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Resumen

Brem, J.J.; Trulls, H.E.; Lanari Zubiaur, A.E.; Ortiz de Rus, L.M.; Pochén, D.O.;
Picot, J.A.; Brem, J.C.: Osteoporosis experimental en ratas ovariectomizadas: densi-
tometria 6sea y concentracion de minerales en sangre y cenizas de hueso. Rev. vet. 15:
2, 56—061, 2004. La osteoporosis es una enfermedad esquelética sistémica, caracterizada por
una disminucion de la masa 6sea y deterioro de su microarquitectura, con pérdida de te-
nacidad y alto riesgo de fracturas frente a fuerzas deformantes de escasa intensidad. La
densitometria dual por rayos X (DXA) es una herramienta muy utilizada para evaluar la
integridad 6sea en pacientes humanos con antecedentes de osteopatias. En medicina vete-
rinaria se la utiliza con el auxilio de un software especial para pequeias especies. Estudios
experimentales demostraron correlaciones muy significativas respecto al contenido mineral
de las cenizas dseas con lesiones histologicas e histomorfométricas encontradas en el hueso.
El objetivo fue determinar las variaciones de algunos minerales en sangre y tejido 6seo, asi
como cambios densitométricos en huesos, en un modelo de osteoporosis experimental (ratas
ovariectomizadas). Se utilizaron 40 ratas hembras de la cepa Wistar, de 60 a 70 dias de edad,
conformandose un lote testigo (sin cirugia) y otro ovariectomizado, con 20 animales cada
uno. Durante los 270 dias de ensayo se realizaron tres mediciones densitométricas en 5 ani-
males por lote. Las variables de referencia fueron: contenido mineral 6seo (BMC) y densidad
mineral 6sea (BMD), realizadas sobre cuerpo entero y en 3 regiones predeterminadas. Asi-
mismo se realizaron determinaciones de calcio, fosforo inorganico, magnesio, manganeso,
cobre y fosfatasa alcalina. Las ratas ovariectomizadas desarrollaron osteoporosis y acusaron
modificaciones significativas (p < 0,05) de peso corporal, calcio y magnesio séricos y calcio,
fosforo inorganico y manganeso del tejido 6seo, con relacion a los controles. No se registra-
ron diferencias en BMC, en tanto que BMD disminuy¢ significativamente hacia los 6 meses
de castracion en las regiones lumbar y femoral. A los 9 meses la osteoporosis afecté la BMD
de todos los huesos del cuerpo.

Palabras clave: rata, osteoporosis por ovariectomia, minerales, densidad mineral 6sea, con-
centracion mineral dsea.

Abstract

Brem, J.J.; Trulls, H.E.; Lanari Zubiaur, A.E.; Ortiz de Rus, L.M.; Pochén, D.O.;
Picot, J.A.; Brem, J.C.: Experimental osteoporosis in ovariectomized rats: densitometry
and mineral behaviors in blood and bone tissue. Rev. vet. 15: 2, 56—61, 2004. Osteoporosis
is a systemic bone disease, characterized by a bone mass depletion and deterioration of its
microstructure, together with loss of tenacity and high risk of fractures due to deforming
forces of slight intensity. Dual energy X-ray absorptiometry (DXA) is a useful tool to evalu-
ate bone integrity in human patients with osteopathies. This technique is used in veterinary
medicine, with special equipments and software adapted to small animals. Previous studies
in animals reported significant correlations regarding mineral content of ashes and histo-
logical and histomorphometric alterations found in the bone. The purpose of this study was
to determine the behavior of some minerals in blood and bone tissue in an experimental
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osteoporosis model, using ovariectomized rats, and to confirm densitometric changes in the
bone. Female Wistar rats, 60 to 70 day—olds, were grouped in two lots: Controls (non ovari-
ectomized) and ovariectomized, 20 animals each. Duration of the assay was 270 days, and
3 densitometric determinations were performed in 5 randomly chosen animals. Reference
variables for bone density were the determination of bone mineral content (BMC) and bone
mineral density (BMD), studied in total carcass and 3 predetermined regions (lumbar and
sacra column and proximal third of the humerus). Biochemistry determinations of calcium,
inorganic phosphorus, magnesium, manganese, copper and alkaline phosphatase were per-
formed as well. Significant differences were found concerning body weigh, seric calcium
and magnesium, and calcium, phosphorus and manganese in bone tissue. No differences
were observed in BMC in both lots, whereas BMD significantly decreased from the 6" month
after castration, in lumbar and femoral regions. After the 9™ month, the absence of ovaries
affected bone density in all the concerned regions, as well as the values obtained for total
carcass.
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content.

INTRODUCCION

La osteoporosis (OP) es una enfermedad sistémica
en la que los huesos se vuelven fragiles. Las mujeres
desarrollan la enfermedad con una frecuencia cuatro
veces mayor respecto a los hombres. La OP Tipo I
(postmenopausica) esta asociada a compresiones ver-
tebrales y fracturas de cadera, que ocurren en muje-
res entre 15 y 20 afios después de la menospausia °. La
masa 6sea también disminuye con la edad (OP Tipo II)
y se produce en seres humanos de ambos sexos y mayo-
res de 70 afios. Es decir, la OP Tipo I resulta de factores
relacionados a efectos hormonales, en tanto que la OP
Tipo II se vincula con el proceso de la senescencia.

Ratas ovariectomizadas sometidas a dietas defi-
cientes en calcio constituirian un buen modelo experi-
mental de la OP humana postmenospausica '°. Estudios
histologicos en ratas ovariectomizadas mostraron dis-
minuciones marcadas del volumen 6seo '3, Con re-
lacion a otros roedores como conejos y cobayos, la rata
revela poseer un mas elevado metabolismo 6seo .

La densitometria dual por rayos X (DXA) es muy
utilizada para evaluar la integridad 6sea en pacientes
humanos con antecedentes de osteopatias, especial-
mente OP. Asimismo, en estudios experimentales con
animales, se han encontrado correlaciones muy sig-
nificativas de este método con lesiones histologicas e
histomorfométricas **!”y con los analisis quimicos del
contenido mineral del hueso o cenizas & '3 1823 28.31. 35,
La DXA realizada mediante un software especial para
pequeilos animales es una excelente técnica para medir
la densidad mineral 6sea en ratas ' ' 162126 gqunque se
recomiendan distintas condiciones de trabajo del equi-
po para cada zona del cuerpo en particular, a diferencia
de la utilizada para cuerpo entero.

El presente ensayo es parte de un proyecto que pre-
tende lograr un modelo experimental adecuado de OP
Tipo I en ratas ovariectomizadas, y sobre ellas evaluar
distintas alternativas terapéuticas. En este caso, los ob-
jetivos fueron constatar el comportamiento de la den-

sitometria 6sea y de la concentracion de minerales a
nivel de huesos y sangre relacionados a la actividad del
tejido dseo.

MATERIAL Y METODOS

Se utilizaron ratas hembras de la cepa Wistar, de
60 a 70 dias de edad, que fueron agrupadas en forma
aleatoria (5 animales por jaula). Se conformaron dos
lotes de 20 animales cada uno: testigos (sin cirugia) y
ovariectomizados (extirpacion de ambos ovarios bajo
anestesia general con hidrato de cloral: 300 mg/kg IP).
El control de peso corporal se efectué mensualmente
mediante balanza adecuada.

El ensayo dur6 270 dias y se realizaron mediciones
densitométricas cada 3 meses sobre 5 animales por lote
elegidos por sorteo. Las variables de referencia para
evaluar los efectos sobre la densidad del tejido 6seo en
el modelo experimental fueron las determinaciones del
contenido mineral 6seo (BMC, expresado en gramos) y
densidad mineral 6sea (BMD, en g/cm?). Los estudios
se hicieron sobre cuerpo entero y sobre 3 regiones pre-
determinadas (columna lumbar, sacra y tercio proximal
del fémur de ambos lados). Fueron efectuadas con un
densitometro dual de rayos X marca Hologic modelo
QDR, version 2000 plus, calibrado con una intensidad
de 300 mA y una ventana de muestreo de 1,7 a 3,3 mm.
El equipo cuenta con el auxilio de un software especial
para pequeflos animales, con un calibrado previo me-
diante una escalera de acrilico ad hoc para realizar una
curva estandard de densidad.

A los 9 meses de ensayo todas las ratas fueron sa-
crificadas por “sangria a blanco”, extrayéndose via in-
tracardiaca muestras de sangre con fines analiticos; si-
multaneamente también fueron separados los miembros
anteriores y posteriores. Las determinaciones séricas
de calcio, magnesio, manganeso y cobre se efectuaron
por espectrofotometria de absorcion atémica en equipo
GBC 932—-AB. Asimismo, se realizaron determinacio-
nes colorimétricas de fosforo inorganico (P) con mo-
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libdato de amonio en medio acido, lectura a 340 nm, y
de fosfatasa alcalina (ALP) segiin método optimizado
de punto final con sustrato de fenil—fosfato de sodio en
medio alcalino tamponado, lectura a 520 nm. Ambas
determinaciones se efectuaron por espectrofotometria
de absorcion molecular en aparato Perkin Elmer mode-
lo Lambda 25 con médulo digital computarizado.

Las mismas determinaciones minerales fueron
efectuadas sobre muestras de huesos desecadas a 100°
C durante 48 horas, pesadas y luego disgregadas por di-
gestion humeda caliente nitro—perclorica. Se utilizo el
fémur derecho de cada animal y los resultados fueron
expresados sobre materia seca. Como valores de refe-
rencia para la quimica sanguinea y el tejido dseo se uti-
lizaron los publicados para ratas por otros autores 2>,

Las variables cuantitativas continuas en sangre y
hueso (Ca, P, Mg, Mn, ALP) y densitométricas (BMC,
BMD), asi como el peso corporal, fueron procesadas
para obtener estadisticas descriptivas y luego someti-
das a analisis de la varianza (Statistix), a partir de un
diseflo completamente aleatorio a una sola via (efecto
tratamiento), utilizandose como criterio para descartar
la hipotesis nula un limite de confianza del 95%.

RESULTADOS Y DISCUSION

El peso corporal aumentd progresivamente en las
hembras castradas, llegando a ser altamente significati-
vo (p < 0,001) hacia el final del ensayo (Tabla 1).

Tabla 1. Peso corporal inicial y final (g) registrado en
cada lote.

castradas (n = 15) testigos (n = 15)

dia 0 dia 270 dia 0 dia 270
X 201,5 389,5 198,0 354,6
DE 8,54 18,43 11,10 9,30
IC <95% 187,9 215,1 140,3 331,6
IC > 95% 360,2 418,8 195,7 377,8

x: media aritmética, DE: desvio estandar, IC: intervalo de
confianza.

Las determinaciones quimicas realizadas en el sue-
ro de ambos lotes arrojaron los resultados que figuran
en las Tablas 2 y 3. El ANOVA declar6 diferencias sig-
nificativas para calcio (p < 0,0001) y magnesio séricos
(p <0,004), pero no se registraron diferencias para fos-
foro inorganico ni fosfatasa alcalina entre ambos lotes.
Este hallazgo concuerda con resultados obtenidos tanto
en ratas ovariectomizadas como en ratas machos tra-
tadas con parathormona . Otros autores encontraron
que en ratas el grado de osteopenia ocasionado por la
ovariectomia no tiene relacion con el nivel de calcio de
la dieta ni con la eficacia en la absorcion intestinal de
calcio . En cambio no es coincidente con las observa-
ciones de incrementos séricos de calcio y disminucio-
nes de fosforo inorganico y ALP en ratas con simulacro
de cirugia respecto a las ovariectomizadas, a los 6 'y 9
meses después de la operacion quirurgica.
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Por otro lado, en ratas que recibieron dosis bajas y
medias de tiludronato, no se registraron diferencias de
calcio y ALP en suero, aunque el fésforo inorganico se
incremento respecto a los controles ovariectomizados
27, Contrariamente, no hubo diferencias en los niveles
séricos de calcio, fosforo inorganico y actividad ALP
entre ratas controles y ovariectomizadas, a pesar de
que en estas ultimas hubo incremento en la reabsorcion
de hueso 3¢; tampoco se observaron diferencias de cal-
cio y fosforo séricos entre ratas sometidas a simulacro
y ratas ovariectomizadas ', aunque la eliminacion de
calcio por orina fue mayor en estas ultimas, en concor-
dancia con lo reportado por otros > .

Tabla 2. Valores de minerales séricos obtenidos en
animales testigos.

Ca (mg/dl) Mg (mg/dl) P (mg/dl) ALP(UI/)
n 16 16 8 10
X 7,65 1,63 5,43 253
DE 1,11 0,19 1,35 64
IC < 95% 7,06 1,53 430 207
IC > 95% 8,24 1,73 6,56 299
CV % 15 12 25 25

x: media aritmética, DE: desvio estandar, IC: intervalo de
confianza, CV: coeficiente de variacion.

Tabla 3. Valores de minerales séricos obtenidos en
animales ovariectomizados.

Ca(mg/dl) Mg (mg/dl) P (mgdl) ALP (UI/l)
15 15 12 10

X 9,47 1,89 5,04 254

DE 1,11 0,27 1,21 9

IC <95% 8,86 1,74 4,26 188

IC > 95% 10,08 2,04 5,80 322

CV % 12 14 24 36

x: media aritmética, DE: desvio estandar, IC: intervalo de
confianza, CV: coeficiente de variacion.

En otros ensayos, el tratamiento con estrégenos en
ratas ovariectomizadas increment6 la eliminacion de
calcio por la orina, en contraposicion a lo encontrado
en mujeres menopausicas *'°. La deficiencia de estroge-
nos a su vez provoca una disminucion en la tasa de ab-
sorcion intestinal de calcio 2. También pudo observarse
que ratas ovariectomizadas tuvieron mayor actividad
ALP respecto a controles y ovariectomizadas tratadas
con estrogenos a los 3 y 6 meses de comenzado el en-
sayo; esto indica que el estrogeno contraresta el efecto
negativo de la ovariectomia, normalizando la remode-
lacion del hueso cuya resorcion estaba incrementada
por déficit de esta hormona 7% 34,

Las determinaciones quimicas realizadas sobre el
fémur de ambos lotes arrojaron los resultados que se
exponen en las Tablas 4 y 5. Para las concentraciones
de minerales en tejido 6seo, el ANOVA indico que en
el lote ovariectomizado ocurrieron descensos signifi-
cativos de calcio (p < 0,0001), fosforo inorganico (p
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< 0,003) y manganeso (p < 0.0003). No se registraron
diferencias entre ambos lotes para las concentraciones
o6seas de cobre y magnesio.

Tabla 4. Concentracion 0sea de minerales en animales
testigos (n = 16).

Ca P M Mn Cu
_ (mgly)  (mg) (mgp)  (ugy) (gl
X 319,06 171,84 6,13 9,46 4,45
DE 32,21 9,64 1,06 2,69 3,44
IC<95% 301,89 166,69 5,56 8,03 2,61
IC>95% 336,23 176,98 6,69 10,90 6,28
CV % 10 6 17 28 77

x: media aritmética, DE: desvio estandar, IC: intervalo de
confianza, CV: coeficiente de variacion.

Tabla 5. Concentracion 0sea de minerales en animales
ovariectomizados (n = 16).

Ca P M Mn Cu
_ (mgly)  (mg) (mgfp)  (ugp) (gl
X 257,01 161,28 5,32 6,60 4,46
DE 36,26 9,06 0,60 0,82 2,86
IC<95% 237,68 156,45 4,99 6,16 2,93
IC>95% 276,33 166,11 5,64 7,04 5,99
CV % 14 6 11 13 64

x: media aritmética, DE: desvio estandar, IC: intervalo de
confianza, CV: coeficiente de variacion.

Los resultados de los estudios densitométricos se
muestran en las Tablas 6 y 7. Para BMC, el ANOVA
no hallo diferencias significativas con relacion al tra-
tamiento ni al tiempo, pero en BMD surgieron diferen-
cias significativas para el lote castrado, tanto a los 6
meses para las regiones 1 (p < 0,05) y 3 (p < 0,0121),
como a los 9 meses en cuerpo total (p < 0,002), regio-
nes 1 (p <0,0239) y 2 (p <0,0015).

Estos valores son similares a los obtenidos por au-
tores que realizaron estudios comparativos entre den-
sitometria 6sea y analisis quimicos directos *, aunque
ellos encontraron que las diferencias significativas del
contenido mineral del hueso obtenido con la técnica
densitométrica sobrevalora a los animales con bajos
contenidos y subestima a los mas altos. En nuestro
caso se observa que las diferencias de concentracion en
algunos minerales en huesos de animales ovariectomi-
zados no se reflejan en los valores dados para BMC por
densitometria. En otros trabajos se pudo demostrar que
el contenido mineral 6seo y la densidad mineral 6sea
disminuyen en ratas hembras con retroversion uterina
20, Asimismo, los resultados son similares a los de in-
vestigaciones que evaluaron los efectos sobre el conte-
nido mineral dseo en ratas de edad avanzada sometidas
a restriccion alimentaria y suplementacion de calorias
con distintos porcentajes de grasa 2.

Considerando la fisiopatologia de la OP, y en espe-
cial la postmenopausica, el hecho mas relevante es el
déficit estrogénico que lleva al incremento de la pérdi-
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Tabla 6. Valores de BMC (x+DE) en animales ova-
riectomizados (T) y controles (C), en gramos.

cuerpo total region 1 region 2 region 3
mesoT ¢ T C T C T C
3 5,04 485 048 048 0,16 0,14 0,15 0,13

+0,34 +0,28 +0,03 +0,07 +0,02 +0,02 +0,01 +0,02
551 502 051 042 0,15 0,15 0,15 0,14
+0,34 +0,56 +0,06 +0,08 +0,02 +0,03 +0,02 +0,02
549 573 050 046 0,15 0,15 0,14 0,16
+0,38 +0,25 +0,06 +0,04 +0,02 +0,01 +0,02 +0,01

6

9

Tabla 7. Valores de BMD (x+DE) en animales ova-
riectomizados (T) y controles (C), en g/cm?.

mes  CUerpo total region 1 region 2 region 3
T C

3 0,13+ 0,12+ 0,15+ 0,14+ 0,12+ 0,11+ 0,13+ 0,12+
0,004 0,006 0,007 0,006 0,007 0,004 0,009 0,009

6 0,12+ 0,12+ 0,14+ 0,12+ 0,12+ 0,11+ 0,12+ 0,11+
0,002 0,005 0,007 0,01 0,003 0,01 0,004 0,007

9 0,12+ 0,11+ 0,14+ 0,12+ 0,12+ 0,11+ 0,12+ 0,12+
0,003 0,010 0,008 0,007 0,003 0,005 0,006 0,005

da de hueso. Los efectos de la deficiencia estrogénica
son complejos, destacandose los que suceden a nivel
del remodelado 6seo, ya que aparece un aumento de la
frecuencia de activacion de sitios nuevos de remodela-
do en los huesos esponjoso y cortical ?°. Esta hormona
tiene un papel muy importante en el mantenimiento de
la densidad de los huesos y su déficit hace que la pérdi-
da de hueso se vuelva excesiva, reflejandose en una dis-
minucion de su densidad, tal como fuera observado en
este ensayo. Podemos decir que, en términos generales,
una vez que el hueso se ha perdido, es dificil que pueda
ser reemplazado y consecuentemente se hace cada vez
mas fragil y susceptible de romperse.

Se concluye refirmando la idoneidad del modelo
experimental de OP propuesto, en virtud de que en las
ratas ovariectomizadas y bajo nuestras condiciones de
trabajo, se hallaron diferencias significativas en el peso
corporal, calcio y magnesio séricos y calcio, fosforo
inorganico y manganeso del tejido 6seo. No se obser-
varon cambios del contenido mineral 6seo entre ambos
lotes, pero la densidad mineral 6sea disminuy6 signi-
ficativamente en la region lumbar y femoral hacia los
6 meses de castracion, en tanto que a los 9 meses las
diferencias densitométricas fueron muy significativas
en todas las regiones consideradas, incluyendo las ob-
tenidas sobre cuerpo entero.
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