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El Desarrollo Histolégico del Tejido Oseo
en carencia de Riboflavina
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El Presente Trabajo de Investigacion nivo como oljetive determinar los cambios Histologicos que ocurren en el fémur y
en la mandibula de la progenie de ratas albines durante la gestacicn y la lactancia hasta los 28 dias de edad sometidas
con dietas de diferentes concentraciones de Ribaflaving (B2),

Se conformaron 4 grupos de ratas albinas raza Holtzman con capacidad de reproduccion y segin el requerimiento de
Riboflavina: Grupo A (100% de B ), Grupoe B (50% de B) Grupo C(23% de B)) v Grupo D (0% de B ). Las crias de las
ratas de cada grupo fueron sacrificadas a los 0,7,14,21, y 28 dias y se sometieron a un estudio histolégico en tincion ILE.
¥ Masson,

Los resultados obtenidos muestran que la deficiencia o la carencia total de B2, ocasiona alteraciones en el crecimiento v

desarrollo de lus ratas crias, manifestdndose una menor tafla y disminucicn del peso corporal y micrascipicamente
revela: que la carencia total de Riboflavina (0%) en la dieta materna ocasiona en el tejido éseo de las crias(Femur 3
mandibula) una poblacién celular menor de osteocitos, osteoblastos, esteoclastos y muy escasa cantidad de fibras
coldgenas en la matriz dseq, notdndose dicha diferencia mas marcada a partir de los 7 dias en adelante,

U Palabras clave: Nutricion, Riboflavina, Tefido dseo,

The investigation aim is determining the histological changes which uppear in the femur and the faw of the albino rats
affspring during the gestation and the nursing, until the 28 days of age having different riboflavin concentrations in the

dfet,

ABSTRACT

studying with Easin Hematoxylin and Masson Stains.

It was conformed four groups of Holtzman albines rais with reproductions capacity, according to the demand of ribaflavin:
Group A (100% of B}, Group B (50% af B}, Group C (23% of B,) and Group D (0% of B ). The rats affspring of each
group were extructed and sacrifidied af the 0,7,14, 21 and 28 days from the birth, Then they were submitted a histological

The deficiency or total lack of B, produced alterations in the offspring growih and development. The obtained results
showed: small light and diminution of the corporal weight, and microscopically reveals: for total lack of Riboflavin in the
diet {026}, presented reduction on the cellilar populations of osteocytes, osteoblastes and osteaclasses and a scare quantify
of collagen fibers. That difference is more notorious from the 7 days of age.

[ Key words: Nutritian, Riboflavin, tefido osseous

INTRODUCCION

La Riboflavina es un nutriente esencial que mantiene
las funciones del metabolismo en condiciones normales,
actuando como cofactor de reacciones enzimaticas,
principalmente en el sistema de transporte de clectrones
relacionado con la conversion de las oxidaciones de
sustratos en energia utilizable,

La B, estd presente en los tejidos de los mamiferos
bajo las formas de Flavin Mononucledtido (FMN) y flavin
Adenin Dinucleotido (FAD) actuando como parte de las
enzimas denominadas flavoproteinas que intervienen en
¢l metabolismo de los carbohidratos, grasas y proteinas.
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Estudios realizados, sobre deficiencia de Riboflavina
en humanos manifieslan sintomas como debilidad, fatiga,
dolor y sensibilidad en la boca; sensacion de quemazin
y prurito en los ojos. (21), En la deficiencia mas avanzada
ocastona rigidez en la comisura labial v alteraciones enla
piel, queilosis, estomatitis angular asi como lesiones
oculares(10) En animales de experimentacién produce
alleraciones: en el crecimiento, alopecia, alleraciones de
la vision, de la mucosa, malformaciones ¥ en muchos casos
sangrados que puede llevar a la muerte. (1,3,4,5,15,16,18,
2023,25,27 28)

Enel Peri, en Zonas Economicamente deprimidas de
la costa, sierra(2,6,7,9,17) donde la prevalencia de la
desnutricion es alta, la Riboflavina también es baja y
seria otro Tactor que produce alteracion sobre el
crecimiento y desarrollo del humano.

El Objetivo del Estudio es conocer que sucede con el
desarrollo y crecimiento del tejido 6sec en animales de
experimentacion sometidos a dietas con deficiencia o
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ausencia de Riboflavina desde la gestacion hasta el final
del destete.

Fure cumplir con el ohjetiva, se realizd estudios
histaldgicos en fémur ¥ mandibula de rotus desde la czapa
letal hasta los 28 dias de edad, contando para esto con
técnicas histeldgicas adecuadas v con un disciio
caladistico de acuerdo a los objetvos del estudio. Ademis
se complemenio el estudio con la loma de peso ¥ talla
corporal de las crias, longitud y grosor de la mandibuola y
fEmir.

MATERIALES Y METODO

Poblacidn ¥ Muestra: El experimento se Hevd a caboen
ratas albinas de raza holizman. Lo muestra estuvo
constituida  inicialmente por 16 rates hembras con
cipacidad de reproduccion ¥ 4 machos de 3 a 4 meses
de cdad, con un peso promedio de 235 gr
aproimadamente. EL wabajo se realizden el

Bioterio del Centro de Investigacidn de Bioguimica y
Mutricicn de la LLNMUSM

- El Laboratorie de Histologia del Departamento de
Cirencias Basicas de la Facultad de Odontologiz de la
LLNLM.5 M.

® Metodologin: se desarrollo en 4 fases:
[} Fase pre-experimental:

a- Pre-embarazo: seleccidn de 20 ratas holtzman: 16

hembras y 4 machos de 3 a 4 meses de edad

Apareamiento: se colacaron las ratas en jaulas

individuales durante 3 a 4 dias, 4 hembras por cada

I ).

c- Embarazu: diagnostico de  prefiez mediante la
presencid de espermatozoides en el (apon veginal.

s

IT} Fase Experimental: |.as ratas prefindas prevismenie
codificadas, se ubicaron al azar én jaulas individuales
pari ser sometidas a la dista experimental durante la
gestacion y lactuncia. En cada jaula se manfuvo wna ricidn
de 100 gramos de dieta {cuadra N*1). Se controld el
consumo de dieta, el peso de las rates madres, asi como,
de los crias después del nacimiento cada 2 dias durante
todla Ja fase experimental.

M) Fase de Anilisis Histolégico:

i Recoleccion de las muoesiras quirdrgicas: Se
cxtrajeron al azar 3 catas para ser socrflicadas a los
0.7.14.21 v 28 dins, de acuerdo al tiempo de nacidas,
hiciendo un total de 60 crins. Después del sacrificio
g2 obtuvo las muestras Gseqs parn su - estudio.

Preparacion de cortes Histoldgicos: Las muestras de
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I repicin mandibular v el fémur, feeron disecadas para
ser descalcificadas, luego se utilizd [a colomacidn de
Hematoxilina Eosina {TLE.} para laabservaciin de la
poblacidn celelar {osteocitos, ostechblasios,
pstenclastos) y con tricromica de mason para ohservar
fibras coligenas.

o= Amilisis  histolidgico: La observacidn fue posihle
mediente el ust del microscapio de loz o diferentes
duretegutos] 10x 40, 1008] v el oeular microméirico dentrs
de una drea de 0,400 micras para la cuanoficacion
celular v Ia cantidad de fibras colipenas,

IV) Fase de Andlisis Estadistloo:

El andlists estadistico de acverdo a las vanables de los
ditlos se realist utibizando:

- ANAVA parn disefios fijos v balanceados con 2
[actores: pam ver el comportamicnto de las medias y
Tas interaceiones de Jos conjuntos{ A-B-C-11.,

- AMAVA para disefios Tjos y balanceada con un factor:
conlient prueba de medias de varos grupos, prueba
DME, AMANVA para deferminar el mejor polinomio de
ajuste de un conjunto de datos, prueba F para probar
rumogeneided de vananzas. | 14, 19).

RESULTADOS

La informacian se abiuvoe del examen esiruciural de
L4} cones histologicos de un ndmero igual de blogues
de los cuales 80 comespondieron a wejido dseo mandibular,

a0 o tejido dseo de fémur y 20 a fibras coldizenas.

Lo blogues quirdrgicas fueron oblenidos de 60 ratos
crivs gue conformaren 1os subgrupos de 3 raas gue fusron
sicrificadas durante los 0, 7,14, 21 v 28 dias.

Fase Pre-experimental: Mo se observo ningung variacidn
entre los grupos experimentales. siendo el
comporlamiento similar en odos los prupos,

Fase Experimental: Se observaron diferencias en la
apariencia fisica (pelo, piel, tejido ocular) asicomoen la
tulla, peso corporal, longitud y grosor de mondibule ¥
fémur. Fotos M" 1y 2,

Fase de Anilisis Histoldgico: El analisis histaldgico de
los coctes longnudimales ¥ ransversales del fémuor v de
mandibula demostraron que la dieta de 100% de B, y 50%
de B, (Grupos A-B) poseen un trabeculado dseo de
orasar veriable con una abundante peblacidn celular de
oslenciios, osteoblastos v osteoclasios, Predominio de
tejido dsen maduro sohre tejido ostenide v una mavar
presencia de fbras coligenas que tifien fuertemente o
matriz dsed.

Con la dieta 25% y 0 % de B, se observa un
trabeculado dseo delgado, con predomime de @pdo

ARrTicULO DE INVESTIGACION
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Dedmaciilo A

ostenide  sobre wjido dseo maduro, poca poblacién de presencia  de fibras coldgenas durante 1odo el
osteacitos, ostooblastos, osteoclastos, ¥ escusa experimento. Fot N 53-8, 5-6.7- 8. 9-10, 11-12, 13-14.
CUADRON®1:

DIFERENTES DIETAS UTTLIZADAS PARA ALTMENTAR LAS RATAS ALBINAS MADRES,
SEGUNDISEND EXPERIMENTAL

GRLUPOS
A I3 C D
MLUITHIEMTES
DIETAS{IME)

Cazcica () 10 I Ldt 1
Metionina (o) a3 3 0.3 1.3
Mezcia do
Minerales {g) 4.4 4.0 4.0 4.4
Celulesa (7] 21 F 1 i} 2.4
Alnudan (g TET 127 T2.7 TET
Acoiie {ml) 10.% .9 g 10.9
Mezcla de
Vitaminss {ml} 0.l .l .1 o1
Ribofloviza I'rEIE:- 0.& [ e ¥ 0,15 a.n
Wilamina E (e} n 20 i 20

CUADRO N 2:

GRUPO DE ANIMALES SEGUN DISENO EXPERIMENTAL

PERICODS DE ESTUDID

APAREAMIENTD GESTACION LACTACIOH e ROE. DESTETE
20 RATAS
A 1009 - -
16 HEMBRAS B2 faH) A1 A-2 A3 A4 A
4 MACHOS {3} (3 () 3 13
B 505 B 8-2 B-3 B2 BE-&
Bajery H (3 (3) (3) (5 {3

C 245% c-1 s-2 c-3 c4 C=5
BzitH) (3) (3] () 3 (3)
o 03 D=1 -2 0-3 -4 0-5
B2t () (a) 1) (3) (3

S 21 dios
Tsregs! diag 0 diag 7 dlas 44 dins 21 dias 28 dl=a

[ )= n?da animales esludiados H:; Hembras
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Foto 1 Foto 2
Crias de 14 dias de nacidas con diferentes concentraciones de Crfas de 28 dfas de nacidas con diferentes concentraciones de B,
B

[ 3
Foto 3 Foto 4
Mandibula 100% de B, a los 0 dias Mandibula con 0% de B, a los 0 dias
A mayor aumento 40X se aprecia trabeculado Gseo con tejido Corte longitudinal de mandibula (40X) con escasa presencia de
osteoide (TO) y una mayor poblacién de osteocitos (OT). osteocitos (OT) poca actividad de osteoblastos (OB) y osteoclastos

Osteoblastos (OB) y osteoclastos (OC). Se observa cavidades
medulares con células mesenquimales (M),

Folo 5 Foto 6
Fémur con 100% de B, a los 14 dias omur con 0% de Boades 1 ding >
: < - ; ; Corte longitudinal (40X) donde se aprecia trabecula ¢sea con
Se aprecia trabeculado 6seo amplio (40X) con clara diferencia de ng . ; P e Wy
tejido osteoide de tejido déseo maduro. Hay mayor presencia de predominio de tejido osteoide (TO), con escasa poblacién de by
osteocitos (OT), moderada de osteoblastos (OB) y escaso osteocito (OT), poca actividad de osteoblastos (OB) x
osteoclastos (OC) rid

Foto 7 e
Mandibula con 100% de B, a los 21 dias Mandibula con 0% de B, a los 21 dias e
En corte longitudinal (40X) se observa trabecula amplia con Se aprecia trabecula ésea delgada (40X) con predominio de tejido
presencia de tejido osteoide entre tejido dseo maduro, con una mayor osteoide sobre tejido dseo maduro, escasa presencia de osteocitos

poblacién de osteocitos (OT). Un osteoclasto (OC) en la laguna de (OT) y poca actividad osteoblastica (OB). Tejido medular con células
Howsping. 3 de tipo hemopoyetico (H).
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DISCUSION

El presente BEstudio demuestra el efccto de la
deficiencia o curencia de Riboflavina en la dieta de las
ratas gestantes sobre el crecimiento y desarrallo del tejido
gsen de las erlas, comprobindose gue existen
madificeciones celulares en relacion al ndmero de células
v i la cantidad de fibras coligenas presentes en la matriz
osea, Estas alleruciones pueden manifesiarse por un
retardo y cese de cregimiento corporal; asi como otros
defectos de apariencia fisica como: alopecia, alleraciones
cutaneas, degenericicn del wejido ocular (5, L1, 240, 22).

En el catudio se abservid que las crias del Grupa 2
(0% de B ) manifiestan un severo retardo en el cregimienio
v lesiones cutdneas con respecto al grupo control {100%
de B} Esto demuestra el efecto negativo que tiene la
cerencia de B, sobre el crecimiento de los animales. Las
lesiones de Ja piel por deficiencia de B, segin Prasad
(2 Lypodrian deberse al déficil de FMM que interviene en
el entrecruzamiento del colageno.

Pesi

El peso corporal ohienido en las ratas del experimento
concugrda con los ohienidos por Patterson v Bates (22
quienes encontraron gue los pesos de las ratas con
deficiencia de B, mantienen diferencias significativas
tenares, con el grupo control que contiene dieta de I3,
en proporciones adecuadas o sus requerimientos. El
aumente de pesa en los grupos con S0 y 1007 de B, ey
prabublemente por el acumulo de grasa corperal
(lipogenesis activa} gue se observa durante el sacrificio.
Esto no ocurmio en 1os animales con 0% de B

Longitud

La longitud corporal de los Gropos de ratas con 004,
A% ¥y 253% de B, fueron diferentes v muy significalivis
can respecto al Grupo 0% de B, -Observindose la
diferencia a partir del dia 14 Esios resuliados poeden ser
comrohorados por los rabajos de Prasad, guien maniliesta
gue la falta de crecimiento longiludinal de los huesos en
dictas carentes de B, tene una eaplicacidn a nivel
molecular, especialmente durante la formacidn estructural
de las Mbras coligenas producidos por los osteoblastos,
provecande un déticit de fosfan de piridosal el coal
requiere de FMM para su diferenciacidni21), Otra causa
scria la falta de ATF pura sintetizar las fibras coldgenas.
los mucopolizsacdridos y lus plocoproteinas. Ademds, las
flavinas tamhbién intervienan en el ranspore da hidrogeno
pari la respiracian y formar energin (ATT); este procesn
no s¢ cumple  adecusdamenme, eatonces la placa de
crecimiento de los hugses se detienen ante la falla de
energia. Loy estudios histélogicos en las ralas con
deliciencia de B, corroboran esta explicacian,
manifestindose con disminucicn de la poblacion celular.

[sleocilos, oslecbhlastos v ostecclastosiasi caome,
cantidad de fibras coligenas, predominando ¢l rejice
Ostevide en el Grupo con 0%de B, al ser compurado con
el grupo Control, A (100% de B.).

Osteocitos

La fote N* 4, muestra ol electy que ticnen le carencic
de ribullaving en la dieta sobre el mimeaer de osieceios
Apreciamos que a una menor ingesta de B [353%) o
ausencia {0%) de B, hay un ndmero menor de nsteocitos
en el hugso mandibular v el fémur comparadoe al tejpdo de
los ammales con una mayor imgeste (30%) o ingesta
narmal {100%:) de B, Esto Demuestra que lu nboflaving
tieng importancia sebre la formacidn Je ostencitos a nivel
de |as células osteoblasticas que sepregan la matriz dsea.
Ademas. los osteoblastos sintetizan coldgenas,
profecglucancs ¥ glucoproleinas (13), que lambicn sc
ven afectado en deliciencia de B La explicaciin nas i da
Loz estedios de Salomadal24), que dice, la funcidn prscipal
de la Riboflavina en la célula es en la respiracidn celular,
produciendo ATE 5i hay deficiencia de B se Hmitaria la
sintesis deenergin para la formacicn de fibras coligenas,
protenglucanos ¥ gluocoproteinns.

Dsteoblastos

Son signilicativos [os efcctos observados sobie Tos
nstenhlastos en el hueso mandibulur y el fémuor. Durante
el embarazo se induce la firmacion de proteines captadons
de riboflaving en Ta ratal 200 csias prodeinas captadorss
intervicnen cn la transferencia trasplacentaria de
riboflavina favereciendo un mavor aporte al ferofd)la
Capracion de B, durante la vida fetal condicionaria Ia
capacidad de histodiferencincicn de las células
oslegprogenilords en osecblastos, Al respecto los
gstudios de Enesco v Leblond{12) sobre crecimicnto
celular de tejidos en Ly rita, permiten distinguir tres elapas
del crecimiento tisular: ) fase inicial de hiporplasia b)
fase de hiperplasia-hipertrofia y ¢) fase final de hipertrofia
celular,

En nuestro Estudio wna ingesla normal de B, cn la
rala madre dursnte el embaraeos, provocs que Las rotas
crias tengan un namers normal de osteoblazios a
diferencia de las crias con dieta de 25% o ausente de B,
(0%} donde ex menor el nomero de oélulas. La curencia
de riboflaving influye en la disminucicn del ndmens de
osteoblusios parque limita el proceso de divisidn celular
en las células osteoprogenitoras{messnquimales)
impidiendo su histodiferenciacion, La deticiencia de B,
infiuve tambign en la calidad de componentes orginicos
seprepados  por  los  osteablastos  (coligena,
plucoproteinas, proteoglusanas), donde 2 obagrva un
mayor predominio de tejido osteoide (inmaduro) en lu
mainz dsed de ratas con die 0% de B, (fowo N9 v 1),
También se puede observar cambios ligeros en ¢l tumadio
celular.
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Foto 9
Mandibula con 100% de B, a los 28 dias
Se observa amplia trabecula dsea (40X) con un mayor predominio de
tejido Gsea maduro, una mayor poblacién de osteocitos (OT).
Alrededor de la trabecula actividad osteobldstica (OB) y la diferencia
histolégica de osteoblasto en osteocito.

Foto 10
Mandibula con 0% de B, a los 28 dias
Se aprecia trabeculado dseo (40X) con predominio de tejido osteoide
sobre tejido 6seo maduro, Escasa presencia de osteocitos (OT). Se
observa la capa interna ostedgena.

Foto 11
Mandibula con 100% de B, a los 21 dias
Se aprecia trabecula dsea (40X) con abundantes manojos de fibras
coldgenas (FC) que tifien fuertemente la matriz dsea, rodeando tejido
medular rico en célula mesenguimal

Foto 13

Fémur con 100% de B, a los 21 dias
Corte Longitudinal a la altura del cartilago de crecimiento se aprecia
trabecula Gsea cuya matriz posee abundante presencia de fibras
coldgenas.

35

Foto 12
Mandibula con 0% de B, a los 21 dias
Se observa trabecula dsea con escasa presencia de fibras coldgenas,
dispersas entre la matriz dsea que la tifien débilmente. Se aprecia
tejido medular con poblacidn de eritrocitos

Foto 14
Fémur con 0% de B, a los 21 dias
Se aprecia trabeculado dseo con escasas fibras coldgenas que tifien
desigualmente la matriz 6sea.

-
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Chiteoclastos

Los opsteaclastas cuva nctividad celular esta
relocionado con la reabsorcidn dsea, se observan que los
arupns de ratas con dictas cuvas conceniraciones bajas
de B, (0% y 23%:) tienden 2 incrementar en el ndmero de
ostenclastos a partir del dia 21, con el fin de compensar ¢l
nimero escaso de célulus en el momento del nacimiznio
¥ hay una demara en realizar remodelacian dsea o traves
de su actividad osteoclistica en etapas posCriores.

Fibras coligonas

El estucdio nos muesita que as ratas que ingirieron
dieta de B, normal{ 100% ) durante la gestacidn y lactancia
afectan sobre [as crias. presentando un paqueis de fibras
colipenas en la matriz dsea mucho mds orranizada v en
mayvor cantidad comparadas a [as rafas que ingirieron
menor B, Las células produectoras de coligena
(ostenblastos) sintetizan fibras coligenas para constrdr
Ia matriz dsea, cheervindose que Ia cantidad de fibras
coligenas  csta imtimamente relacionada con la
concentracion de B, consumido por [a eaty madre durante
I gestacion ¥ lactancii,
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CONCLUSIONES

Iy La carencia (0% de [B,) o deficiencia (23%-530% de 13,
en la dieta materna durante [ gestacian v laclancia on
I ratas, produce en las crios reduccidn en la poblaciin

celular de osteocitos, nsieoblasios, osteoclustos y

fibras colipenas del tejida dsen mandibular v ¢l [émur

ul ser comparedos con ratas gue se alimentin con
dietas con concentraciones adecuadas de Riboflavina

Lu Diferenciacidn oz mas marcada a partir de los 7

dins pos-nutal.

Ludeficiencia parcial de Riboflavine (257%) en la dieta

materni ocasiona una pablacion celular menor de

osteocitas, astecblastos, osteoclastos ¥ escasa
cantidisd de Abras coldgenas en lo matriz dsea de Emur

y mandibuly comparada al grupo de ratas que

consumicron B de acuerdo a sus requenmicnios.

3 Ladeficiensia parcial de Riboflavin (309 en la dieta
materne acasiona una reduccidn moderada  poco
significativa  de  osteacitos, osteoblastos,
osteoclastng v de fibras coligenas comparadas  al
arupa de ratas que consumieron B de acuerdo a sus
requeri micnbos { 100%),
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