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Variaciones en el contenido de calcio, fosfato, magnesio y sodio
en huesos de ratas ovariectomizadas
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RESUMEN. Setrabaj6 con dos lotes de 10 ratas hembras Wistar de tres meses
de edad. En el dia cero un lote fue bilateralmente ovariectomizado (OVX). El
otro lote (Sham) fue sometido a operacién simulada. La alimentacién fue ad
libitium para el lote Sham y restringida para el OVC. En los dias 15, 30, 45
y 90 de la experiencia a las 20 ratas se les seccioné un segmento de cola. El
dia 180 se sacrificaron todos los animales y se extrajo el fémur izquierdo. Con
los huesos de los segmentos de cola y los fémures se determinaron Ca++,
Mg++,Nat+y P04'3. A los 15 dias los contenidos de Ca++, Mg++, Na+y Poq~
2 no mostraron diferencias entre los dos lotes (p<0,05). A los 30 dias
encontramos una disminucién significativa sélo en la concentracién de Ca++
(p<0,05) en las ratas OVX con respecto a las ratas Sham. A los 45 dias todos
los iones analizados disminuyeron significativamente (<0,05) en las ratas
OVX, disminucién que se profundizé a los 90 dias. A los 180 dias -en fémur-
se observaron las disminuciones méximas en las ratas OVX que fueron, con
respecto a las ratas Sham: para el Ca++ 31 %, para el PO4'3 29 %, parael
Mg++ 31,6 % y para el Na+ 29 %.

Nuestros resultados permiten inferir que en ratas ovariectomizadas a los tres
meses de edad, el contenido de calcio, fosfato, magnesio y sodio en huesos de
la cola es un buen indicador de la pérdida de masa 6sea, a partir de los 45 dias
de la ovariectomia.

INTRODUCCION

La osteoporosis es una enfermedad con un significado socio-
econémico de una magnitud muy importante. De 15 a 20 millones de
americanos la padecen y se producen por su causa alrededor de 1,3
millones de fracturas anuales en personas mayores de 45 afios (1).
Indudablemente la tendencia en las costumbres alimentarias a con-
sumir menos licteos -en las clases medias y altas-, y la menor
posibilidad de compra de esos productos ricos en calcio en las clases
socio-econémicamente mas pobres -cada dfa mds numerosas-, con-
tribuyen en gran medida a una mineralizacién ésea deficiente y
mayores posibilidades de osteopatfas futuras.

Dentro de las denominadas osteoporosis involutivas, la que se
produce después de la menopausia es la mds frecuente (2). En la
mujer posmenopéusica se produce una pérdida de masa 6sea cuya
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SUMMARY.Variations in the contents of calcium, phosphate, magnesium
andsodium in bones of ovariectomized rats. Bilateral ovariectomies (OVX)
or sham surgeries -respectively- were performed in two lots of ten female
Wistar rats, 90 days old. Food was available ad libitum to sham rats, and it
was restricted to OVX ones. At 15, 30, 45 and 90 days, a segment of their tails
was sectioned. At 180 days all rats were sacrificed and the left femurs were
excised. With the tail’s bones and the femurs we determined Ca++, PO4'3,
Mg++ y Na+ concentration.

After 15 days, no significant differences inter lots were observed (p<0.05) in
all ions contents. After 30 days Ca++ value was significantly less (p<0.05) in
the OVX rats than in the sham ones. Alfter 45 days all the analyzed OVX rats
ions were significantly less (p<0.05) than the sham values. That difference
inter lots was greater after 90 days. Finally, day 1 80t gave a decrease in the
OVX rat values -from the femur- as follows: for Ca++ 31 %, for PO4‘3 29 %,
for Mg++ 31,6 % and for Na+ 29 %.

Our results shown that in 90 days old ovariectomized rats, the concentration
of calcium, phosphate, magnesium and sodium in the tail bones is a good
indicator of bone mass loss, after 45 days of ovariectomy.

causa més aceptada es el déficit de hormonas oviricas (3). Cuando
éstaosteopeniaalcanzaunaciertamagnitud se producelaosteoporosis.
Elmodclo animal que representa més aproximadamente la pérdidade
masa 6sea que ocurre en la mujer posmenop4ausica por el déficit de
hormonas ovdricas es la rata ovariectomizada (OVX) (4). En efecto,
la disminucién de estrégenos que ocurre en este modelo animal le
produceunincrementodel turnover 6seo (5) conresorcién excediendo
a formacién, gran pérdida de hueso reticular (6), con decremento’ en
la absorcién de calcio intestinal. Se observa ademads efecto benéfico
del aumento de peso (7); buena respuesta a la terapia con estrégenos
(8), con tamoxifeno (9), con clomifeno (10), con fluoruros (11), con
propranolol (12), con bifosfonatos (13), con parathormona (14), con
calcitonina (15), con calcitriol (16), con ejercicio fisico (17), y con
ingestas aumentadas de calcio.

Los numerosos trabajos realizados con ratas OV X han estudiado
los cambios hormonales (23), turnover 6seo (24), densitometria (25),
fragilidad 6sea (26), estructura mecénica (27), histomorfometria
(28), resorcidn 6sea reticular (29), balance de calcio, calcemia (30),
fosfatasa alcalina y 25 (OH) vitamina D sérica (31), etc.

Encontramos pocos estudios secuenciales cuantitativos de las
variaciones de los elementos minerales en el hueso de 1a rata después
de1laOVX (18,19,20). Por este motivo nuestro objetivo fue analizar
la variacién de las concentraciones de los iones inorgénicos més
abundantes en hueso: calcio, fosfato, magnesio y sodio, después de
la OVX. Por otro lado dosar esos iones en.hueso de cola de rata -no
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utilizado hasta ahora en nuestro conocimiento- nos permitiria ver en
que medida esta metodologia que no implica el sacrificio de lotes
enteros de animales para cada determinacion, refleja la osteopenia
pos OVX.

MATERIAL Y METODOS

Se utilizaron dos lotes de 10 ratas hembras Wistar de tres meses de
edad y un peso mediode 215 g (D.E.=14). Enel diacero las 10 ratas del
lote OVX fueron bilateralmente ovariectomizadas por abordaje dorsal
usando éter para anestesia. Al otro lote (Sham) se lo sometié a
operacién simulada. Cualitativamente se les dio lamisma alimentacion
alos dos lotes: dieta balanceada conteniendo proteinas 24 %, grasas 6
%, calcio 1 %, fosforo 0,5 %,cloruro de sodio 0.5 %, magnesio 0,05 %,
vitamina D 300 UI/100 g, y un valor energético de 2.780 cal/g.

Cuantitativamente a las ratas Sham se les dio alimento ad libitium
y alas OVX se les restringio el alimento a 15 g/rata/dfa, para evitar
la diferencia de peso que se produce cuando consumen la misma
cantidad de alimento (7, 32). El consumo promedio de los controles
fue de 17 g/rata/dfa.

El agua se dio ad libitum alos dos lotes.

Los animales colocados en jaulas grandes, cinco en cada una, auna
temperatura entre 20y 28 °C, y con un ciclo luz/oscuridad de 13 h/11h

Alos 15,30,45y 90 dfas se pesaron las 20 ratas y se secciond un
segmento de cola a cada una. A los 180 dfas todas las ratas fueron
pesadas y sacrificadas, y el fémur izquierdo fue extraido. La
ovariectomia fue confirmada por la falta de tejido ovdrico y la
marcada atrofia de los cuernos uterinos después del sacrifico. Los
huesos fueron totalmente descarnados, secados 12 hs. a 100 °C y
pesados. A este peso fueron referidas las concentraciones.

Luego todos los huesos fueron llevados a cenizas (12 hs. a 600
°C) y pesados. Las determinaciones de calcio, magnesio y sodio se
hicieron en extractos del HCI por espectrometria de absorcién
atémica; y la de fosfato por espectrometria de absorcion molecular,
por formacién de fosfomolibdato complejo.

El anélisis estadistico se realiz6 con test t de Student, valores de
p menores a 0,05 fueron considerados significativos.

RESULTADOS

Los pesos (Figura 1) de las ratas OVX evolucionaron en forma
similar a las Sham, observdndose recién alos 180 dfas una diferencia
significativa entre los dos lotes (p<0,05).

FIGURA 1
Peso de ratas ovariectomizadas
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La concentracién de calcio (Figura 2) en huesos de la cola
disminuy¢ significativamente en las ratas OVX a partir del corte de
los 30 dias (p<0,05), aumentando la diferencia a los 45 y 90 dfas. A
los 180 dfas (en fémur) el calcio de las OVX fue un 69 % del valor de
las Sham.

FIGURA 2
Calcio 6seo en ratas ovariectomizadas
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La concentracion de fosfato (Figura 3) en huesos de la cola
disminuyd significativamente en las ratas OVX a partir de los 45 dias
(p<0,05), disminuy6 algo mas a los 90 dfas, llegando a ser a los 180
dfas (en fémur) un 71% del valor de las Sham.

FIGURA 3
Fosfato ¢seo en ratas ovariectomizadas
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La concentracién de magnesio (Figura 4) en huesos de la cola
disminuy6 significativamente en las ratas OVX a partir de los 45 dfas
(p<0,05), disminuyé mds a los 90 dias, llegando a ser a los 180 dias
(en fémur) un 68,2 % del valor de las Sham.

La concentracion de sodio (Figura 5) en huesos de la cola
disminuyé significativamente en las ratas OV X a partir de los 45 dfas
(p<0.05), bajé algo més alos 90 dias, llegando a ser alos 180 dfas (en
fémur) un 71 % del valor de las Sham.

El peso de las cenizas (expresién de la parte mineral) (Figura 6)
en porcentaje del peso de hueso seco sufri¢ una disminucién signi-
ficativaen las ratas OVX a partirdelos 30 dias (p<0,05), disminuyen-
do més alos 45y 90 dfas, llegando a los 180 dfas a ser un 73 % de los
valores de las Sham.
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FIGURA 4
Magnesio éseo en ratas ovariectomizadas
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FIGURA 5
Sodio Gseo en ratas ovariectomizadas
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FIGURA 6
Cenizas de huesos de ratas
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Elpesoy volumen del fémur no mostré diferencias significativas
entre los dos lotes a los 180 dfas (datos no mostrados).

DISCUSION

Los valores de calcio, fosfato y cenizas en fémur encontrados
coinciden con los de M. Kaye (19), y con los de M. Yasui y col (18),
difiriendo en cambio conlos informados por Swissa-Sivany col (20).
En el modelo «rata madura» de tres meses de edad elegido, se ha

descrito (21, 22) una pérdida de hueso reticular (en tibia proximal)
significativa alos 15 dfas de los OVX y marcadaalos 30 dias, conlos
efectos mds agudos del aumento de resorcion 6sea a los 100 dias de
laOVX.

Las variaciones que encontramos en la concentracién de los
iones estudiados -principalmente calcio y fosfato-, y en el porcentaje
de cenizas en huesos de la cola de rata, no fueron tan marcadas como
las de los pardmetros mencionados arriba (21, 22) en tiempos iguales.
En nuestros resultados probablemente ha influido el ligero aumento
de peso de las ratas OV X, recién significativo (p<0,05) alos 180 dias
de la experiencia.

Frente a la opinién de algunos autores, nuestra experiencia
previa coincide con Wronski y col (7) en el hecho que dar la misma
cantidad de alimento a los dos lotes induce a resultados erréneos. En
efecto, si se alimenta ad libitum los dos lotes, las OVX aumentan
mucho de peso. Por otro lado, si se restringe a 15 g/rata/dia de
alimento a los dos lotes, los controles no aumentan normalmente de
peso y se desfasan significativamente a las OVX. Por este motivo
seguimos el criterio de Wronski y col., es decir restringir a 15/g/rata/
diaalas OVX, yalimentar ad libitum alas Sham. De esta formael lote
Sham consumié un promedio de 17 g/rata/dfa, mayor que el consumo
de las OVX, compensando las diferencias metabdlicas (32) que
motivan la tendencia al sobrepeso de las OVX.

A pesar de esto, a los 180 dfas hubo diferencia significativa de
peso (p<0,05), pero esto de ninguna manera desvirtta los resultados:
a) por que en los tiempos de todas las determinaciones efectuadas en
huesos de la cola de rata los pesos de los dos lotes no tuvieron
diferencia significativa; b) por que a los 180 dias el sobrepeso de las
OVXes protege en alguna medida de la osteopenia (7), por lo que la
diferencia encontrada en la concentracién de los iones analizados en
ese tiempo serfa mayor de haberse logrado igualdad de peso entre los
dos lotes.

Otro detalle que puede haber influido fue la concentracién de
calcio (1 g/100 g) en el alimento de las ratas. Algunos autores (4, 19)
sugieren entre 0,40 y 0,87 g de calcio en 100 g de alimento como
suficiente paralarata, otros autores (18) usan pararatas de 5 semanas
como ingesta estdndar 1,25 g de calcio en 100 g de alimento, por lo
que decidimos dar 1 g de calcio/100 g atendiendo a que las ratas OVX
tenfanrestriccion alimentariaa 15 g/dfa, y no quisimos correr riesgos
de dar menos calcio que el necesario y que esto pudiera falsear los
resultados. De todas maneras, creemos que nuestra dieta tiene un
pequefio exceso de calcio, pero esto solo puede haber disminuido las
diferencias encontradas, nunca aumentado.

En cuanto al fésforo de ladieta, es valido el mismo razonamiento
efectuado en el pdrrafo anterior para el calcio.

Otro factor que influyé fue el utilizar huesos de la cola en las
primeras determinaciones. Los huesos largos como el fémur tienen
un un recambio ¢seo mayor por el peso que soportan, esto hace que
los cambios minerales sean mds notorios. No obstante, nuestro
objetivo de utilizar los huesos de la cola de rata como indicador de la
pérdida de masa Gsea se bas6 en la ventaja de que se pueden realizar
varias determinaciones -en nuestro caso cuatro- en el mismo animal
siguiendo las variaciones individuales, no siendo necesario sacrificar
un lote de ratas en cada tiempo analizado.

Concluyendo, nuestros resultados permiten afirmar que el con-
tenido mineral de los huesos de la cola de rata es un buen indicador
de la pérdida de masa dsea por ovariectomia.
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