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RESUMEN

Los marcadores bioquimicos identifican el nivel del remodelamiento 6seo. El objetivo fue determinar
el porcentaje de cambio (%) de CTX, OCN y de la relacién OCN/CTX en funcién de la edad y evaluar los
cambios por deficiencia de E2 por ovariectomia (OVX) en ratas Wistar. Se determiné el porcentaje de
cambio (%) respecto del nivel de recién nacidos de OCN, CTX y larelacién OCN/CTX en animales de 21, 45,
60, 90, 105 y 150 dias de vida (n=8/grupo). Ratas OVX y SHAM fueron alimentadas con dieta Comercial
o con AIN-93M. La OVX se realiz6 a los 45 dias de vida y se evalu6 el cambio de la DMOtp (por DEXA)
en ratas alimentadas con AIN-93M. Se compararon los niveles de OCN y CTX y relacién OCN/CTX entre
ambos grupos a los 90 y 105 dias de vida. OCN aument6 y CTX mostré disminuciones progresivas con la
edad, estabilizandose a los 90 dias. La relacién OCN/CTX alcanz6 su maximo a los 90 dias y disminuy6
posteriormente. La OVX aument6 OCN en ratas alimentadas con AIN-93M y no varié con dieta comercial;
CTX aument6 con ambas dietas. La OVX disminuyd la DMOtp respecto de los SHAM. Conclusiones: Los
marcadores variaron con la edad y el aumento por OVX depende de la dieta, destacando la importancia del
calcio, fésforo y su relacién para la salud 6sea. Los valores absolutos de OCN y CTX permitirian establecer
niveles de referencia en ratas hembras alimentadas con dieta comercial.

Palabras clave: (marcadores 6seos), (hipoestrogenismo), (ovariectomia), (absorciéon mineral)

Recibido: 14-03-2024

Aceptado: 30-12-2024

Correspondencia: Estefania Magali Zeni Coronel ezenicoronel@fvet.uba.ar
https:/[doi.org[10.62168 invet.v27i1.47

InVet Vol. 27, 2025


https://doi.org/10.62168/invet.v27i1.47

ZENI CORONEL, EM; BRYK, G; BONANNO, MS; SEIJO, M; ZENI, SN

ABSTRACT

Biochemical markers identify the level of bone remodelling. The aim was to determine the levels of
CTX, OCN and the OCN/CTX ratio as a function of age and to assess changes due to ovariectomy-induced
oestrogen deficiency (OVX) in female Wistar rats. OCN and CTX were assessed and the OCN/CTX ratio
was calculated in newborn, 21, 45, 60, 90, 105 and 150-day-old animals (n=8/group). The percentage
change (%) from the newborn level was determined. OVX and SHAM rats were fed either Commercial
diet or AIN-93M. OVX was performed at 45 days of age and proximal tibial BMD change (by DEXA) was
assessed at 90 days in rats fed AIN-93M. OCN and CTX levels and OCN/CTX ratio were compared between
the two groups at 90 and 105 days of age. OCN increased and CTX showed progressive decreases with
age, stabilising at 90 days. The OCN/CTX ratio peaked at 90 days and decreased thereafter. OVX increased
OCN in rats fed AIN-93M and did not vary with commercial diet; CTX increased with both diets. OVX
decreased proximal tibia BMD relative to SHAM. Conclusions: Markers varied with age and the increase
by OVX was diet-dependent, highlighting the importance of calcium, phosphorus and their relationship
for bone health. Absolute values of OCN and CTX would allow establishing reference levels in female rats

fed with commercial diet.
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INTRODUCCION

El hueso es un érgano dindmico que se
renueva constantemente mediante la resorcién
del tejido 6seo envejecido (degradacién) y la
formacion de nuevo tejido. Durante el crecimiento
el proceso de resorcién-formacion no se encuentra
acoplado; es decir, la formacion de nuevo tejido
puede producirse donde previamente no existié
resorcién 6sea (modelamiento 6seo), con lo cual el
hueso crece en largo y ancho. Sin embargo, durante
la etapa adulta, el proceso se encuentra acoplado
(remodelamiento 6seo), por lo cual la cantidad
de tejido dseo resorbida iguala a la formada,
asegurando el mantenimiento de la masa 6sea.

Tanto el modelamiento como el
remodelamiento 6seo son llevados a cabo por
la actividad de las células dseas reunidas en
grupos celulares denominados unidades de
remodelamiento 6seo (UROs). Los osteoclastos
degradan el hueso y los osteoblastos forman el
nuevo tejido. La actividad de las células éseas de
todaslas UROs pueden evaluarse bioquimicamente
mediante los marcadores de remodelamiento
0seo. Estos se diferencian en los de resorcion,
como el telopéptido C-terminal del colageno de
tipo I (CTX-I) y 1a deoxipiridinolina (DPyr) y los de
formacién como la osteocalcina (OCN), la fosfatasa
alcalina d6sea (FAO) y el propéptido del colageno
tipo I amino-terminal (P1NP)” 2 Los marcadores

bioquimicos de remodelamiento 6seo permiten
evidenciar cambios tempranos en el metabolismo
6seo (en el humano de 1-3 meses), a diferencia de
la medicién de la densidad mineral 6sea (DMO)
que requiere tiempos mas prolongados (en el
humano 1-2 afios).

El proceso de resorcién es mucho mas
rapido que el de formacién (12 dfas frente a 30
dias); por consiguiente, todo factor que afecte el
remodelamiento 6seo dara lugar a una pérdida
paulatina de masa 6sea. La deficiencia estrogénica
que se produce en la menopausia es la causa
principal de pérdida de hueso y, en el tiempo,
puede dar lugar a osteopenia/osteoporosis’. Si
bien el diagnéstico de osteopenia/osteoporosis
se evalia mediante densitometria, los marcadores
bioquimicos permiten identificar un elevado
remodelamiento, posibilitando el inicio de
intervenciones terapéuticas destinadas a evitar
una mayor pérdida del hueso*. Para determinar
que el remodelamiento 6seo se encuentra elevado
es indispensable contar con valores de referencia.

Es conocido que el nivel de
remodelamiento 6seo sigue una distribucion
paralela a los cambios observados en la
velocidad de crecimiento, y por lo tanto
los niveles de los marcadores 6seos se ven
modificados en las distintas etapas de la vida.
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En base a ello, el objetivo del presente estudio
fue evaluar longitudinalmente los cambios
en el remodelamiento por efecto de la edad
(nacimiento hasta adultez tardia) asi como
los inducidos por deficiencia estrogénica.
Para ello se determinaron los marcadores de
remodelamiento OCN, CTX y la relacién OCN/
CTX en ratas hembras. Asimismo, evaluamos las
variaciones en dichos marcadores y la relacién
OCN/CTX ante la deficiencia de estréogenos
inducida por ovariectomia (OVX), a dos tiempos
post-OVX diferentes tratando de emular una
postmenopausia temprana y tardia.

MATERIALES Y METODOS

Dietas utilizadas

1. Dieta comercial o stock. La dieta comercial
fue utilizada en forma de pellets (Cooperacion
SA, Argentina) y segun las especificaciones del
fabricante aporta niveles variables de proteinas,
de Ca (1,0-1,4%) y fosfato (Pi) (0,5-0,8%).

2. Dieta experimental semisintética. La dieta
semisintética fue formulada de acuerdo a las
recomendaciones del American Institute of Nutrition (AIN)
del afio 1993 2! de mantenimiento (AIN-93M) que
establece los estandares nutricionales para roedores
adultos. Su composicién se detalla en Tabla 1.

Tabla 1: Composicion de las dietas control utilizadas segtin AIN'93-M que es la dieta recomendada para animales adultos.

DIETA AIN’93-M

Energia (Kcal) ~380
Proteina (g) (Nx 6,25) 12,5

Lipidos (g) 4,0

Mezcla de minerales* (g) 3,5
Vitaminas** (g) 1,0

Colina (g) 0,1

L-Cistina (g) 0,37
Celulosa (g) 5,0

Dextrina *** hasta completar 100g

* Mezcla de minerales segtin recomendacion AIN’93, **Vitaminas hidro y liposolubles (componentes individuales de Sigma,

Missouri, USA), *** Dextrina de maiz, agregada como fuente de carbohidrato para alcanzar 100g de dieta.

Animales y condiciones de alojamiento

El estudio fue realizado en ratas
(Rattus norvegicus) hembras de la cepa Wistar,
provenientesdel Laboratorio Central dela Facultad
de Farmacia y Bioquimica, Universidad de Buenos
Aires (UBA). En todos los disefios experimentales,
el alojamiento se realizé utilizando jaulas abiertas
con piso de malla de acero inoxidable. Los animales
fueron mantenidos bajo ciclos de luz/oscuridad de
12 h c/u, con una temperatura ambiente de 21+1 °C
y una humedad relativa del 50-60 %. Se permitio el
libre acceso a la comida y al agua® '¢. Finalizados
los tiempos experimentales, los animales fueron
eutanasiados siguiendo las directrices AVMA

edicién 20203 Al final de cada uno de los tiempos
experimentales, se procedié a la eutanasia bajo
anestesia profunda con la combinacion de 100
mg/kg de clorhidrato de ketamina (Holliday-Scott
SA, Argentina) mas 15-20 mg/kg de clorhidrato de
xilacina (Xilacina, Lab Richmond Div. Veterinaria
SA, Argentina). Ambos farmacos se administraron
via intraperitoneal (IP). Al constatar la anestesia
profunda (ausencia de reflejos podal y ocular),
se realizd la puncién cardiaca para obtencion de
sangre por exanguinacion. Posteriormente (sin
sacar la aguja) se administré Euthanyle intra
cardiaco (Brouwer S.A., Argentina) (pentobarbital
0,08 g/difenilhidantoina 0,01 g).
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El protocolo experimental fue aprobado
porel Comité de Etica delaFacultad de Odontologia
de la Universidad de Rio Negro (Certificado
CICUAL UNRN N° 002/2023) y de la Facultad
de Farmacia y Bioquimica de la Universidad de
Buenos Aires (Res. CS.4081/04; 0074160/2017).

Disefios experimentales

Efecto de la edad. El protocolo fue realizado
utilizando animales normales de diferentes edades
(n=8/grupo): recién nacidos (RN), al destete ( R21), al
inicio de la madurez sexual (R45), adultas jévenes de
60 dias de vida (R60), adultas en diferentes periodos de
adultez: 90 dias (R90); 105 dias (R105) y 150 dias de
vida (R150). Los animales fueron alimentados con dieta
comercial y a las edades mencionadas se les extrajo
sangre por puncion cardiaca bajo anestesia total.

Efecto de la deficiencia estrogénica
inducida por ovariectomia. Un grupo de 16
animales de 45 dias de vida fueron sometidos a
una ovariectomia (OVX) bilateral, bajo anestesia
general [0.1mL/100g PC de clorhidrato de
ketamina (Holliday-Scott SA, Argentina) mas
0.025ml/100g PC de clorhidrato de xilacina
(Xilacina, Lab Richmond Div. Veterinaria SA,
Argentina)]® 2. Los animales fueron sacrificados
a los 45 y 60 dias post OVX correspondientes a
los 90 y 105 dias de vida del animal (n=8/ grupo),
dando lugar a los grupos R90 OVX y R105 OVX,
respectivamente. Otro grupo de 16 animales
fueron sometidos a una operaciéon simulada
(SHAM), exponiendo los ovarios sin realizar la
extirpacion de los mismos. Estos animales fueron
sacrificados alos mismos tiempos que los animales
0VX, dando lugar a los grupos R90 SHAM y R105
SHAM. Los 32 animales fueron alimentados desde
la OVX hasta la eutanasia con AIN93M.

Otro grupo de 32 animales fueron
sometidos al mismo procedimiento de OVX y
operacion simulada SHAM, pero en este caso
todos los animales fueron alimentados con la dieta
comercial durante todo el periodo experimental.
Este estudio fue realizado con el objeto de
comparar el efecto de la OVX y la alimentacion.

A los 90 y 105 dias de vida se extrajo
sangre por punciéon cardiaca. Con el objeto de
validar el modelo de la pérdida de masa 6sea por
efecto de la OVX, el grupo alimentado con la dieta
confeccionada de acuerdo a AIN'93M fue sometido
a una densitometria 6sea, bajo anestesia total. A
partir de la imagen del animal en la pantalla se

evalué la DMO de tibia proximal (regién donde
predomina el hueso trabecular de alto recambio)
y se calculd el cambio en su valor entre el sacrificio
y el momento de la OVX.

Determinaciones bioquimicas séricas

El suero fue separado por centrifugaciéon
a 3500 RPM durante 10 min y se guard6 a -18 °C
hasta su andlisis. OCN y CTX fueron determinados
mediante la metodologia de ELISA utilizando kits
comerciales de MyBioSource (USA)"?* Este ensayo
se basa en la técnica de inmunoensayo enzimatico
tipo sandwich. En el caso de la osteocalcina (OCN),
el principio del ensayo implica el uso de una placa
de microtitulacion pre-revestida con un anticuerpo
especifico para la osteocalcina. Los estandares o
muestras se afiaden alos pocillos correspondientes,
seguidos porlaadicién de un anticuerpo biotinilado
especifico para la osteocalcina. Posteriormente, se
afiade Avidina conjugada con peroxidasa derabano
picante (HRP por sus siglas en inglés, Horseradish
Peroxidase) a cada pocillo y se incuba. La reaccion
enzimatica se visualiza mediante la adicion del
sustrato TMB, lo que genera un cambio de color
en aquellos pocillos que contienen osteocalcina,
anticuerpo biotinilado y Avidina conjugada con
la enzima. La reaccion se detiene con la adicién
de acido sulftrico, y el cambio de color se mide
espectrofotométricamente a 450 nm + 10 nm. La
concentracion de osteocalcina en las muestras se
determina comparando la densidad éptica (0OD)
de las muestras con la curva estdndar. Sensibilidad
6.3 pg/mL.CV% intra ensayo < 8% e inter ensayo <
10%. En el caso del CTX, el ensayo también emplea
la técnica de ELISA tipo sandwich, utilizando un
anticuerpo monoclonal pre-revestido anti-ratén
especifico para CTX como anticuerpo de captura,
mientras que el anticuerpo de deteccién es un
anticuerpo policlonal biotinilado. Las muestras
y los anticuerpos biotinilados se afiaden a los
pocillos y, tras un lavado con PBS o TBS, se afiade
un conjugado de Avidina-peroxidasa. El sustrato
TMB se utiliza para la deteccién del color, el cual
se forma a partir de la actividad peroxidasa,
generando un producto azul que, tras la adicidon
de stop solution, se vuelve amarillo. La intensidad
del color es directamente proporcional a la
cantidad del analito presente en la muestra.
Sensibilidad 0.05 ng/ml. Coeficiente de precision
intraensayo < 8 % e interensayo < 12 %. La
relaciéon OCN/CTX fue calculada.
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Determinaciones densitométricas

Con el objeto de evaluar la efectividad del
modelo experimental de pérdida de masa ésea
por OVX se realizé una densitometria 6sea con un
equipo de absorciometria dual de rayos X (DXA)
equipado con un software especificamente disefiado
para pequeios animales (DPX Alpha, Lunar Corp,
Madison, WI)*> % %, A partir de la imagen sobre la
pantalla se determiné la DMO de la tibia proximal
(TP) al momento de OVXy al final de la experiencia
delimitando la regiéon de interés (ROI). Todas las
ratas fueron escaneadas con un procedimiento
idéntico. La precisién del ensayo se obtuvo mediante
cinco mediciones repetidas en un mismo dia y en
diferentes jornadas. El coeficiente de variacion de
la DMO de la tibia proximal fue del 3,5 %!

Analisis estadistico

Los resultados se expresaron como media *
desvio estandar (DE). La normalidad de las variables
fue evaluada mediante el test de Shapiro-Wilks y la
homogeneidad de varianzas mediante el Test de Levene.
Los datos normales fueron analizados mediante analisis
de varianza (ANOVA) y aquellos que no presentaron
distribucién normal mediante el test de Kruskal-Wallis.
Cuando se constatd la diferencia entre los distintos
grupos se aplico el test de Bonferroni “a posteriori” para
determinar entre cudles de aquellos se encontraban
diferencias significativas. Los analisis estadisticos se
realizaron utilizando el Software Infostat (versiéon
libre). Un p< 0,05 fue considerado significativo.

RESULTADOS
En el presente estudio se estim6 la

variacion biolégica de OCN y CTX como marcadores
de formacién y resorcion respectivamente, as{ como

la variacién en la relacién OCN/CTX como un indice
que refleja el balance existente entre el marcador de
formacion y de resorcion y, en definitiva, el balance
entre ambos procesos del remodelamiento dseo.

Efecto de la edad

La Tabla 2 muestra los cambios
porcentuales respecto del valor al nacimiento de los
marcadores de remodelacién 6sea OCN y CTX. Los
porcentajes de cambio de OCN mostraron un aumento
estadisticamente significativo al destete y los 45 dias
devida (p<0.05); asimismo dicho aumento porcentual
mostré diferencias significativas entre estos dos
grupos (p<0.05). El cambio porcentual continud
aumentado significativamente a los 60 y 90 dias de
vida (p<0,05), pero estos dos grupos no mostraron
diferencias significativas entre ellos. A partir de los
105 dias se observd una significativa disminucién en el
cambio porcentual de los niveles de OCN (p<0.05) qué
se acentud ain mas a los 150 dias de vida (p<0.05).

El porcentaje de cambios del marcador de
resorcion (CTX) a partir del destete fue negativo y
continu6 disminuyendo significativamente a los 45,
60 y 90 dias de vida (p<0.05), mostrando cambios
significativos en cada una de estas edades respecto
delaanterior (p<0.05).Losgruposde 105y 150 dias
de edad mostraron el mismo cambio porcentual
que el observado alos 90 dias, delimitando un nivel
maximo de disminucién porcentual a esta edad.

Los cambios en funciéon de la edad
observadas en los niveles del marcador de
formaciéon OCN y de resorcién CTX modificaron
la relacién OCN/CTX. En este sentido, la relaciéon
aument6 significativamente con la edad hasta
alcanzar su nivel maximo a los 90 dias, para
disminuir significativamente a los 105 dias y
mantener dicho valor hasta los 150 dias de vida.

Tabla 2. Cambios porcentuales en los niveles de marcadores de remodelamiento: respecto del grupo RN (recién nacido).

GRUPO 21 dias 45 dias 60 dias 90 dias 105 dias 150 dias
. .
% de cambio | 5, g, 1034 | 36,14£0,008C | 61,04£0,152B | 54,62:0,013B | 33,33:0,002C | 22,99+0,01A
OCN (ng/mL)
) .
Yodecambio | ;o 0..6 034 | -37,43£1,73B | -43,74£0,77B | -63,776£0,93C | -63,298+4,07C | -64,480,03C
CTX (pg/mL)
Rel OCN/CTX | 0,043%0,012A | 0,065+0,018B | 0,085+0,013B | 0,127+0,009C | 0,108+0,019D | 0,103%0,00D

Resultados expresados como (media + DE), Rel OCN/CTX: cociente entre valor promedio sérico de OCN y valor promedio sérico de

CTX para cada grupo. Letras diferentes indican un p<0,05.
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Efecto de la deficiencia estrogénica
inducida por OVX

La Tabla 3 muestra los niveles de CTX y
OCN a los 45 dias de OVX (90 dias de vida) y a los
60 dias post-OVX (105 dias de vida) y la tabla 4 el
porcentaje relativo de cambio entre animales OVX
y SHAM a los dos tiempos estudiados. Los niveles
de OCN de los alimentados con la dieta comercial
no mostraron cambios significativos a los dos
tiempos estudiados (Tabla 3A). Como consecuencia,
el porcentaje relativo de cambios entre animales
SHAM y OVX fue minimo a tiempos estudiados
(Tabla4A) contrariamente los animales alimentados
con la dieta recomendada para roedores (AIN 93M)
mostraron mostraron cambios significativos en la
OCN alos dos tiempos post-OVX evaluados (p<0.05)
(Tabla 3B). El cambio porcentual para OCN alos 90
dias fue, en promedio de 30 % mientras que a los
105 dias fue de 47 % (Tabla 4B).

Los niveles de CTX de los animales
alimentados con la dieta comercial no mostraron
cambios entre los grupos OVX y SHAM a los 90
dias y se produjo un aumento significativo a los
105 dias (Tabla 3A). La diferencia no significativa
en los niveles de CTX dio lugar a cambios relativos
entre los animales SHAM y OVX de alrededor del

10 % (Tabla 4A). En los animales alimentados
con la dieta AIN 93M, el CTX mostré un aumento
de aproximadamente el doble a los 90 dias de
vida (p<0.05); cambio que se redujo notable a un
valor estadisticamente significativo a los 105 dias
(p<0.05) (Tabla 3B). Estas variaciones del CTX a
los 90 dias entre los animales SHAM y OVX dieron
lugar a aumentos relativos significativos entre
ambos grupos que alcanzé el 99 % a los 90 dias, para
reducirse aun 37 % alos 105 de vida (Tabla 4B).

Al comparar la variaciéon del CTX entre
los animales alimentados con la dieta comercial
y la AIN 93M se observd que la variacién de los
animales alimentados con AIN93M fue positiva
tanto a los 90 como a los 105 dias de vida, lo cual
evidencia el aumento en el remodelamiento por
OVX. Contrariamente, en los animales alimentados
con la dieta comercial el porcentaje de cambio
porcentual fue negativo aambos tiempos evaluados,
mostrando variaciones mas importantes en los
marcadores que los producidos en los animales
alimentados con la comercial. Estas diferencias son
consecuencia de los diferentes niveles promedios
tanto en animales SHAM como OVX por efecto del
consumo de dos dietas diferentes.

Tabla 3. Niveles de los marcadores de remodelamiento y de la relaciéon OCN/CTX en los animales SHAM y OVX alimentados con:
A) con dieta Comercial y B) con AIN 93M, Osteocalcina (OCN); CrossLaps (CTX), Rel OCN/CTX: Relacion OCN/CTX, Resultados
expresados como media * DE, (*): p<0,05 entre los grupos OVXy SHAM de la misma edad

Tabla 3A
Grupo CTX (pg/mL) OCN (ng/mL) Rel OCN/CTX
R90 SHAM 58,8+5,6 4,00+0,98 0,068+0,028
R90 OVX 53,4+4,3 4,08+0,21 0,076+0,021
R105 SHAM 56,7+11,1 2,68+0,06 0,047+0,006
R105 OVX 48,9+6,4 * 2,67+0,08 0,055+0,003
Tabla 3B
Grupo CTX (pg/mL) OCN (ng/mL) Rel OCN/CTX
R90 SHAM 20,7+3,6 5,97+0,72 0,288+0,092
R90 OVX 41,2+4,3* 8,20+0,95* 0,199+0,103*
R105 SHAM 21,5+4,7 6,86+0,41 0,319+0,124
R105 OVX 28,1+1,0 10,12+2,61* 0,360+0,154*
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Tabla 4: Cambios porcentuales relativos en los niveles de marcadores de remodelamiento de animales OVX vs, SHAM,

alimentados con dieta: A) comercial y B) AIN 93M, Resultados expresados como (media + DE)

Tabla 4A
GRUPO 90 dias 105 dias
% de cambio CTX (pg/mL) -9,2+0,7 -13,8+0,6
% de cambio OCN (ng/mL) 1,90+0,51 -0,53+0,03
Tabla 4B
GRUPO 90 dias 105 dias
% de cambio CTX (pg/mL) 99,0+21,2 37,4+12,7
% de cambio OCN (ng/mL) 30,72+5,81 47,53+17,33

La figura 1 muestra el éxito del modelo de
pérdida de masa ésea por OVX. En este sentido,
las barras muestran el cambio en la DMOtp de
los animales SHAM y OVX entre el tiempo inicial,
correspondiente al momento de la OVX y el
tiempo final correspondiente a los 45 dias (90

dias de vida) 6 60 dias (correspondiente a los 105
dias) post-OVX. Mientras en los animales SHAM el
cambio en la DMOtp a los dos tiempos evaluados
fue positiva, en los animales OVX la variacion fue
negativa a los dos tiempos, evidenciado la pérdida
de masa dsea por efecto de la OVX.

Figura 1. Cambios porcentuales en (%) DMO en tibia proximal de los grupos SHAM y OVX alos 90 y 105 dias de vida alimentados con

dieta AIN 93M, DMO: Densidad mineral ésea. Letras diferentes indican un p-valor<0,05

DISCUSION

El remodelamiento 6seo es un proceso
continuo, ciclico y bifasico de resorcién del hueso
envejecido y formaciéon de hueso nuevo donde
previamente se ha degradado el hueso viejo,
llevado a cabo por la actividad de las células
Oseas. Este proceso, denominado remodelamiento
6seo ocurre a lo largo de la vida'’, en la mayoria
de los vertebrados, incluyendo mamiferos, aves
y reptiles, y se encuentra estrictamente regulado
por diversos factores sistémicos y locales, entre

ellos nutricionales y niveles hormonales?®. El
aumento de masa 6sea que se produce durante
el periodo de crecimiento es el resultado de un
proceso similar al remodelamiento, llamado
modelamiento. En el humano este proceso se
detiene al producirse el cierre del cartilago
epifisario. La diferencia entre ambos es que si
bien el remodelamiento produce hueso nuevo
donde previamente se resolvi6 el hueso viejo, en
el modelamiento puede sintetizarse hueso nuevo
donde previamente no existié resorcion. Este
proceso permite el crecimiento en largo y ancho
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del esqueleto que se produce hasta que se alcanza
el denominado pico de masa 6sea (PMO) qué es la
maxima cantidad de hueso que se puede alcanzar
y que constituye el capital con que cuenta un
individuo para hacer frente a la pérdida normal
de hueso que ocurre con la edad. A partir de los
20 afios, comienza una pequeifla pero constante
pérdida de masa 6sea que se acelera en la mujer
cuando ocurre la disminucion de estrégenos que
se produce en la menopausia> %, Los estrégenos
controlan el nivel de remodelamiento Oseo, la
caida en sus niveles acelera el recambio 6seo pero
como el proceso de resorcidn es mas rapido que el
de formacién (en el humano 15 dias presente a 3
meses) la aceleracion del ciclo lleva a pérdida de
masa 0sea. Alrededor de los 70 afios en el humano,
el nivel de remodelamiento se iguala entre
hombres y mujeres, reflejando una convergencia
en los cambios del metabolismo 6seo relacionados
con el envejecimiento?® 2,

El 90 % de la masa 6sea de un individuo
esta determinado por la genética del individuo, el
10 % restante puede ser modificado por diversos
factores entre los que se encuentran la nutricion,
las hormonas y el ejercicio®. Respecto de la nutricion,
laingesta de Ca, fosfato y magnesio constituye uno
de los factores mas importantes que influyen en
PMO?%. Una baja ingesta de Ca puede disminuir el
PMO por lo cual la pérdida que se produce en la
edad adulta puede desencadenar una osteopatia
metabdlica, como osteopenia/osteoporosis en
la cual se observa una masa ésea reducida y una
microarquitectura trabecular alterada, lo que
aumenta el riesgo de fracturas?.

La rata presenta algunas diferencias en el
proceso de recambio 6seo respecto del humano.
Por un lado, la rata modela continuamente
pero ademas la tasa metabdlica es varias veces
superior a la del humano. Este tltimo hecho hace
que el periodo de remodelamiento en la rata sea
menor al del humano: 45-60 dias vs. 21-22 dias.
En este ultimo caso en el humano coincide con el
segundo pico de crecimiento aproximadamente
a los 12 afios en el sexo femenino y los 14 afios
en el sexo masculino mientras que en la rata se
logra aproximadamente a los 45 dias de vida.
Este ultimo hecho no permite identificar ciertos
cambios en el remodelamiento que se produce
durante el crecimiento y que son visibles en el
humano, como el segundo pico de crecimiento'’.
Sin embargo, el patréon de remodelamiento 6seo es

similar en ambas especies es decir elevado durante
las primeras etapas de crecimiento para disminuir
notablemente durante la maduracién esquelética.
Comoresultadodeello,losanimalesmasjovenes
muestran tasas de actividad osteoblastica y
osteoclastica significativamente mas altas
en comparaciéon con las ratas maduras® 26,
En concordancia, los resultados del presente
estudio muestran que los niveles del marcador
de formacion OCN se encuentran elevados en los
animales jovenes hasta aproximadamente los 60
dias a partir del cual, los valores disminuyen a
medida que las ratas envejecen. Los niveles del
marcador de resorcion CTX muestra un patrén
similar a la OCN pero en este caso la disminucion
se produce alrededor de los 90 dias de edad,
luego de lo cual la caida porcentual se minimiza.
Estos cambios porcentuales evidencian que los
niveles de ambos marcadores alcanzan su punto
maximo durante las primeras etapas de la vida
y luego disminuyen gradualmente a medida que
el crecimiento se desacelera?”. Posteriormente
se evidencia una disminucidon progresiva en la
actividad de remodelamiento, consistente con
los cambios esperados en las etapas de madurez
y envejecimiento. Este cambio en la actividad de
osteoblastos y osteoclastos inducen variaciones
en el indice de remodelamiento evaluado por
la relacion OCN/CTX. Nuestros resultados
evidencian un aumento del mismo hasta los 90
dias para permanecer aumentados mas adelante
producto del continuo modelamiento que existe
en la rata.

La rata OVX es el modelo experimental
de pérdida de masa dsea debido a la disminucién
de los niveles de estrégenos como ocurre en
la menopausia'> %%, Los estrégenos regulan
negativamente los niveles de citocinas
proinflamatorias, como IL-1f3, IL-6 y TNFa, ante la
caida de estrdgeno este control se pierde aumenta
los niveles de estas citoquinas y con ello se acelera
la remodelacién 6sea. Un andlisis histopatoldégico
en ratas Sprague Dawley luego de 12 semanas
de OVX revela una disminucién del grosor del
hueso cortical, mientras que hacia el centro del
hueso, el trabeculado 6seo se encuentra muy
desorganizado. Asimismo, lamédula dsea presenta
menor cantidad de tejido hematopoyético y
mayor cantidad de tejido adiposo blanco?. Este
efecto es concordante con un aumento en el
remodelamiento 6seo que conduce a la pérdida de
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hueso trabecular y conexién trabecular con mayor
depdsito de grasa corporal. Se debe recordar
que el hueso trabecular es metabdlicamente mas
activo que el hueso cortical por lo cual contribuye
en un 80 % al remodelamiento 6seo total, en
comparacion con el 20 % del hueso cortical. Este
predominio metaboélico del hueso trabecular lo
convierte en una de las primeras areas afectadas
por desequilibrios en el recambio éseo” * 4 26,
En nuestro estudio la densitometria comparativa
entre animales SHAM y OVX alimentados con la
dieta recomendada para ratas adultas demuestra
esta pérdida de masa 6sea a nivel de la tibia
proximal, compuesta principalmente por tejido
trabecular con alto recambio. Este efecto es el
resultado del remodelamiento aumentado que se
evidencia por el marcador de resorcion CTX luego
de45de OVX, mientrasquelosnivelesdelmarcador
de formacién OCN no variaron significativamente.
Sibien alos 60 dias post-OVX los marcadores no se
modificaron enlas ratas OVXrespecto delas SHAM,
el aumento observado en etapas mas tempranas
evidenci6 la pérdida de masa dsea evaluada por
densitometria. Nuestros resultados coinciden con
los observados por otros autores *?” donde las
ratas OVX exhiben marcadores de recambio 6seo
aumentados, densidad mineral 6sea disminuida y
microarquitectura osea alterada en comparacion
con los controles operados simuladamente.

Un hallazgo importante del
presente estudio es que los cambios en el
remodelamiento 6seo por efecto de la OVX
fue diferente de acuerdo al tipo de dieta
consumida. Los animales alimentados con
la dieta comercial no mostraron cambios
significativos en los marcadores respecto de
los animales SHAM a los dos tiempos post-OVX
evaluados. Estos hallazgos podrian explicarse
en base a que la dieta comercial aporta entre
2 y 3 veces la cantidad recomendada de Ca
y el fosfato aumenta mucho menos, estos
niveles modifican la relacién adecuada de Ca a
fosfato en la dieta necesaria para una correcta
mineralizacion del esqueleto.

En este sentido, las guias internacionales
recomiendan una relaciéon Ca/P en la dieta de
aproximadamente 1.1 a 1.2 y expresan que,
en ratas hembras, una relacibn menor a la
recomendada favorece el depdsito de Ca en rifién,
mientras que si la relaciéon se eleva se afecta
negativamente la mineralizacién'* 2. Segin lo

indicado por el fabricante, la dieta comercial
presenta una relacién Ca/fosfato de 2 o ain mayor,
lo cual afectaria el proceso de mineralizaciéon que
también se encuentra regulado por las células
6seas y cuya actividad da lugar al remodelamiento
6seo. Nuestro resultados muestran niveles del
marcador de resorciéon CTX menores tanto en los
animales SHAM como OVX alimentados con la
dieta recomendada respecto de los niveles en los
alimentados con la dieta comercial lo que sugiere
que la dieta afect6 el remodelamiento 6seo tanto
en suficiencia como insuficiencia de estrégenos.

CONCLUSION

Los resultados del presente proyecto concuerdan
con el hecho de que el remodelamiento y el indice
de remodelamiento se modifica en funcién de la
edad en forma similar al cambio en el metabolismo
6seo que ocurre durante las distintas etapas de
vida ensayadas. Los valores absolutos de OCN y
CTX permitirian establecer niveles de referencia e
intervalos para estos marcadores enratas hembras
alimentadas con dieta comercial. Asimismo,
cuando los animales fueron alimentados con la
dieta comercial que aporta niveles diferentes y
superiores a los recomendados para el desarrollo
normal, no fue posible observar el aumento en
el remodelamiento 6seo que se genera ante un
menor nivel de estrégenos. Contrariamente, dicha
diferencia se hizo visible cuando la alimentacién
fue la recomendada para animales adultos.
Estas diferencias evidencian la importancia que
presenta para la salud 6sea tanto el consumo de
Cay fosforo como la relacion Ca/P en la dieta.
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