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2 RESUMEN

La yerba mate (YM) obtenida de la especie arbdrea llex paraguariensis es utilizada
en paises de América Latina para la preparacion de infusiones como el ‘mate’ que
contienen cafeina y polifenoles. Al formar parte de la cultura y vida diaria de las
personas, estas bebidas son consumidas incluso durante el embarazo. La ingesta de
cafeina en esta etapa se ha asociado con una menor densidad dsea y peso al nacer
en la descendencia, mientras que los polifenoles han demostrado mejorar las
propiedades éseas y los pardmetros de estrés oxidativo en plasma. El propdsito de
este estudio fue evaluar el impacto de la ingesta de infusiones de YM en la
descendencia durante los periodos de gestacidn, lactancia y postnatal en el
desarrollo y crecimiento de los huesos. Se utilizaron Ratas Sprague-Dawley
hembras de diez semanas de edad y se dividieron aleatoriamente en un grupo
control (GC) al cual se le administré agua ad libitum; grupos YM y YM+ que
consumieron una infusién preparada con 50 g y 100 g de hojas de YM molidas en 1
litro agua a 70°C y 90°C respectivamente. Los tratamientos iniciaron previo a la
prefez y hasta los 39 dias de edad de las crias. La formacién dsea en huesos largos
y vértebras ocurre por medio del proceso de osificacion endocondral y en
hemimandibulas por medio de la osificaciéon intramembranosa por lo que se
utilizaron estas piezas para evaluar estos dos patrones de osificacion y ademas se
realizé el analisis del tejido dentario. Se aplicaron ensayos de biomecanica para
evaluar tanto tejido cortical como trabecular, analisis de densidad mineral dsea
para la evaluar la composicion del tejido déseo, ensayos de morfometria, e
histomorfometria, y evaluacién de la fraccién del volumen de hueso trabecular.
Finalmente se realizdé un ensayo de histomorfometria dinamica para la evaluacion
del crecimiento 6seo. A nivel plasmatico se evaluaron pardmetros de estrés
oxidativo y pardmetros de funcién renal y hepatica. Como resultado de este trabajo
se hallé que los tratamientos con YM aumentaron la capacidad antioxidante en
plasma. El volumen de la fraccidén dsea trabecular se hall6 aumentada en todas las
piezas evaluadas, asi como algunos de los parametros biomecanicos en

hemimandibula. Sin embargo, se encontraron menores niveles de densidad



mineral ésea en los grupos tratados y no se evidenciaron diferencias a nivel
histolégico en los molares o en el crecimiento aposicional de los huesos,
concluyendo que los tratamientos podrian inducir un aumento en la produccion de
hueso trabecular y que, al tratarse de hueso inmaduro, aun no estd
completamente mineralizado. Finalmente, los hallazgos de este estudio evidencian
gue la exposicion a YM durante la etapa embrionaria y postnatal no produce un
efecto negativo biolégicamente relevante en el tejido cortical, mientras que se
observa un incremento del tejido 6seo trabecular que a largo plazo podria ser

beneficioso para la salud dsea de las crias.



3 ABREVIATURAS

BMP
BMU
BV/TV
Cbfal
CsMmI
DMO
ERK 1/2
FGF
GLP-1
GOT
IGF-1
IL-1
IL-6
INK
LRP5
LRP6
MAPK
MAR
MDA
OPG
Osx
PTH
RANK
RANKL
ROS
TBARS
TGF-B
TRAP
YM

Proteinas morfogenéticas dseas

Unidades multicelulares basicas

Fraccién de volumen trabecular

Factor fijador central alfa 1

Momento de inercia

Densidad mineral ésea

Via de quinasas activadas por sefales extracelulares
Factor de crecimiento fibroblastico

Péptido 1 similar al glucagdn intestinal

Aspartato aminotransferasa

Factor de crecimiento insulinico tipo |
Interleuquina-1

Interleuquina-6

Via de C-Jun N-terminal

Proteina relacionada con el receptor de lipoproteina de baja densidad 5
Proteina relacionada con el receptor de lipoproteina de baja densidad 6
Proteina quinasa activada por mitégenos

Tasa de aposiciéon mineral dsea

Malondialdehido

Osteoprotegerina

Osterix

Hormona paratiroides

Receptor activador del factor nuclear kB

Ligando del receptor activador del factor nuclear kB
Especies reactivas del oxigeno

Sustancias reactivas a acido tiobarbiturico

Factor de crecimiento transformante 3

Fosfatasa acida tartrato resistente

Yerba mate



4 INTRODUCCION

3.1 El tejido dseo

Estructura y funcion del tejido 6seo

El sistema esquelético estd formado por los huesos, érganos compuestos por tejido
conjuntivo especializado. Estas estructuras proveen a los vertebrados ventajas
evolutivas a través de sus funciones, entre ellas, soporte estructural, proteccién de
drganos, soporte mecanico para el movimiento, homeostasis y metabolismo mineral,

produccién de células sanguineas, y por ultimo en su funcién como érgano enddcrino.

El tejido presente en los huesos es un tejido conectivo especializado que le otorga
caracteristicas especiales a este sistema. Estd compuesto por una matriz extracelular
mineralizada con fibras coldgenas donde se depositan sales de hidroxiapatita, calcio y
fosforo, formando una estructura o matriz con una parte organica y una parte
inorgdnica. Esta estructura aloja diferentes tipos celulares que se ocupan de la

formacién, mantenimiento y remodelado del tejido éseo [1].

En la superficie externa de los huesos se halla el periostio, una membrana de tejido
conjuntivo fibroso que contiene vasos, nervios, y en su capa interna células
osteogénicas responsables del crecimiento y la remodelacidon continua del hueso
cortical [2]. Por otra parte, en las cavidades internas se halla el endostio formado por
una sola capa de células, no es tan activo como el periostio durante el crecimiento
activo de los huesos, pero también posee células osteoprogenitoras y fibras colagenas.
Es ancho durante los primeros anos de vida y su espesor va disminuyendo al llegar a la
adultez. En resumen, el periostio se encarga de la formacién ésea sobre la superficie
externa del hueso mientras que el endostio se ocupa de formar la matriz interna y del

mantenimiento de la cavidad de la medula dsea [3].

Clasificacion segun forma

Los huesos se clasifican de acuerdo con su forma en huesos largos como el fémur,

huesos cortos como los huesos del carpo, huesos irregulares como las vértebras y



huesos planos como los de la mandibula o el crdneo. Veremos algunos ejemplos:

Huesos Largos: El Fémur

El fémur es una estructura dsea que comienza a desarrollarse en él embridn a través
del proceso de osificacion endocondral. Estd formado por tres regiones principales, la
diafisis es la parte central cilindrica del hueso, la epifisis es la region en ambos
extremos y la metafisis es la region que se encuentra entre la diafisis y las epifisis, que
es ademas el sitio donde ocurre el crecimiento longitudinal de este tipo de huesos.
Como ya mencionamos, hallamos una regién interna conocida como endostio y una
region externa recubriendo el hueso llamada periostio [2]. Todas las estructuras

pueden observarse en la siguiente figura:

hueso cortical hueso trabecular
médula dsea arteria y vena 6seas

cartilago

periostio

diafisis )

Figura 1 — Esquema anatdémico de un hueso largo

Huesos planos: La mandibula

La mandibula, estd anatémicamente dividida en dos mitades que en el caso de los
humanos se fusionan en la sinfisis mandibular en la region central. Otras regiones de la
mandibula son el cuerpo y la rama ascendente desde donde se conectan el proceso
corénide y proceso del condilo, ademads la mandibula contiene al proceso alveolar en
el que se alojan los dientes. La formacién de este érgano implica el crecimiento, fusién
y moldeado de una gran variedad de tejidos en el arco faringeo, que comienza durante

la cuarta semana de gestacidon en dos centros de osificacidon intramembranosa donde
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el cartilago de Meckel sirve como guia, pero no forma parte del proceso de osificacion.
Por otra parte, y a diferencia del resto de la mandibula, en el céndilo se dard una
osificacidn del tipo endocondral [4].

Proceso
coronoides

Nervio alveolar
inferior

Condilo

Sinfisis
Angulo

. Cuerpo
nervio

mentoniano

Figura 2 — Esquema anatdémico de un hueso plano

Dientes

Su funcidn mads relevante es la masticacion, pueden clasificarse en primarios o
permanentes, el primer grupo hace su aparicion entre los seis y ocho meses luego del
nacimiento y son reemplazados posteriormente por los dientes permanentes [5]. De
acuerdo con su funcién podemos clasificarlos en incisivos, caninos, premolares y
molares. A nivel estructural, como se ve en la Figura 3, los dientes constan de una
corona y una raiz, que se inserta en el hueso alveolar de la mandibula uniéndose al
mismo por el ligamento periodontal. Los dientes estdn conformados por un tejido
conectivo mineralizado denominado dentina, cubierta en la zona coronaria por el
esmalte, un tejido duro y resistente con muy poca actividad metabdlica. El esmalte es
secretado por los ameloblastos antes de la erupcién de las piezas dentales, luego de
esta etapa estas células sufren un proceso de senescencia y el tejido pierde su
capacidad de regeneracion o reparacion. En la zona radicular la dentina esta cubierta
por el cemento. Finalmente, en el interior de la dentina se halla la cavidad pulpar,
compuesta por un tejido conectivo laxo. Esta cavidad tiene dos regiones la pulpa
coronaria y radicular, es un tejido altamente inervado donde se hallan los

odontoblastos, células responsables de |la produccidon de la dentina (Figura 4) [5].
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Enamél -~ Cor6na

Dentina
Cavidad pulpar

Encia ~ Cuello

Cemento

Hueso interradicular

— Raiz
Hueso alveolar

Nervios y vasos

Figura 3 — Estructura de un molar

% o%o = %_%és 096,)% dentina
%, % %, %,
€3 %, %, o%o‘}o ‘@5/0@@0
% @ 2 %
©

Figura 4 — Esquema de un corte histolégico en seccion longitudinal de un molar en la region
de la dentina.
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Huesos irregulares: Vértebras

Los huesos irregulares, en este caso las vértebras, estan divididas en dos regiones, el
cuerpo vertebral y el arco vertebral posterior, desde donde se extienden las apéfisis
(Figura 5). El cuerpo vertebral es el que soporta el peso y el arco vertebral forma un
conducto entre todas las vértebras, que protege la medula espinal. Las vértebras se
generan durante la etapa embrionaria por medio de un proceso de osificacion

endocondral [2].

Escotadura
vertebral superior

Apdfisis
Cuerpo articular
vertebral superior

Pediculo

Apofisis transversa

(elemento costal Arco
: / vertebral
fusionado) Lamina
Escotadura
Apofisis Vertebral
SRS inferior
Apdfisis espinosa inferior

Figura 5 — Esquema de la estructura de una vértebra.
Adaptado de Gray, Anatomia para estudiantes. 4°Ed. Drake, R.L.; Vogl, A.W.; Mitchell, A.W.M.

Clasificacion segun organizacion estructural

La estructura dsea es muy compleja, para poder conocer y comprender sus
propiedades biomecdnicas, deben tenerse en cuenta sus diferentes niveles
estructurales u organizacion jerdrquica.

A nivel macroscopico el tejido dseo puede clasificarse en cortical y trabecular; el
primero se reconoce como una capa densa en la zona externa del hueso y cumple un
papel en el soporte de cargas, su estructura consiste en laminas concéntricas que
forman las osteonas o sistema de Haverns por el cual circulan los vasos sanguineos y
nervios. El tejido trabecular estd formado por finas espiculas anastomosadas o
trabéculas, posee aspecto poroso y se halla en la zona interna, la orientacién de las
trabéculas no es aleatoria si no que se correlaciona con la magnitud y la direccion de

las cargas que soporta, que ademas redirige hacia el tejido cortical, mas resistente [1].
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En la siguiente figura se detallan ambas estructuras:

Hueso esponjoso

Hueso cortical /§
Médula 6sea _\//

)/ Periostio -
] . Lamelas concentricas
4 Osteon Ostedn
Lamelas . ‘ » Vaso linfatico
. . A
circunferenciales \ £ N Nervio
e . Vasos sanguineos

~Ve Trabécula

Periostio L~
Capa externa fibrosa

Capa interna osteogénica

. . Cavidad medular
Lamela intersticial

Canal perforante .
Hueso esponjoso
Canal central

Vasos sanguineos
Vaso linfatico

Nervio

Hueso cortical

Hueso esponjoso

Laguna

Osteocitos

=L Osteoclastos
3

Osteoblastos alineados
a lo largo del hueso en

formacion
Canaliculos en Endostio Lamelas

. Canaliculos
la superficie

Lamélas

Figura 6 — Esquema de los 2 tipos de tejido dseo, arriba tejido cortical, abajo tejido dseo
trabecular.

14



3.2

Composicion del tejido 6seo

A continuacidn, se detallan los tres componentes principales del hueso:

Matriz organica

El tejido 6seo posee una matriz orgdnica formada en su mayoria por coldgeno y otras

proteinas no colagenas:

Colageno: Aproximadamente un 90% de la fase organica del hueso estd
formada por colageno de tipo I, también se encuentran presentes el colageno
tipo Il y V. En la molécula de coldgeno se halla la secuencia Arg-Gly-Asp (RGD),
gue es reconocida por las integrinas de superficie de las células dseas [6].
También esta formada por los aminoacidos hidroxilisina e hidroxiprolina, este
ultimo, es un marcador de los diferentes fenotipos de coldgeno y sus valores
de excrecidn urinaria tienen relacién directa con la tasa de reabsorcidn dsea
[7]. Las fibras de coldgeno se estabilizan mediante puentes de hidrégeno vy
piridinolina entre aminoacidos. El colageno no tiene gran afinidad por el
calcio, por lo que para el proceso de mineralizacién se verdn involucradas

otras proteinas conocidas como proteinas no colagenas.

Proteinas no coldgenas: Estas proteinas conforman la sustancia fundamental
del tejido y representa el 10% restante de proteinas, entre ellas encontramos
proteoglucanos que contribuyen a la resistencia, glucoproteinas que
participan en la adhesién como la osteocalcina, osteonectina o la
sialoproteina dsea, proteinas con otras funciones como la fosfatasa alcalina
gue participa del proceso de mineralizaciéon de la matriz y, por ultimo,

factores de crecimiento y citosinas [1].

Fase mineral

La fase mineral de la matriz esta formada por cristales pequenos de hidroxiapatita que

se depositan entre las fibras de coldgeno, dando origen a un material que posee las

caracteristicas adecuadas de rigidez, flexibilidad y resistencia. En esta fase también

15



Proteina
celular

Proteinas 15%

no colagenas
10%

encontramos sales de sodio, magnesio, potasio y carbonatos [1]. En la siguiente figura
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se resumen los componentes de la matriz ésea:

Células del tejido 6seo

Entre las células principales que intervienen en los procesos dindmicos que ocurren en

el tejido 6seo encontramos:

Células osteoprogenitoras: Son células madre, precursoras de células especializadas,
los osteocitos y osteoblastos. Se originan en la médula ésea por medio de la
diferenciacién de células mesenquimales. Son mas abundantes y activas durante el
desarrollo fetal o periodos de renovacién ésea, y disminuyen su actividad durante la
adultez. Estan presentes en el endostio, en la capa externa del periostio y revistiendo a
las células ontogénicas [8].

Figura 7 — Componentes principales de la matriz 6sea. Adaptado de ref. 1
Osteoblastos: Son células cuboidales que representan de un 4 a un 6% del total de

células dseas en el individuo adulto. Se ubican en las superficies donde el nuevo tejido
estd siendo sintetizado ya que son las encargadas de producir las proteinas de la
matriz 6sea, ademas de la enzima fosfatasa alcalina, fundamental para el proceso de
mineralizacidon. Estan presentes a lo largo de toda la vida, pero debido a la alta
demanda durante el desarrollo embrionario y la juventud, alcanzaran su maxima
actividad durante estos periodos. Estas células no estdn totalmente diferenciadas, los
osteoblastos que quedan rodeados de matriz extracelular eventualmente se
diferenciaran a osteocitos, y aquellos que quedan en la superficie 6seas pasaran a ser
células planas en el periostio. Finalmente, la mayoria de los osteoblastos sufriran

apoptosis [9].

Células planas: Estas células derivadas de la diferenciacion de los osteoblastos cubren
la superficie enddstica de la medula ésea donde no hay formacién ni resorcion del
hueso, también estan presentes en el periostio directamente sobre la superficie
mineralizada. Se ha demostrado que estas células previenen la interaccion directa de
los osteoclastos con la matriz dsea cuando la reabsorcion no debe ocurrir, ademas
participan de la diferenciacion de los osteoclastos produciendo osteoprotegerina

(OPG) y el ligando del receptor activador del factor nuclear kB (RANKL). Los
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osteoblastos y las células planas estan en estrecho contacto por medio de uniones

adherentes [10, 11].

Osteocitos: Representan entre el 90 y 95% de las células que conforman el esqueleto
adulto y derivan de los osteoblastos diferenciados. Con una vida media de 25 afios, se
localizan en las lagunas celulares rodeados por el fluido 6seo, por medio del cual
recibirdn sefiales mecanicas o quimicas provenientes de otras partes del organismo
gue serdn detectadas por las dendritas de los osteocitos y funcionardn como estimulos
para que regule las funciones de los demas tipos celulares. Se encargan ademads de
mantener el equilibrio entre los procesos de formacién y resorcién désea durante el
remodelado dseo [12,13]. La comunicacion de los osteocitos sucede a través de
uniones gap formadas por la union de dos hemicanales en células adyacentes, cada
canal estd compuesto de seis moléculas de conexina, en este caso la conexina 43, es la
mas importante a nivel 6seo [14]. Estos canales estan cerrados en condiciones
normales y se abren de forma transitoria ante determinados estimulos que aumentan

la concentracion intracelular de calcio [13].

Osteoclastos: Son células diferenciadas multinucleadas que se originan de células
mononucleadas del sistema hematopoyético, su funcidn principal es la resorcion dsea.
Sus multiples nucleos estan rodeados de mitocondrias, reticulo endoplasmico, vy
aparatos de Golgi desarrollados. La presencia de vesiculas, lisosomas y vacuolas
indican que estas células estan involucradas activamente en la produccion de energia y
la sintesis de proteinas. Los osteoclastos tienen la capacidad de crear un
microambiente con la matriz ésea subyacente. En este compartimiento el pH es bajo
por la actividad de la anhidrasa carbdnica Il, permitiendo la liberacién de H* por medio
de una bomba de protones que se encuentra en la membrana basolateral y genera un
pH de 4,5 [15,16,46]. Esta acidificacion permite una descalcificacién localizada del
componente 6seo mineralizado, exponiendo a las proteinas de la matriz dsea, que
ahora pueden ser degradadas por enzimas como catepsina K, fosfatasa acida tartrato
resistente (TRAP), metaloproteasas y gelatinasa [17]. La capacidad del osteoclasto para
formar un microambiente cerrado con la matriz 6sea es un requisito indispensable
para que ocurra la resorcién dsea. Esta zona sellada se genera con un anillo de
filamentos de actina y extensiones celulares que aislan esta zona generando un
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compartimento cerrado. El anclaje de la célula a la matriz se da por accién de una
integrina que tiene la capacidad de reconocer y adherirse a secuencias de aminoacidos
Arg-Gli-Asp, presentes en la mayoria de las proteinas éseas, como osteopontina y

sialoproteina [3].

Diferenciacion de células dseas

Diferenciacion de osteoblastos

Las células osteoblasticas derivan de la diferenciacién de células mesenquimales, su
regulacién y proliferaciéon a partir de precursores es fundamental para el
mantenimiento de la masa 6sea. La diferenciacidon celular depende de factores de
transcripcién, como el factor fijador central alfa 1 (Cbfal, del inglés core-binding factor
alpha 1) y osterix (Osx), proteinas morfogenéticas 6seas (BMP) y de la via de
sefalizacion Wnt; estos ultimos dos factores son los reguladores mas relevantes de la
diferenciacién osteoblastica. También hay otros reguladores como el factor de

crecimiento insulinico tipo | (IGF-1) y la leptina [18].

Las proteinas BMP se unen y activan receptores en las células mesenquimales por
medio de la fosforilacién. Estos receptores activados fosforilan proteinas
citoplasmaticas lo que induce su asociacién y la formacion de un complejo
heteromérico. Este complejo fosforilado se transloca luego al nucleo donde ejerce su
funcién como regulador de la transcripcidn, activando genes que promueven la
diferenciacién de las células mesenquimales a osteoblastos. Otra via que usan las BMP
activa a la proteina quinasa activada por mitégenos (MAPK) que también ejerce su

funcidn regulando la transcripcidén de genes que activan la osteoblastogénesis [19,20].

Otra de las vias de sefalizacion importante para la activacién de la osteoblastogénesis
es la via Wnt, la cual consta de glicoproteinas que traducen sus sefiales a través de
receptores que expresan los osteoblastos conocidos como LRP5 y LRP6 (low-density
lipoprotein receptor-related protein: proteina relacionada con el receptor de
lipoproteina de baja densidad). La via Wnt estimula la osteoblastogénesis al aumentar
la proliferacion y diferenciacién de preosteoblastos, y al reducir la apoptosis de

osteoblastos. Cuando el ligando Wnt estd presente, se acumula B-catenina en

19



citoplasma que se transloca al nucleo, donde inicia la transcripcién de los genes blanco

[21].

Osteoclastogenesis

La formacion de los osteoclastos y su actividad durante la resorcién dsea estan bajo
regulacién de un sistema que involucra factores estimulantes secretados por células
estromales, osteoblastos y osteocitos. Uno de ellos es RANKL, que interactia con los
receptores en las células precursoras de osteoclastos, conocido como receptor
activador del factor nuclear kB (RANK). La unién entre RANKL y RANK conduce a la
activacion de los factores de transcripcién que causan la diferenciacién de los
precursores mononucleares a osteoclastos multinucleados [22]. El ligando RANKL esta
presente como proteina transmembrana en la superficie de las células estromales, y
alternativamente es producida de manera soluble durante la inflamaciéon por los
linfocitos T, esto implica que los procesos inflamatorios pueden estimular la resorcién

osea.

NoP (CFU-G)
%:MUP (CFUM) _CSF ?Jp

-
‘ ( “cfos ‘ " 9 \
' e ‘ J — NF- 4
J Precursor Linfocito
T activado

Célula prugemtora Células progenitoras € ostecclastos

mieloide comun  ge granulocitosimonocitos
(CMP. CFU-GEMM) - (GMP. CFU-GM) AN

RANKL O

— (M ...

Osteoclasto inactivo Osteoblastos

Osteuclastos resortivos
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Otras citoquinas y factores como interleuquina-1 (IL-1), interleuquina-6 (IL-6),
hormona paratiroides (PTH), 1,25- dihidroxivitamina D y calcitonina también estan
involucrados en la regulacidon de la diferenciacidén y activacién de los osteoclastos
[22,23].

Por su parte los osteoblastos también sintetizan OPG que al unirse a RANKL impide la
interaccién RANK/RANKL y por lo tanto su diferenciacion a osteoclastos. Es asi como el
balance entre RANKL y OPG es determinante de la formacién y la actividad de los

osteoclastos [22].
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3.3 Osteogénesis, modelado y remodelado

La osteogénesis o formacidn dsea es un proceso que inicia durante la sexta y séptima
semana del estadio embrionario y continua luego del nacimiento hasta los 25 afios de

edad [24].

Sintesis de la matriz dsea

Para la formacidon del tejido dseo, los precursores osteobldsticos deben migrar de la
médula a la superficie dsea donde se diferencian a osteoblastos maduros y depositan
matriz 6sea. En este proceso intervienen el factor de crecimiento fibroblastico
(FGF), el factor de crecimiento transformante 3 (TGF-3) y BMP-2, necesarios para la
diferenciacién y crecimiento de los precursores osteobldsticos. También participan
integrinas y proteinas de la matriz extracelular como la osteopontina, la sialoproteina

Osea, la vitronectina, el colageno tipo | y la fibronectina [25].

Los osteoblastos maduros e inmaduros son las células encargadas de la formaciéon de
la matriz extracelular; este proceso requiere de la secrecion de coldgeno tipo | y otras
proteinas por parte de los osteoblastos, con la subsecuente mineralizacidon de esta
matriz. El colageno forma una superficie organizada que serd mecdnicamente estable,
y que ademads actla como un esqueleto que permite el anclaje de los osteoblastos, su

regulacién y crecimiento. [26].

La sintesis de la matriz 6sea puede dividirse en tres estadios: proliferacién,
maduracién o desarrollo y mineralizacidn. La sintesis de coldgeno por parte de los
osteoblastos ocurre de la misma manera que para el resto de las proteinas iniciando
con la transcripcién y traduccién del ARN mensajero de dos tipos de polipéptidos que
daran lugar al colageno tipo I, la cadena a,y a, Luego de su sintesis el colageno es
rapidamente depositado en el sitio de modelado o remodelado 6seo, dando como
resultado la formacién de una capa osteoide que va ocupando una mayor proporciéon
del tejido. En un proceso posterior la tasa de sintesis de colageno disminuye mientras
que la tasa de mineralizacion aumenta para igualar a la velocidad de la produccidn del
osteoide, finalmente la produccién de coldgeno cesa, y la mineralizacién del tejido de

da de forma completa [26].
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La formacidon de los huesos, como todo érgano, se da por medio de mecanismos
complejos que requieren de la presencia de células especializadas para dar lugar a
todas las estructuras finales, en el caso de los huesos este proceso se da por medio dos

tipos de osificacidén segun la region del esqueleto.

Osificacion intramembranosa

Es el proceso que ocurre durante el periodo embrionario por el cual se originan los
huesos del craneo, la mandibula y claviculas. Este inicia por medio de la proliferacién y
condensaciéon de células mesenquimales que estan rodeadas de un tejido conectivo
primitivo u osteoide y que posteriormente se diferencian a osteoblastos. La
produccién inicial de la matriz da lugar a un centro de osificacidon primaria, donde el
crecimiento de la pieza dsea comienza a ocurrir. Cuando los osteoblastos quedan
rodeados de matriz extracelular, se diferenciaran a osteocitos y de este modo se forma
el hueso primario, una estructura inicialmente poco organizada que surge de la
produccién acelerada de coldgeno. Ademas, en esta etapa comienza la formacion los

vasos sanguineos necesarios para el suministro de nutrientes a este tejido [24].
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Figura 9 - Etapas del proceso de osificacidon intramembranosa
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Osificacion endocondral

La osificacién endocondral es el proceso mediante el cual se forman la mayoria de los
huesos del cuerpo, excluyendo los del craneo y las claviculas. Comienza con células
mesenquimales que se agrupan y diferencian en condroblastos. Estos condroblastos
secretan una matriz cartilaginosa lo que estimula la diferenciacién de condroblastos a
condrocitos. El cartilago producido se denomina cartilago hialino y funciona como
molde para la formacién 6sea. Rodeando al cartilago se encuentra el pericondrio, una
membrana fibrosa con células que se diferencian a osteoblastos y comienzan el
proceso de formacion désea en la regidon de la didfisis. Asi, se forma una estructura
conocida como collar éseo formado por hueso lamelar, que limita la difusién de
nutrientes al cartilago y promueve su mineralizacién. Todo este proceso genera
sefales para la migracién de vasos sanguineos primarios, que van a suministrar células
osteoclasticas y nutrientes para la formacién de la cavidad medular y el centro de
osificacidn primaria. Por otra parte, en los extremos del hueso se forman los centros
de osificacion secundaria que se da por medio de la placa de crecimiento, responsable

del crecimiento longitudinal de los huesos. [24,27]
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Figura 10 - Esquema del proceso de osificacién endocondral.

Hueso inmaduro y hueso maduro

El hueso en formacion en el embrién se conoce como hueso inmaduro o primario, este
difiere del hueso maduro en que no presenta una organizacion estructural laminar
organizado. Por la disposicidn de las fibras colagenas esta variedad dsea se conoce

como fasciculado con una disposicidon entrelazada de las fibras colagenas. También
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contiene una mayor cantidad relativa de células con una distribucién aleatoria,
mientras que en el hueso maduro las células se orientan con su eje mayor paralelo a
las laminillas. En el hueso inmaduro la sustancia fundamental ocupa mayor porcentaje
qgue en el hueso maduro. Finalmente, el hueso inmaduro no se halla totalmente
mineralizado al inicio, mientras que el hueso maduro posee una mineralizacidn
prolongada, con una mineralizacidon secundaria donde los sistemas de Havers mas
recientes estdn menos mineralizados que los mas antiguos en la regién cortical [3].
Estas caracteristicas pueden observarse en la Figura 11 donde se muestra la diferencia

estructural en cada uno de estos tejidos.

Figura 11 - Cortes histoldgicos de hueso maduro e inmaduro tefiidos

con hematoxilina eosina. A: tejido cortical inmaduro B: tejido cortical

maduro con canales haversianos (o) C: Tejido trabecular inmaduro. D:
tejido trabecular inmaduro.

Remodelado Oseo
La formacidon y el mantenimiento de la estructura dsea dependen del proceso de

remodelado éseo llevado a cabo en las unidades multicelulares basicas (BMU), sitio
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donde las células trabajan en conjunto en un constante equilibrio, acoplando la
actividad y funcion de osteoblastos y osteoclastos. Una sub o sobreproduccion del
tejido 6seo, da lugar a condiciones patoldgicas, en muchos casos perjudiciales para la
salud humana. Por lo tanto, la renovacién del tejido 6seo en un ritmo adecuado se
convierte en una condicidn necesaria para mantener la calidad y estructura de este a
lo largo de la vida [28].

La remodelacién ésea consta de 5 fases: activacidn, resorcidn, reversion, formacién y
mineralizacion [29].

Durante la activacion, las células mononucleadas precursoras de osteoclastos, se
reclutan en cercania a la superficie dsea cubierta por células planas, para
posteriormente fusionarse y formar los osteoclastos. La formacién, activacion, y
actividad de los osteoclastos estan reguladas por citoquinas secretadas localmente y

también por factores sistémicos.

La fase de resorcidén estd dominada por la actividad de los osteoclastos que, gracias a
moléculas de adhesidon y proyecciones celulares, se unen a la superficie del hueso
formando una laguna de resorcion donde actuaran solubilizando el mineral por medio
de una acidificacién del microambiente, y degradando la matriz orgdnica por medio de
metaloproteinasas y catepsinas. Una vez completado el proceso, estos osteoclastos,

mueren por apoptosis.

Al finalizar la fase de resorcion, se produce una fase de inversién, que es una transicidon
en la cual la actividad de los osteoclastos va disminuyendo hasta que son
reemplazados completamente por pre-osteoblastos y células mononucleares que

comenzaran la siguiente etapa de este proceso.

La siguiente fase es la de formacién, donde los osteoblastos son reclutados al sitio de
remodelado y secretan nueva matriz organica conocida como osteoide, que luego

comienza a mineralizarse para formar el tejido éseo.
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Por ultimo, en el proceso de reposo, estos osteoblastos pueden quedar rodeados de
matriz y diferenciarse a osteocitos, o como células de revestimiento, mientras que

otras mueren por apoptosis.
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Figura 12 - Esquema de las 5 fases del proceso de remodelado 6seo.

Mineralizacion del tejido 6seo

A pesar de que en la actualidad no se conoce el mecanismo exacto por el cual ocurre
este proceso, en uno de los posibles modelos se propone que la nucleacién y
formacidn de los cristales de hidroxiapatita es llevada a cabo por un transporte acoplado
en dos fases, que primero remueve los protones y luego condensa los minerales en
cristales densos [30]. Hay dos pasos continuos y secuenciales para el depdsito de
minerales en el hueso, primero se da un rapido incremento en el nimero de cristales
debido a una nucleacién heterogénea (mineralizacidn primaria) y luego un crecimiento
lento y la maduracién de los cristales. La nucleacién se produce en las regiones de
separacion entre los extremos de las fibras de coldgeno y a lo largo de los poros que se

forman entre ellas. [1]

La hidroxiapatita le proporciona la rigidez mecanica y la resistencia de carga al hueso.
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Los cristales de hidroxiapatita son extremadamente pequefios y pueden contener

numerosas impurezas como carbonato, magnesio y fosfato acido.

En las células la mineralizacién comienza por acciéon de vesiculas liberadas por los
condrocitos y osteoblastos que facilitan la liberacion de calcio y fosfato. Las enzimas
también pueden regular la mineralizacion, particularmente la fosfoprotein-fosforilasa
y la fosfatasa alcalina. Esta ultima hidroliza los ésteres fosféricos aumentando la
concentracion local de fosfato, y por lo tanto aumentando el grado de mineralizacién

[31].

3.4

28



Yerba Mate

La yerba mate (YM) obtenida de la molienda y procesado de la especie arbdrea llex
paraguariensis es consumida diariamente en paises de América Latina como Brasil,
Argentina, Paraguay y Uruguay para la preparacién de infusiones calientes o frias como
el ‘mate’ o ‘terere’. El consumo promedio de yerba mate se estima entre unos 8 a 10
kilos per cépita al afio en Uruguay, 6,5 kg en Argentina y de 3 a 5 kg en el sur de Brasil

[32,33,34].

De estos paises, Argentina posee los niveles de mayor produccién, principalmente en
las provincias de Corrientes y Misiones, donde se cultivan plantaciones y se cosechan
alrededor de 280 toneladas al afio [35]. Para obtener el producto final, la materia
prima debe pasar por diferentes procesos antes de ser envasada como el blanqueo,
secado y estacionamiento. Estas etapas variaran de acuerdo con el productor y a las
caracteristicas que se quieren obtener en el producto final. El proceso de blanqueado
permite inactivar las enzimas polifenol oxidasas, evitando la oxidacién de los

polifenoles presentes [36]

3.5 Compuestos presentes en la yerba mate

Polifenoles

Como su nombre lo refiere son estructuras compuestas por uno o mas anillos fenélicos
sustituidos con grupos hidroxilos. Esta clase de compuestos son sintetizados por las
plantas como producto de su metabolismo secundario, y en muchos casos son

indispensables para sus mecanismos bioldgicos [37].

Los polifenoles presentes en los alimentos, en este caso en las infusiones de YM
pueden ejercer diferentes efectos fisioldgicos en los seres humanos principalmente
por su capacidad antioxidante que actua en reacciones de oéxido-reducciéon y por
medio de su capacidad de modulacién de enzimas, produciendo beneficios sobre la

salud y reduciendo el riesgo de la incidencia de ciertas enfermedades [34].

El contenido y concentracion de polifenoles presentes en la YM varian de acuerdo con
la regidn en la que fue cultivada, la época del afio, el proceso de secado, y el clima,

entre otros. [38]
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Los polifenoles hallados en la YM pueden clasificarse en dos grupos mayoritarios de

acuerdo con su estructura y biosintesis:

Por un lado, los flavonoides tienen una estructura comun, en general se componen de
dos anillos aromaticos y un ciclo de carbonos unidos a oxigeno. Entre los flavonoides
sintetizados por I. paraguariensis encontramos rutina, quercetina, kaempferol vy

miricetina [37].

El segundo grupo son los cafeoil derivados, en su estructura poseen un unico anillo
aromatico unido a una cadena lateral con un grupo carboxilo. Representan un 10% del
peso seco y entre ellos encontramos acido clorogénico, acido 4,5- dicafeolquinico,
acido 3,4-dicafeolquinico, acido 3,5-dicafeolquinico y acido cafeico. A estos

compuestos se les atribuye el principal poder antioxidante de la YM [34].

Figura 13 - Estructura general de Figura 14 - Estructura general de
Cafeoil derivados flavonoides
O
HO N oH
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La concentracién de polifenoles en las infusiones preparadas con YM ha sido estudiada
por varios autores quienes han reportado diferentes valores segun el método de

extraccion y otros factores inherentes al proceso productivo de la YM.

Butiuk y colaboradores encontraron que los polifenoles derivados de I. paraguariensis
constituyen el componente bioactivo predominante, con una concentraciéon de 7,73 +
0,15 mg/ml de acido clorogénico en extractos acuosos, un valor mayor al hallado en
infusiones de té (7,15 + 0,14 mg/ml) [39, 40]. Por su parte, el grupo de Mazzafera utilizd
infusiones preparadas con 1,5 g de YM en 30 ml de agua corriente a 85 2C, hallando
valores de 0,48 mg de acido clorogénico/ml, lo que implica un consumo de 72 mg acido
clorogénico al ingerir 150 ml de una infusién de YM [41]. En otro ensayo realizado por
Heck con una infusion preparada con la misma metodologia mencionada previamente,

hallaron que los valores de polifenoles podian variar en un rango de 100,3 + 5,5 a
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179,7 + 3,6 equivalentes de acido clorogénico por gramos de hojas secas dependiendo

de las condiciones de crecimiento de las plantas. [38]

Finalmente, en relacion con la abundancia de los polifenoles en los extractos de YM,
Heck y colaboradores realizaron una identificacién de los componentes presentes en la
YM por HPLC obteniendo el siguiente perfil cromatografico en el cual se puede

observar que el acido clorogénico y sus derivados son los constituyentes

mAL
=

10 15 20 25 30 35 40

Figura 15 - Perfil cromatografico con componentes de YM. Adaptado de Ref 36.
predominantes. [36]

Biodisponibilidad de los polifenoles: absorcion y metabolismo

Para establecer la efectividad de la accién a nivel fisiolégico de los compuestos de la
YM en el ser humano, es importante establecer su biodisponibilidad, es decir la
capacidad efectiva para ser absorbidos, metabolizados y finalmente ejercer su
actividad sobre el organismo. Estos son factores a tener en cuenta, ya que los
compuestos mds abundantes de la dieta no serdn necesariamente los de mayor
biodisponibilidad. Por otro, lado la absorciéon no se relaciona de forma directa con la
concentracion presente de estos compuestos en los tejidos y con su bioactividad. Bajo
condiciones de consumo regular, incluso pequefias cantidades de polifenoles pueden

ser absorbidos e incrementar su concentracion en plasma y a nivel celular [42].

La mayoria de los polifenoles presentes en la dieta se encuentran en formas
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guimicamente modificadas unidas a grupos esteres, a glucésidos o formando
polimeros. Para que puedan ser absorbidos deben ser hidrolizadas. Una vez
absorbidos los polifenoles son procesados en el organismo como xenobidticos a través
de mecanismos de conjugacion en el higado como metilacién, sulfatacion y
glucuronidacién. Finalmente, cada polifenol puede dar lugar a diferentes metabolitos

gue pasan a la circulacion sistémica y seran transportados a los diferentes tejidos [43].

En el caso particular del tejido 6seo, un estudio reciente demostré que algunos
polifenoles, entre ellos la rutina, solo presenta actividad antiosteoclastica cuando se
encuentra en su forma de aglicona, es decir, en su forma libre no conjugada. Esto
requiere que, para que el polifenol tenga actividad en el tejido, el glucurénido unido al
polifenol debe ser hidrolizado. Sorprendentemente, se descubrié que el hueso posee
actividad beta glucoronidasa, la cual es necesaria para convertir al polifenol en su

forma activa [44].

Durante el periodo de gestacién y lactancia, los polifenoles presentes en la dieta de la

madre podran ademas pasar desde la circulacion hacia la leche materna [45].

Xantinas

Las xantinas son alcaloides derivados de purinas que se encuentran en plantas como el
té, café o cacao. Las xantinas de la YM incluyen la cafeina (1,3,7-trimetilxantina), la
teobromina (3,7- dimetilxantina) y la teofilina (1,3-dimetilxantina). De estas tres, la
cafeina se encuentra en una mayor concentracién, 1% a 2% del peso seco, seguido por
la teobromina con 0,3% a 0,9% del peso seco. Las xantinas son las responsables del
efecto estimulante en el sistema nervioso central y, en parte, del sabor de las bebidas

de YM [36].

La concentracion de cafeina en relacion al consumo es de aproximadamente 78 mg de
cafeina cada 150 ml de infusidn, esto es similar a los 85 mg de cafeina que posee una
taza de café. Sin embargo, en paises como Argentina o Uruguay donde la poblacién
consume estas infusiones diariamente, la cantidad de cafeina ingerida diariamente
puede alcanzar hasta 300 mg, igualando el consumo diario de cafeina de paises como

Estados Unidos. Ademas, en Argentina el consumo diario para nifios de 10 afios o
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menores es de 35 mg al dia, para aquellos entre 11 y 15 afios fue de 120 mg diarios y

para el grupo de 16 a 20 afios de 240 mg/dia. [41, 46, 47].

Panzl y colaboradores hicieron determinaciones de la relaciéon cafeina/acidos
dicafeolquinicos en una infusién con 50 g de YM en 1 litro de agua pura a 80°C por.
Esta relacidn se utiliza en general para establecer el nivel de tostado en muestras de
café, y es una medida de la relacidn entre acidos clorogénicos y cafeina en los granos.
En el experimento de Panzl los valores obtenidos para el caso de la YM fue de 0,6 para
yerba tostada y entre 0,15 y 0,27 para YM sin tostar, mientras que para el café se
obtuvieron relaciones de 0,4 a 4,6 dependiendo de la variedad. Se puede ver de este
modo que la YM provee una mayor cantidad relativa de acido clorogénico respecto a
la cafeina, por lo que se considera una fuente de acidos clorogénicos en la dieta [48].

Por su parte se hallé que el contenido de cafeina presente en bebidas frias como el

tereré fue 2,5 veces mayor que en bebidas calientes [34].

Biodisponibilidad de las xantinas: Absorcién y metabolismo

La cafeina, asi como las demas xantinas presentes en la YM, presentan una completa y
rapida absorcién en el organismo, 99% de la cantidad ingerida es absorbida luego de
45 minutos, la maxima concentracién en plasma se da entre 15 y 120 minutos después
del consumo de esta sustancia. Luego de ser absorbida se distribuye en el agua
corporal y es lo suficientemente lipofilica como para atravesar las membranas

bioldgicas incluyendo la barrera hematoencefalica [49].

La vida media de la cafeina en el plasma de individuos sanos es de aproximadamente 5
horas, y esto puede variar para mujeres embarazadas, mujeres con tratamientos
anticonceptivos, el feto o nifios en desarrollo, llegando a permanecer hasta por 30
horas en el sistema, lo que hace mas susceptible a estos grupos a los efectos téxicos

de la cafeina. La dosis letal en humanos es de 150-200 mg/kg de peso corporal [49].

La cafeina es metabolizada en higado a metilxantinas, dcido Urico y otros derivados. en
humanos la principal via elimina un grupo metilo a la cafeina, obteniendo paraxantina
como el metabolito mas abundante, superando 10 veces las concentraciones de otros
metabolitos como teobromina o teofilina. La cafeina es clarificada mas rapido que la
paraxantina, y 10 horas luego de la ingestién esta uUltima excede hasta 10 veces las
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concentraciones de cafeina en plasma [49].

Saponinas

Las saponinas son moléculas con alto peso molecular, solubles en agua, formadas por
una aglicona o sapogenina unido a una o mads cadenas de azucar, en general las
saponinas de la YM estan formadas por un triterpeno como aglicona que puede ser
acido ursélico o oleandlico. Son las principales responsables del sabor amargo de las
infusiones de YM. Se distinguen de otros glicésidos por sus propiedades tensoactivas
gue generan espuma al ser agitados [50]. Las funciones bioldgicas de las saponinas se
basan en su capacidad de formar micelas mixtas con esteroides y acidos biliares. Las
principales saponinas identificadas en YM son las matesaponinas 1 a 5, En el caso de la
matesaponina 1 se hallaron concentraciones de 352 pg/ml en infusiones preparadas
15 g de hojas en 100 ml de agua. Las hojas contienen relativamente un porcentaje

elevado de saponinas, entre un 5% a 10% del peso seco total [51,52].

Minerales

Los datos existentes sobre el contenido de minerales en la YM comercial son variables
debido a que la extraccion de minerales de las hojas en las infusiones no muestra la
misma relacién que la obtenida en hojas secas de YM. Por ejemplo, el contenido de
calcio en las hojas es mayor que el hallado en infusiones, esto ocurre ya que el calcio
posee baja solubilidad en agua [53]. Otro factor que afecta la cantidad de minerales
son las variaciones en el cultivo y el posterior procesado de las hojas, ambos cambian
drasticamente la composicion mineral obtenida. Esto también se ve influenciado por el

uso de fertilizantes y el tipo de suelo. [36]

Los principales macronutrientes en las hojas de YM son K, Ca, Mg y P con cantidades
de 11,35, 7,69, 6,99 y 1,37 mg/g de hojas secas respectivamente, mientras que, entre
los micronutrientes, el Mn y Fe son los mas abundantes con 0,68 y 0,12 mg/g de hoja
secas. [34]

Ademss, si se consume un litro de estas infusiones al dia se cubre un 45% de los
requerimientos de Mg en mujeres y un 34% en hombres, y en el caso del Mn un 204%

en mujeres y un 159% en hombres [54].
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3.6 Actividad bioldgica de los extractos de Illex paraguariensis

y sus componentes

El estudio de las propiedades de las infusiones de YM y sus efectos sobre la salud ha

captado la atencion de diferentes grupos de investigacién desde hace tiempo.

En la siguiente tabla se resumen los efectos estudiados de los componentes individuales

presentes en la YM con los efectos biolégicos observados:

Tabla 1 - Principales efectos en la salud de los componentes presentes en la
YM. Adaptada de [36]

Compuestos Actividad Biologica

Cafeina Anti carcinogénica, anti obesidad, antioxidante, antitumeoral, diurético,
energizante, estimulante, inhibidor de la topoisomerasa | y 11, vasodilatador
o . . Antioxidante, analgésico, anti aterosclerético, antibacteriano, antidiabético,
Acido Clorogénico ) o

antitumoral, colerético

Antioxidante, antitumoral, previene las ulceras, vasodilatador, inhibidor de la

Rutina
AMPc fosfodiesterasa y de |a topoisomerasa Il
Tanino Entre ellos la quercetina, antioxidante, antitumoral
. Inhibidor de AMPc, inhibidor de la AMPc fosfodiesterasa, diurética, estimulante,
Teobromina ] A
miorelajante
Saponinas Metabolismo del colesterol, absorcidn de grasas de la dieta
- Inhibidor de AMPc, inhibidor de la AMPc fosfodiesterasa, diurética, colerética,
Teofilina

estimulante, vasodilatador, miorelajante

Estudios previos demostraron que el consumo de infusiones de hierbas a base de mate,
guarand y damiana causaron una drastica ralentizacion del vaciado gastrico, asi como una
disminucién en el tiempo percibido para la plenitud gastrica, aumentando asi la sensacién
de saciedad. El mate, ademas, ha demostrado tener potencial en los tratamientos para la
pérdida de peso y se lo considera un suplemento dietético. El mecanismo de estos efectos
no se conoce con certeza, pero se indica que podria deberse a su concentracién a la
presencia de cafeina, la cual posee actividad lipolitica, o a la concentracién de saponinas
que interfieren con el metabolismo del colesterol y retrasan la absorcién intestinal de las
grasas de la dieta [55].

Se ha descripto que la YM presenta accién hipolipemiante observandose una disminucién

en los niveles de triglicéridos y colesterol en ratas hipercolesterolémicas y una mejoria del
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perfil lipidico en pacientes dislipidémicos [56,57]. En este mismo sentido se ha
demostrado efecto anti-obesidad en ratones alimentados con dietas hiperlipidicas,
reportandose el mismo efecto en seres humanos [58]. También tendria funcién en el
metabolismo de la glucosa y en la sensibilidad a la insulina y, por lo tanto, efectos
beneficiosos en patologias como la diabetes mellitus, el sindrome metabdlico vy
enfermedades cardiovasculares [59].

Se evidenciaron propiedades antinflamatorias e hipocolesterolemicas por parte de las
saponinas. Su acciéon puede ser atribuida a que las matesaponinas inhiben la difusion
pasiva del acido cdlico y la formacién de micelas que de esta manera no pueden ser
absorbidas y son excretadas [60].

Las metilxantinas inhibieron el incremento en el porcentaje de grasa corporal de ratas
durante el desarrollo, inhibieron la acumulacion de grasa y promovieron la lipolisis in
vitro. En relacidn con esto el consumo de cafeina presento una correlacion negativa con el
aumento de peso. Ademas, se asociaron beneficios a nivel cardiovascular al reducir el
riesgo de enfermedades coronarias y accidentes cardiovasculares [59]

Entre los componentes de la YM la cafeina tiene la capacidad de cruzar la barrera
hematoencefdlica y aumentar las concentraciones circulantes de epinefrinas,
incrementando la termogénesis y la lipolisis.

En estudios en ratas alimentadas con porcentajes altos de grasa, la YM demostré
promover la saciedad por medio de diferentes mecanismos incluyendo la induccion o
aumento del péptido 1 similar al glucagén intestinal (GLP-1), la modulacién de los niveles
de leptina en plasma, y un posible efecto estimulante sobre la saciedad central. Ademas,
se vio que I. paraguariensis suprime el aumento de peso corporal y la acumulacién de
grasa visceral, y disminuye los niveles séricos de colesterol, triglicéridos, LDL colesterol,
glucosa, insulina y la lipasa y leptina pancreatica [61].

Se llevd a cabo un estudio en mujeres post menopausicas en el cual se demostré que
luego de consumir 1 L al dia de infusiones de YM, el riesgo de dislipidemia, hipertension y
enfermedades coronarias se redujo un 42%, 47,1% y 100% respectivamente [62].

Para resumir los efectos observados a nivel fisiolégico la Figura 16 muestra los principales

efectos bioldgicos de la YM presentados en el trabajo de Brascesco et al. [53]
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Figura 16 — Efectos biolégicos de la YM, adaptado de ref 53

3.7 Efecto antioxidante de la YM y sus componentes

El estado redox fisiolodgico de los organismos es mantenido por diferentes sistemas
antioxidantes que regulan la produccién y actividad de especies reactivas como los

radicales libres y oxidantes exdgenos y endégenos.

El estrés oxidativo se produce cuando no hay un adecuado balance entre los radicales
libres y los antioxidantes en el organismo, y esto puede darse en situaciones de
envejecimiento, cambios hormonales, diferentes patologias como diabetes o cancer,
por la presencia de toxinas enddgenas u exdgenas, exposicion a radiacién o algunas

drogas [63].

Los radicales libres poseen una elevada reactividad quimica causando dafio celular
debido a la oxidacién lipidica, la alteracion estructural de las membranas, la oxidacién
de proteinas y acidos nucleicos, aumentando el riesgo de ciertas patologias como el
cancer y otras enfermedades. Por otro lado, patologias como la diabetes,
enfermedades cardiovasculares y el cancer también son responsables de aumentar el

dafio oxidativo [64].

Los radicales libres son moléculas inestables producidas durante reacciones quimicas

del metabolismo celular. Durante ciertas condiciones estos pueden acumularse
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generando dafio.

Los radicales libres se pueden clasificar como: especies reactivas del oxigeno (ROS)
entre ellas, perdxido, superdxido, perdxido de hidrogeno y oxidrilo, también se
clasifican como metales de transicion entre ellos el hierro, cobalto o cobre, y

finalmente otras especies como el nitrégeno o el cloro.

Los mecanismos de defensa celulares ante estos radicales libres son varios, y entre
ellos el organismo puede utilizar macromoléculas que forman complejos con las
especies reactivas y evitan su accion como la transferrina y la hemoglobina, también
dispone de enzimas antioxidantes que reducen los niveles de especies reactivas, entre
ellos superdxido dismutasa, catalasa, glutatiéon peroxidasa. El uso de cosustratos
antioxidantes son empleados por las enzimas para reducir los radicales, por ejemplo,
el glutation y el NADPH, y ademas existen enzimas que regeneran a los cosustratos

antioxidantes.

Otro tipo de mecanismos antioxidantes son moléculas presentes en el organismo que
se usan como blanco para las especies reactivas, evitando la oxidacién de otras
macromoléculas, ejemplos de ellas son la albumina, el acido Urico, la bilirrubina y la
melatonina. Finalmente, también existen antioxidantes exdgenos, como aquellos
provenientes de la dieta como por ejemplo la vitamina E o C, el betacaroteno, los

polifenoles, flavonoides y taninos [63].

Los polifenoles presentes en la YM son antioxidantes exdgenos y poseen actividad
antioxidante ya que poseen la habilidad de quelar metales y retener a los radicales
libres, principalmente hidroxilos y peréxidos, como asi también aniones superéxidos y
peroxinitritos. El acido clorogénico, posee la capacidad de donar un hidrogeno del
anillo fendlico a los radicales libres, inhibiendo el proceso oxidativo [65]. Ademas de
esto, el acido clorogénico, la rutina, e incluso la cafeina exhiben una alta capacidad
antioxidante, reduciendo el impacto negativo a nivel fisioldgico del estrés oxidativo, y
cuando se administran como suplementos funcionales en la dieta, pueden la
produccién de radicales libres [66]. En este mismo sentido, se ha encontrado un
incremento lineal de los antioxidantes en plasma luego del consumo de infusiones
herbales, lo que refuerza la evidencia respecto al consumo de infusiones y su efecto

positivo ante el estrés oxidativo en humanos [67].
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El estudio de la capacidad del mate para inactivar las especies reactivas del oxigeno
(ROS) ha sido comparada con la actividad de las enzimas peroxidasas, principalmente
por la concentracién de polifenoles presentes, que actian de manera similar a las 293
enzimas antioxidantes naturales del organismo, contribuyendo de manera significativa

en el balance redox del organismo [36].

Los compuestos hallados en plantas con efectos protectores ante los radicales libres
fueron clasificados de acuerdo con su capacidad antioxidante en el siguiente orden:

polifenoles > flavonoides > dcido ascdrbico > tocoferoles > purinas [54].

De todas las especies del género llex, I. paraguariensis es la que mayor actividad
antioxidante posee, esto se explica por qué es la que presenta mayor concentracién de
acido clorogénico, que como mencionamos anteriormente, es capaz de desactivar
considerablemente las ROS, en base a esto se ha sugerido que la oxidacion de
lipoproteinas de baja densidad inducida por los radicales libres juegan un papel en la

aterosclerosis, y se vio que las infusiones de mate inhiben esa oxidacion [36].

Finalmente y en relacién a la capacidad antioxidante de YM, se estudid el efecto del
consumo de infusiones de YM y se hallé que la actividad de todas las enzimas con
accion antioxidante aumenté significativamente, entre ellas glutation peroxidasa,
catalasa y superdxido dismutasa con un 10%, 30% y 21% de incremento
respectivamente, también se hallé6 un aumento en la capacidad antioxidante en
plasma y el consumo por el periodo de una semana disminuy® los niveles en plasma de
sustancias reactivas a 4cido tiobarbitdrico (TBARS) un ensayo indicativo de

peroxidacidn lipidica [68,69].

3.8 Estrés oxidativo en el hueso

A nivel celular las ROS desencadenan diferentes respuestas, activando distintas vias de
sefalizacion como las vias MAPKs, la via de quinasas activadas por sefiales
extracelulares (ERK 1/2), la via quinasa de C-Jun-N terminal (JNK) y p38 MAPK, todas
estas vias se hallan involucradas en mecanismos que resultan en la apoptosis de
osteoblastos u osteocitos, perjudicando la produccién y mantenimiento del tejido éseo

(Figura 17) [64].
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Figura 17 — Efecto de ROS en osteoblastos y osteoclastos.

Ademads, como hemos mencionado previamente, estas células producen diferentes
moléculas de regulacion de la actividad osteocldstica y osteoblastica, entre ellos
RANKL y OPG. La expresidon de estos factores es sensible al estado oxidativo, ante la
presencia de ROS, se induce la transcripcion de RANKL y disminuye la de la OPG,
favoreciendo asi la diferenciacién de pre-osteoclastos. Este estado oxidativo previene
la activacion de los osteoblastos y por lo tanto la produccion de OPG. El aumento de la
relacion RANKL/OPG produce como resultado un recambio O&seo acelerado

favoreciendo la actividad osteoclastica [70,71].

En resumen, los cambios en los sistemas antioxidantes y la presencia de ROS en el
organismo se relacionan con un desbalance negativo, desencadenando la apoptosis de
osteoblastos y osteocitos, y causando una situacién favorable para la produccién de
osteoclastos, lo que estimula el recambio y la pérdida ésea. De esta manera, los
antioxidantes por accidn directa o contrarrestando el efecto de los ROS contribuyen a
la diferenciacién de osteoblastos, al proceso de mineralizacion y a la reduccién de la
actividad de los osteoclastos [64]. De hecho, un incremento en el nimero de
osteoclastos, asi como mayores niveles de TRAP un marcador de la actividad de
osteoclastos, fueron hallados cuando se expusieron células mononucleares de medula

dsea en cultivo a agentes oxidantes como el peréxido de hidrogeno [72].

Estudios in vivo e in vitro han demostrado la capacidad de los antioxidantes para
contrarrestar directa o indirectamente el efecto de los oxidantes promoviendo la

activacion de la diferenciacion celular, el proceso de mineralizacién y disminuyendo la
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actividad osteoclastica [73,74]. Otros estudios relacionados al estrés oxidativo
mostraron a nivel celular un incremento en el nimero de osteoclastos y de la
resorcién dosea, e inhibicién de la diferenciacidn osteoblastica [75]. Ademas, algunos
antioxidantes han demostrado la capacidad de restaurar la mineralizacién de

osteoblastos expuestos a perdxido de hidrogeno en cultivo [76].

En resumen, el estrés oxidativo altera el proceso de remodelado dseo causando un
desbalance entre la actividad de los osteoclastos y osteoblastos, pudiendo generar un
desbalance en el metabolismo 6seo y contribuyendo al desarrollo de patologias y

desordenes del sistema esquelético [64].

La pérdida 6sea por envejecimiento se encuentra relacionada al aumento del estrés
oxidativo durante el envejecimiento, se hallé6 un efecto negativo con pérdida dsea
debida a la edad avanzada y al estrés oxidativo por presencia de una mayor
concentracion de malondialedehido en fémures y plasma de ratas de edad avanzada al
comparar con grupos mas jovenes. [77]. También se hallé que la DMO del fémur fue
significativamente inferior en los grupos de ratas adultas en comparacion con el grupo
de ratas jovenes y esto se correlaciond con los resultados obtenidos de la actividad de
superoxido dismutasa, lo que sugiere que el estrés oxidativo induciria la pérdida dsea
por edad [78]. También se hallaron niveles de marcadores antioxidantes en plasma

disminuidos en ratas de edad avanzada [56].

En experimentos in vivo en modelos animales donde se utilizaron suplementos
dietarios con té verde o ardndanos con una alta presencia de polifenoles mostraron
una atenuacion en la perdida de trabéculas dseas, previnieron la perdida de colageno
en la matriz celular e inhibieron las vias de sefalizacion de apoptosis de células
osteoblasticas, evitando el desarrollo de osteoporosis en ratas ovariectomizadas [79
,80]. En otro estudio se hallé informacidn similar sobre el efecto de los polifenoles del
té verde en la prevencién de la pérdida ésea en un modelo experimental de ratas con

inflamacién crénica [81].

Se ha sugerido que el estrés oxidativo en humanos podria estar involucrado en
deferentes patologias &seas incluyendo osteoporosis, tumores del sistema
esquelético, complicaciones 6éseas inducidas por diabetes y enfermedades

inflamatorias de las articulaciones [82]. También hay evidencia de una disminucién en
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los niveles de marcadores antioxidantes en plasma en mujeres con osteoporosis [83].
El estrés oxidativo se presenta durante la osteoporosis por una deficiencia en los
niveles de estrégenos durante la menopausia, y ha sido relacionada con la activacién
de la enzima NADPH oxidasa y/o una menor sintesis de enzimas antioxidantes y
glutation reducido [64]. La administracién de antioxidantes en presencia de patologias
como la osteoporosis ha demostrado tener efectos beneficiosos en individuos que la
padecen [84], mientras que el consumo de té también estd asociado con efectos
beneficiosos en el mantenimiento de la densidad mineral ésea en mujeres de edad

avanzada y menopadusicas [85].
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3.9 Efecto de la yerba mate sobre tejido 6seo

Efectos de los componentes de la YM sobre el tejido éseo

Cafeina

Este compuesto ha sido asociado con efectos no deseables para la salud ésea. Sin
embargo, como veremos, existe informacidon dispar al respecto: algunos estudios
hallaron efectos negativos, mientras que otros mostraron resultados neutros. En

general, la dosis utilizada tiene mucho que ver.

Aunque la concentracién de cafeina hallada en el mate (330-480 mg/L) es menor que
la del café (promedio de 600 mg/L), en Argentina el 50% del consumo de cafeina en los
adultos es a través del mate, y un 36% por el café. El consumo total de cafeina
depende no sdélo de su concentracion, sino también del volumen ingerido en cada
caso. El consumo promedio de cafeina en adultos en Argentina es de 288 mg/dia, y
resulta ser mayor al consumo de paises como Estados Unidos, Reino Unido, o Brasil

[46].

La evidencia de estudios llevados a cabo con este componente demostré que luego de
tratar células estromales obtenidas de la medula ésea de ratas con concentraciones
crecientes de cafeina de 0,1 a 1 mM, la viabilidad disminuyé de manera dependiente
con la dosis. Esta muerte celular se dio principalmente por mecanismos de necrosis y
apoptosis, encontrando que las proteinas y genes relacionados a la ontogénesis fueron
negativamente regulados, inhibiendo asi su expresién [86]. La administracion de
cafeina también aumentd la osteoclastogénesis y en modelos in vivo aumentd la

resorcion osea [87].

Sin embargo, estudios previos realizados en nuestro laboratorio hallaron que
concentraciones de 0,008 mM y 0,017 mM de cafeina aumentaron la viabilidad en un
modelo celular de osteocitos (MLO-Y4) un 14,9% y 13,7% respectivamente, esas
mismas concentraciones también causaron un aumento en un modelo celular de pre-
osteoblastos en cultivo (MC3T3-E1), un 16,6% y 34,8% respectivamente comparado al

control [88]

Ademas de modelos celulares, también se realizaron experimentos in vivo, uno de
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ellos examind los efectos de la administracion durante 56 dias de dosis de 10 mg cada
100 g de peso corporal al dia, en la reparacién y la densidad 6sea en ratas Wistar,
como resultado se hallé una menor area de formacidn dsea respecto al control en

zonas de reparacion, pero no se hallé una alteracién en la densidad dsea [89].

En humanos, aunque la mayoria de los estudios sugieren que consumir hasta 400 mg
de cafeina al dia no es perjudicial para la salud ésea en adultos sanos, hay variabilidad
en los hallazgos y varios factores contribuyen a esta incertidumbre, por lo que se

necesita mas investigacion para obtener conclusiones definitivas [90].

La cafeina en altas concentraciones tendria un impacto negativo sobre la (DMO) sobre
todo cuando su consumo estd asociado a dietas con bajo contenido de calcio [91,92,93
]. A través de un metaandlisis que incluyd 10 estudios prospectivos (n=200000) se vio
que el consumo de café esta asociado a un mayor riesgo de fracturas dependiendo de
la dosis, particularmente en mujeres [94], este mismo resultado se obtuvo en un
estudio con 31527 mujeres suecas que consumian mas de 330 mg al dia de cafeina,
principalmente como se mencioné antes, en dietas deficientes de calcio [95]. Sin
embargo, el mismo grupo de investigacién en un trabajo posterior en el que se realizd
un seguimiento de 61433 mujeres suecas desde 1987 hasta el afio 2008 hallé que un
consumo moderado de cafeina estaria asociado a una ligera reduccién en la densidad

Osea, pero esto no aumentaria el riesgo de fracturas, osteoporosis ni de caidas [96].

Al evaluar dosis mas altas, el consumo de 520 mg de cafeina por dia se ha relacionado
con una menor DMO cortical y trabecular en hombres mayores de 69 afios, de manera
similar el consumo de 260 mg por dia, también se asocié a una menor DMO cortical,
pero en este caso, en radio. Finalmente, en otros estudios con dosis menores de 108 a

300 mg por dia no encontraron efectos sobre la DMO [90,97].

En un estudio donde se evaluaron dosis mayores a 300 mg diarios, se hallé una
asociacién a una mayor pérdida ésea en la columna vertebral, pero esto no sucedié en
otros sitios evaluados. Ademds, no se observaron diferencias significativas en la
densidad 6sea, las hormonas calciotrépicas o los marcadores 6seos entre los

diferentes niveles de consumo de cafeina [98].

Finalmente, también se sabe que el consumo de cafeina incrementa la excrecién de
calcio y disminuye su absorcién intestinal con 5 mg netos de calcio perdidos por cada
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taza consumida de café [99].

En resumen, aunque algunos estudios hallaron efectos negativos incluso en las dosis
mas bajas, la evidencia general apoya que un consumo de hasta 400 mg de cafeina al
dia en adultos sanos y 300 mg al dia en mujeres embarazadas sanas no se asocia con
efectos adversos significativos en la mayoria de los casos. Para nifios y adolescentes,
una ingesta de 2,5 mg/kg de peso corporal de cafeina por dia sigue siendo una

recomendacion aceptable basada en la limitada evidencia disponible [90].

Polifenoles

Los polifenoles presentes en la YM han demostrado efectos beneficiosos a nivel del
tejido dseo. Los polifenoles preservan la salud dsea a través de 5 posibles mecanismos:
disminuyendo la pérdida ésea a través de la actividad antioxidante, la actividad
antiinflamatoria, promoviendo la osteoblastogénesis, reduciendo la
osteoclastogenesis, y por ultimo, mediante su actividad osteoinmunolégica [100]. Uno
de los polifenoles mas abundantes en el mate es el acido clorogénico, al cual se le
atribuye un efecto inhibidor dosis-dependiente sobre la diferenciacién osteoclastica
[101]. Ademas, promueve la diferenciacidon osteogénica de células mesenquimales de
la pulpa dental en humanos, incrementa la expresion de genes relacionados a la
osteogénesis e inhibe la expresion de genes que dan lugar a la osteoclastogénesis [102
1.

En estudios previos publicados por nuestro grupo de investigacion, se hallé un efecto
positivo de los principales componentes de la YM (rutina, acido clorogénico y cafeina)
sobre viabilidad de células pre-osteoblasticas en cultivo para todas las concentraciones
ensayadas de los componentes individuales. Asimismo, se observé un efecto positivo
para una de las combinaciones preparadas (acido clorogénico 10 pug/ml - cafeina 0,66
ug/ml) la cual presenta una relacién de polifenoles/xantinas similares a la hallada en

infusiones acuosas de YM [88].
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Figura 18 - Efecto de los componentes de la YM sobre la viabilidad de células pre-
osteoblasticas en cultivo(MC3T3-E1). R: rutina, CA: acido clorogénico, C: cafeina.
Concentraciones en ug/ml. * Indica diferencia significativa respecto al control.

Algunos flavonoides demostraron un impacto positivo en el metabolismo éseo, por
ejemplo, las isoflavonas de la soja suprimieron la reduccidn désea en roedores y
mujeres postmenopausicas, y la icariina por su parte, ha demostrado tener

propiedades osteogénicas in vivo e in vitro [103].

Los flavonoides evitan la pérdida dsea por su actividad en la regulacién de las vias de
sefalizacion que promueven la diferenciacién de los osteoblastos, reduciendo los
efectos perjudiciales que se presentan en situaciones de estrés oxidativo y de

inflamacion cronica [104].

Se determind el consumo de polifenoles de la dieta en un estudio en el que
participaron 3226 mujeres de Escocia y se hallé un consumo de aproximadamente 300
mg por dia, consumidos principalmente en bebidas como el té, mientras que, en
Estados Unidos, la ingesta total de flavonoides se estimé en 190 mg/dia usando los

registros dietéticos de NHANES 1999-2002 [105,106].

Se hallaron asociaciones positivas entre la ingesta total de flavonoides en la dieta y la
DMO en columna y cuello femoral en un grupo de mujeres escocesas

perimenopdusicas. Ademas, en el mismo estudio el consumo de catequinas vy
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flavononas se asocié negativamente con marcadores de resorcion ésea. En un segundo
estudio llamado TwinsUK, también se demostrd que la ingesta total de flavonoides se
asociaba positivamente con la DMO de la columna en mujeres del estudio (18 a 79

afios) [105,107].

3.10 YMy sus efectos sobre el tejido dseo

En estudios previos realizados por nuestro grupo, se evalué el efecto de los extractos
acuosos de YM y se obtuvo un aumento significativo en la viabilidad celular en
modelos celulares de osteocitos (MLO-Y4), pre-osteoblastos (MC3T3-E1) vy
osteoblastos (MC3T3-E1 diferenciadas) en comparacion con los controles después de
48 horas de tratamiento con los extractos, con aumentos del 23,6% en las células
MLO-Y4, 15,4% en las células MC3T3-E1 y un 105,8% en las células MC3T3-E1
diferenciadas [88].

Ademas, se estudio el efecto del consumo de infusiones de YM por 90 dias en ratas
Sprague Dawley de 30 dias de edad, con dietas con las siguientes concentraciones de
calcio: Control + Ca 0,2 g %; Control + Ca 0,9 g %; Yerba + Ca 0,2 g %; Yerba+ Ca 0,9 g
%. Luego de este lapso se evalud el efecto de la YM sobre el tejido éseo en ratas a
través de estudios de densitometria, morfometria, histomorfometria, conectividad
trabecular y biomecanica ésea [108]. Se observé un efecto positivo sobre la DMO vy el
volumen de hueso trabecular en el grupo de animales que fue alimentado con YM vy
una dieta de bajo contenido en calcio. Esto podria indicar que el efecto negativo de la
baja ingesta de calcio en el volumen 6seo se revierte, al menos en parte, por la YM. Sin
embargo, el consumo de YM no logré revertir el efecto negativo sobre las propiedades

biomecanicas y conectividad trabecular [108].

Respecto a los efectos de estas infusiones en humanos, se hallé6 una mayor DMO de
columna lumbar y cuello femoral en mujeres postmenopdusicas que tomaban al
menos 1 litro de mate/dia en comparacion con controles que no bebian mate [109].
También se observé que la frecuencia de fracturas en mujeres que consumen mate
respecto a mujeres que no lo hacian, no presentaban diferencias significativas, asi

como tampoco se evidencié una diferencia en los niveles séricos de calcio total,
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fosforo, PTH, 25(0OH)vitamina D, y C telopéptidos [110].

3.11 YMy efectos en hueso durante la gestacion

El consumo de cafeina ha sido sefalado como una de las posibles causas que afectan
negativamente al proceso reproductivo en humanos, desde acortar periodos
menstruales reduciendo las posibilidades de concepcion, retrasos en la implantacion,
abortos espontaneos, nacimientos prematuros, bajo peso al nacer y malformaciones
congénitas [111]. Pero, asi como muchos otros aspectos estudiados de la cafeina, la
informacién puede llegar a ser ambigua o no extrapolable a la poblacion humana por
los modelos experimentales utilizados o las dosis bajo estudio. Por ejemplo, en una
revision donde se analizaron 17 estudios epidemiolégicos que abordaron el riesgo de
retraso del crecimiento fetal debido a la exposicion a la cafeina durante el embarazo
los resultados no fueron consistentes. Cuatro de los estudios informaron retraso del
crecimiento con ingestiones superiores a 300 mg/dia y ocho de los estudios no
informan modificaciones. La disminucién del peso al nacer fue muy pequefia y tuvo
una importancia clinica minima [112]. Estas asociaciones de bajo peso al nacer han
sido observadas tanto para infusiones como el café o té en poblaciones con un
consumo elevado, evidenciando una relacién dosis dependiente, en la que no esta
claro cuales son los valores minimos en los que estos efectos no se observan, de
hecho, esta correlacion entre el consumo de cafeina y el riesgo en la pérdida de

embarazos no estd presente para dosis bajas [113,114].

La cafeina posee la capacidad de atravesar la placenta, y la baja velocidad metabdlica
para procesar la cafeina por parte del embrion puede resultar en niveles altos de
cafeina circulante presentando niveles en sangre de sus metabolitos similares a los de
la madre, por lo que se recomienda un consumo moderado de esta sustancia [115]. La
cafeina puede inducir la vasoconstriccion uteroplacentaria e hipoxia debido a un
aumento en los niveles de catecolaminas en sangre [116]. Durante la etapa
embrionaria, los bebés recién nacidos y prematuros metabolizan la cafeina de manera
muy lenta, y El consumo de mas de 450 mL de café al dia puede ademas disminuir los

niveles de hierro en la leche materna y resultar en anemia en los infantes [118].
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En humanos, algunos estudios demostraron que solo ante elevados valores en plasma
(752 ng/L) de paraxantinas se incrementa el riesgo de abortos espontdneos, pero que
un consumo moderado no produce el mismo efecto [117]. Dosis de mdas de 130 mg
diarias durante la gestacion podria disminuir la ganancia de peso de los infantes
alimentados exclusivamente de leche materna, pero esto debe ser estudiado en mayor

detalle [118].

Se realizd una revision sistematica con estudios publicados entre 2001 a 2015 vy la
evidencia que se encontrd, sostiene que el consumo de 300 mg de cafeina/dia en
mujeres embarazadas saludables no estd asociado con un efecto adverso en la

reproduccion o el desarrollo del feto. [90].

Estudios in vivo evaluaron el efecto del consumo de cafeina sobre la composicion del
tejido dseo suplementando a ratas preifiadas con 1 mg de cafeina cada 100 g de peso
corporal, hallando un mayor peso en las mandibulas de los fetos para el dia 22 de
gestacion del grupo suplementado. Los niveles de calcio, magnesio y zinc en los huesos
fueron menores en los grupos suplementados con 1y 2 mg de cafeina por cada 100 g
de peso corporal, mientras que no se hallaron diferencias en el contenido de fosforo.
Indicando que el consumo de cafeina durante el embarazo afectaria no solo el
contenido mineral en los huesos de las crias, sino también el desarrollo y crecimiento
de estos [119]. Ademas, al administrar dosis de 2 mg de cafeina cada 100 g de peso
corporal en ratas en periodo gestacional, los maxilares de las crias a los 49 dias de vida
presentaron menores concentraciones de zinc e hidroxiprolina respecto al control, sin
embargo, no hubo diferencias para el Ca, P y Mg, indicando una diferencia en la

composicion de la mandibula ante la exposicién de las crias a la cafeina [120].

Resultados en otro estudio mostraron una ganancia de peso similar entre las crias de
ratas que fueron alimentadas con una dieta que contenia 1 mg de cafeina cada 100 g
de peso corporal desde la gestacién hasta el dia 56 de vida respecto al control, pero se
hallaron medidas morfométricas disminuidas, con la distancia desde el aspecto
posterior del foramen del mentdn hasta el punto mas caudal en la cabeza del céndilo
de la mandibula significativamente mds corta en el grupo de cafeina en comparacién
con el grupo control, mientras que el resto de medidas morfométricas de la mandibula

no presentaron diferencias. Ademas, los fémures del grupo suplementado presentaron
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un acortamiento en el largo del hueso [121].

Al evaluar la diferenciacién osteogénica de células mesenquimales de crias de ratas
tratadas con cafeina durante la prefiez y la lactancia, con dosis de 2,5, 5y 10 mg de
cafeina cada 100 g de peso corporal, se hallé que la actividad de fosfatasa alcalina
estaba disminuida para los dias 7, 14 y 21 respecto al control, asi como también lo
estaba la expresién de coldgeno tipo I. Ademas, la expresidn de los genes de fosfatasa
alcalina, Runx-2 vy sialoproteina désea, asi como la sintesis de nddulos mineralizados,
disminuyé significativamente en los grupos tratados con cafeina [122]. Se concluyo
entonces que la cafeina reduce la diferenciacion osteogénica de las células

mesenquimales de las crias expuestas a la cafeina durante la prefiez y la lactancia.

Respecto a los efectos especificos en el tejido dentario de la exposicidn prenatal a
cafeina, en un estudio en el que se implanto a ratas con tabletas subcutaneas con 100
mg de cafeina antes y durante la prefiez, hallé que para el dia 22 posterior al
nacimiento de las crias, el primer molar del grupo suplementado presenté una mayor
solubilidad acida de calcio y fésforo respecto al control. Al parecer la exposicion
prenatal a la cafeina afecta la formacidn normal del esmalte dental del primer molar

durante la etapa fetal [123].

Finalmente, si bien hay pocos antecedentes en la bibliografia respecto al efecto del
consumo de estas infusiones durante la gestacidn y el periodo postnatal en el tejido
dseo, un estudio realizado en Brasil en 5300 mujeres no encontrd una asociacion entre
el crecimiento intrauterino del feto o la duracién del embarazo y el consumo de
infusiones de YM [124]. Ademas, en otro experimento, se utilizaron infusiones de Red
rooibos, que al igual que la YM presentan un contenido alto de antioxidantes, pero que
no contienen cafeina, en el mismo se hallé6 que las crias que fueron expuestas al
consumo de infusiones de Red rooibos via materna durante la gestacién y post-
lactancia, no presentaron cambios en las medidas de DMO, en la estructura o la
resistencia de los huesos en ninguna de las edades evaluadas, indicando que la
presencia de una elevada concentracién de polifenoles en la dieta durante el periodo

mencionado, no tendria efectos sobre el desarrollo y crecimiento de los huesos. [125].
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5 HIPOTESIS

Basandonos en los efectos previamente mencionados de la YM y sus componentes
sobre el tejido éseo, hipotetizamos que la exposicién a las infusiones de YM durante el
desarrollo y crecimiento en ratas, causara modificaciones a nivel histolégico,
morfolégico, biomecanico y en la DMO de los huesos y el tejido dentario, debido a los

antioxidantes y cafeina presente en la yerba mate.

6 OBIJETIVOS

Objetivo general: Establecer si el consumo de infusiones de YM por ratas gestantes

afecta el desarrollo éseo, dentario y mandibular de su progenie.

7 Objetivos especificos

Objetivo 1: Evaluar variaciones en la estructura, histomorfometria, biomecdnica vy
composicion de huesos largos, vértebras, y mandibulas en las crias de ratas gestantes

consumidoras de infusiones de YM.

Objetivo 2: Identificar modificaciones en la composicion, crecimiento y estructura del

tejido dentario en las crias de ratas gestantes consumidoras de infusiones de YM.
Objetivo 3: Establecer si el consumo de infusiones de YM en ratas gestantes afecta

pardmetros plasmaticos relacionados al tejido dseo y pardmetros de estrés oxidativo

en las crias.
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ACTIVIDADES Y METODOLOGIA

Diseifio experimental
Se utilizaron ratas hembra de la linea Sprague-Dawley de 10 semanas de edad
obtenidas del CIPReB (Centro de Investigacién y Produccién de Reactivos Bioldgicos)
de la Facultas de Ciencias Médicas (UNR) y alojadas en el bioterio del Laboratorio de
Biologia Osea, donde fueron mantenidas en ambiente ventilado y temperatura

controlada a 23+1 °C con un ciclo de luz-oscuridad de 12 horas.

Luego de una semana de adaptacion, los animales se dividieron aleatoriamente en 3
grupos de 4 ratas hembra cada uno. Se colocaron en plantel en proporcién 2
hembras/1 macho por una semana. Se pesaron cada 5 dias y luego de confirmar la
prefnez fueron separadas en cajas individuales. Posterior al nacimiento de las crias se
normalizaron los grupos con una distribucién de 8 animales por madre.

Para poner a prueba nuestra hipdtesis se disefiaron 3 grupos experimentales:

1, Grupo Control
2, Grupo Yerba Mate (YM)
3, Grupo Yerba Mate Concentrada (YM+)

El grupo YM recibié una infusidn ad libitum preparada con 50 g de YM por litro de agua
a 70 2C que fue previamente filtrada y enfriada. Mientras que el grupo YM+ recibio
una infusion ad libitum preparada con 100 g de YM por litro de agua a 90 2C también,
previamente filtrada y enfriada, estos tratamientos se muestran detallados en la
Figura 19. Este segundo grupo se usd para evaluar una infusion de YM que al
prepararse con mayor temperatura presenta mayor capacidad antioxidante, contenido
de polifenoles y cafeina, como demostrd anteriormente nuestro grupo [88]. Los
tratamientos fueron administrados a partir de la semana previa de ser colocadas en
plantel, durante la prefiez (21 dias) y durante el amamantamiento hasta el momento

en que se realizd la eutanasia de las crias dia 39 de vida de las crias).
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Figura 19 — Tratamiento para cada uno de los grupos.
TA: Temperatura ambiente.

Para ambos grupos YM y YM+ se utilizd YM comercial de la marca Playadito (lote:
2330705).

Para obtener el balance del consumo de liquidos, alimentos y del peso de las crias, se
realizé un seguimiento de los mililitros y gramos de bebidas y alimento consumidos en
promedio por jaula con relaciéon al nimero de crias y al peso de estas, por lo que
también se realizd un seguimiento en el peso de las crias (g) a partir del dia 17 de vida.
Con relacion al contenido de cafeina hemos analizado previamente 12 marcas
comerciales que abarcan mas del 80% del mercado interno y no hallamos diferencia
entre las mismas, reportandose una concentracion de 0,32 g/L (IC95% 0,3-0,41) para la
infusion de YM preparada con 50 g de hojas secas de YM en 1 litro de agua. Este valor
coindice con las concentraciones reportadas previamente en la bibliografia (0,31-0,34
g/L) [88, 46] y con los valores de consumo diarios de cafeina promedio por la
poblacion argentina 0,288 g/L [46].

Considerando el volumen de infusion consumida por el grupo YM (0,1760 ml/g de
peso corporal) se estimd la dosis de cafeina administrada en 56,32 mg/kg de peso
corporal. En humanos este valor para una persona de 60 kg con un consumo de 300
mg diarios de cafeina resulta en una dosis de 5 mg por kilo de peso corporal por dia. Es
importante destacar que, aunque la cantidad de cafeina consumida en ratas es mayor
gue la hallada en humanos ambas dosis son equivalentes. Esto se justifica debido a las

diferencias entre las especies, y a su distinta velocidad metabdlica con una tasa 8 W/kg
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en ratas y 1,25 W/kg en humanos, es decir, la tasa metabdlica en ratas es 6,4 veces
mas alta que en humanos. En base a estas diferencias se obtiene la Dosis Equivalente

en Humanos (DEH) utilizando la Ecuacion 1 [126]:

Ecuacion 1 — Dosis equivalente en humanos

Por lo tanto, la DEH ajustada por la superficie corporal y calculada segln la formula
proporcionada, es aproximadamente de 7,43 mg de cafeina por kg de peso corporal en
ratas para el grupo YM, y resulta en un valor similar a los 5 mg de cafeina por kg de
peso corporal estimados para un humano de 60 kg. Para el grupo YM+ este valor es

aproximadamente 2,5 veces mayor (20,2 mg/kg).

Finalmente, a lo largo del experimento se realizaron inyecciones a las crias primero
con Alizarin Red y luego con Tetraciclina, los dias de vida 26 y 36 respectivamente.
Finalizado el tiempo experimental, se llevd a cabo el procedimiento de eutanasia en

camara de CO,,

Inicio del
tratamiento ENlONotin N r \

| l

Obtencién /\

< Py ® de piezas . ]

X

- r

Embarazo Sseds

Plantel Lactancia

Figura 20 - Esquema de trabajo para el experimento realizado.

En sala de cirugia del laboratorio de Biologia Osea se procedié a la extraccién de
hemimandibulas, fémures, tibias, vértebras lumbares y toracicas. Ademas, se extrajo

sangre por puncién cardiaca para las diferentes determinaciones realizadas en plasma.
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Todos los procedimientos se llevaron a cabo bajo normas éticas universalmente
consensuadas [127], y fueron aprobadas por el Cuidado y Uso de los Animales de

Laboratorio (CICUAL) Comité de Bioética, Facultad de Ciencias Médicas, UNR.
CUDI/EXPTE. N° 38920-2021,
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A continuacion, y en funcién de un mejor orden de la metodologia, se detallaran las

técnicas empleadas para cada objetivo especifico:

Objetivo 1

Evaluar variaciones en la estructura, histomorfometria, biomecanica y
composicion de huesos largos, vértebras, y mandibulas en las crias de
ratas gestantes consumidoras de infusiones de yerba mate.

Medidas morfométricas macroscopicas

Sobre tibia, fémur, vértebras y una hemimandibula izquierda se realizaron mediciones
morfométricas y se evalud el crecimiento 6seo a nivel macroscépico. Las
determinaciones detalladas a continuacion se realizaron sobre imagenes digitalizadas
de radiografias (Kodak D-speed 30,5x40,5 mm) de las piezas éseas almacenadas en
formol-PBS 10% y se obtuvieron con un equipo de rayos X (WorkRay 70 KV, Workman
SRL, Argentina).

Tibia

Para obtener las medidas macroscdpicas de tibias izquierdas se tomd el diametro y el
largo sobre las radiografias digitalizadas con el software Imagel 1,40 (NIH, Maryland,
USA). La longitud se midié desde el extremo proximal al extremo distal del hueso, vy el
ancho fue tomado en la region media de la diafisis, correspondiente con el 50% de la

longitud total de la tibia.

o Largo tibia

[ ] Didmetro tibia

Figura 21 — Esquema de las medidas obtenidas en tibia
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Fémur
El fémur izquierdo de cada animal fue extraido y almacenado a -20 °C en una gasa
embebida en solucidn fisiolégica. Al momento de tomar las medidas se descongelaron
y se removieron todos los tejidos blandos del hueso, luego de realizar el ensayo de
biomecanica, se cortd una seccidn transversal de 2,5 mm de espesor en una zona lo
mas cercana posible al punto de fractura de las piezas. Utilizando una lupa, se tomaron

fotografias con cdmara Touptek (XCAM1080PHA).

Empleando el software Image J 1,40 se obtuvieron medidas del perimetro endéstico y
peridstico. Para el diametro y radio, considerando la geometria irregular del fémur, se
tomaron 4 medidas individuales que luego se promediaron. Ademads, se obtuvo el area

de la médula, del hueso cortical y del area total.

@® Didmetro externo (DE)

Diametro interno (DI)

Area cortical

v ® Perimetros

Figura 22 — Esquema de medidas obtenidas en fémur

Vértebra Lumbar
Sobre radiografias de vértebras lumbares (L1) se determind ancho lateromedial de la
vértebra (A.Im), ancho anteroposterior de la vértebra (A.ap), diametro lateromedial
del canal medular (D.Im), didametro anteroposterior del canal medular (D.ap) y el area

del canal medular (A.cm)
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Figura 23 - Referencia de medidas en vértebra

Mandibula
Las mediciones se realizaron sobre radiografias de hemimandibulas izquierdas, segun
lo descripto por Eratalay [128], detallado en la Figura 24. La longitud mandibular se
tomo desde el punto mas anteroinferior de la mandibula (O) al punto medio del
condilo mandibular (C), punto mas posterior de la base mandibular (B), y al punto
posterosuperior de la apodfisis coronoides (A). El area mandibular se midié como el
area un tridngulo formado entre tres puntos estables: OAB. Finalmente se tomod la

longitud de los 3 molares en la hemimandibula.

A @® OC: Longitud anteroinferior a
C condilo

@® OB: Longitud anteroinferior a
Base mandibular

B @ OA: Longitud anteroinferior a
apofisis

OAB: Area de la mandibula

Figura 24 - Referencia de medidas en hemimandibula

Histomorfometria Dinamica
Para evaluar el crecimiento microscdpico como se describié en el disefio experimental,

las crias fueron inyectadas inicialmente (dosis 25 mg/kg, volumen inyectado 1% del
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peso corporal de las ratas) con una solucién de clorhidrato de tetraciclina (Sigma
Aldrich, USA) el dia 26 de vida. La segunda dosis se realizé al dia 36 de vida con el
marcador Alizarin Red S (Sigma Aldrich,USA) en una dosis 25 mg/kg, volumen
inyectado 1% del peso corporal. Tanto la tetraciclina como el Alizarin Red se utilizaron
como marcadores de crecimiento ya que se asocian a los atomos de calcio depositados
en las superficies mineralizadas del hueso en formacion, generando bandas que
pueden detectarse por microscopia de fluorescencia. La distancia entre las bandas se
midié para estimar la tasa de aposicion mineral en intervalos especificos de tiempo
(MAR del inglés Mineral Apositional Rate).

Las tibias derechas se fijaron en formol-PBS 10%, luego se deshidrataron y desgrasaron
en concentraciones crecientes de etanol (70% a 98%) y un paso final en xileno puro
(Biopack, Argentina). Posteriormente se realizé una infiltracion con metilmetracrilato
puro (MMA) por 48 h, y luego se colocaron las diferentes piezas en tubos de
polipropileno con 0,5 g de perdxido de benzoilo (Sigma, USA) cada 100 ml de MMA. El
peroxido de benzoilo se utilizé como catalizador de la polimerizacién. Se realizd vacio y
se dejaron polimerizar los bloques a 37-40 2C durante 1 semana o hasta que se
completé la polimerizacién. Luego se realizaron cortes de 100-150 micras con sierra
circular diamantada de baja velocidad (IsoMet Buehler Ltd. lllinois, USA), se pegaron
estos discos sobre portaobjetos y se redujo el espesor de los cortes con papel de
esmeril de 600-2000 granos/pulgada, hasta obtener un espesor de 30-35 micras.

Para la obtencion de las imagenes y la determinacion de los scores
histomorfométricos, se utilizd un microscopio de fluorescencia (Mikoba serie F-320,
China), cdmara Touptek (XCAM1080PHA) y el software Image J 1,40 (NIH, USA). Para
poder obtener imagenes con la fluorescencia emitida por la tetraciclina se utilizé un
filtro azul (A Excitacion: 450-490nm), y para el Alizarin Red se utilizéd un filtro de
fluorescencia verde (A Excitacién: 510-560nm). Se obtuvieron 2 fotografias en la misma
seccién con cada filtro. Para unirlas se utilizé un macro de disefio propio para Image J,
y se realizdé una composicion con ambas marcas fluorescentes, sobre las cuales se
aplicé un segundo macro llamado “interedge distance” que se utilizé para obtener la
distancia entre las 2 bandas, el cual traza 20 medidas diferentes al azar en un area
determinada, para luego promediarlas y asi se obtuvo un valor final que fue el

utilizado para hallar el MAR en cada muestra (Figura 25).
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Figura 25 — Obtencién de imagenes de histomorfometria dindmica

Histomorfometria estatica

Las vértebras L4 y las tibias se fijaron con formol-PBS al 10% y posteriormente se
descalcificaron en EDTA 10%. Se incluyeron en parafina y se realizaron cortes
histolégicos que se colorearon con hematoxilina-eosina. Posteriormente se tomaron
fotografias de los cortes a 400x con una escala milimétrica en microscopio para
evaluar el hueso trabecular sobre imagenes digitalizadas utilizando el software Image J
1,4 (NIH, USA).

Para los cortes obtenidos de tibias derechas se obtuvo el volumen de fraccidn de area
trabecular (BV/TV) midiendo el drea de las trabéculas a 0,5 mm por debajo de la region
central del cartilago de crecimiento, en un rectangulo de 2 mmz2de drea mientras que
para las cuartas vértebras lumbares (L4) se obtuvo midiendo el area a 0,2 mm por
debajo del cartilago de crecimiento en un rectangulo de 1 mm?de area (Figura 26 y
Figura 27).

Se obtuvo la fraccion del area de las trabéculas con relacién al area de tejido utilizada
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Figura 26 - Histomorfometria estatica en tibias, representacion de la regién evaluada.

para la determinacién.
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Figura 27 — Histomorfometria estatica en vértebras, representacion de la regién evaluada.
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Evaluacion de la resistencia dsea

La evaluacion de la resistencia dsea se realizo en la

| B 1 pl
uccal plane .

hemimandibula izquierda, fémur izquierdo vy
derecho, y vértebra lumbar (L1) y toracica (T3) a

través de ensayos de flexion a tres puntos y de

compresion, segun la pieza.

5mm

Las mandibulas fueron colocadas de manera Figura 28 — Planos anatémicos de la
) ] hemimandibula de rata

perpendicular al plano del equipo a temperatura

ambiente, con el lado lingual hacia arriba, el punto central del equipo fue alineado

sobre el segundo molar (Figura 28). Para el ensayo de biomecanica el fémur se

posiciono de tal manera que su eje longitudinal es paralelo al plano horizontal. Los

puntos de apoyo de la base del equipo utilizado fueron situados en la epifisis proximal

y distal del hueso, mientras que la carga se aplicd en el punto medio de la diéfisis.

Figura 29 — Disposicidn de cada una de las piezas dseas en el equipo de biomecanica. De izquierda a
derecha: hemimandibula, vértebra, fémur.

El ensayo de flexion a tres puntos se utilizd en fémures y hemimandibulas. Fue
realizado en un equipo disefiado en el Laboratorio de Biologia Osea, este cuenta con
una celda de carga de 200 N de capacidad maxima, con sensibilidad de 0,01 N y una
precision de 10 micras para el desplazamiento. La distancia entre las dos barras donde
se apoya la muestra para la prueba de flexién de tres puntos fue de 12 mm. Se midid la
longitud de los huesos con un calibre, se calculé el promedio de las mediciones y se
marcé en cada hueso el punto de corte del ensayo donde se realizé la flexidon (punto
medio de la longitud total del hueso). Se colocé el hueso en el soporte de manera que

el punto medio quedé a igual distancia de los puntos de apoyo en el soporte y luego se
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aplicé la fuerza en la parte media del hueso. La velocidad de desplazamiento fue de
0,01 mm/seg, y se obtuvo una curva de carga en funcion de la deformacién para
determinar las propiedades dseas. Los valores de voltaje y desplazamiento fueron
adquiridos por el software Biomedical Data Acquisition Suite 1,9 (2011, Argentina). El
software transforma los datos de voltaje a fuerza y luego se calculd las demds variables
biomecanicas obtenidas de la grafica de fuerza (N) vs desplazamiento (mm): fuerza de
fractura (N), fuerza maxima soportada definida como la maxima carga soportada (N),
rigidez del hueso que es la pendiente de la seccién lineal de la grafica, energia
absorbida definida como el area bajo la curva acumulada hasta el punto de fractura

(m)J), stress (o) y médulo de Young (Y). Todas estas variables se muestran en la Figura

Fuerza
maxima

Limite de /
elasticidad Punto de

fractura

Rigidez

Region
plastica

Energia absorbida

Region

elastica

......_----..._________...-....-.......-...

DESPLAZAMIENTO (mm)

Figura 30 — Variables obtenidas de la curva de carga vs desplazamiento.

30.

Fuerza de Fractura: Es la fuerza en el punto de fractura. Mide la resistencia y la
tenacidad de un material. Cuanto mayor sea la fuerza de fractura, mas resistente sera

el material y mas energia podrd absorber antes de fracturarse.

Fuerza maxima soportada: Es el valor maximo alcanzado de fuerza en la curva y
representa al maximo valor de fuerza soportado antes de que se produzca una

deformacién permanente o una fractura.

64



Rigidez: Es la pendiente de la parte lineal de la curva fuerza vs desplazamiento. la
rigidez se refiere a la medida de la resistencia del hueso a la deformacién cuando se

aplica una carga.

Energia Absorbida: La energia absorbida es el area total bajo la curva y representa la

energia total absorbida por el hueso hasta el punto de fractura.

Momento de inercia (CSMI): Es una medida de la distribucion de masa de una seccién
transversal de un hueso. Se utiliza para evaluar la resistencia a la flexion de un. Este

valor estd influenciado por la geometria del hueso.

Moddulo de Young: Es una medida de la rigidez del hueso y su capacidad para resistir la
deformacién eldstica bajo carga. Un mayor médulo de Young indica un hueso mas
rigido y menos deformable, mientras que un médulo de Young mas bajo indica un
hueso mas flexible.

En el caso de las vértebras se aplicd un ensayo de compresion, y para ello ésta fue
sometida a una fuerza perpendicular progresiva en la zona trabecular, utilizando un
accesorio con punta plana redonda de 2,5 mm de diametro. Se utilizé6 el mismo
software para transformar los datos y calcular variables biomecanicas que para el

ensayo a 3 puntos, obteniendo asi la energia absorbida, la rigidez y fuerza maxima.

Evaluacion de la densidad mineral 6sea y el contenido mineral éseo

Se llevd a cabo sobre las radiografias (Kodak D-speed 30,5x40,5 mm) de las tibias,
vertebras y hemimandibulas con un equipo de rayos X (WorkRay 70 KV, Workman SRL,
Argentina) incluyendo un patréon de aluminio. La medida de densidad mineral se
realizé sobre radiografias de la tibia, se tomaron medidas del valor de intensidad de en
la escala de grises sobre imagenes digitalizadas de 8 bits, en la regién de la diéfisis y
epifisis (Figura 31), y en la region del céndilo en la mandibula (Figura 31). Se realizo
una interpolacion de los valores hallados, con los valores de concentracion obtenidos
de un patrén calibrado con cantidades crecientes de calcio por cm2: 7,95, 18,72, 28,67,
40,73 y 51,93 mg Ca/cm? respectivamente. Las mediciones se realizaron con el

software Image J 1,40,
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Figura 31 —lzquierda: Radiografia de tibias, los rectdngulos representan las regiones donde
se determind la DMO, en el centro se observa el patrén calibrado. Derecha: Radiografia de
hemimandibula, el circulo rodea la region donde se determind la DMO, en el centro se
observa el patrén calibrado.
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Objetivo 2

Identificar modificaciones en la composicidn, crecimiento y estructura
del tejido dentario en las crias de ratas gestantes consumidoras de
infusiones de yerba mate.

Histomorfometria estatica

Las hemimandibulas se fijaron con formol-PBS al 10% y posteriormente se
descalcificaron en EDTA 10% antes de ser incluidas en parafina. Se tifieron los cortes
con hematoxilina-eosina. Para el analisis de hueso alveolar se tomaron fotografias con
camara Touptek (XCAM1080PHA) utilizando un aumento 100X en la region de la raiz
del primer molar. Se calibraron las imagenes con una escala milimétrica y se analizaron
utilizando el software Image J. Para el area total utilizada se trazé el perimetro interno
delimitado por el ligamento periodontal y como base se tomé de referencia el extremo
inferior de las raices del molar. Dentro del area comprendida se tomé el area de las
trabéculas y se obtuvo el volumen de fraccidn de area trabecular (BV/TV) como el 4rea

de las trabéculas en relacién al area total utilizada para la determinacion.

Figura 32 — Determinacion de BV/TV en hueso alveolar interradicular

En esas mismas fotografias se midid la altura vertical desde la encia hasta la cresta
6sea del hueso interradicular, ubicado en el espacio comprendido entre el primer y
segundo molar. Ademas, se utilizaron fotografias de la pulpa dental a 400X para contar
la proporcién de odontoblastos por unidad de darea, el ancho de la pre-dentina, la

dentina y la capa odontoblastica (Figura 33).
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@ Ancho dentina @ Altura hueso interradicular
B Ancho pre-dentina
B Ancho capa odontoblastica

Figura 33 — Izquierda: Areas utilizadas para la determinacién. Derecha:
determinacion altura hueso interradicular.

Morfometria dental

Las mediciones se realizaron sobre radiografias
digitalizadas de hemimandibulas izquierdas utilizando el
software Imagen J, tomando la longitud del ancho

comprendido desde el inicio del primer molar al final del

ultimo molar.

Figura 34 — Determinacién ancho molares

Histomorfometria Dinamica

Utilizando el mismo protocolo descripto anteriormente se procedié a obtener la MAR
en la region de la dentina del primer molar a partir de fotografias obtenidas utilizando
un microscopio con un aumento de 400X una escala milimétrica como referencia, y el

software Image J para la obtencion de las medidas en la regién de la dentina.
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Figura 35 — Determinacion histomorfometria dindmica.

Evaluacion de la densidad mineral sea y el contenido mineral 6seo

La medida de densidad mineral se realizé por analisis de las radiografias digitalizadas
del segundo molar y fue realizada simultaneamente con un patrén calibrado con
concentraciones crecientes de calcio por cm2 7,95, 18,72, 28,67, 40,73 y 51,93 mg
Ca/cm? respectivamente. Las mediciones se realizaron con el software Image J, y se
obtuvieron los valores interpolando la densidad obtenida del segundo molar en la

curva de calibracién del patrén.
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Objetivo 3

Establecer si el consumo de infusiones de yerba mate en ratas gestantes
afecta parametros plasmaticos relacionados al tejido 6seo y parametros
de estrés oxidativo en las crias.

Sobre el plasma de las crias recolectado previo al sacrificio se determind:
concentracion de proteinas totales, aspartato aminotransferasa (GOT), creatinina y
pardmetros de estrés oxidativo: lipoperoxidacién, polifenoles totales y capacidad
antioxidante. Todas las determinaciones se realizaron por duplicado y se utilizé un

estandar comercial, Standatrol S-E 2 niveles (Wiener Lab) como control positivo.

Proteinas totales: se determinaron con un espectrofotdmetro (Perkin Elmer Lambda
11) empleando un kit comercial Proteinas Totales AA (Wiener Lab). El método se basa
en que los enlaces peptidicos de las proteinas reaccionan con el ion cuprico en medio
alcalino, para dar un complejo color violeta con maximo de absorciéon a 540 nm, cuya

intensidad es proporcional a la concentracién de proteinas totales en la muestra.

Contenido de polifenoles totales: se llevd a cabo por el método de Folin Cicolteu
(segun 1SO 14502-1) con ligeras modificaciones para muestras de plasma con el fin de
evitar la interferencia de proteinas [129]. El| método se basa en la capacidad de los
fenoles para reaccionar con agentes oxidantes y se utilizd una curva de calibracidon con
patron de acido galico con concentraciones crecientes de 10 a 60 pg/ml. Las
determinaciones se realizaron a 760 nm sobre plasma previamente desproteinizado
con 4acido tricloroacético al 10%. Los resultados se expresaron como ug de

equivalentes de acido galico/ml (ug GAE/ml).

Creatinina: La determinacidén de creatinina se llevd a cabo como indicador de Ia
funcién renal, utilizando kit comercial Creatinina cinética AA (linea liquida, Wiener
Lab.). EI método se fundamente en la reaccion a 25°C de la creatinina con el picrato
alcalino que produce un cromdgeno rojo que se mide espectrofotométricamente. La
velocidad de formacién del color es proporcional a la concentracién de creatinina en la
muestra. Los resultados se expresan en mg/L, las medidas de absorbancias a 500 nm se

realizaron en un espectrofotémetro Perkin Elmer lambda 11,
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Alanina aminotransferasa: La actividad de GOT plasmatica se realizd utilizando un
equipo comercial GOT unitest, (linea sdlida, Wiener Lab). La técnica se fundamenta en
la medida del cambio de absorbancia a 340 nm, generado por la transaminacion del L-
aspartato a oxalacetato por la GOT, y la posterior reduccién del oxalacetato a L-malato
por la enzima malato deshidrogenasa a pH 7,8 y a 37 °C. Los resultados se obtienen en
unidades/Litro (U/L) y las medidas de absorbancias se realizaron en un

espectrofotémetro Perkin Elmer lambda 11,

Parametros de estrés oxidativo:

Lipoperoxidacion: El malondialdehido (MDA), marcador de peroxidacién lipidica, se
origina por la accion de radicales hidroxilos sobre las cadenas insaturadas de los acidos
grasos de los fosfolipidos de membranas. Su aumento es un indicador de estrés
oxidativo. El MDA se estimé como el nivel de TBARS por el método de Ohkawa [130]. El
principio del método se basa en la medicion espectrofotométrica del complejo que se
forma durante la reaccion del acido tiobarbitlirico con MDA. Brevemente, las muestras
de plasma se incubaron durante 1 h a 95 °C en un medio de reaccion que contenia 14
mmol/L de dodecil sulfato de sodio, 1,25 mol/L de acido tiobarbiturico y 18 mmol/L de
acido acético. A continuacion, las muestras se centrifugaron a 1000 g durante 5
minutos y los sobrenadantes se sometieron a desproteinizacion con 0,31 mol/L de
acido tricloroacético. Finalmente, las muestras se centrifugaron a 1500 g durante 10

min y la absorbancia de los sobrenadantes se midié a 532 nm.

Por otro lado, se realizd una curva de calibracion con un patrén de 1,1,3,3-
tetrametoxipropano (TMP) y se interpolaron los valores de absorbancia de las

muestras en la misma. La concentracion de MDA se expresé en nmol/ml.

Capacidad antioxidante: Se lleva a cabo por el ensayo de FRAP de acuerdo con el
procedimiento descripto por Benzie and Strain con modificaciones, en el cual la
reduccion de Fe3 a Fe> a bajo pH lleva a la formacién de un complejo coloreado (TPTZ:
ferrous-2,4,6-tripirydyl-s-triazyne), lo cual provoca un aumento de absorbancia a 593

nm [131]. Los resultados se expresaron como concentracion de iones Fe* reducidos a
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Fez después de 3 minutos de incubacidn de las muestras con reactivo de FRAP (buffer

acetato, TPTZ, HCl y FeCl;).

En este caso se preparé una curva de calibracion con el stock FeSO,7H,0 (1000
umol/L) con concentraciones de 500 a 2500 pmol/L FeSO,7H,0. Como control positivo
se utilizd el antioxidante butilhidroxitolueno (100 uM). Para las muestras se utilizaron
5 ul de plasma diluido en 75 ul de H,0, y luego se agregaron 600 pul del reactivo de
FRAP.

Por ultimo, se incubaron las muestras y la curva de calibracion a 37 2C durante 10
minutos, y se realizd la lectura de absorbancia a 593 nm. Luego de restar el blanco, se
interpolé en valor de absorbancia obtenido para las muestras en la curva de

calibracion y se obtuvo la concentracion de las mismas en umol de Fe?/L.

Analisis estadistico de los datos
El andlisis estadistico de los resultados se llevd a cabo utilizando el software GraphPad
Prism 8,0,2, Para las variables cuantitativas, se realizé una evaluacién inicial de la
distribucién de los datos mediante la prueba de Kolmogorov-Smirnov para determinar
el uso de pruebas paramétricas o no paramétricas, y se verificd la homogeneidad de la

varianza utilizando el test de Bartlett.

Las variables continuas de los dos grupos tratados se compararon con el grupo de
control utilizando el andlisis de la varianza (ANOVA) a un criterio para distribuciones
normales con varianza homogénea, o ANOVA de Brown-Forsythe y Welch para
distribuciones normales sin homogeneidad en la varianza. Como post-test para las
comparaciones multiples, se utilizé la prueba de Dunnett. Ademads, cuando se
evaluaron dos factores sobre la variable, se aplicd la prueba de ANOVA a dos criterios
de clasificacidn. En todos los casos, se considerd una diferencia significativa cuando p <

0,05,
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9 RESULTADOS

Peso corporal y evaluacion del consumo de liquidos

Se evalud el peso de las crias a los dias 17, 25, 33 y 39 de vida para cada grupo. Se
observé un aumento significativo en el peso a lo largo de los dias, pero no se hallaron

diferencias entre los diferentes grupos en ninguno de los dias analizados (Figura 36).
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Figura 36 - Peso de las crias a lo largo de los experimentos. Los resultados se
expresan como la media £ SEM. p>0,05, ANOVA a 2 criterios.

A continuacién, en la Figura 37 se muestran los pesos obtenidos al finalizar el
experimento segun el sexo y el tratamiento aplicado. No se observaron diferencias
significativas en los pesos finales debidas al tratamiento o al sexo, y tampoco se hallé
una interaccién entre estas variables. Por este motivo los resultados se presentan sin

discriminar por sexo dentro de los grupos experimentales.
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Figura 37 — Comparacioén de pesos de las crias por grupo y sexo. Los resultados se expresan
como la media + SEM. (ANOVA a 2 criterios, p>0,05).

También se evalud el consumo de liquidos para cada grupo experimental en el dia 39
de vida y este valor hallado fue utilizado para la estimacion de la dosis consumida de
cafeina calculada en la seccidn del disefio experimental. Se observéd un incremento del
consumo de liquido en relacién al peso corporal en los grupos tratados respecto del
control, alcanzado diferencia significativa con un aumento del 15,8% respecto al

control solo para el grupo YM+ (Figura 38).
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Figura 38 — Consumo de liquido (ml) de las crias en relacién
con el peso (g) al finalizar el experimento para cada uno de
los grupos experimentales. ** p<0,01, Test de Brown-
Forsythe y Welch ANOVA. Post test de Dunnett.

Objetivo 1
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Evaluar variaciones en la estructura, biomecanica y composicion de
huesos largos, vértebras, y mandibulas en las crias de ratas gestantes
consumidoras de infusiones de yerba mate.

Se detallan a continuacién los resultados obtenidos para cada pieza ésea con los

diferentes métodos de evaluacién empleados.

Fémur

Medidas morfométricas macroscopicas
Se determinaron las medidas morfométricas en secciones trasversales de fémur, para
cada uno de los tratamientos. Tanto el ancho cortical como el area cortical se vieron
significativamente disminuidos en el grupo YM en comparacién con el grupo control,
con una reduccion del 9,5% en el ancho cortical y un 10,3% en el drea cortical. Sin
embargo, estas diferencias no se observaron en el grupo YM+ (Tabla 2). También se
hallé una disminucién tanto en el area medular, el perimetro enddstico y el didmetro
interno para el grupo YM+, representando un 13,4%, 9,7% y un 5,4% de cambio
respectivamente, comparados con el grupo control, sin cambios significativos en estas
variables en el grupo YM (Figura 39).
No se observaron diferencias significativas para las medidas de radio, perimetro
peridstico, diametro externo y area total en ninguno de los grupos tratados respecto al
control (Tabla 2).

Tabla 2 — Morfometria de Fémur

Control YM YM+

Radio (mm) 1,47 + 0,03 1,45 + 0,02 1,41 +0,03

Ancho cortical (mm) 0,42 £ 0,01 0,38 £ 0,01 ** 0,44 £ 0,01

Area cortical (mm?) 3,39+0,14 3,04+0,10 * 3,25+ 0,09

Al 6,75+ 0,17 6,87 + 0,09 6,23 + 0,21
(mm)

Diametro externo 2,95 + 0,06 2,90 + 0,04 2,81+ 0,06
(mm)

Area total (mm?) 6,84 + 0,26 6,55+ 0,15 6,23 + 0,26

Los resultados se expresan como la media + SEM. * p <0,05, ** p <0,01, ANOVA. Post-test
Dunnet.
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Figura 39 - Cambios morfométricos en el fémur. (A) Area medular, (B) Per

S I
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imetro enddstico, (C)

Didmetro interno. Valores expresados como media + SEM. * p<0,05, ANOVA. Post-test Dunnet.

Evaluacion de la resistencia dsea

A través del ensayo de flexién a 3 puntos no se hallaron diferencia

s significativas en la

mayoria de las variables excepto por una mayor energia absorbida en el grupo YM

respecto al control sin diferencias para el grupo YM+ (Tabla 3).

Tabla 3 — Variables biomecanicas en fémur

Control YM
Carga maxima (N) 37,50 £ 0,94 37,98+ 1,15
Rigidez (mm/N) 105,80 + 3,34 121,20+ 6,75
Fuerza de fractura (N) 33,84 £ 0,96 34,06 +£1,12
CSMI (mm"™) 1,78+0,14 1,58 +0,11
Energia absorbida (mJ) 23,51 +1,52 30,36 + 1,68*
Mddulo de Young (GPa) 1,84 +0,21 2,08+0,16
Tension maxima (MPa) 88,86 £ 5,86 99,56 + 4,21

Los resultados se expresan como la media + SEM. * p<0,05, ANOVA

YM+
36,16 £ 0,62

107,00 £5,17
33,08 +0,75
1,54 +0,10
27,17 £ 2,18
1,61 +0,10

93,14 £ 5,47

. Post-test Dunnet.
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Tibia

Medidas morfométricas macroscopicas
Se hallé una disminucion significativa del diametro en el grupo YM+ que representa un
4,3% de cambio respecto al control, sin diferencias para el grupo YM. Por otra parte,
no se obtuvieron diferencias en el largo de la tibia entre los diferentes grupos (Tabla

a).

Tabla 4 — Morfometria de Tibias

Control YM YM+
Largo (mm) 24,80 + 0,19 24,80+ 0,14 25,26 + 0,15
Diametro (mm) 2,08 +0,03 2,07 +£0,03 1,99 + 0,02 **

Los resultados se expresan como la media + SEM. ** p <0,01, Test de Brown-Forsythe y
Welch ANOVA. Post test de Dunnett.

Histomorfometria dinamica
A nivel cortical no se observaron diferencias para ninguno de los tratamientos respecto
al control en la tasa de aposiciéon mineral (MAR) (Tabla 5). Asimismo, el ensayo reveld
que la superficie activa de mineralizacion (MS/BS) no presentd diferencias
significativas entre los diferentes tratamientos, siendo en todos los casos del 100%
dado que el analisis se realizdé durante el periodo de crecimiento. Por lo tanto, la tasa
de formacion dsea, producto de estos dos parametros, tampoco presenta variaciones
respecto al control.
Tabla 5 — Tasa de aposicidon mineral en tibia

Control YM YM+

Tasa de aposicion
mineral (um/dia)
Los resultados se expresan como media + SEM. Test ANOVA p>0,05,

4,433 £ 0,219 4,176 + 0,048 4,810 + 0,202

Control YM YM+

Figura 40 - Cortes histoldgicos de los grupos analizados por histomorfometria dindmica. Las figuras
corresponden a cortes transversales de tibia, la linea roja corresponde a la marcacion con Alizarin
Red mientras que la linea verde contigua corresponde a la tetraciclina. Se observa que ambas lineas
son continuas para todos los casos. Aumento 100X.



Histomorfometria estatica
Al evaluar la fraccion de volumen de hueso trabecular respecto al area total en
metdfisis de tibia se observé una tendencia con aumento que solo fue significativo
para el grupo YM+ con un incremento del 44,9% del volumen éseo trabecular (Figura

41). En la Figura 42 se observa esta diferencia obtenida en los cortes histolégicos
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Figura 41 - Volumen de hueso trabecular. Los resultados se
expresan como la media £ SEM. * p<0,05, Test Kruskal-Wallis.
Post-test Dunnet.

evaluados.

Figura 42 — Cortes histoldgicos tefiidos con Hematoxilina-eosina utilizados para la evaluacion de
faccién de volumen trabecular en metafisis de tibia. Aumento 40X.

Evaluacion de la densidad mineral dsea y el contenido mineral 6seo
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Respecto a la DMO se hallé una disminuciéon en la didfisis del grupo YM+ comparado
con el control (Figura 43A), y una disminucidon en la epifisis para ambos grupos

tratados (Figura 43B).

Figura 43 — Densidad mineral 6sea. Diafisis tibia (A), Epifisis tibia (B). Los resultados se
expresan como la media = SEM. * p <0,05, *** p<0,001, Test de Brown-Forsythe y
Welch ANOVA. Post test de Dunnett.

Vértebras

Medidas morfométricas macroscopicas
En la evolucién morfométricas de vértebras L1 solo se observd una disminucién
significativa del ancho anteroposterior de la vértebra para el grupo YM sin diferencias
para el grupo YM+ cuando se compara contra el control, representando un 6,6% de
cambio (Tabla 6).

Tabla 6 — Medidas morfométricas en la primera vértebra lumbar

Control YM YM+
ATEIO B EICBIE a0 o g 6,43 £0,18 6,35+0,17
vértebra (mm)
AT EMETERESINErER . | 159450 4,38 + 0,05* 4,56 + 0,07
la vértebra (mm)
DIEIIEHD MeRer CAIGERE] | g o 1@ 6 1,78 + 0,25 1,32 0,05
medular (mm)
MIELUSEONTAN CRICEIEIN S0y i oy 2,14+ 0,24 2,43+0,11
medular (mm)
Area del canal medular
3,14+ 0,17 3,12 + 0,20 3,06 + 0,14

(mm?)
Los resultados se expresan como la media + SEM. * p<0,05, Test Kruskal-Wallis. Post-test
Dunnet.
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Evaluacion de la resistencia dsea

Los valores de energia absorbida, rigidez y fuerza maxima en hueso trabecular de la

primera vértebra lumbar no presentaron diferencias significativas entre los grupos

(Tabla 7).
Tabla 7 — Variables biomecanicas primer vértebra lumbar
Control YM YM+
Energia absorbida (mJ) 40,46 + 3,64 38,26 + 3,02 38,22 +£2,34
Rigidez (N/mm) 63,23 £4,33 62,58 + 3,01 63,86 + 3,85
Fuerza maxima (N) 48,08 + 2,33 45,86 + 2,11 44,95 + 2,13

Los resultados se expresan como media £ SEM. Test ANOVA p>0,05

Los valores de energia absorbida, rigidez y fuerza maxima en hueso trabecular de la

cuarta vértebra toracica no presentaron diferencias significativas entre los grupos

(Tabla 8).
Tabla 8- Variables biomecanicas cuarta vértebra toracica
Control YM YM+
Energia absorbida (m)J) 44,25 + 2,63 42,71 + 2,38 42,59 + 2,33
Rigidez (N/mm) 60,31+1,63 59,65 + 1,68 64,63 £2,24
Fuerza maxima (N) 58,33+ 1,35 58,02 +1,79 60,41 + 1,13

Los resultados se expresan como media + SEM. Test ANOVA p>0,05,

Histomorfometria estatica
Para la segunda vértebra lumbar se hallé6 un aumento del 37,1% en la fraccion de
volumen trabecular en el grupo YM comparado con el grupo control, y un aumento no

significativo para el grupo YM+ (Figura 44 y Figura 45).

> ﬁl s
Figura 44 — Cortes histolégicd@tefidds é% em3toxilin@eosina utilizados para la evaluacion
de faccion de volumen tra@&tar en cuerfio de vértebra lumbar. Aumento 40X.
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Figura 45 - Volumen de hueso trabecular en cuarta vértebra
lumbar (BV/TV%). Los resultados se expresan como la media
+ SEM. ** p<0,01, Test Kruskal-Wallis. Post-test Dunnet.

Evaluacion de la densidad mineral 6sea y el contenido mineral dseo
No se hallaron diferencias en la DMO entre los grupos tratados y el control en la cuarta

vértebra lumbar (Tabla 9).

Tabla 9 — DMO en cuarta vértebra lumbar

Control YM YM+
DMO (mg Ca/mm?2) 13,03+0,74 12,01 +1,02 14,00 £ 1,60
Los resultados se expresan como media £ SEM. Test ANOVA p>0,05,
Hemimandibula
Medidas morfométricas macroscépicas

Al evaluar las medidas morfométricas en hemimandibula, no se hallaron cambios
significativos a nivel morfolégico macroscdpico en ninguna de las longitudes obtenidas

para los diferentes grupos (Tabla 10).

Tabla 10 — Medidas morfométricas en Hemimandibula

Control YM YM+

O - Condilo (OC) 19,37 0,17 19,36 + 0,13 19,61 + 0,20
(mm)

O - Base (0B) 17,49 £ 0,12 17,64 £ 0,20 L2 e
(mm)

O - Apdfisis (OA) 55 181013 20,43 £0,13 20,59 + 0,21
(mm)

Area OAB (mm) 85,70 + 1,50 85,88 + 1,69 85,49+1,68

Los resultados se expresan como la media + SEM. Test ANOVA p>0,05,

81



Evaluacion de la resistencia dsea

Se hallaron valores significativamente mayores de fuerza maxima y punto de fractura
solo para los grupos YM y YM+ comparado con el control, mientras que la energia
absorbida solo mostré diferencias significativas en el grupo YM+. No se hallaron
diferencias en los valores de rigidez (Figura 46).
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Figura 46 — Evaluacidén de resistencia dsea por ensayo de flexion a 3 puntos en hemimandibula:
Fuerza Maxima (A), Punto de Fractura (B), Rigidez (C), Energia absorbida (D). Los resultados se
expresan como la media £ SEM. * p <0,05, ** p <0,01, Test de ANOVA. Post-test Dunnet.

Evaluacion de la densidad mineral ésea y el contenido mineral 6seo
No se hallaron diferencias significativas en los valores obtenidos de DMO evaluadas en

radiografias de hemimandibulas evaluada a nivel del céndilo (Tabla 11).

Tabla 11 — DMO en céndilo
Control YM YM+

DMO (mg Ca/mm?) 6,84 + 0,259 6,55+ 0,156 6,23 + 0,256
Los resultados se expresan como la media + SEM. Test ANOVA p>0,05,
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Objetivo 2

Identificar modificaciones en la composicidn, crecimiento y estructura

del tejido dentario en las crias de ratas gestantes consumidoras de
infusiones de yerba mate.

Hueso alveolar interradicular

Histomorfometria estatica

En el grupo YM+ se obtuvo un aumento del 15,9% en la fraccién de hueso trabecular
en hueso alveolar respecto al control. No se hallaron variaciones significativas respecto

al control en el caso del grupo YM (Figura 47).
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Hueso alveolar (BV/TV%)

Figura 47 — Izquierda: Volumen de hueso trabecular en hueso alveolar. Los resultados se
expresan como la media £ SEM. * p <0,05, Test Kruskal-Wallis. Post-test Dunnet. Derecha:
Cortes histoldgicos tefiidos con Hematoxilina-eosina utilizados para la evaluacién de
faccién de volumen trabecular en cuerpo de hueso alveolar interradicular. Aumento 40X.

Molares
Medidas macroscépicas

Al evaluar el ancho de los 3 molares se
hallé una diminucidn en la longitud con
diferencias significativas en ambos
grupos tratados respecto al control:

Figura 48 — Longitud de los 3 molares. Los
resultados se expresan como la media £ SEM. ** p
<0,01, Test ANOVA, post-test Dunnet
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Evaluacion de la densidad mineral dsea

Se hallé una disminucidn significativa en la

DMO en el grupo YM+ respecto al control, 604 "
< 1
3

sin variaciones significativas en el grupo % 55+

YM (Figura 49). E 50 T.
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Figura 49 — Densidad mineral 6sea en segundo
molar. Los resultados se expresan como la media
SEM. ** p <0,01, Test ANOVA, post-test Dunnet.

Andlisis histolégico
Al analizar la densidad de osteoblastos, el ancho de la dentina y pre-dentina y la altura

del hueso alveolar, no se hallaron diferencias significativas entre los grupos tratados

respecto al control para ninguna de las variables (Tabla 12).

Tabla 12 — Medidas histoldgicas del primer molar

Control YM YM+
Odontoblast
ontopiastos 10305 + 431 11621 + 761 9564 + 102

(células/mm?)

Altura hueso
. . 0,41 + 0,02 0,43 + 0,01 0,38 + 0,02
interradicular (mm)

AENE CIET T 0,27 + 0,01 0,28 + 0,01 0,32 + 0,02

(mm)

AEE (F;::‘;e”t'”a 0,016 + 0,002 0,014 + 0,0006 0,016 + 0,002

Los resultados se expresan como la media + SEM. Test ANOVA, p>0,05,
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Histomorfometria dinamica
La tasa de aposicién mineral (MAR) tampoco se hallaron diferencias significativas entre
los grupos (Tabla 13). Dado que la superficie activa de mineralizacién (MS/BS) fue del
100% para todos los grupos por el alto recambio de la dentina y por la etapa de
crecimiento, la tasa de formacién dsea, producto de estos dos pardmetros, tampoco

presentd variaciones.

Tabla 13 — Histomorfometria dindmica en primer molar

Tasa de aposicion mineral

(um/dia) Control YM YM+
26 a 39 dias de vida 4,48 +0,22 4,97 +0,18 4,25+ 0,30
26 a 36 dias de vida 8,57 + 0,39 9,35+0,33 7,90 + 0,58
36 a 39 dias de vida 6,87 £ 0,80 8,16 £ 0,69 7,29 £ 0,83

Los resultados se expresan como la media + SEM. Test ANOVA, p>0,05,

Control YM YM+

Figura 50 - Cortes histolégicos de los grupos analizados por histomorfometria
dinamica. Las figuras corresponden a cortes del primer molar, la linea roja corresponde
a la marcacién con Alizarin Red para el dia 26 de vida, mientras que la linea verde
contigua corresponde a la tetraciclina al dia 36 de vida. Se observa que ambas lineas
son continuas para todos los casos. Aumento 100X.

85



Objetivo 3

Establecer si el consumo de infusiones de yerba mate en ratas gestantes
afecta parametros plasmaticos relacionados al tejido 6seo y parametros
de estrés oxidativo en las crias.

Determinaciones bioquimicas

Proteinas totales
En muestras de plasma se determinaron proteinas totales al dia 17 y 39 de vida de las
crias. Al dia 17 se observa una mayor concentraciéon de proteinas en el grupo YM+
respecto al control (Figura 51 - Dia 17) sin diferencias para el grupo YM, y para el dia 39

se hayan valores disminuidos en ambos grupos tratados respecto al control (Figura 51 -

Dia 39).

Dia 17 Dia 39
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T T T
Control YM YM+
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Control YM YM+

Concentracion de proteinas (g/dL)
T

Concentracion de proteinas (g/dL)
T

Figura 51 — Valores hallados de proteinas plasmaticas. Izquierda: dia 17 de vida,
derecha: dia 39 de vida. Los resultados se expresan como la media + SEM. *
p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001, Test de Brown-Forsythe y

Welch ANOVA. Post test de Dunnett.
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Capacidad antioxidante
En muestras de plasma se obtuvo capacidad antioxidante total para los dias 17 y 39 de
vida de las crias y se hallé una tendencia con aumento para los grupos tratados. Para el
dia 17 de vida el grupo YM+ presentd un aumento significativo respecto al control

(Figura 52 — Dia 17) con la misma tendencia al dia 39 (Figura 52 — Dia 39).

Dia 17 Dia 39
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Figura 52 - Valores hallados de capacidad antioxidante en base al ensayo de FRAP.
Izquierda: dia 17 de vida, derecha: dia 39 de vida. Los resultados se expresan
como la media + SEM. * p<0,05, Test de ANOVA, post-test de Dunnet.

Para el resto de las determinaciones bioquimicas relacionadas al estado oxidativo
fisioldgico de las crias tales como lipoperoxidacién y polifenoles totales en plasma, no

se hallaron diferencias significativas entre los grupos tratados y el control (Tabla 14).

Tabla 14 — Determinaciones bioquimicas en plasma de crias.

Control YM YM+
Lipoperoxidacion 52403 48+02 55+04
(nmol/mL)
Polifenoles totales (Eq. 1201452 118,5+ 4.8 122,34 6,1

Acido galico ug/mL)
Los resultados se expresan como la media + SEM. Test ANOVA, p>0,05,
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Creatininay GOT

Los valores de GOT en plasma presentaron un aumento con diferencia significativa en
el grupo YM+ respecto al control, sin diferencias en el grupo YM (Figura 53). Los
valores de creatinina en plasma de los grupos tratados no presentaron diferencias
significativas respecto al control (C:0,90 * 0,05 mg/L; YM: 0,95 + 0,04 mg/L; YM+: 0,87
+ 0,06 mg/L).
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Figura 53 — Valores de GOT en plasma.
Los resultados se expresan como la
media £ SEM. * p<0,05, Test Kruskal-
Wallis. Post-test Dunnet.
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10 Discusion

La YM obtenida de la especie arbérea llex paraguariensis es consumida diariamente en
paises de América Latina para la preparacion de infusiones. Se estima una ingesta de
cafeina a través de la YM que puede alcanzar hasta 300 mg diarios [32,34,46]. Al ser
una actividad cultural y parte de la rutina diaria de estas poblaciones, el consumo de
infusiones de YM continua incluso durante el periodo de gestacidn. Si bien se han
realizado estudios sobre el efecto de estas infusiones sobre poblacién adulta tanto en
modelos animales como en humanos observando efectos beneficiosos en la salud dsea
[62,88,108, 109], poco se sabe que influencia podrian tener sobre el proceso de
gestacion y el desarrollo 6seo de la descendencia. Considerando que se han hallado
diferentes efectos bioldgicos por parte de sus componentes en estas etapas, como un
menor peso al nacer a causa del consumo de la cafeina [115], o un efecto neutro por
parte de las infusiones de YM sobre el crecimiento del feto y de otras infusiones con
niveles elevados de polifenoles en el desarrollo éseo [124,125], el presente trabajo
tuvo como objetivo generar nuevos conocimientos que aporten a la informacién para

la salud en la poblacion.

En base a esto disefiamos un modelo experimental en ratas Sprague-Dawley a las que
se les administraron infusiones de YM, con el objetivo de evaluar los efectos de estos
tratamientos sobre el desarrollo dseo y los procesos de osificacion endocondral e
intramembranosa en las crias, se analizaron diversos pardmetros mecdnicos,
estructurales, e histoldgicos en huesos con distintos tipos de osificacion. Se realizé un
enfoque integrador en el que se analizaron huesos largos y vertebras para evaluar el
proceso de osificacién endocondral, y hemimandibulas para evaluar el proceso de
osificacidon intramembranosa, ademas de incluir diferentes muestras para el analisis

del tejido dentario.

En este trabajo de tesis se estudiaron los efectos de infusiones preparadas de dos
formas diferentes, una fue preparada con 50 g de YM en 1 L de agua a 70 °C y otra
preparada a partir de 100 g de YM en 1 L de agua a 90 °C, esta ultima con mayor

capacidad antioxidante, contenido total de polifenoles y cafeina [88].
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En primer lugar, se midié el volumen de liquidos consumidos durante el dltimo dia
experimental en los 3 grupos y se observé una tendencia a un mayor consumo en
ambos grupos tratados, alcanzando una diferencia significativa para el grupo YM+. Este
mayor consumo de liquidos puede estar relacionado al efecto diurético causado por la
YM, pero ademas podria estar asociado con el efecto estimulante generado por la
cafeina que produce un aumento en la actividad fisica [36]. Por otro lado, se midieron
pardmetros de funcidn hepadtica y renal. Si bien la concentracién plasmatica de GOT se
hallé incrementada en el grupo YM+ respecto al control, los valores se encuentran
dentro del rango fisiolégico normal. Finalmente, los valores de creatinina no
presentaron diferencias significativas entre los grupos, indicando que la funcién renal

normal no se veria afectada por los tratamientos [132].

Considerando el posible efecto negativo de la cafeina sobre el tejido dseo fue de
interés en este trabajo analizar la dosis de cafeina administrada a cada grupo. El grupo
YM recibié una infusidn con una concentracién de 0,32 g/L de cafeina (IC95% 0,3-0,41),
lo que coincide con concentraciones utilizadas en trabajos realizados por otros grupos
de investigacion (0,31-0,34 g/L) y el consumo de cafeina diario promedio en la
poblacion argentina (0,288 g/L) [46]. Ademas, la dosis equivalente resulto similar a la
estimada en humanos, con 7,43 mg/kg para el grupo YM y 20,2 mg/kg en el grupo YM+

respecto a los 5 mg/kg consumidos diariamente en humanos [41].
Consumo de YM sobre el crecimiento corporal

Se evalud el peso de las crias durante los dias 17, 25, 33 y 39 de vida para los 3 grupos.
Se obtuvo un aumento con diferencia significativa en el peso a lo largo del tiempo para
todos los grupos, acorde a la etapa de crecimiento, y no se hallaron diferencias al
evaluar el peso segun los tratamientos o el sexo de las crias para cada uno de los dias
analizados. Esto indica que las infusiones de YM empleadas no afectaron el

crecimiento de los animales comparado con el grupo control.

Por este motivo los resultados se presentan sin discriminar por sexo dentro de los
grupos experimentales. Ademas, si bien el sexo de las crias conduce a un dimorfismo
sexual en el sistema esquelético que debe tenerse en cuenta en este tipo de

experimentos, estas diferencias se evidencian principalmente en la etapa pospuberal
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[133]. En ratas Sprague-Dawley hembras el inicio de la etapa puberal se da
aproximadamente a partir del dia 32-34 de vida, mientras que para los machos esto
sucede a partir del dia 45-48 [134], por lo que las ratas con 39 dias de edad aun se
encuentran en el periodo inicial de la etapa puberal. Por otro lado, la distribucion de
animales por grupo y la cantidad de piezas dseas obtenidas, no nos permitio tener un
numero suficiente de muestras para la evaluacién estadistica de los resultados
separada por sexo para todas las variables analizadas. Estudios en los Ultimos afios han
demostrado que el dimorfismo sexual del esqueleto también estaria influenciado por
el componente sexual cromosdmico, no obstante, estos efectos fueron observados en

ratones a partir de los 60 dias de vida [135].

Como ya se menciond, parte de los objetivos de este trabajo fue evaluar si la
exposicidon a los componentes de la YM desde la concepcidn tendria un efecto sobre el
peso de las crias y el tamafio de los huesos. Trabajos previos con dosis similares de
cafeina a las de este ensayo (5 mg/kg de peso corporal) administradas durante la
gestacion y el periodo postnatal, no causd una disminucidén en el peso de las crias.
Dosis mayores a 10 mg/kg tampoco causaron diferencias en el peso corporal, pero si se
hallé una disminucién en el peso de las mandibulas y en las medidas morfométricas de
las hemimandibulas y fémures [119]. Contrariamente en una revision sistematica se
hallé que cada 100 mg de cafeina consumidos por dia en humanos se aumenta un 13%
el riesgo de bajo peso al nacer [116]. Sin embargo, en el resto de los estudios con dosis
administradas de hasta 10 mg/kg de peso corporal, no se hallaron diferencias en el
peso causadas por el consumo de cafeina, coincidiendo con nuestros resultados en los
gue tampoco se observaron diferencias en el peso a lo largo del experimento

[119,121].

Sin embargo, en este trabajo al igual que en el experimento mencionado previamente,
donde se utilizaron dosis de 10 mg/kg de peso corporal desde el periodo prenatal
hasta los 56 dias de vida de las crias, también se hallaron variaciones morfométricas en
los huesos. En el caso del fémur tanto el ancho cortical como el area cortical se vieron
significativamente disminuidos en el grupo YM en comparacién con el grupo control,
con una reduccion del 9,5% en el ancho cortical y un 10,3% en el area cortical

respectivamente. En el caso del radio del hueso, el perimetro peridstico, el diametro

91



externo y el area total no hubo diferencias respecto al control para ninguno de los dos
tratamientos evaluados, si bien el radio y los didametros presentaron una tendencia con
valores disminuidos en el grupo YM, no se alcanzaron una diferencia significativa, sin
embargo, esta tendencia es geométricamente consistente, ya que si el drea y el ancho
cortical estdn disminuidos, el radio y los didmetros también deberian ser menores. Por
otra parte, se hallé una disminucion en el area medular, el perimetro enddstico vy el
diametro interno para el grupo YM+, representando un 13,4%, 9,7% y un 5,4% de

cambio respectivamente, comparados con el grupo control.

Para la tibia se hallé una disminucidn significativa en el grupo YM+ del didametro que
representa un 4,3% de cambio respecto al control, sin diferencias en el largo del hueso

entre los diferentes grupos.

Finalmente, en la evaluacion morfométrica de las vértebras L1 solo se observd una
disminucién significativa del ancho anteroposterior para el grupo YM, representando

un 6,6% de cambio respecto del control.

Considerando los datos en conjunto y la evidencia previa de un estudio realizado en
Brasil en 5300 mujeres que no encontré una asociacién entre el crecimiento
intrauterino del feto y el consumo de infusiones de YM [124], estas variaciones
morfométricas no resultarian relevantes a nivel bioldgico. Por otro lado, llama la
atencién de que algunas variables mostraron diferencias significativas solo en el grupo
YM, sin diferencias en el grupo YM+, algo no esperable si consideramos un efecto dosis
dependiente de los tratamientos. Finalmente, las variaciones halladas podrian
explicarse en el caso del fémur en el procesamiento de las muestras y la técnica
empleada, donde las medidas realizadas fueron obtenidas posterior a los ensayos de

biomecanica y el sitio evaluado puede haber sido variable.

Consumo de YM y propiedades biomecdnicas del hueso

Se evalud la resistencia biomecanica en didfisis de fémur a través del ensayo de flexion
a 3 puntos y no se hallaron diferencias significativas en la mayoria de las variables
excepto por un aumento en la energia absorbida del grupo YM respecto al control, sin

diferencias para el grupo YM+. Este ensayo se utilizé para obtener informacién sobre
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las propiedades estructurales del hueso, evaluando principalmente el tejido cortical.
Los datos obtenidos refuerzan el hecho de que las variaciones morfométricas
obtenidas no repercuten en las propiedades biomecdanicas del fémur, ya que este
ensayo responde a cambios estructurales del tejido, pero también a cambios en la

geometria.

Finalmente, tampoco se observé diferencias entre los grupos YM y el control en lo que
respecta al momento de inercia que es un parametro relacionado con la geometria del
hueso que indica como esta distribuida la masa alrededor del eje de flexién dando mas
informacion respecto a la relacién entre la resistencia a la fractura y la geometria del

hueso [136].

Coincidentemente, un experimento previo donde se evalué el efecto de del consumo
de polifenoles de arandanos en las propiedades biomecéanicas de ratas de 5 meses
ovariectomizadas, no se hallé una variacidn en los parametros, excepto por un mayor
esfuerzo mdximo en el grupo tratados, por lo que el efecto no se considerd

biolégicamente relevante [137].

Por su parte, la evaluacién biomecdnica del hueso trabecular se realizé a través del
ensayo de compresion en vértebras donde los valores de energia absorbida, rigidez y
fuerza maxima de la primera vértebra lumbar no presentaron diferencias significativas
entre los grupos, indicando que el tratamiento tampoco afectaria las propiedades
biomecanicas del tejido trabecular, coincidiendo con los resultados obtenidos
previamente en nuestro grupo cuando se trataron ratas adultas con infusiones con una
infusion Unica mas diluida (25 g YM/L) a la empleada en este trabajo [108]. En este
experimento las ratas expuestas a dietas bajas en calcio no resultaron con pérdida de
hueso trabecular como era de esperar por la baja dieta en calcio, indicando que el
efecto de una dieta baja en calcio es revertido con el consumo de YM en ratas adultas

[108].

Consumo de YM y osificacion endocondral

La osificacion endocondral es un proceso biolégico mediante el cual un molde

compuesto por cartilago es reemplazado por tejido éseo durante el desarrollo
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embrionario y el crecimiento posnatal. Este mecanismo es esencial para la formacién
de los huesos largos y ciertos huesos cortos del esqueleto. De esta manera, en este

trabajo tibias, fémures y vértebras fueron evaluados.

Tanto en tibia como en vértebras se hall6 un volumen de fracciéon trabecular
incrementado en los grupos tratados respecto al grupo control. Sin embargo, este
incremento no se vio reflejado en la DMO obtenida para estas piezas. En el caso de las
vértebras, este resultado junto a la informacién brindada por el ensayo de
biomecanica donde tampoco se hallaron diferencias significativas entre los grupos,
puede darnos un indicio de que, si bien el BV/TV se encuentra aumentado, este tejido
aun no posee un grado de mineralizacién suficiente para que se vea reflejado a nivel
de la DMO o en las propiedades biomecanicas de las trabéculas éseas. Esto nos lleva a
pensar que la YM podria estar aumentando la produccidn de tejido éseo en los grupos
tratados respecto al control, pero que por el estado de vida en el que se encuentran
las crias, aun no sea tejido maduro y que por lo tanto no se encuentra totalmente
mineralizado. De hecho, este fendmeno sucede en humanos durante la pubertad,
donde la tasa de crecimiento en altura es tan acelerada que el proceso de
mineralizacidn se retrasa con respecto al crecimiento de los huesos, con desfases de
hasta 8 meses para alcanzar la completa mineralizacién del tejido. también se ha
observado una relacién inversa entre la DMO y la actividad de remodelado éseo, ya
que el tejido se halla menos mineralizado ante las elevadas tasas de recambio éseo

[138,139].

La DMO fue determinada por medio de una técnica desarrollada y validada
previamente en nuestro laboratorio [108]. Un factor a tener en cuenta es que la
técnica utilizada no posee la misma resolucién que equipos de microtomografia
computarizada, por lo que podriamos en ciertas condiciones la resolucién podria no se
suficiente para detectar cambios entre los grupos. Si bien en el caso de las vértebras
no se detectaron cambios en la DMO, si hallamos una disminucién en la DMO en la
diafisis y metéfisis de las tibias, asi como un aumento en la BV/TV%. Los datos
obtenidos sugieren que existe una influencia de estos tratamientos en el proceso de
mineralizacidon y sintesis en del tejido dseo trabecular durante la exposicion al

consumo de YM. Futuras estrategias para confirmar ese hecho seran realizar
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microtomografias computarizadas de las piezas dseas, y un analisis de la fraccién del
tejido 6seo mineralizado por medio de cortes histolégicos mineralizados tefiidos con
Von Kossa donde se podra obtener la fraccién del tejido éseo sin mineralizar u
osteoide respecto a la fraccion mineralizada para obtener datos sobre el estado del

proceso de mineralizacidén en estas muestras [140].

En sintesis, una mayor fraccién de volumen déseo trabecular tanto en metéfisis de tibia
como en el cuerpo de las vértebras, sin cambios en las propiedades biomecanicas y
con una menor DMO para el caso de las tibias, no tendria una implicacién negativa
respecto al efecto de los tratamientos, si no que se relacionaria con la estimulacion de

la sintesis 6sea durante la etapa de crecimiento activo en la que se hayan las crias.

Teniendo en cuenta los resultados expuestos anteriormente, los tratamientos con YM
podrian estimular la sintesis dsea durante la etapa de crecimiento. Esta mayor
produccién ésea se veria reflejada en la adultez resultando congruente con lo
observado en ratas adultas donde el tratamiento con YM previene la pérdida ésea

causada por dietas bajas en calcio [108].

Por otro lado, resultados recientes de nuestro grupo de investigacion han demostrado
un efecto positivo de los componentes de la YM y de un extracto de dicha infusién
[88]. Los componentes de YM (rutina, dacido clorogénico y cafeina) afectaron
positivamente a las células dseas, principalmente a las células pre-osteoblasticas.
Ademas, el extracto acuoso de YM aumenté significativamente la viabilidad de las
células MLO-Y4, MC3T3-E1 y MC3T3-E1 diferenciadas. Estos efectos positivos podrian
explicarse por observaciones previas en las que se demostré que los polifenoles serian
capaces de modular la expresion de factores de transcripcién como Runx2, Osterix y el
factor nuclear kB, y podrian actuar sobre la sefializacidn intracelular como las proteinas
MAPK y BMP vy los receptores OPG/RANKL afectado las células dseas, en este caso

promoviendo la funcidn osteoblastica [141].
Crecimiento aposicional de huesos largos:

Respecto al crecimiento en el didmetro del hueso cortical, los ensayos de
histomorfometria dindamica realizados en diafisis de huesos largos no hallaron

diferencias entre los grupos tratados y el control en la tasa de aposicion mineral, o en
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tasa de formaciéon ésea durante los lapsos evaluados. Esto es llamativo considerando
el hecho de que tanto en fémur como en tibia se observaron disminuciones
morfomeétricas en didmetro, sin embargo, esto puede explicarse por el hecho de que
en este ensayo solo fueron evaluados lapsos de tiempo determinados, por lo que estos
cambios morfométricos inducidos por los tratamientos podrian estar ocurriendo en
etapas previas a las analizadas. En sintesis, la exposicion a la YM podria estar
afectando el crecimiento aposicional con una disminucion en el didmetro en los

huesos largos durante etapas tempranas del desarrollo y crecimiento.

Consumo de YM y osificacion intramembranosa

La osificacion intramembranosa es un proceso de formacién désea que ocurre
directamente sobre el tejido mesenquimatoso sin la participacién de un modelo
cartilaginoso. Este tipo de desarrollo ocurre de los huesos planos del craneo, la

clavicula y la mandibula, sobre la cual se realizaron los analisis.

Durante la evaluacidn de medidas morfométricas en hemimandibula no se hallaron
cambios significativos a nivel macroscépico en ninguna de las variables evaluadas para
los diferentes grupos. Contrario a nuestros hallazgos, en trabajos previos donde se
evaluaron dosis mayores (10 mg de cafeina por cada kg de peso corporal) desde la
gestaciéon hasta el dia 56 de vida de las crias, si encontraron diferencias, con
disminuciones en las medidas morfométricas de la hemimandibula [121]. En
congruencia a estos resultados, tampoco se hallaron diferencias en la rigidez durante
los ensayos de flexion a 3 puntos. Esta variable se halla relacionada a la geometria y la
distribucién del material 6seo que como se mencioné previamente, no presentaron

cambios en este ensayo [142].

Por otro lado, se hallaron mayores valores de fuerza mdaxima soportada, fuerza de
fractura y energia absorbida para el grupo YM+ comparado con el control. La energia
absorbida se encuentra relacionada con la composicién y la integridad del tejido dseo
[142], una mayor energia absorbida puede estar indicando que los tratamientos
mejorarian la calidad del tejido éseo sin afectar los parametros morfométricos de los

huesos, lo cual es coincidente a los resultados obtenidos a nivel del tejido trabecular
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alveolar en la mandibula, donde se evidencié un aumento del 15,9% en el BV/TV% para
el grupo YM+ indicando una mayor fraccion de tejido éseo trabecular, y por lo tanto
una mayor produccién de tejido éseo por parte de las células. Finalmente, en el ensayo
de DMO realizado en céndilo mandibular no se observaron diferencias entre los

grupos.

Los resultados hallados indicarian que los tratamientos con YM afectarian
positivamente el proceso de osificacion intramembranosa, promoviendo un beneficio
a nivel estructural, sin causar variaciones morfométricas o en la DMO en los huesos

gue presentan este patron de osificacion.

En base a los resultados obtenidos y experimentos realizados por otros grupos donde
la estructura y composicion del tejido dentarios se vio afectado por la exposicidn de
ratas a la cafeina en dosis mayores a 10 mg/kg de peso corporal [120,123], se continuo
este trabajo de investigacion estudiando la calidad del tejido dentario para poder

esclarecer los hallazgos a nivel del hueso mandibular.
Consumo de YM y tejido dentario

Durante el andlisis realizado en la morfometria de la mandibula en radiografias
digitalizadas se decidié evaluar la medida comprendida desde el inicio del primer
molar hasta el limite posterior del tercer molar ya que el contraste de estas estructuras
permitia obtener medidas consistentes. Los resultados obtenidos fueron llamativos ya
que para ambos grupos tratados se obtuvo una disminucién en la longitud evaluada.
De esta manera se procedié a realizar diferentes ensayos para poder establecer el
posible efecto de estos tratamientos sobre el desarrollo y composicion de los molares.
Sobre las mismas radiografias se realizé una evaluacién de la DMO sobre los molares, y
se observo una disminucidn en los valores hallados para el grupo YM+. Si bien como se
mencioné anteriormente este tipo de analisis no tienen una resolucién ideal para
poder establecer resultados precisos, esto es coincidente con lo hallado en estudio
previos donde se evalud el efecto de la cafeina sobre piezas dentarias y se encontré
que la exposicion prenatal a este compuesto afectaria la formacidon normal del esmalte
del primer molar durante la etapa fetal [123], dandonos un indicio de que la

composicion mineral del tejido dentario de los molares podria estar siendo afectado
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por accidn de los compuestos presente en las infusiones. Por otra parte, se realizé un
analisis histolégico sobre el primer molar con el objetivo de evaluar la estructura y
crecimiento del tejido, por lo que se obtuvo la densidad de odontoblastos (encargados
de producir la dentina) en la capa odontoblastica, el ancho de la dentina y la pre-
dentina, asi como la altura del hueso alveolar interradicular, y no se hallaron
diferencias significativas en ninguna de estas variables entre los grupos tratados vy el
control. Al analizar la tasa de formacion ésea y la tasa de aposicidon mineral por medio
del ensayo de histomorfometria dindmica, no se hallaron diferencia entre los grupos,
lo cual nos indicaria que al menos durante las etapas evaluadas no hay diferencias en
el crecimiento de los molares, indicando que el consumo de YM durante el periodo de
vida evaluado, no afectaria el desarrollo normal de los molares, pero podria influir en
la composicidon mineral de los molares. Seria adecuado en analisis futuros incluir la
evaluacion del componente mineral del tejido para comprobar efectivamente, si hay

cambios significativos en la DMO de los molares ante una exposicion a YM.

Consumo de YM y estado oxidativo

En muestras de plasma se determinaron proteinas totales al dia 17 y 39 de vida de las
crias. Para todos los grupos se observd un aumento de proteinas plasmaticas al
comparar la concentracién entre ambos dias (17 vs 39), un resultado esperable
considerando que las crias se encuentran en una etapa de crecimiento activo que
demanda una mayor sintesis de proteinas [143]. Al comparar la concentracién entre
los grupos, para el dia 17 se observa una mayor concentracion de proteinas en el
grupo YM+ respecto al control, y para el dia 39 se hallaron valores disminuidos en
ambos grupos tratados respecto al control. Resultados similares se obtuvieron en un
estudio realizado en terneros donde la dieta fue suplementada con YM [144]. Sin
embargo, no esta clara la causa de este hallazgo, por un lado, podria ser debido al
mayor consumo de liquido por parte de los grupos tratados, o bien porque el higado
estaria sintetizando una menor cantidad de proteinas al encontrarse con una alta
demanda metabdlica en las crias tratadas para procesar la cafeina y otros

componentes de la YM presente en el organismo.
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Sin embargo, a diferencia de lo que pasa in vivo, estudios en mujeres
postmenopadusicas que consumieron mas de un litro de mate al dia no presentaron

menores niveles de proteinas en plasma cuando se las comparo con el control [62].

Para la evaluar el estado oxidativo del plasma, se determind la capacidad antioxidante
total para los dias 17 y 39 de vida de las crias y se hallé una tendencia con aumento en
los valores, siendo significativo en ambos dias para el tratamiento YM+ respecto al
control. Coincidente con estudios previos, esto nos revela que los tratamientos con
infusiones de YM promueven un efecto antioxidante en el organismo [68,69]. Esto
representaria un beneficio para tejido dseo ya que el sistema presenta la capacidad de
contrarrestar el efecto de los oxidantes, promoviendo de esta manera la diferenciaciéon

de celular, el proceso de mineralizacion y disminuyendo la actividad osteoclastica [73].

Respecto a los polifenoles totales y lipoperoxidacion oxidativa, las pruebas utilizadas
para determinarlos no arrojaron diferencias significativas entre los grupos. Sin
embargo, trabajos previos han demostrado la influencia beneficiosa de estas
infusiones sobre el perfil oxidativo en plasma, observando una disminucién en los
valores de TBARS tanto en ratas adultas tratadas durante 3 semanas con infusiones
preparadas con 20g de YM en 1L de agua [145], y en ratas destetadas tempranamente
en el que se hallé un aumento de lipoperoxidacién que fue contrarrestado por los
tratamientos con infusiones preparadas con extractos de YM liofilizada [146]. Las
diferencias observadas podrian explicarse por la diferente edad de los grupos
evaluados en este trabajo y los mencionados, y porque debe tenerse en cuenta que en
el caso de TBARS el ensayo posee baja especificidad para MDA, dando lugar a
resultados inespecificos en ciertas situaciones que deben evaluarse teniendo en

cuenta el estado oxidativo general del sistema [147].

El estado oxidativo general del organismo debe evaluarse de manera que se tengan en
todas las variables observadas. En base a esta consideracion y la evidencia presentada
en trabajos previos donde se demostré un beneficio en el estado oxidativo de los
parametros plasmaticos [68,69,88], podemos decir que el tratamiento con YM

promueve un estado anti-oxidativo en el organismo.
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11 Conclusiones

« Los tratamientos con infusiones de YM promueven un efecto antioxidante en el
organismo.

+ La YM podria estar aumentando la produccién de tejido éseo por medio del
proceso de osificacion endocondral del hueso trabecular, con un desfase en el
proceso de mineralizacién.

+ La exposicidén a la YM podria afectar negativamente el crecimiento aposicional
de los huesos largos en etapas tempranas del desarrollo y crecimiento.

« Los tratamientos con YM afectarian positivamente el proceso de osificaciéon
intramembranosa, promoviendo un beneficio nivel estructural, sin causar
variaciones morfométricas en los huesos con este patron de osificacion.

« El consumo de YM durante estas etapas de crecimiento no afectaria el
desarrollo normal de los molares, pero podria estar afectando la composicidn

mineral.

Finalmente, los hallazgos de este estudio evidencian que la exposicion a YM
durante la etapa embrionaria y postnatal, no produciria un efecto negativo
biolégicamente relevante a nivel del tejido cortical, mientras que se observa un
incremento del tejido dseo trabecular que a largo plazo podria ser beneficioso para

la salud 6sea de las crias.
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