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Resumen

Introducción: Estudios anteriores demostraron la eficacia 
de los GOS para aumentar la absorción y biodisponibili-
dad del calcio (Ca) y mejorar la retención ósea.
Objetivo: Comparar el efecto de los GOS de dos matri-
ces alimentarias diferentes sobre la formación y la calidad 
ósea durante el crecimiento normal.  
Métodos. Se dividieron ratas macho en 3 grupos al destete 
y se alimentaron durante 40 días con: dieta control AIN-
93G (C), mezcla GOS-FOS en una proporción de GOS/
FOS® 9:1 (MP) o GOS contenido en un yogur experimen-
tal (YE). Se determinó: longitud del fémur (LF) (cm) y 
su contenido en Ca y fosfato (Pi), densidad mineral ósea 
(DMO) del esqueleto total (Et), columna lumbar (Cl), fé-
mur total (Ft), tibia proximal (Tp) y contenido mineral 
óseo (CMO) Et por densitometría, porcentaje de volumen 
óseo (%VO), cartílago epifisario (GPC.Th) e hipertrófico 
(HpZ.Th) (µm) por histología, resistencia máxima a la 
fractura (N), y rigidez ósea (N/mm) por biomecánica.
Resultados. La LF y el DMO Et fueron similares entre 
grupos. El Ca y el Pi fueron mayores en los grupos MP y 
YE. El CMOEt y el DMOCl fueron mayores en el grupo 
MP (p<0.05), mientras que el DMOTp y el Ft fueron más 
altos en YE (p<0.05). El %VO fue similar y los valores más 
altos de GPC.Th y HpZ.Th se observaron en MP (p<0.05). 
Los grupos MP y YE mostraron valores similares en los 
parámetros de biomecánica.
Conclusiones: La absorción inducida por ambas fuentes 
de GOS permitió una retención de minerales que benefi-
ció la salud ósea durante el crecimiento.

Palabras clave: crecimiento, prebióticos, modelos animales.

¿Qué se sabe?
Los galactooligosacáridos (GOS) son oligosacáridos reco-
nocidos como prebióticos, que promueven el crecimiento 
de bacterias beneficiosas colónicas. En ratas en crecimiento, 
los GOS modulan la microbiota intestinal colónica favore-
ciendo el desarrollo de bacterias benéficas. El producto de 
la fermentación de los GOS por dichas bacterias son los áci-
dos grasos de cadena corta. Se ha documentado que estos 
compuestos mejoran la absorción de minerales como cal-
cio, fósforo y magnesio. Esta mayor absorción se traduce en 
mayor biodisponibilidad de minerales indispensables para 
el hueso, contribuyendo a una mejor salud ósea. 
  
¿Qué aporta este trabajo?
Este estudio experimental en ratas en crecimiento compara el 
efecto del consumo de GOS sobre el desarrollo óseo cuando 
se suministra de dos maneras: en una mezcla con fructooli-
gosacárido (FOS) o en una matriz de yogur. Los resultados 
demuestran que los GOS favorecen la absorción y retención 
de minerales esenciales para la salud ósea, independien-
temente de la matriz alimentaria que actúa como vehículo 
del prebiótico; mejorando no solo la densidad ósea sino las 
características biomecánicas del hueso. Estos hallazgos su-
gieren que el consumo de los GOS contribuye a alcanzar el 
óptimo desarrollo óseo durante el crecimiento.
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Resumo

Introdução: estudos anteriores demonstraram a eficácia 
dos GOS no aumento da absorção e biodisponibilidade do 
cálcio (Ca) e na melhora da retenção óssea. 
Objetivo: comparar o efeito dos GOS de duas matrizes 
alimentares diferentes na formação e qualidade óssea du-
rante o crescimento normal.
Métodos: ratos machos no desmame foram divididos 
em 3 grupos e alimentados até os 40 dias de idade: die-
ta de controle AIN-93G (C), mistura de GOS-FOS numa 
proporção de GOS/FOS® 9:1 (MP) ou GOS contido num 
iogurte experimental (IE). Comprimento do fémur (CF) 
(cm) e seu conteúdo de Ca e fosfato (Pi); densidade mi-
neral óssea (DMO) do esqueleto total (Et), coluna lom-
bar (CL), fémur total (Ft), tíbia proximal (Tp) e conteúdo 
mineral ósseo (CMO) Et por densitometria; percentagem 
de volume ósseo (%VO), cartilagem epifisária (GPC. Th) 
e cartilagem hipertrófica (HpZ.Th) (µm) por histologia; 
resistência máxima à fratura (N), e rigidez óssea (N/mm) 
por biomecânica. 
Resultados: O CF e DMO foram semelhante entre os gru-
pos. Ca e Pi foram mais elevados em MP e IE. CMOEt 
e DMOCl foram maiores em MP (p<0,05); DMOTp e Ft 
foram maiores em IE (p<0,05). O %VO foi semelhante en-
tre os grupos e os maiores valores significativos de GPC.
Th e HpZ.Th foram observados no MP (p<0,05). O MP 
e o IE apresentaram valores semelhantes nos parâmetros 
biomecânicos. 
Conclusões: A absorção induzida por ambas as fontes de 
GOS permitiu a retenção de minerais no osso, o que bene-
ficiou a saúde óssea durante o crescimento.

Palavras-chave: crescimento, prebióticos, modelos animais.

Abstract

Introduction: Previous studies have shown the efficacy of 
GOS in increasing calcium (Ca) absorption and bioavaila-
bility and improving bone retention.
Objective: To compare the effects of GOS from two diffe-
rent food matrices on bone formation and quality during 
normal growth. 
Methods: Male rats were divided into three groups at we-
aning and fed until 40 days of age with: AIN-93G control 
diet (C), GOS-FOS mixture in a ratio of GOS/FOS® 9:1 
(MP) or GOS contained in an experimental yoghurt (YE). 
The following parameters were determined: femur leng-
th (LF) (cm) and its Ca and phosphate content (Pi); bone 
mineral density (BMD) of the total skeleton (Et), lumbar 
spine (Cl), total femur (Ft), proximal tibia (Tp) and bone 
mineral content (BMC) Et by densitometry, bone volume 
percentage (%VO), epiphyseal cartilage (GPC. Th) and 
hypertrophic (HpZ.Th) cartilage (µm) by histology, maxi-
mum fracture toughness (N), and bone stiffness (N/mm) 
by biomechanics. 
Results: LF and BMD Et were similar between groups. Ca 
and Pi were higher in MP and YE. CMOEt and DMOCl 
were higher in MP (p<0.05), while DMOTp and Ft were 
higher in YE (p<0.05).  %VO was similar between groups 
and the highest significant values of GPC.Th and HpZ.Th 
were observed in MP (p<0.05). MP and YE showed simi-
lar values in biomechanical parameters.  
Conclusions: Absorption induced by both sources of GOS 
facilitated bone mineral retention, benefiting bone health 
during growth.

Keywords: growth; prebiotics; models, animal.
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colo de estudio fue aprobado por el Comité Institucional para el 
Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio o Experimentación 
(CICUAL) de dicha facultad (Res. CS. 4081/04; 0 07416 0/ 2017). 
Las ratas se mantuvieron en jaulas de acero inoxidable con ci-
clos de luz-oscuridad de 12 horas, con temperatura controlada 
de 21±2°C y humedad relativa de 55%. Tanto el alimento como el 
agua fueron administrados ad libitum. Al finalizar la experiencia, 
los animales fueron sacrificados mediante exanguinación total, 
previa anestesia con una mezcla de clorhidrato de ketamina (Ho-
lliday-Scott SA, Argentina) y clorhidrato de xilacina (Lab Rich-
mond, Div. Veterinaria SA, Argentina) en dosis de 70 mg/kg y 10 
mg/kg respectivamente por vía intraperitoneal, finalizando con 
aplicación intracardiaca de Euthanyle.

Dietas
Al destete (Ti), los animales fueron divididos en tres grupos de 8 
animales cada uno y alimentados hasta los 40 días de vida (Tf), 
con una de las tres dietas semisintéticas ensayadas, formuladas 
acorde con los lineamientos de AIN’93-G, que corresponde a la 
dieta recomendada para animales en crecimiento (9): 

-Grupo C (control): dieta AIN’93-G.
-Grupo MP (mezcla prebiótica): dieta AIN’93-G con la adición 
de GOS/FOS® en una proporción 9:1.
-Grupo YE (yogur experimental): dieta a base de yogur liofi-
lizado, cumpliendo con las especificaciones de AIN’93-G, que 
por su proceso de elaboración contenía GOS y era reducido en 
lactosa.

El yogur fue desarrollado por el Instituto de Lactología Indus-
trial (INLAIN-UNL/CO-NICET, Santa Fe). La base láctea em-
pleada contenía leche descremada en polvo y concentrado de 
proteína de suero. Se inoculó con el fermento, compuesto por 
Streptococcus thermophilus y Lactobacillus delbrueckii subespe-
cie bulgaricus, microorganismos específicos para que el produc-
to cumpla con la definición legal de yogur. Simultáneamente, 
se adicionó la enzima β-galactosidasa (YNL-2 GODO®, Shusei 
Company Limited, Tokio, Japón), con actividad de transgalac-
tosidasa. Mediante este procedimiento, parte de la lactosa fue 
transformada en GOS. Luego de su obtención, el yogur fue lio-
filizado para obtener el polvo que se utilizó para alimentar a los 
animales. Sobre una muestra representativa de yogur liofilizado, 
se determinó la composición fisicoquímica, el recuento micro-
biológico y el perfil de carbohidratos utilizando las técnicas nor-
malizadas por Vénica et al. (10).

Parámetros zoométricos 
Desde el destete y hasta el final de la experiencia se registró dia-
riamente la ingesta de alimentos de cada animal. El peso corpo-
ral (PC) se registró con una frecuencia de dos veces por semana.

Parámetros óseos  
Previo al sacrificio, se determinaron “in vivo” la densidad mi-
neral (DMO) y el contenido mineral (CMO) de esqueleto to-
tal (Et), mediante la técnica de DXA y bajo anestesia débil. El 

Introducción

El pico de masa ósea (PMO) es la máxima cantidad de hueso que 
un individuo puede alcanzar al finalizar el periodo de crecimien-
to, que se produce entre el final de la adolescencia y los 20 años 
de edad (1,2). Este capital óseo será utilizado más adelante para 
enfrentar la pérdida de hueso que normalmente ocurre con el en-
vejecimiento La nutrición, que regula el crecimiento lineal, es el 
factor modificable más importante para la adquisición de masa 
ósea durante el desarrollo y su mantenimiento en la etapa adulta, 
lo cual es crucial para la prevención de la osteoporosis (3).

El calcio (Ca) es un nutriente esencial para la salud ósea, tanto 
para lograr el PMO como para reducir la pérdida ósea en la eta-
pa adulta. La biodisponibilidad del Ca depende de varios facto-
res, incluyendo la fuente de obtención, la edad del consumidor, 
el tiempo de tránsito intestinal, la cantidad ingerida, el conte-
nido intestinal, el tipo de dieta y factores hormonales, que in-
fluyen en la velocidad de absorción (2,4). Los productos lácteos 
son beneficiosos no solo por su contenido de Ca, sino también 
por sus componentes bioactivos, que los convierte en excelentes 
vehículos para el enriquecimiento nutricional (2).

Además de los productos lácteos, los oligosacáridos no digeri-
bles (OND) con función prebiótica, como los galactooligosa-
cáridos (GOS) y fructooligosacáridos (FOS), juegan un papel 
importante en la salud ósea. Estos OND pasan sin ser digeri-
dos al colon, donde actúan como sustrato para el desarrollo de 
bacterias benéficas (potencialmente probióticas) como las Bi-
fidobacterias y los Lactobacilos, favoreciendo su crecimiento 
y/o actividad sobre otros microorganismos. Entre los productos 
de metabolización de los probióticos se encuentran los ácidos 
grasos de cadena corta (AGCC): ácido láctico, ácido propióni-
co y ácido butírico. Este último ejerce un efecto trófico sobre 
los colonocitos al aumentar la profundidad y densidad de las 
criptas colónicas, y con ello la absorción paracelular/transcelu-
lar de minerales (5-8). Asimismo, los AGCC descienden el pH 
intestinal, aumentando la solubilidad de diferentes sales de Ca 
y favoreciendo su absorción. Aunque la mayor parte de la ab-
sorción de Ca se produce en el intestino delgado, alrededor del 
10% puede ocurrir en el colon si permanece en forma iónica y 
soluble (5-8).

En base a lo expuesto, el objetivo del presente estudio fue com-
parar el efecto de los GOS presente en dos matrices alimentarias 
diferentes sobre la formación y la calidad del hueso en ratas du-
rante el crecimiento normal.

Materiales y métodos

Animales
Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar, pertenecientes al 
bioterio de la cátedra de Nutrición, de la Facultad de Farmacia y 
Bioquímica de la Universidad de Buenos Aires (UBA). El proto-
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test de Shapiro-Wilk y la homogeneidad de varianzas mediante 
el test de Levene. Los datos fueron analizados mediante análisis 
de varianza (ANOVA) de un factor seguido del test de Bonfe-
rroni para comparaciones entre grupos, considerando signifi-
cativo un p <0.05 para ambas pruebas. Los parámetros histo-
lógicos fueron evaluados por medio de un análisis factorial de 
un solo punto. Para el análisis estadístico se utilizó el programa 
SPSS 19.0® para Windows (SPSS, Inc. Chicago, IL). Un valor de 
p <0.05 fue considerado significativo.

Resultados

Durante el período experimental, todos los animales perma-
necieron en buen estado de salud general y no se observaron 
efectos secundarios por el consumo de las distintas dietas ensa-
yadas, como diarrea. El consumo de dieta no mostró diferencias 
significativas entre los grupos ensayados durante toda la expe-
riencia (datos no mostrados). El PC fue similar entre los grupos 
al inicio de la experiencia; sin embargo, al final de la misma, el 
PC de los animales del grupo YE fue significativamente mayor 
comparado con los otros dos grupos (Tabla 1). 

La DMOEt no mostró diferencias significativas entre los grupos. 
El CMOEt fue significativamente mayor en el grupo MP com-
parado con los otros dos grupos (p<0.05) mientras que el grupo 
YE presentó valores similares a C. La DMOCl fue significati-
vamente mayor en el grupo MP comparado con los otros dos 
grupos (p<0.05); por otra parte, el grupo YE presentó valores 
similares a C. La DMOTp y la DMOFt fueron significativamen-
te mayores en el grupo YE (p<0.05) comparado con MP y C 
(p<0.05); no se observaron diferencias entre los grupos MP y 
C (Tabla 1).

La longitud de fémur fue similar entre los grupos estudiados. El 
contenido de Ca fue significativamente mayor en el grupo MP 
(p<0.05) mientras que el grupo YE presentó valores similares 
a C. El contenido de Pi disminuyó significativamente en el si-
guiente orden MP > YE > C (p<0.05) (Tabla 1).

El volumen óseo fue similar entre los grupos analizados. Tan-
to el cartílago epifisario como hipertrófico disminuyeron el si-
guiente orden MP > C > YE (p<0.05) (Tabla 1).

La resistencia máxima de fractura fue significativamente ma-
yor en YE comparado con C (p< 0.05); sin embargo, el YE no 
presentó diferencias respecto del grupo MP en este parámetro. 
La rigidez ósea fue significativamente mayor en MP comparado 
con YE y C (p<0.05) mientras que YE y C mostraron valores 
similares (Tabla 1).

equipo utilizado consta de un software diseñado específicamen-
te para evaluar pequeños animales (Lunar DPX Alfa Corp.®, 
Madison, WI). Todas las ratas fueron analizadas utilizando el 
mismo tipo de exploración. La precisión del software fue eva-
luada por la medición de una misma rata cinco veces con repo-
sición entre dos exploraciones en el mismo y en diferentes días. 
El análisis de las subáreas de interés de columna lumbar (Cl), 
tibia proximal (Tp) y fémur total (Ft) se realizó utilizando la 
imagen del animal visualizado en la pantalla de la computadora 
mediante operación manual delimitando una ventana específi-
ca (ROI) para cada segmento. El coeficiente de variación (CV) 
para DMOEt fue de 0,9%, para la DMOCl fue de 1,8% y para 
DMOTp y DMOFt fue de 3,5%. Todos los análisis fueron reali-
zados por el mismo observador con el fin de reducir al mínimo 
la variación inter observador (11). Los valores de DMO fueron 
normalizados por PC. 

El fémur desgrasado limpio de todo resto muscular fue pesado 
utilizando una balanza analítica Denver (APX 200) con una pre-
cisión ± 0.1mg. La longitud del mismo fue medida con un cali-
bre Vernier (VIS, Polonia).  El contenido de Ca y Pi del fémur se 
determinó luego de la mineralización con una mezcla de HCl-
HNO3 (1:1) y su valor fue normalizado por el peso del fémur 
(mg/g fémur).

Parámetros histológicos
Inmediatamente después del sacrificio, la tibia derecha de cada 
animal se limpió de tejidos blandos y fue fijada por inmersión en 
buffer formalina durante un período de 48 horas. Posteriormen-
te, fue descalcificada en EDTA al 10% (pH 7) durante 25 días e 
incluida en parafina a 56-58°C. Finalmente se realizaron cortes 
longitudinales (8-10μm de espesor) que se tiñeron con hema-
toxilina-eosina y se micro-fotografiaron (equipo AXIOSKOP®, 
Carl Zeiss, Alemania). En los cortes se determinaron el volumen 
óseo (BV/TV) (%) en el hueso esponjoso subcondral y el ancho 
del cartílago de crecimiento a través de la imagen digitalizada, 
utilizando el programa de computación Image-Pro-4.5®.

Parámetros biomecánicos
Al finalizar el estudio, el fémur derecho se embebió en solución 
fisiológica y se almacenó en freezer a -20°C hasta realizar las 
pruebas biomecánicas. Dichas determinaciones fueron realiza-
das mediante la prueba de flexión de tres puntos en un equipo 
Instron 4411® de análisis universal de materiales. Se determi-
naron los siguientes parámetros diafisarios femorales: fuerza 
máxima de fractura (N) y rigidez ósea (N/mm). 

Análisis estadístico
Los resultados se expresaron como media ± desvío estándar 
(DE). La normalidad de las variables fue evaluada mediante el 
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Parámetro antropométrico

Peso inicial (g)

Peso final (g)

Parámetros Densitométricos

DMO Et (mg/cm2/PC)

CMO Et (mg/100g PC)

DMO Cl (mg/cm2/PC)

DMO Tp (mg/cm2/PC)

DMO Ft (mg/cm2/PC)

Largo y contenido mineral en fémur 

Longitud del Fémur (cm) 

Contenido de Ca (mg/g)

Contenido de Pi (mg/g)

Parámetros Histológicos

VO (%)

GPC.th (µm)

HpZ.th (µm)

Parámetros Biomecánicos

Fuerza Máxima de fractura (N)

Módulo de elasticidad (N/mm)

43.4±4.8

180±24

142±10

2.2±0.4

103±11

102±10

102±10

3.4±0.1

126.7±0.6

75.7±1.2

32

512±73

297±33

57.5±5.9

119.0±12.1

42.6±6.2

170±13

147±9

3.2±0.3*

188±8*

119±9*

119±9*

3.4±0.2

175.2±1.1*

99.5±1.4*

38

576±68

340±58

64.1±8.3

154.1±10.9*

56.2±6.7

218±15*;**

145±9

2.3±0.2**

115±12**

139±10*;**

139±10*;**

2.7±0.1

128.4±9.0**

85.5±5.6*;**

35

452±30**

259±22**

68.5±6.7*

130.1±8.1*;**

Tabla 1. Parámetros analizados en cada uno de los grupos de estudio
         C                   MP                YE

DMO: densidad mineral ósea, CMO: contenido mineral óseo, Et: esqueleto total, Cl: columna lumbar, Tp: tibia proxi-
mal, Ft: fémur total; GPC.th: cartílago epifisario, HpZ.th: cartílago hipertrófico; Ca: calcio, Pi: fósforo; VO: volumen óseo. 
*p<0.05 vs C y ** p<0.05 vs. MP. 

Discusión

Los resultados del presente estudio demostraron que los GOS, in-
dependientemente de la dieta en la cual se encontraron conteni-
dos, permitieron a los animales tratados alcanzar los valores den-
sitométricos normales.  La DMOEt es un parámetro que refleja la 
densidad mineral global en el esqueleto axial, fundamentalmente 
cortical (12). El organismo posee mecanismos de homeostasis 
mineral altamente eficientes que garantizan el mantenimiento 
de niveles adecuados de Ca y P en el esqueleto axial. Hormonas 
como la parathormona (PTH), la vitamina D e IGF1 juegan un 
papel crucial en el proceso homeostático, la reabsorción renal y 

el almacenamiento de los minerales indispensables para la salud 
ósea (12,13). Estudios sugieren que la suplementación con pre-
bióticos puede aumentar la biodisponibilidad de estos minerales 
y, por ende, contribuir a la densidad mineral ósea (8). En nuestro 
estudio comprobamos que los GOS aumentaron la biodisponibi-
lidad mineral y con ello la retención en hueso. Los GOS, al actuar 
como prebióticos, promueven la proliferación de bacterias benefi-
ciosas en el tracto gastrointestinal, y aumentan consecuentemen-
te la producción de AGCC. Éstos reducen el pH intestinal, facili-
tando la solubilidad de sales de Ca y su absorción (6,8,11,14,15). 
En experimentos realizados previamente pudimos observar que 
tanto la adición de la mezcla GOS/FOS® y del yogur con GOS 
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permitieron aumentar significativamente el desarrollo de colonias 
de Lactobacilos y la concentración de AGCC en el colon. Este au-
mento en la concentración de los AGCC llevaría a la disminución 
del pH del intestino grueso favoreciendo el mantenimiento de los 
iones Ca en solución, mejorando la disponibilidad de Ca y Pi para 
su absorción (6,8,11-13). Se ha postulado que los GOS podrían 
tener un efecto directo sobre el metabolismo óseo modificando 
la expresión de genes relacionados con la formación y resorción 
ósea, promoviendo un balance positivo en la masa ósea (8,14,15).

La densidad mineral en las distintas áreas evaluadas alcanzó los 
niveles del grupo control. La DMOCl y DMOTp que presentan 
fundamentalmente hueso trabecular, indicaría que, también a 
nivel de este tipo de hueso (metabólicamente más activo que el 
cortical) el consumo de GOS permitió alcanzar los estándares nor-
males. Como mencionamos anteriormente, el esqueleto total está 
compuesto principalmente por hueso cortical (aproximadamente 
80%), mientras que en la columna lumbar y la tibia proximal pre-
domina el hueso trabecular (12). En la rata, la columna lumbar es 
una región que no soporta mucho peso, por ello es más sensible 
a los cambios de masa ósea que las áreas que sí lo hacen, como la 
tibia proximal (11). A pesar de ello, las dietas suplementadas con 

GOS también permitieron el normal desarrollo de hueso trabecu-
lar, probablemente, mediando cambios en la microbiota intestinal 
y en la producción de AGCC, que han demostrado tener efectos 
positivos sobre la salud ósea, como ya se ha explicado. En con-
cordancia con la densitometría ósea, los datos antropométricos e 
histológicos (longitud del fémur y el volumen óseo) también mos-
traron similitud entre los grupos. Estos resultados indicarían que 
los GOS efectivamente favorecen la proliferación y la formación 
de hueso nuevo (6,8,11,14,15). Finalmente, los parámetros estruc-
turales correspondientes a la calidad del hueso formado también 
fueron similares en las dos dietas evaluadas. Estos resultados su-
gieren que los GOS también afectaron en forma positiva la calidad 
ósea en términos de resistencia mecánica. (1,6,8,15).

Conclusiones

El agregado de GOS en la dieta, independientemente de la matriz 
alimentaria en la que se suministró, permitió el crecimiento ade-
cuado de los animales. Esto favoreció la absorción y retención de 
Ca y Pi en hueso, permitiendo que el hueso formado alcanzara 
calidad similar al reportado para ratas Wistar macho durante el 
crecimiento normal. 
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