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Introduccidn

El hueso es un tejido conectivo especializado y su formacién implica muchos pasos
y etapas. Es un tejido dindmico que responde a muchos factores internos y externos
y que se adapta a condiciones funcionales cambiantes. El hueso estd compuesto
por varios tipos de células y por una matriz organica extracelular coldgena, en la
gue predomina el colageno de tipo | (85-95%), que se endurece por la deposicion
de hidroxiapatita de calcio. El hueso también contiene diversas proteinas y
proteoglicanos, que son especificos de los huesos y de los tejidos conectivos duros
dentales. Un metabolismo dseo sano depende del correcto funcionamiento de
distintos tipos de células dseas, como los osteoclastos que reabsorben (disuelven)
el hueso, los osteoblastos que construyen el hueso, los osteocitos que ayudan a
mantener el hueso, y las células de revestimiento, que recubren la superficie. Los
osteoblastos activan el crecimiento dseo y se diferencian de los osteocitos durante
la formacién del hueso. Los osteocitos, por su parte, responden a la tensiéon
mecanica y desempefian un papel importante en la remodelacién dsea.

Para estudiar el metabolismo 6seo se emplean una serie de marcadores
metabdlicos especificos del hueso:

- La fosfatasa alcalina (ALP), uno de los marcadores clinicos mas utilizados de
la formacién ésea. Es una enzima clave sintetizada por los osteoblastos en las
primeras fases de la mineralizacion dsea y favorece la calcificacion de la matriz
Osea.

- La osteocalcina es una proteina dependiente de la vitamina K secretada por los
osteoblastos. Se acumula en la matriz ésea y es importante para la fijacién del
calcio y para la mineralizacién dsea.
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- La proteina esclerostina es secretada por los osteocitos.
Niveles elevados de esclerostina no solo inhiben la
proliferacién de osteoblastos y su diferenciacion a
osteocitos, sino que también inducen la muerte de los
osteoblastos, inhibiendo asi la formacién de hueso.

La esclerostina se ha convertido en una popular diana
terapéutica para tratar la osteoporosis.

La relaciéon y los efectos de cada marcador en la
formacidén de hueso se reflejan en el grafico siguiente

Diferenciacion .
osteoblastos » | Osteocitos

APL ﬂ Hueso @ Esclerostina

Osteocalcina .,
Formacion

Figura 1. Importancia de los marcadores metabdlicos analizados en

el estudio sobre la formacion dsea. (+) = fomento; (-) = inhibicion.

Los micronutrientes regulan diversos procesos bioldgicos
y afectan a la formacion dsea en diferentes etapas
metabdlicas. La vitamina C desempefia un papel destacado
tanto en la salud ésea como en la sintesis y estructura del
coldgeno, que constituye la base proteinica del hueso
sobre la que se asientan los minerales, endureciendo toda
la estructura. Ademads, las vitaminas D y K, minerales como
el calcio y magnesio y otros nutrientes especificos regulan
el proceso de mineralizacion dsea y el metabolismo a nivel
celular.

Muchas personas preocupadas por la salud ésea toman
suplementos nutricionales, como vitamina D, calcio o
vitamina K. También existen suplementos multinutrientes
gue combinan vitaminas, minerales y otros nutrientes
para los huesos. Muchas de estas férmulas contienen
combinaciones similares; sin embargo, difieren en cuanto
a las formas quimicas y las cantidades utilizadas en ellas,
asi como en las fuentes de las materias primas. En raras
ocasiones, si es que existen, estas formulas son testadas en
su conjunto para comprobar su eficacia bioldgica.
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En nuestro estudio, investigamos los efectos de tres
férmulas  multimicronutrientes desarrolladas por el
Instituto de Investigacién del Dr. Rath sobre procesos
metabdlicos especificos en células humanas. La Formula
A es una composicion multivitaminica y multinutriente
gue contribuye al metabolismo celular general del cuerpo;
la férmula B contiene una seleccién de micronutrientes
importantes para la salud dsea y la férmula C, una
combinacion esencial para la formacién de colageno. Los
ingredientes de cada férmula pueden dirigirse a diferentes
funciones celulares. Por ello, probamos sus efectos
en la formacion odsea tanto de forma individual como
combinados.

Material y métodos

Cultivo y tratamiento celular

Las células de osteoblastos humanos (HOb) se adquirieron
a ATCC. Las células se cultivaron en Dulbecco Modified
Eagle (DMEM; Gibco) suplementado con un 10% de suero
bovino fetal (Gibco) y 1% de penicilina/estreptomicina.
La incubacién se realizd al 5% de CO2 a 37°C. El medio se
cambio cada 2-3 dias. Las férmulas de micronutrientes A,
By C fueron proporcionadas por Dr. Rath International Inc.
(SanJose, CA). Como en todos los experimentos, las células
se sembraron en placas de 96 (1 x 105 células/pocillo)
en FBS/DMEM al 10%. Cuando las células alcanzaron la
confluenciaa 37°C, se trataron con cada férmula de ensayo
a una concentraciéon de 0,125 mpdd.

Preparacion de las formulas de ensayo

Todos los complementos nutricionales se trataron de
forma idéntica, de acuerdo con el protocolo recomendado
por la United States Pharmacopeia (Farmacopea de
Estados Unidos). Tres dosis diarias recomendadas de cada
férmula fueron desmenuzadas en mortero de cerdmica
hasta su consistencia en polvo. A continuacion, el polvo se
disolvié en 900 ml de acido clorhidrico 0,IN y se incubd
durante 1 hora a 37°C en una incubadora de agitacién
con una velocidad de rotacion de 75 rpm. Las soluciones
resultantes se esterilizaron por filtracion utilizando filtros
de 0,2 micrémetros, se tomaron alicuotasy se mantuvieron
congeladas a -20°C hasta su utilizacion. Las cantidades
de muestras aplicadas en los experimentos se expresan
como numero de millonésimas partes de la dosis diaria
recomendada del suplemento respectivo.
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Ensayo de fosfatasa alcalina (ALP)

El ensayo de la fosfatasa alcalina se llevd a cabo empleando
el kit de ensayo: “Alkaline Phosphatase Activity Colorimetric
Assay Kit” (BioVision, Milpitas, CA).

Resumidamente, tras 48 horas de exposicién a la formula
de ensayo descrita anteriormente, las células se lisaron
con el tampdn de ensayo. A continuacion, se afladio 5 mM
de p-nitrofenilfosfato (pNPP)-un sustrato de la fosfatasa
alcalina- en los pocillos experimentales durante 1 hora,
seguido de una solucién de parada. La absorbencia se
midié a 450 nm en 5 minutos utilizando un lector de
microplacas.

Ensayos de esclerostina y osteocalcina

Las células se trataron con cada formula de ensayo durante
2 semanas, tal y como se ha descrito anteriormente, para
permitir la diferenciacién de los osteoblastos en osteocitos.
Tanto el medio como las formulas se cambiaron cada 3
dias. Después de 2 semanas, las células se lavaron 3 veces
con PBS y se incubaron con formaldehido al 3%/0,1%
de Trition en PBS durante 1 hora a 4°C. Los anticuerpos
humanos SOST/Esclerostina (R&D Systems MAB1406-SP)
y de osteocalcina humana/rata (R&D Systems MAB1406-
SP) rata (R&D Systems MAB1419-SP) se utilizaron para los
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ensayos de esclerostina y osteocalcina, respectivamente.
La prueba ELISA se realizd con los anticuerpos mencionados
en diluciéon 1:1k durante 2 horas a temperatura ambiente.
A continuacion, se afiadid anti-rata HRP (Pierce) en
dilucion 1:1k durante 1 hora a temperatura ambiente.
Posteriormente, las células se lavaron 3 veces con BSA/PBS
al 0,1%. Se afiadié solucién de sustrato TMB (Rockland)
para la reaccién de la peroxidasa.

Después de 20 minutos, se midié la absorbencia a 650 nm
utilizando un lector de microplacas.

Anadlisis estadistico

La media y las desviaciones estandar de los datos se
calcularon con Microsoft Excel. Las diferencias significativas
entre el control y cada tratamiento con férmulas se
determinaron mediante el test t de Student a un nivel de
significacién de 0,05.

Resultados

Caracteristicas de las formulas de micronutrientes
probadas en el estudio.

En la Tabla 1 se presenta la composicién nutricional de las
férmulas A, By C.

Tabla 1. Composicion nutricional de las formulas A, B'y C Composicion nutricional de las formulas A, By C

Féormula A Férmula B Férmula C
Vitamina C Molibdeno Vitamina C Vitamina C
Vitamina A Biotina Vitamina A L-lisina
Vitamina E L-prolina Vitamina E L-prolina
Vitamina D3 L-lysina Vitamina D3

Vitamina B L-carnitina Vitamina K2

Acido félico L-arginina Acido félico

Calcio L-cisteina Calcio

Magnesio Coenzima Q10 Magnesio

Potasio Fosforo Potasio

Zinc Picnogenol Zinc

Manganeso Bioflavonoides citricos Manganeso

Selenio Carotenoides naturales Boro

Cobre Yodo

Cromo Silice

Inositol Carotenoides naturales
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Lla Formula A proporciona nutrientes basicos a las
células del cuerpo para apoyar el crecimiento celular, el
metabolismo energético normal, la sintesis de colageno,
la proteccidon contra el estrés oxidativo y muchas otras
funciones. Comprende mas de 30 componentes naturales
gue actlan sinérgicamente, como vitaminas, aminodcidos,
minerales y otros nutrientes esenciales.

La Férmula B fue disefiada para apoyar el metabolismo
6seo. Contiene algunos nutrientes que también estan
presentes en las formulas A y C, como la vitamina C, que
es esencial para la sintesis de coldgeno en las células
6seas. La formula B también contiene vitamina K, vitamina
D e importantes minerales para la construccién dsea,
como calcio, magnesio y el boro. El magnesio y el boro
contribuyen a la absorcién y el metabolismo del calcio
necesarios para la resistencia de los huesos.

La Férmula C contiene nutrientes esenciales para la
formacion de colageno: vitamina C, lisina y prolina. La
vitamina C regula la sintesis de colageno y su hidroxilacion,
asegurando el correcto ensamblaje de una estructura
de coldgeno de triple hélice. La lisina y la prolina -que
componen aproximadamente 2/3 de los aminoacidos del
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colageno- forman las fibrillas de coldgeno como la principal
proteina de los tejidos conectivos del organismo. Dado
gue los seres humanos no producen vitamina Cyv lisina de
forma innata, es probable que se produzcan deficiencias
con consecuencias negativas en la sintesis de colageno en
el organismo, incluido el coldgeno dseo. El ser humano
produce prolina, pero de forma limitada.

Efectos metabdlicos de dos férmulas
multinutrientes en la salud dsea: Férmula A y
Formula B

Los resultados de la Figura 2 muestran que las férmulas
Ay Btienen efectos positivos en todos los marcadores de
prueba relevantes para la salud dsea. Asi, la exposicion
de las células éseas a las Férmulas Ay B dio lugar a una
mayor actividad de la fosfatasa alcalina (ALP) en un 15%
y un 43%, respectivamente, en comparacion con las
células de control (células no expuestas al tratamiento
con micronutrientes).

(Fig. 2-1). El aumento de la actividad de la ALP se
ha asociado positivamente con los procesos de
mineralizacién de los huesos.
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Figura 2. (1) Actividad ALP, (ll) niveles de esclerostina y (lll) niveles de osteocalcina en osteoblastos expuestos a Féormula A y B
en concentraciones de 0,125mpdd. Los datos se presentan como porcentaje del control. La significacion estadistica se indica como

*p<0,05;**p<0,01.
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La figura 2-1l muestra que las células formadoras de hueso
expuestas a lasférmulas Ay B han disminuido la expresién
de esclerostina en un 40% y un 20% respectivamente.
La disminucion de los niveles de esclerostina indican
una mejor salud dsea, ya que la esclerostina inhibe la
formaciéon de hueso nuevo y la remodelacion ésea. Los
resultados presentados en la Figura 2-lll muestran que
las células aplicadas individualmente con las férmulas A
y B expresan niveles de osteocalcina significativamente
superiores en un 37% y 54% respectivamente. Estas dos
férmulas combinadas resultaron en un aumento adn
mayor de la osteocalcina-hasta un 76%- en comparacion
con el control y las formulas individuales, lo que indica
un mayor proceso de mineralizacién ésea en las células
formadoras de hueso.

Efectos metabdlicos de una formula multinutrien-
te que favorece la salud dsea frente a una formu-
la basica de construccién de coldageno: Formula B
y Formula C

El aporte optimo de minerales y la formacién de
coldgeno son importantes para unos huesos sanos.
Por ello, comparamos cémo la Formula B (que aporta
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minerales importantes y otros) y la Férmula C (que
contiene coldgeno) afectan a diferentes procesos
metabdlicos en el crecimiento dseo.

Los resultados presentados en la Figura 3 muestran que
las Formulas B y C tienen efectos metabdlicos positivos
sobre los marcadores de calcificacién dsea. Asi, la
Formula C -que contiene nutrientes que favorecen
el colageno- aumentd la actividad ALP en un 14%
en comparacion con el control. En presencia de una
composicion de nutrientes mas completa, como en la
Formula B, la actividad ALP en las células éseas aumentd
en un 43%, lo que fue significativamente mayor en
comparacion con el control y la Férmula C (Fig. 3-1). La
Figura 3-Il muestra que las células tratadas con Formula
By Cprodujeronun 20%y un41% menos de esclerostina,
respectivamente que el control. Una disminucion en el
nivel de esclerostina indica formacion de hueso nuevo
y proceso de remodelacion dsea. Como se presenta en
la Figura 3-Ill, tanto la Férmula C como la Férmula B
promovieron un aumento significativo en los niveles de
osteocalcina de un 49% y un 54%, respectivamente, en
comparacion con el control, lo que sefiala un proceso
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Figura 3. (1) Actividad ALP, (11) niveles de esclerostina y (lll) niveles de osteocalcina en osteoblastos expuestos a las Formulas B 'y C en
concentraciones de 0,125mpdd. Los datos se presentan como porcentaje del control. La significacion estadistica se representa como

*p<0,05,**p<0,01.
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de mineralizacion dsea y de incremento de la densidad
mineral 6sea.

Debate

Los resultados muestran que todas las férmulas testadas
de micronutrientes - A, B y C-tienen efectos positivos
en la salud désea al dirigirse a factores bioldgicos
importantes en diferentes etapas de la formacion dsea.
Células formadoras de hueso humanas tratadas con
estas formulas mostraron un aumento de los factores de
crecimiento 6seo ALP y osteocalcina, y una disminucién
del inhibidor del crecimiento dseo, esclerostina.

En este estudio, todas las féormulas probadas influyeron
positivamente en la actividad de la ALP.

La mayor eficacia se observé en el caso de la Formula
B, una formulacién enriquecida con minerales vy
compuestos especificos importantes para la salud
6sea en comparacién con las formulas A y C. La mayor
actividad de la ALP suele acompafiar a un crecimiento
6seo activo. Por ejemplo el nivel de ALP sérica en nifios
en crecimiento es de 1,5 a 2,5 veces superior al de los
adultos sanos* .

Por el contrario, una disminucién de la actividad de la
ALP se asocia a una interrupcién del crecimiento éseo.
Tambiénse hadescritoquelabajaactividaddela ALP estd
relacionada con el escorbuto, la deficiencia de vitamina
B12 y vitamina Dy la deficiencia multinutricional de zinc
0 magnesio.?*

La osteocalcina, que actla como puente entre la matriz
6sea y los minerales en los tejidos, es un reconocido
biomarcador en la formacion y mineralizacion éseas®. La
osteocalcinadisminuye enelhuesoyelsueroconlaedad,
tanto en hombres como en mujeres, lo que se traduce
en una menor densidad mineral ésea y un mayor riesgo
de fractura.® Nuestros resultados muestran que todas
las formulas probadas aplicadas individualmente fueron
eficaces para aumentar los niveles de osteocalcina. Sin
embargo, una combinacién de las formulas Ay B fue
significativamente mas eficaz que cada formula utilizada
individualmente (p<0,01), lo que indicaria su aplicacion
como apoyo de la salud ésea y como medida preventiva
contra la baja densidad mineral dsea.
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Curiosamente, las férmulas con baja o nula presencia de
minerales fueron mas eficaces para disminuir los niveles
de esclerostina en osteoblastos que la Férmula B, rica
en minerales. Por ejemplo, observamos que la Formula
A, que contiene una lista completa de micronutrientes,
pero no un alto nivel de calcio, y la Férmula C, que sélo
contiene los nutrientes esenciales para la formacion de
coldgeno, fueron mas efectivas haciendo descender los
niveles de esclerostina en un 40y 41% respectivamente.
Este porcentaje es superior al 20% conseguido con la
Férmula B, rica en minerales y dirigida especificamente
a la salud 6sea. Como un inhibidor de la formacién
de hueso, la esclerostina regula negativamente la
diferenciacion de los osteoblastos y el proceso de
mineralizacién ésea e inhibe la formacién del hueso.
Los niveles elevados de esclerostina pueden sugerir una
formacién dsea deficiente, riesgo de fractura dsea y
enfermedades dseas caracterizadas por la disminucién
de la formacién 6sea’ . Estudios en roedores mostraron
que la inhibicion de la esclerostina mejora la masa 6sea,
la resistencia 6sea vy la curacién de fracturas®.

Ademds, un estudio clinicoen mujeres posmenopdusicas
mostréd que el descenso de esclerostina mejoraba su
densidad de masa dsea, reducia los marcadores séricos
de resorcidon 6seay aumentaban los de formacion ésea.’
Los niveles séricos de esclerostina son mds elevados
en los hombres que en las mujeres y aumentan con la
edad.™

Debido a su importante papel en la remodelacién dsea,
la esclerostina se ha convertido en un objetivo potencial
para el tratamiento de la osteoporosis y la fragilidad
osea’.

Nuestro estudio subraya la importancia de los
micronutrientes que favorecen el colageno (Férmula C)
envarios procesos metabdlicos enlas célulasformadoras
de hueso. Las hélices de coldgeno reticuladas garantizan
una estructura ésea fuerte por la mineralizacién. A su
vez, la deficiencia de coldgeno o su estructura puede
debilitar el hueso. Nuestros resultados in vitro estan
respaldados por un estudio clinico en pacientes con
fracturas éseas que recibieron suplementos de Férmula
C y bioflavonoides citricos, pero no aumentaron su
ingesta de calcio y vitamina D.
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Los resultados mostraron un mayor bienestar y un
acortamiento del tiempo de curacion de las fracturas
en 3 semanas en comparaciéon con los pacientes
que tomaron placebo. Los resultados subrayan la
importancia del apoyo nutricional para la formacion
6ptima de colageno en el metabolismo éseo cuando
no se suministran micronutrientes como el calcio,
minerales y vitamina D.*

Nuestros huesos estdn en constante construccion
y remodelacién. Las diferentes combinaciones de
micronutrientes de las féormulas A, B y C, tanto por
separado como en combinacién- mostraron efectos
positivos en la regulacién de diferentes factores
bioldgicos implicados en etapas especificas de la
formacién désea. Sus beneficios sinérgicos indican la
importancia de la suplementacién con micronutrientes
para una salud ésea 6ptima.
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