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Resumen

Introducción: el consumo de dosis máxima de hierro recomendado podría ser causa posible de modificaciones histológicas del hueso durante su crecimiento intrauterino. Objetivo: determinar el efecto de dosis máxima de hierro recomendado inducida en ratas sobre los huesos largos de la descendencia. Método: se realizó un estudio experimental en ratas Wistar preñadas. Se crearon dos grupos de estudio con tres animales cada uno: control negativo y casos con dosis de hierro 840 mcg durante la preñez. El estudio se realizó entre septiembre 2017 y febrero 2018. Se tomó el fémur derecho de todas las ratas (n=12 en cada grupo) con dos horas de nacidas. Los huesos fueron descalcificados, procesado en parafina y teñidos con hematoxilina/eosina. Se realizó morfometría de corte longitudinal de fémur derecho en el punto medio de las diáfisis, del grosor del periostio, endostio y cortical. Las variables cualitativas fueron resumidas mediante frecuencias y las cuantitativas mediante la máxima, el mínimo, la media, la mediana, la moda y la desviación estándar. Las comparaciones se verificaron mediante las pruebas de X2 yU de Mann Whitney. Resultados: tanto el grosor del periostio, como el del endostio del fémur mostraron aumentos no significativos (p>0,05) en la comparación de medias entre los grupos de casos tratados y control. Sin embargo, se encontró un aumento significativo del grosor de la cortical en los casos tratados. El cartílago endocondral aumentado fue más frecuente entre los casos (p<0.05) no siendo así con la dilatación de los vasos sanguíneos que no mostró cambios. Conclusiones: a dosis máxima de hierro recomendada durante la preñez en ratas Wistar aumenta la formación del fémur en la descendencia.

INTRODUCCIÓN 

El embarazo y la nutrición son temas muy tratados a nivel mundial. La insuficiencia de hierro durante el embarazo aumenta el riesgo de anemia ferropénica que se traducen en un menor crecimiento fetal y un menor peso al nacer, el cual está asociado a su vez a un mayor riesgo de desarrollar enfermedades durante la edad adulta. 1
La importancia del hierro en la salud humana es conocida desde la antigüedad. Los primeros reportes de su uso medicinal datan de las antiguas civilizaciones egipcia, hindú, griega y romana. En el siglo XVII fue usado para el tratamiento de la clorosis, enfermedad resultante de su deficiencia, pero no fue hasta 1932 que la importancia del hierro fue demostrada al probarse que el hierro inorgánico es imprescindible para la síntesis de la hemoglobina.2 En medicina, el hierro se utiliza para el tratamiento de la anemia; siendo necesario para el crecimiento y desarrollo del cuerpo. Dentro de sus funciones, resulta primordial en la fabricación de la hemoglobina. Tiene un papel fundamental en la síntesis de ADN, y en la formación de colágeno, forma parte del proceso de respiración celular, aumenta la resistencia a las enfermedades y colabora en muchas reacciones químicas.3 
Existen dos formas químicas de encontrar el hierro en los alimentos: hierro hemo (compuesto por una molécula de protoporfirina IX y un ion de Fe2) y hierro no hemo (Fe3+). La absorción de hierro hemo es de aproximadamente la cuarta parte y este hierro es el que se encuentra en los alimentos de origen animal. La forma no hemo, presente en los alimentos, vegetales y alimentos fortificados con hierro, se absorbe en muy baja cantidad (3-8%). La biodisponibilidad depende del estado químico en que se encuentra (hemo o no-hemo) y de su interrelación con otros componentes de la dieta, facilitadores (ácido ascórbico, vitaminaB6, B12, ácido fólico, cobre, fructosa, ácido cítrico, ácido láctico, fósforo, factor cárneo) o inhibidores (fosfatos, fitatos, calcio, fibras, oxalatos, tanatos, polifenoles) de la absorción.4
La absorción del hierro ocurre en el duodeno y yeyuno superior del sistema gastrointestinal. En el estómago, si bien no se produce la absorción de este elemento, el mismo contribuye a dicho proceso, a través de la secreción de ácido clorhídrico y enzimas, que ayudan no solo a liberar al hierro de la matriz alimentaria, sino también a solubilizarlo. Su absorción en forma ferrosa constituye un mecanismo activo que requiere energía. El hierro se une a glucoproteínas de superficie (o receptores específicos de la mucosa intestinal para el hierro), situadas en el borde en cepillo de las células intestinales. Luego se dirige al retículo endoplásmico rugoso y a los ribosomas libres (donde forma ferritina) y posteriormente a los vasos de la lámina propia.5
La absorción de hierro puede aumentar cuando hay incremento en las necesidades, como ocurre en el embarazo o con el aumento de la eritropoyesis, y disminuir cuando hay sobrecarga del mineral. Existe un mecanismo de retroalimentación que favorece el aumento de la absorción en personas con deficiencia de hierro; sin embargo, en personas con sobrecarga, la absorción disminuye por acción de la hepcidina. 6 
Los animales para transportar el hierro dentro del cuerpo emplean proteínas llamadas transferrinas. La mayor parte del hierro se reutiliza y muy poco se excreta.3 Es almacenado en forma de ferritina o hemosiderina en el bazo, el hígado y la medula ósea. En ausencia de sangrado (incluyendo la menstruación) o embarazo su pérdida es mínima. Se excreta principalmente en las heces.7
La falta de hierro en el organismo puede producir mala síntesis proteica, deficiencia inmunitaria, aumento del ácido láctico, aumento de noradrenalina, menor compensación de enfermedades cardiopulmonares y anemia. Las mujeres embarazadas requieren alrededor del doble de hierro debido a que el volumen sanguíneo aumenta durante el embarazo, a las necesidades en aumento del feto y por la pérdida de sangre que ocurre durante el parto. Utilizan el hierro para el normal desarrollo del feto y la placenta.7
La insuficiencia de hierro es un serio problema de salud debido a la cantidad de personas afectadas y sus consecuencias, en la mayoría de los casos, irreversibles. Afecta a 2 000 millones de personas en el mundo (un tercio de la población mundial). Los países desarrollados alcanzan un 11% de prevalencia, mientras que en países del Tercer Mundo se afecta cerca de la tercera parte de la población, llegando a superar el 50% en África y sur de Asia.Las cifras de prevalencia son en general considerablemente mayores en mujeres embarazadas, con una media global del 51%.en particular en América Latina, caracterizada por baja talla, que afecta a millones de nuestros niños .8
En Cuba la carencia de hierro es la más frecuente, y por su extensión constituye un problema de salud de magnitud apreciable que afecta a más de 40 % de las embarazadas, alrededor de 50 % de lactantes (entre 6 y 11 meses), 40-50 % de niños de 1 a 3 años y 25-35 % de mujeres en edad fértil. Entre las causas de la falta de dicho mineral se encuentra, en primer lugar, su bajo contenido en la alimentación.9
El hueso es una estructura viva y activa, que continuamente se está remodelando mediante la formación de nuevo tejido y eliminación del antiguo. Esta remodelación puede verse afectada por las deficiencias y excesos nutricionales. El desarrollo y crecimiento óseo es un proceso que tiene lugar desde el vientre materno hasta los últimos días de la vida del individuo. Toda una vida para que el hueso pueda fortalecerse y, por el contrario, para que no alcance su óptimo desarrollo y se vaya debilitando paulatinamente.10
El hueso se forma por dos mecanismos: osificación intramembranosa y osificación endocondral. Por el sistema de osificación intramembranosa se forman las epífisis y metáfisis de los huesos largos y el ensanchamiento de estos, así como otros huesos como la clavícula y los de la cara y el cráneo. El crecimiento longitudinal es por osificación endocondral. 11
En la osificación intramembranosa, el periostio y la invasión vascular intervienen en la calcificación del tejido cartilaginoso derivado del tejido mesenquimatoso, salvo el cartílago hialino que persiste en los extremos y será el cartílago articular.
La osificación endocondral se produce a partir del cartílago de crecimiento, que va desde una zona de reposo, donde se forman las células madre, hasta una zona de cartílago calcificado, pasando por la multiplicación e hipertrofia de las células proliferantes. La estructura y forma del hueso vienen determinadas por su función específica. 11
El crecimiento intrauterino retardado está asociado con un retardo sustancial en el desarrollo de algunos tejidos como el esquelético, mostrando remanentes cartilaginosos por más tiempo del normal.10
El desarrollo fetal se caracteriza por patrones secuenciales de crecimiento, maduración orgánica y tisular determinado por el medio materno, la función úteroplacentaria y el potencial de crecimiento genético inherente al feto. Cuando las circunstancias son óptimas ninguno de estos factores tienen un efecto limitante sobre la velocidad del crecimiento y desarrollo fetal. De esta manera, el feto sano debe alcanzar la maduración funcional y el crecimiento somático completo, anticipando una evolución intraparto no complicada y una adecuada adaptación cardiopulmonar y metabólica neonatal. Desde el punto de vista obstétrico, el crecimiento intrauterino es el signo más evidente e importante de bienestar fetal, un fallo en alguno de estos determinantes provoca el nacimiento de un niño bajo peso. 
Por lo expuesto hasta aquí, y conociendo la repercusión que tiene  la suplementación  de hierro durante la  gestación y su influencia sobre el desarrollo fetal, se desarrollará una investigación que  permita demostrar los efectos del hierro sobre la estructura del tejido óseo en crías de  ratas Wistar con dosis máximas recomendada suministradas en la dieta,  siendo  una premisa indispensable para realizar cualquier acción de intervención sobre un problema de salud no lo suficientemente estudiado en el país y en especial en la provincia de Pinar del Rio.
 Problema científico.  

¿Qué cambios morfológicos produce el hierro suministrado a dosis máxima durante la preñez, sobre el tejido óseo de la descendencia?

Objeto de estudio.  

Modificaciones del tejido óseo en las crías de ratas Wistar descendientes de madres tratadas con dosis máxima de hierro.

 Hipótesis.

Si se suministra hierro a ratas durante la preñez, a una dosis máxima recomendada se pueden causar modificaciones óseas en los huesos largos de la descendencia.

 Objetivo general.
Determinar el efecto del hierro administrado a dosis máximas en ratas Wistar durante la preñez, sobre los huesos largos de la descendencia
Especìficos

1. Estimar los cambios histológicos que se producen en el fémur de la descendencia de ratas tratadas con dosis máxima recomendada de hierro.

2. Evaluar las diferencias morfométricas microscópicas entre el fémur de la descendencia de ratas tratadas con dosis máxima de hierro recomendada y en controles sin tratamiento.

 MATERIAL Y MÉTODOS
Se realizó un estudio de paradigma cuantitativo, experimental, prospectivo en el tiempo, transversal en la observación y determinaciones, de casos y controles en un modelo animal de ratas Wistar preñadas, entre septiembre 2017- febrero 2018 en la Facultad de Ciencias Médicas de Pinar del Río (FCMPR). Se utilizaron 6 ratas hembras vírgenes de un peso entre 240 y 250 gramos, además de dos ratas machos adultas con un peso entre 250-260 gramos, que fueron utilizados en el estudio como sementales solamente, procedentes del Centro Nacional para la Producción de Animales de Laboratorio (CENPALAB). Para ello se formaron dos grupos con tres animales cada uno: un grupo control gestado que no recibió ninguna dosis de hierro y un grupo que recibió una dosis máxima de fumarato ferroso a razón de 840 mcg diario durante el embarazo. Se utilizó el total de las crías recién nacidas de ratas Wistar.

Los grupos de estudio se mantuvieron en condiciones de alimentación, suministro de agua y climatización controlada, cambiando únicamente las dosis de hierro de acuerdo con el diseño antes expuesto
 Fundamentación de la especie seleccionada.
Se escogió esta especie de rata, aceptada para el estudio planteado, en primer lugar, por la similitud de su genoma con el del humano, además de la factibilidad de su manejo, número de fetos, factibilidad económica de tenencia y manutención, su breve tiempo de gestación y estabilidad genética. 

 Condiciones de mantenimiento.

Una vez recibidos, todas las hembras fueron alojadas en grupos de 3 por caja (cajas T2) y los machos a razón de 2 por caja (cajas T3). Antes del apareamiento los machos fueron ubicados individualmente, en cajas T2. Posterior al apareamiento, las hembras presuntamente preñadas, se alojaron a razón de 1 por caja (cajas T2) hasta el final del estudio. Todas las cajas eran plásticas con tapa de rejilla (INPUD) y se ubicaron en estantes. 
Se mantuvieron con encamado de bagazo de caña desmeolladlo esterilizado en autoclave (POT 01.01.05.003) en la Dirección de Animales Gnotobióticos.

 Alimentación y suministro de agua.

Dieta comercial granulada esterilizable EAO: 1004 (CENPALAB, AlyCo®) para roedores, con Certificado de Calidad, que se suministró “ad libitum” durante el estudio. El agua se esterilizó (POT 05.01.06.021) y se suministró junto al fumarato ferroso “ad libitum” frascos de 250 y 500 ml.

 Distribución y formación de grupos experimentales.
Se decidió emplear 3 ratas hembras por grupo, ya que el por ciento de fertilidad existente en la Dirección de Animales Gnotobióticos del CENPALAB para esta línea de rata Wistar es de un 70 % aproximadamente, por lo que de esa cantidad de animales deben quedar preñadas dos aproximadamente.

Como se mencionó, los machos fueron utilizados en el estudio como sementales solamente, por lo que no fueron distribuidos en los grupos experimentales, ni recibieron la administración de la sustancia a evaluar.

 Identificación de los animales.

Durante cada período del estudio (antes del apareamiento, hembras alojadas en grupos de 1 por caja), fueron identificadas por grupos mediante tarjetas en las cajas (POT 05.02.01.020) donde se registró la identificación del animal, el código, tipo y grupo de ensayo, especie, línea, sexo, edad, fecha de comienzo (día 0).Posterior al apareamiento fueron cambiadas las tarjetas por otras que reflejaron igualmente todos los datos de los animales y del estudio, pero se incluyó solo la identificación de las hembras presuntamente preñadas que se ubicaron en cada caja y las fechas de la primera, segunda y tercera semana de preñez, así como la fecha probable de parto fisiológico. Los recién nacidos se identificaron con el número de la madre y un número.
 Sustancia del ensayo, vía de administración y dosificación.

La sustancia de ensayo fue el fumarato ferroso, suministrado por vía oral unido al agua de beber, garantizando suministro de las dosis prescriptas desde el día cero hasta el término de la preñez en correspondencia con el grupo de estudio. Se mantuvo todas las medidas asépticas durante todo el período.
 Apareamiento.

Para el apareamiento se colocó una hembra con un macho el día del estudio después de las 4.00pm. En la mañana siguiente, antes de las 8.30am, se retiró el macho y se observó la vagina para detectar la presencia de tapón vaginal, que si resultaba positivo era indicador de preñez.  Las ratas que no presentaron tapón vaginal volvieron a ser apareadas ese mismo día, en el horario mencionado anteriormente con un macho diferente al que fue utilizado en el primer apareamiento (los machos debían descansar al menos 24 horas). 

De igual manera, si al revisar la vagina no aparecía tapón vaginal se repetía el mismo procedimiento hasta tres veces para cada animal.  En los casos de ausencia del tapón, se desechó el animal por no ser útil para el estudio. El día de observación del tapón se designó como día 0 de gestación.

Las hembras preñadas fueron pesadas. Se anotó el peso y la fecha como día cero de la gestación, y se calculó la fecha probable de parto. Todos estos datos fueron plasmados en la tarjeta de identificación del animal, y se pesaron las hembras en días alternos para comprobar aumento de peso y confirmar la gestación.
Sacrificio de los animales, toma y procesamiento de muestras.

Se sacrificaron todos los animales en el primer día de nacidos.  Para ello fueron narcotizados con éter dietílico.

Se tomó el fémur derecho de todas las ratas identificadas por cada grupo de estudio.  Los huesos fueron descalcificados en solución ácida OsteosofR hasta su total reblandecimiento, lo que permitió la preparación hística. 

Para arrastrar todo el ácido descalcificador se trató el tejido con abundante agua y se comenzó la fijación en formalina tamponada al 12% por no más de 24 horas. A continuación, sehizo el pase del tejido por alcoholes a concentraciones crecientes, se aclararon en xilol y se sometieron a la inclusión en parafina. Como paso siguiente, se procedió a la obtención de cortes hísticos mediante micrótomo con cuchilla de acero.  Los cortes fueron teñidos utilizando la técnica de rutina de hematoxilina y eosina, siendo examinados posteriormente con el uso de microscopia óptica de campo brillante.

La morfometría se realizó en los portaobjetos de vidrio que contenían el corte de hueso descalcificado y teñido con hematoxilina y eosina. Los cortes se examinaron con un microscopio óptico MOTIC y se realizaron fotos a 40x con la cámara digital MOTICAM 3, conectado a un ordenador para la recogida de estas imágenes, utilizando el software MOTIC para análisis morfométrico de las imágenes a una magnificación de 2500 y cámara de 3MP entre 2048 x 1536 pixeles.

Se realizaron cortes longitudinales en los fémures derechos de todas las ratas estudiadas y en el punto medio de las diáfisis se midió el grosor del periostio, endostio y cortical. Se buscó el punto de mayor grosor a razón de una medición por fémur derecho de la rata recién nacida.

La información obtenida fue almacenada en una base de datos creada con el software Microsoft® Excel 2010 y procesada con la versión 22 de SPSS trabajando sobre Windows XP. 

Para el análisis estadístico de dicha información y dada las características de la misma, los resultados finales fueron procesados y presentados en tablas de distribución y frecuencia para su mejor comprensión.

Para utilizar la estadística inferencial fue necesario someter las variables cuantitativas a la prueba de normalidad de Kolmogorov-Smirnov. Luego se seleccionaron las pruebas no paramétricas necesarias. Se utilizó la prueba U de Mann Whitney para comparar medias. También se utilizó la prueba Chi cuadrado para relacionar variables cualitativas. En todos los casos se consideró una asociación significativa cuando el valor de p resultó ≤ 0.05.

El ensayo fue conducido y se rigió por lo establecido en la Guía de Buenas Prácticas para el cuidado, uso, y reproducción de los animales para la experimentación según las normas del CENPALAB, así como la realización de la eutanasia en animales de experimentación.12
RESULTADOS
Las medias del grosor del periostio, grosor del endostio y la cortical, en el grupo experimental, fueron superiores a las medias del grupo control.

En el caso del grosor del endostio, fue la única de las mediciones donde los datos de los grupos experimentales estuvieron menos dispersos que el grupo control, no sucediendo así con las mediciones del grosor de la cortical y el grosor del periostio (Tabla 1).

Al realizar la prueba de normalidad (Kolmogorov-Smirnov) para estas variables cuantitativas estudiadas, se comprueba que no tienen distribución normal por lo que se realizó la prueba de U Mann- Whitney para comparar los datos de las medias. 

En el Gráfico 1 se muestra, en un diagrama de cajas y bigotes, las mediciones del grosor del periostio, tanto al grupo de control como del grupo experimental. Se observa como las medias tienen poca diferencia entre los grupos.

En el 70% de los casos del grupo experimental las mediciones coinciden con las mediciones realizadas del grupo control, y la dispersión de los datos del grupo experimental es mayor que la del control. 

En la prueba U de Mann-Whitney, se obtuvo p>0,005;(p=0,347) por lo que no resulta significativa la diferencia de las medias del grosor del periostio entre los grupos control y experimental con un 95% de certeza (Gráfico 1).
En el caso del grosor del endostio las mediciones aportaron pocas diferencias entre el grupo control y el experimental, aunque en este caso el grupo que presenta mayor dispersión es el control, teniendo mayor concentración de los datos alrededor de la media (Gráfico 2). 
La Prueba U de Mann-Whitney utilizada en la comparación de medias entre los grupos de estudio, resultó p=0,219 para un 95% de certeza, considerándose entonces no significativa las medias del grosor del endostio entre grupo control y experimental.
El grosor de la cortical también fue llevado al diagrama de cajas y bigotes. En este caso se observa mayor diferencia entre las mediciones del grupo control y del experimental, encontrándose la mayor dispersión en este último.
Se observa como el percentil 75 del grupo control tiene valores menores que el percentil 25 del grupo experimental, es decir el 75% de las medidas del grupo experimental tiene mediciones superiores al 75 percentil del grupo control. 

Se realizó, además, la Prueba U de Mann-Whitney, siendo p <0,05 (p=0,01), por lo que para un 95% de certeza resulta significativo la diferencia del grosor de la cortical entre ambos grupos, mostrando valores superiores el grupo experimental (Gráfico 3).

En lo referente al cartílago, como se muestra en la Tabla 2, prevalece el cartílago prominente en los casos que se administró las dosis altas de hierro recomendadas, dejándose de observar solo en el 25 % de las muestras estudiadas del grupo experimental. En el grupo control solo se observan 3 casos con este efecto sobre el cartílago, resultando significativo la diferencia entre ambos grupos de estudio, pues al realizar la prueba de Chi cuadrado resultó p=0,014 y x2=16,31 para un 95 % de certeza. No resultó así con la dilatación de vasos, que tuvo poca presencia en los dos grupos de estudio, no mostrándose diferencias significativas entre estos, siendo p=0,615 para un 95% de certeza. 
DISCUSIÓN
La deficiencia de hierro es la carencia nutricional más prevalente. El hierro permite que la hemoglobina cumpla correctamente la función de aportar oxígeno a todas las células del cuerpo. Especial cuidado han de tener las embarazadas, pues un descenso o carencia del citado mineral acarrea consecuencias negativas para la criatura, dentro de las que se describe una disminución de la velocidad de crecimiento.13
No se hallaron diferencias significativas en las variables grosor del periostio y del endostio al comparar los grupos en estudio. En la revisión documental no se encontraron estudios relacionadas con el efecto directo del hierro sobre las capas perióstica y endóstica, que pudieran aportar información para justificar el resultado aquí obtenido. No obstante, aunque el periostio y el endostio son responsables de estimular el crecimiento óseo.14es conocido que la microarquitectura del hueso y el mantenimiento de una masa ósea normal dependen en un 70% de factores genéticos y ambientales (como el ejercicio y la nutrición) que son de gran importancia y pueden modificarse favorablemente a nivel poblacional con apropiadas medidas educativas y culturales.15
Otra de las variables estudiadas, grosor de la cortical, tuvo un valor significativamente mayor en las crías de ratas gestantes que recibieron hierro, con respecto a la descendencia de gestantes que no lo recibieron. Este resultado concuerda con un estudio relacionado con los potenciales efectos tóxicos del hierro sobre el tejido óseo de pacientes en hemodiálisis, que sugieren que el mismo actúa dinámicamente aumentando el reclutamiento osteoblástico y conduce a la masiva acumulación de osteoide, realizado por la Asociación de Osteología de Argentina y Metabolismo Mineral.16
Dentro de las funciones del hierro se describe su intervención en la síntesis de ADN, ya que forma parte de una enzima (ribonucleótido reductasa), necesaria para la síntesis de este nucleótido y para la división celular. Se conoce que el hierro es esencial, además, para muchos procesos bioquímicos, en especial para la formación del grupo hemo y de los centros Fe/S presentes en múltiples proteínas. Participa también en la formación del colágeno y enzimas vinculadas a procesos vitales para el desarrollo de la célula como es la  respiración celular, aportando el dioxígeno que ayuda a generar el adenosín trifosfato (ATP) durante la fosforilación oxidativa.17
Por otra parte, los osteoblastos son las células responsables de sintetizar la fracción orgánica de la matriz ósea, es decir, las fibras colágenas tipo I, las proteínas no colágenas y diversos factores de crecimiento que desempeñan un papel fundamental en la regulación del metabolismo óseo.15 
Los osteoblastos diferenciados (osteocitos) parecen ser los encargados de regular la composición de la matriz ósea, ya sea inhibiendo o favoreciendo el depósito de sales minerales, por lo que desempeñan un importante papel en el control de la mineralización del hueso. Funcionalmente, no existen diferencias entre los osteoblastos periósticos y endósticos, pero la actividad de los primeros origina cambios en la morfología del hueso, mientras que la actividad de los osteoblastos endósticos genera modificaciones en la densidad de la masa ósea. 15 Está comprobado que el hierro juega un rol importante en la remodelación ósea por acción directa sobre la actividad del osteoblasto. 16 
Todo lo antes expuesto permite caracterizar al hierro y por tanto su adecuado suministro en la dieta, como esencial para la formación de hemoglobina, lo que a su vez favorece la respiración celular, la actividad de muchas enzimas, la oxigenación de los tejidos y con ello la actividad osteoblástica. De este modo, la estimulación del osteoblasto se traduce en una mayor síntesis de la matriz osteoide en el tejido óseo en desarrollo y su posterior mineralización. Esto justifica los resultados aquí mostrados y específicamente el relacionado con el mayor grosor de la cortical en la descendencia de animales gestados a los que se les administró hierro en la dieta.

Temáticas similares a la aquí presentada, vinculadas al efecto de diferentes micronutrientes sobre el desarrollo óseo, fueron defendidas en la FCMPR por González (2015)18 en un estudio sobre el efecto del ácido fólico en variables morfométricas; Hernández (2018)19quien investigó el efecto de la hipervitaminosis A en huesos largos de ratas recién nacidas; Alboniga y col (2018)1que emprendió un estudio sobre variables antopométricas en la descendencia de madres nutridas con calcio, y Rivera Dopico (2018)20 quien aportó experiencias acerca delos efectos del hierro en variables antropométricas en ratas.

El cartílago endocondral fue otra de las variables examinadas. Es bien conocido que el crecimiento longitudinal ocurre por osificación endocondral, que se produce a partir del cartílago de crecimiento, que va desde una zona de reposo, donde se forman las células madre, hasta una zona de cartílago calcificado, pasando por la multiplicación e hipertrofia de las células proliferantes.11,15
El predominio del cartílago prominente, con un grosor superior en el grupo experimental con respecto al control, es coherente con el resultado de un examen antropométrico macroscópico en el que se hizo evidente el aumento de la longitud del fémur en crías de ratas cuyas madres recibieron suministro de hierro. 20
Así mismo, en otro estudio relacionado con el crecimiento y desarrollo óseo en ratas albinas sometidas a dieta deficiente en proteínas y diferentes concentraciones de hierro, se encontró que la longitud y grosor del fémur de las ratas que consumieron menos hierro fue significativamente menor con respecto a las que consumieron mayor cantidad de este mineral.21
Diferentes autores han demostrado, además, que el incremento en la ingesta de calcio, así como el uso de otros nutrientes, tales como ácido fólico, magnesio, cinc y también el hierro, es importante para el crecimiento.22,23
Por último, la dilatación de los vasos, como se ha reportado, tuvo poca presencia en ambos grupos, no mostrándose diferencia significativa, aunque se puede hacer referencia a la intervención de hierro en la obtención del óxido nítrico el cual es un potente vasoconstrictor y su papel en la regulación del metabolismo del hueso, así como sus mecanismos de acción dentro del tejido óseo.24
  CONCLUSIONES 
Se demostró que el hierro ingerido en la etapa de organogénesis a una dosis máxima recomendada, no produce aumento significativo del grosor del periostio y del endostio de los fémures de crías de ratas Wistar. Sin embargo, hay evidencias de un aumento significativo del grosor de la cortical, presentándose además cambios significativos de los componentes tisulares del hueso por la presencia de cartílago endocondral prominente, lo que influye en el crecimiento óseo, sin significación del aumento en la dilatación de los vasos.
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Anexos.
Tabla 1. Descripción estadística del grosor del periostio, endostio y la cortical teniendo en cuenta el grupo de estudio.

	Variables
	Grupo de

estudio
	Media
	Mínimo
	Máximo
	Mediana
	Rango
	Desviación

estándar

	Grosor del periostio
	Control
	3,14
	2,73
	3,51
	3,15
	0,78
	0,21

	
	Experimental
	3,29
	2,42
	3,92
	3,31
	1,50
	0,51

	Grosor del endostio
	Control
	0,88
	0,41
	1,26
	0,95
	0,85
	0,25

	
	Experimental
	1,02
	0,74
	1,34
	1,040
	0,60
	0,17

	Grosor de
 la cortical
	Control
	86,40
	82,90
	90,30
	86,20
	7,40
	2,40

	
	Experimental
	93,20
	85,10
	107,60
	92,90
	22,50
	5,80


     Fuente: base de datos 

Tabla 2. Descripción estadística del cartílago prominente y la dilatación de vasos teniendo en cuenta el grupo de estudio.
	Variable
	Grupo de estudio
	

	
	Control
	Experimental
	

	
	No.
	%
	No.
	%
	X2
	p

	Cartílago prominente
	No
	9
	75,0
	3
	25,0
	16,231
	0,014

	
	Si
	3
	25,0
	9
	75,0
	
	

	
	Total
	12
	100,0
	12
	100,0
	
	

	Dilatación de vasos
	No
	10
	83,3
	9
	75,0
	0,253
	0,615

	
	Si
	2
	16,7
	3
	25,0
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	

	
	Total
	12
	100,0
	12
	100,0
	
	


Fuente: base de datos
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Gráfico 1. Comparación del grosor del periostio en los grupos de estudio
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Gráfico 2.Comparación del grosor del endostio en los grupos de estudio.
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Gráfico 3.Comparación del grosor de la cortical en los grupos de estudio.
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