca/P en la dieta y en el hueso sugiere que este parametro puede ayudar a
detectar en forma temprana cambios en la salud 6sea (Morris et al., 2010; Lee et al.,
2014).

Se observaron cambios significativos (p < 0.05) en los niveles de Mg?*y K* en los
huesos de los grupos alimentados con nopal al término de la etapa de crecimiento
comparados con el grupo control. Los grupos experimentales N-60 y N-400 mostraron

los niveles mas altos de Mg?* en hueso.
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Tabla 8. Contenido mineral y relacidon molar Ca/P en el fémur de ratas alimentadas con

nopal como fuente de calcio

Grupo Calcio Fosforo Magnesio Potasio Relacion
(mg/9) (mg/g) (mg/g) (mg/g) Ca/P
Control 385.1+2.2¢ 92.8+1.17¢ 1.88+0.01° 0.387+0.03> 3.22
N-60 196.6£3.42 90.4+0.37b¢  1.84+0.022b 0.355+0.012  1.7d
N-200 291.948.6° 87.6x0.402 1.81+0.022 0.512+0.01P¢  2.,5¢
N-400 333.6+2.3¢ 89.8+1.39%% 1.87+0.01° 0.405+0.01> 2.8
N-600 356.1+6.8¢ 88.5+0.723 1.82+0.012 0.682+0.01¢  3.1@

Los valores son el promedio + desviacion estandar(n = 3), letras diferentes en la misma

columna indican diferencia significativa con la prueba de Tukey (P < 0.05).

Con respecto al potasio, los fémures del grupo N-60 mostraron los valores mas
reducidos de K* en el hueso, inclusive mas bajo que el grupo control. Los grupos
alimentados con N-200 y N-600 incorporaron el mayor contenido de K* en el hueso en
comparacién con el grupo control. Los minerales encontrados en cantidades trazas en el
esqueleto como el Mg?* y K*, desempefian un papel muy importante en la salud ésea
(Tucker et al., 1999; Ryder et al., 2005). Respecto al contenido de Mg?* en el hueso es
importante resaltar que a pesar de que el contenido de Mg?* en las dietas elaboradas
con nopal se increment6 de (2.3 — 3.5) veces comparado con el grupo control, el
contenido de Mg?* en los huesos es igual o menor que el grupo control, esto coincide
con reportes previos, en donde un alto consumo de Mg? (5 veces mas del
requerimiento) no tiene efecto sobre el contenido de este mineral en la tibia en estudios
de corto plazo (4 semanas) (Takeda y Nakamura, 2008). Por el contrario, se han
observado modificaciones en parametros macro-estructurales en los huesos de ratas
gue fueron alimentadas con dietas cuyo contenido de magnesio fue de 4 veces mayor al
nivel recomendado en la dieta de roedores durante 7 meses de tratamiento (Riond et al.,
2000). El efecto del Mg?* en el hueso no estd claramente definido, algunos
investigadores reportan que inhibe la absorcién de calcio en el intestino y promueve la

secrecion de calcio enddgeno (Fine et al., 1991); mientras que otros sugieren un efecto
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positivo en la formacion ésea, al prevenir la resorcion (Toba et al., 1999). La
suplementacion K* (2.3 — 4.9 veces) en las dietas elaboradas con nopal comparado con
el control incremento el contenido de potasio en el hueso. El contenido de K* en la dieta
no se correlaciona con el contenido de K* en el hueso. Estudios a largo plazo con altos
consumos de K* en la dieta mostraron una asociacion positiva con la DMO en mujeres
adultas, lo cual sugiere que el consumo de K* en los alimentos puede jugar un papel
importante en la prevencion de osteoporosis (Zhu et al., 2012). La suplementacion con
sales de potasio como bicarbonatos potasio, citrato de potasio y cloruro de potasio
reducen la resorcion ésea y la excrecion renal de calcio mediante la generacion de un
ambiente alcalino (Palacios, 2006). Un hallazgo significativo derivado del presente
trabajo es que el contenido de Ca?y K* en el hueso correlacionaron de manera

importante con la DMO.
8.12 Analisis cristalogréafico del fémur mediante difraccion de rayos X

La fase inorganica del hueso esta formada por compuestos amorfos y compuestos
cristalinos. En el hueso, la hidroxiapatita es el principal componente cristalino. La
relacion molar Ca/P de la hidroxiapatita pura sintética es de 1.67, en tanto que en el
hueso de bovino es en promedio de 3.1 (Giraldo-Betancourt et al., 2013). Esto es debido
a que la hidroxiapatita en el hueso es mucho mas compleja porque no contiene
Unicamente iones y radicales de la hidroxiapatita, sino también trazas de CO3%*, Mg?*,
Na*, F y CI. Estas cantidades varian de acuerdo con el tipo de tejido 6seo y estan
relacionadas con sus propiedades y su bioactividad (Rivera-Mufioz, 2011). En este punto
es importante destacar que las diferencias entre la relacion molar Ca/P entre los grupos
N-60, N-200 y N-400 fueron significativas comparadas con el control (ver Tabla 8). El
grupo N-60 mostro la relacion molar Ca/P mas baja (1.7) y muy cercana ala
hidroxiapatita pura (Giraldo-Betancourt et al., 2013). En un estudio en conejos se
observd una disminucion significativa (P<0.01) en la relacién Ca/P en la tibia trasera en
animales con osteoporosis en comparacion con la relacion Ca/P en los animales sanos
(Kounadi et al., 1998). Se ha sugerido que las alteraciones en la relacion Ca/P pueden
ser indicativas de los cambios en la matriz organica del hueso, principalmente en

colageno (Kounadi et al., 1998). Estos cambios en la composicion mineral 6sea
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demuestran que los huesos de los sujetos de estudio experimentaron modificaciones en
su fase amorfa y cristalina como se refleja en los resultados obtenidos en el analisis de
difraccion de rayos X que se sefialan a continuacion.

El porcentaje de cristalinidad de los huesos de los grupos experimentales se
presenta en la Figura 17a, en donde se puede observar que el grupo N-60 presento
diferencias significativas (p < 0.05) con respecto al resto de los tratamientos y el control.
El porcentaje de cristalinidad de los huesos de los animales alimentados con las dietas
elaboradas con nopal se incrementé con la etapa de desarrollo del nopal utilizado. Se ha
reportado que un incremento en el contenido de COsz*en biomateriales inorganicos
derivados de hueso de bovino conlleva a una reduccion en la cristalinidad de los
compuestos de apatita (Desterro et al., 2014). El PO4* puede ser sustituido por CO3? in
Vvivo, en tanto que el OH" puede ser reemplazado por el F. La proporcién en la que estos
sustituyentes se encuentran en el hueso en un sistema bioldégico modifican los patrones
de difraccion de rayos X, los cuales estan relacionados con el tamafo, orientacion y
simetria del cristal. La resolucion de los picos obtenidos en los patrones de difraccion de
rayos X en el hueso cortical es variable entre diferentes especies y se incrementa con la
incorporacion del F (Eliaz y Metoki, 2017). Un menor porcentaje de cristalinidad y mayor
contenido de carbonato en biomateriales inorganicos empleados en la fabricacion de
implantes se ha relacionado con una mayor velocidad de liberacion de calcio en pruebas
de disolucion usando un medio acido, lo que puede asociarse a una menor estabilidad
del material y por lo tanto, a una mayor susceptibilidad de recambio de calcio en un
sistema biolégico (Desterro et al., 2014) como se presume que pudo ocurrir en los
huesos del grupo N-60, ya que su contenido de calcio fue menor comparado con el resto

de los grupos experimentales.
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Figura 17. Andlisis cristalograficos en los fémures de ratas alimentadas con nopal O.

ficus indica como fuente de calcio al final del periodo experimental. a) % de cristalinidad

y b) tamafio del cristal. Los valores son el valor promedio * desviacién estandar (n=3).
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En la Figura 17b se muestran los resultados obtenidos para el tamafio del cristal
del hueso del fémur de los sujetos de estudio. El tamafio de los cristales en el fémur de
los animales del grupo N-60 fue significativamente menor (P< 0.05) en comparacién con
el resto de los grupos experimentales. Como se ha sefalado el tamafio de un cristal de
compuestos de apatita como la hidroxiapatita, se puede modificar debido a la sustitucion
del Ca?* por iones como el Mn?*, Ba?*, Pb?*, Na*, K* entre otros (Campa et al., 2007).
Acorde con los resultados presentados en la Tabla 8, el contenido de potasio en los
huesos de los grupos N-200, N-400 y N-600 fue significativamente mayor comparado
con el grupo N-60 y control. Esto significa que es muy probable que el potasio
sustituyera parte del calcio en los cristales de hidroxiapatita formando parte de su
estructura y modificando los patrones de difraccion de rayos X obtenidos, lo que a su vez
se refleja en el tamafio del cristal (Rey et al., 1995; Matsunaga y Murata, 2009). En este
sentido, se sugiere que el tamafio de los cristales en los huesos de los grupos N-200, N-
400 y N-600 es mas grande en comparacion con los cristales de los huesos del grupo N-

60 debido a que el radio atomico del potasio es mayor que el del calcio.
8.13 Analisis de correlacion entre la DMO con las propiedades del fémur

En la Tabla 9, se muestra el resumen de los valores de correlacion de Pearson r
entre la DMO, propiedades mecanicas, microestructurales, contenido mineral vy
porcentaje de cristalinidad en los fémures de todos los grupos (n = 35). Previo a los
analisis de correlacion los datos se sometieron a un analisis de dispersion. Se
detectaron fuertes correlaciones entre Pmax, Fmax, Ca?* y K*, la relaciéon Ca/P y la DMO
(r =2 0.5). Correlaciones moderadas fueron observadas entre propiedades
microstucturales, porcentaje de cristalinidad y la DMO (r < 0.5). Estos resultados
coinciden con reportes previos que indican que la DMO del hueso esponjoso predice
razonablemente la rigidez y la fuerza del hueso (Teo et al., 2007). Los resultados de este
estudio también demostraron que en conjunto con las propiedades mecénicas, los
pardmetros microstucturales (Gr.Cr, An.Tb, y Sp.Tb) correlacionaron con la DMO
(Watcher et al., 2002; Jiang et al., 2008).

Un hallazgo significativo en esta investigacion es que el Ca?* y K* en el hueso

correlacionaron con la DMO. La ingesta de calcio en la dieta o suplementos incrementa
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la DMO vy retarda la pérdida de hueso. Con respecto al potasio, algunos autores
sugieren que la suplementacion con potasio tiene efectos benéficos en la masa 0sea de
adultos jévenes y mujeres peri menopausicas (Zhang et al., 2006). Esto probablemente
se debe a un efecto independiente del ién potasio (Mac Donald et al., 2005). Las
modificaciones en el porcentaje de cristalinidad y tamafio del cristal de la fase cristalina
en los fémures de los grupos experimentales se han asociado con el proceso de
remodelado 0seo, el cual estd estrechamente relacionado con la morfologia y

composicion de la fase mineral (cristalina) del hueso (Peters et al., 2000).

Tabla 9. Coeficiente de correlacion entre densidad mineral 6sea con propiedades

mecanicas, estructurales, cristalogréaficas y contenido mineral del fémur de ratas

Todos los grupos (n = 35) R p

Propiedades mecénicas
Fmax 0.667 <0.01
Pmax 0.603 <0.01

Propiedades microestructurales

Cr.Wi 0.460 <0.05
Tb.Th 0.466 <0.01
Th. Sp -0.558 <0.01
CMO

Ca*™ 0.544 <0.05

pP* NS NS
K* 0.654 <0.05

Mg* NS NS
Relacion Ca/P 0.583 <0.01
Cristalinidad % 0.407 <0.01

AFmax: fuerza de ruptura en la prueba de compresion, °P-max: Fuerza de ruptura prueba

de flexiéon en 3 puntos), NS: no significativo.

69



9. CONCLUSIONES

Los resultados de este estudio muestran evidencia de que el nopal Opuntia ficus
indica tiene diferentes efectos en las propiedades densitométricas, biomecéanicas,
microestructurales y cristalinas del hueso en ratas macho en crecimiento. Los cladodios
en etapa de madurez temprana no constituyen una buena fuente de calcio dietario, como
se demostré con los resultados poco favorecedores en las propiedades del hueso de las
ratas suplementadas con O. ficus indica con un peso de 60 y 200 g. Por el contrario, las
dietas elaboradas con cladodios de 400 y 600 g muestran un mayor potencial como
fuente de calcio, en virtud de que son capaces de mejorar las propiedades fisicas,
mecanicas, microestructurales, densitométricas, contenido mineral y la relacion Ca/P en
el hueso del fémur de ratas en crecimiento. Estos resultados se confirman con la
determinacién de la absorcién aparente del calcio, la cual resulté menor en los grupos
alimentados con los cladodios en etapa temprana de desarrollo (60 g) en todas las
etapas de crecimiento de los sujetos de estudio. Asi mismo, las variaciones en los
niveles de los marcadores bioquimicos de modelado éseo en los animales
experimentales demuestran que la biodisponibilidad del calcio en el nopal se modifica
dependiendo de la etapa de madurez de los cladodios utilizados en las dietas
experimentales. Las modificaciones en las propiedades cristalinas del fémur de los
sujetos de estudio en cuanto al porcentaje de cristalinidad y tamafio de cristal evidencian
cambios en la mineralizacién del hueso que se refleja en sus propiedades mecéanicas,
estructurales y densitométricas.

Los resultados derivados de esta investigacion demuestran, por primera vez, que
el calcio presente en los cladodios de O. ficus indica es biodisponible y capaz de
promover la densidad mineral, las propiedades mecénicas y microestructurales de los
huesos en ratas. Estos hallazgos sugieren que el consumo de cladodios en etapa tardia
de madurez en la dieta podria tener un impacto benéfico en la salud 6sea. Una
perspectiva de este trabajo consiste en evaluar los efectos del consumo de O. ficus

indica en la salud 6sea en estudios clinicos con diferentes grupos etarios.
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