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Resumen 

El trabajo se inició con 34 ratas Sprague-Dawley de siete semanas de edad, de las 
cuales 26 se sometieron a gonadectomía bilateral para inducirles la menopausia. El 
grupo control quedó constituido por las restantes 8 ratas no gonadectomizadas. Para 
evaluar la influencia de la dieta hipercalórica en el desarrollo de osteoporosis, a 13 
ratas gonadectomizadas se les suministró una dieta rica en grasa (grupo A), mientras 
que las otras 13 ratas (grupo B) y el grupo control recibieron una dieta regular. 

Cinco meses después de la ovariectomía, la dieta hipercalórica causó la disminución 
del contenido de calcio en vértebras lumbares (L3, L4 y L5), mostrándose el efecto de 
la dieta en cuanto a que, bajo la ingesta de los demás nutrientes, se modificó su 
utilización, causando una desnutrición generalizada y cooperando así con el proceso 
de génesis de la osteoporosis. 

La ovariectomía indujo cambios hormonales que favorecieron el proceso de 
desmineralización condicionante de osteoporosis, validándose así el modelo experi- 
mental. 

Summary 

34 female, 7-week-old, Sprague-Dawley rats were used to investigate the effect of 
high-fat diet on postmenopausal osteoporosis. 26 of them were subjected to bilateral 
oophorectomy. 13 of these were then fed on a high fat diet (group A), the other 13 
were fed a normal, regular diet (group B). Eight untreated rats were fed on a normal, 
regular diet and Selved as controls. 

Five months after their oophorectomy, the hypercalorific diet was found to have dimin- 
ished the calcium content of lumbar vertebrae (L3, L4 and L5). This study shows that 
rats fed on a high-fat diet did reduce their food intake and food conversion efficiency. 
Therefore, this diet induces generalised malnutrition and thus contributes to the 
proccess of osteoporosis. 

Oophorectomy induces endocnnological changes that contribute to the development 
of osteoporosis. This work leads us to conclude that the oophorectomised rat provides 
a good experimental model for the study of postmenopausal osteoporosis. 

' Bacterióloga, Universidad de Los Andes, Santafé de Bogotá, Colombia. 
M.D., M.Sc., Coordinador de Investigación, Laboratorio de Genética y Metabolismo Mineral, Instituto Nacional de Salud, 
Santafé de Bogotá, Colombia. 



GUTIERREZ M.A., RINCON G., BERMUDE2A.J. Biomédica 1995;15:165171 

La osteoporosis es considerada como la reduc- 
ción de masa ósea por unidad de volumen, 
debido a que la resorción supera la formación 
ósea (1). 

La osteoporosis es un problema de salud 
pública a nivel mundial. La mayor parte de los 
casos se presentan en mujeres posmeno- 
páusicas. Lo anterior se debe a alteraciones 
hormonales y metabólicas que se producen, 
mostrando cambios a nivel trabecular, creando 
zonas de menor resistencia ósea. Entre los 
factores de riesgo considerados para la 
osteoporosis se encuentran; predisposición 
genética, origen caucásico, masa muscular 
reducida, menopausia temprana, vida seden- 
taria, consumo reducido de calcio, consumo 
excesivo de alcohol, proteínas y fosfatos entre 
otros (2). 

El hueso por ser el depósito más grande de 
calcio que posee el organismo, se ve directa- 
mente influido por hormonas que regulan el 
metabolismo del calcio como la paratohormo- 
na (PTH) y la calcitonina. Se ha demostrado 
que éstas intervienen en la proliferación y 
diferenciación de las células del hueso (osteo- 
clastos y osteoblastos), recambio óseo, produc- 
ción de proteínas fijadoras de calcio y en el 
metabolismo de fósforo. Este último junto con 
el calcio forman los cristales de hidroxiapatita, 
el cual es el principal componente de la matriz 
ósea (3). 

Desde principios de 1950 se han utilizado 
modelos animales para estudiar cambios óseos 
en la osteoporosis. La mayoría de estos mode- 
los se basan en dietas bajas en calcio (para 
incrementar la remodelación), ovariectomía 
(para bajar los niveles de estrógenos) e inmo- 
vilización (4). Aunque los perros y primates 
tienen una remodelación ósea comparable a la 
de los humanos; éstos no son modelos anima- 
les ideales por el costo, la disponibilidad y la 
dificultad de mantenerlos y experimentar con 
ellos. Como resultado de estos factores la rata 
continúa siendo el modelo animal más estudia- 
do en la pérdida del hueso por deficiencia de 
hormonas ováricas (5). La deficiencia de 
estrógenos hace que se aumente la pérdida de 

masa ósea. No se conoce el mecanismo exac- 
to, por el cual los estrógenos elevan los niveles 
de calcitonina reduciendo así la resorción ósea 
(2). 

En este experimento se logró observar el efecto 
de la dieta hipercalórica en cuanto a que se 
disminuye el consumo de otros nutrientes y se 
modifica la utilización de los mismos, coo- 
perando así con el proceso de osteoporosis. 

Materiales y métodos 

Animales y dieta: el proyecto se inició con 
treinta y cuatro ratas hembra Sprague-Dawley 
CD-1: CENP INS, de siete semanas de edad. 
Se mantuvieron en una sala de experimenta- 
ción en el bioterio central del Instituto Nacional 
de Salud, bajo las siguientes condiciones: área: 
11,31 m, temperatura: 20-24"C, humedad rela- 
tiva: 55-65% iluminación controlada por foto- 
periodos de 12 horas, aire filtrado del exterior 
con una pureza del 100% (12 cam-bios de aire 
por hora), ambiente totalmente aislado de rui- 
dos y contaminantes. 

Veintiséis ratas se sometieron a gonadectomía 
bilateral, previa anestesia con inyección de 
clorhidrato de ketamina y xilazina a dosis de 50 
mglkg y 10 mgkg de peso. Estas ratas, a su 
vez, se dividieron en dos grupos, cada uno con 
trece ratas, quedando conformados los grupos 
A y B. El grupo control C quedó constituido por 
las restantes ocho ratas no gonadectomizadas. 
Para evaluar la influencia de la dieta hipercaló- 
rica en el desarrollo de osteopor~si~~osmeno- 
páusica, al grupo A se le suministró orla dieta 
rica en grasa, mientras que los grupos. B y C 
recibieron una dieta regular RodentinaR. 

La dieta regular de Rodentina, distribuida por 
Purina S.A, contiene 3,23% de grasa, 23% de 
proteínas, 53,47% de carbohidratos y 20,30% 
de otros, con un total de 3,73 kcaVg. 

La dieta hipercalórica se preparó impregnando 
la dieta regular con aceite vegetal poli- 
insaturado. La dieta hipercalórica estaba cons- 
tituida por; 15,7-16,6% de grasa, 20,5-20~3% 
de proteínas, 42,5-43% de carbohidratos y 
20,3% de otros. El contenido total de kiloca- 
lorías por gramo variaba entre 4,34-4,43. 
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Los días 56 y 140 de experimentación se obtu- 
vieron muestras por punción del plexo orbital 
en el saco conjuntivai. 

Procedimientos analíticos 

Hormona paratiroidea: los niveles de PTH en 
suero se midieron a través del kit comercial 
Coat-A-Count lntact PTH IRMA, Diagnostic 
Products Corporation (DPC), catalogue no. 
IKPHI. El procedimiento se basa en un ensayo 
inmunoradiométrico (IRMA). 

Calcitonina: el kit comercial empleado para la 
medición cuantitativa de calcitonina fue: Calci- 
tonin Double Antibody, DPC, catalogue no. 
KCLDI. El procedimiento se basa en un radio- 
inmunoanálisis (RIA). 

Osteocalcina: la osteocalcina se determinó por 
medio de Radíoimmunoassay Kit for the Quan- 
titative Measurement of Osteocalcin (Bone Gla- 
Protein), Diagnostic Systems Laboratories Inc., 
catalogue no. DSL 6900. La determinación se 
basa en un RIA. 

Fósforo: el fósforo sérico se midió con el kit 
comercial de Human Gesellschaft für Bioche- 
mica and Diagnostica mbH, Phosphor liqui- 
rapid. El fosfato al reaccionar con molibdato en 
un medio fuertemente ácido, forma un com- 
plejo. La absorbancia se lee a 340 nm. 

Calcio en vértebras: después de sacrificar las 
ratas, se extrajo la tercera, cuarta y quinta 
vértebra lumbar, a las cuales se les quitó todo 
resto de músculo y grasa. 

Los huesos se hidrolizaron a 200°C durante un 
lapso de veinte horas, en HCI concentrado. Se 
diluyeron alícuotas del hidrolizado con una 
solución de lantano al 0,1%, para luego medir 
el calcio por absorción atómica. Sensibilidad 
0,01 ppm. 

Perfil lipídico: el perfil lipídico comprendió: 
colesterol total, lipoproteínas de alta densidad 
(HDL), lipoproteínas de baja densidad (LDL) y 
triglicéridos. 

El colesterol total se midió con el kit Colesterol 
CHOD-PAP, Diagnostica MERCK, Ref D 
O1 0470250. 

El colesterol HDL se midió por medio del kit 
comercial HDL-Cholesterol (CHOD-PAP- 
method), reactivo precipitante, Diagnostica 
MERCK, Ref 14210. 

El kit comercial empleado para cuantificar el 
colesterol LDL fue: LDL-Colesterol, reactivo 
precipitante, Diagnostica MERCK, Ref. A 
114992001. 

La medición de triglicéridos se hizo con el kit 
comercial Test colorimétrico totalmente enzi- 
mático método GPO-PAP, Diagnostica MERCK, 
Ref 14354. 

Densitometría ósea: el equipo empleado para 
la realización de este examen fue el OSTEO- 
DENSITOMETRO QDR 2000 HOLOGIC. Para 
la elaboración de la densitometría se esco- 
gieron al azar dos ratas de cada uno de los 
grupos estudiados. 

Análisis estadístico: se emplearon los esta- 
dísticos T Student y análisis de varianza de una 
vía (ANOVA), para poblaciones con distribución 
normal, o Kruskall-Wallis en caso contrario. Las 
diferencias se consideraron significativas 
cuando p<0,05. 

Resultados 

Variación de peso: las ratas presentaron un 
progresivo aumento de peso durante el tiempo 
de exoerimentación. El día inicial no hubo 
diferencia significativa entre los tres grupos 
(P=NS). 

En los días experimentales 56 y 140, las ratas 
gonadectomizadas (grupos A y B) mostraron 
una mayor ganancia de peso que las ratas con- 
trol no gonadectomizadas (tabla 1). 

Variación de talla: hubo un aumento gradual 
de la talla durante el curso de la investigación. 
La talla el día inicial fue similar en los tres 
grupos (P=NS). En los días experimentales 56 
y 140 las ratas gonadectomizadas presentaron 
un mayor crecimiento que las ratas no 
gonadectomizadas (tabla 1). 

Consumo de alimento: la media del consumo 
de alimento (rodentina) en relación al peso 
ganado en el tiempo de experimentación (6g)' I 
desviación estándar fue; grupo A de 20,62 g16g 
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t 2,88, grupo B de 25,45 g/6g I 4,47, grupo C 
de 111,94 gI6g t 20,40. Las ratas gonadec- 
tomizadas necesitaron consumir menos ali- 
mento para ganar un gramo de peso que las 
ratas no gonadectomizadas; A y B (p<0,05), A y 
C (p<0,005), B y C (p<0,005). 

El consumo de Iípidos, carbohidratos, proteínas 
y total de kilocalorías en relación al peso corpo- 
ral ganado (tabla Z), fueron mayores para el 
grupo control de ratas no gonadectomizadas. 

Hubo diferencia significativa para el consumo 
de los tres tipos de alimento entre los grupos A 
y B, ratas gonadectomizadas con dieta hiper- 
calórica y dieta regular, respectivamente; sin 
embargo, el consumo de kilocalorías por gramo 
de peso ganado, no fue estadísticamente 
diferente. Esto es importante en el análisis de 
resultados, puesto que la dieta hipercalórica no 
conllevó a aumento en el consumo de alimento, 
sino que, al contrario, lo disminuyó. 

Tabla 1. Variación de peso y talla. 

Grupo A Grupo B Grupo C P P P 
OVX OVX NO-OVX A-B A-C 8-C 
DHC DR DR 

(n=ii) (n=ii) (n=5) 

Peso a a a 
Día 56 382,&16,9 384a9.3 304,08+10,3 NS P<O,OQI P<O,OOI 
Día 140 401,1+20,2 401+29 312,9+8,4 NS P<O,OOI P<O,OOI 

Talla b b b 
Día 56 46,9+0.5 472&,6 45,3+1 NS NS P<O,OI 
Día 140 48,9+0,5 48,9+0,4 47,5+0,2 NS P<O,OOI P<O,OOI 

Todos los valores son la media + desviación estándar 
a. Determinada Dor T Student con un nivel de sianificancia de P<0.05 
o. Dctcrminada eor Knskall-Wal~is con un nivel ;e significancia ac ~c0.05 
hS= no significativo, OVX= gonadectomizadas: DHC= dieta hipercalorica: DR= dieta regular 

Tabla 2. Resultados del consumo de alimento. 

GrupoA Grupo B Grupo C P P P 
OVX OVX NO-OVX A-B B-C A-C - -. .. - 
DHC DR DR 

(n=ii) ( m i l )  ( n s )  

Alimento 13,1+0,93 16,4+1,03 14,3+0,71 pc0,OOI p<O,OOI p<O,OI 

Lípidos 
slss 

Cafbohidratos 

gr/Gg 

Proteínas 

sr/sS 

Kilocalorías 

Todos los va ores son la media t desv,acion estandar 
a Determinada por T Student con un nNel de signficancia de p<0.05 
b. Determinada Dor Kruskall-Wallis con un nivel de sianificancia de ~<0.05 . . 
NS= no significativo; OVX= gonadectomizadas; DHC; dieta hipercalórica; DR= dieta regular 
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Calcitonina: el día 56 los promedios de los similares en los tres grupos estudiados (P=NS). 
niveles de calcitonina en los grupos A, B y C Con los resultados obtenidos los días 56 y 140, 
fueron muy similares entre sí (P=NS). se observó que en los grupos A (p<0,005), B 

El día 140 de experimentación, el grupo de 
ratas no gonadectomizadas (grupo C) presentó 
los niveles más bajos de calcitonina, mientras 
que las ratas gonadectomizadas (grupos A y 8)  
tenían valores similares. Al comparar los 
resultados obtenidos los días experimentales 
56 y 140, se observó un aumento de los niveles 
sanguíneos de la hormona en el grupo A 
(p<0,005) y en el grupo B (p<0,05). Por el 
contrario, la calcitonina sérica para el grupo C 
en las dos mediciones fue muy similar (tabla 3). 

Hormona paratiroidea: el día 56 las ratas 
gonadectomizadas sometidas a una dieta 
hipercalórica (grupo A) tenían mayores niveles 
sanguíneos de PTH que las ratas mantenidas 
con la dieta regular. En el día experimental 140, 
los niveles sanguíneos de PTH fueron muy 

(p<0,005) y C (p<0,05) se presentó un aumento 
de los niveles sanguíneos de PTH (tabla 3). 

Osteocalcina: en el día 56 los promedios de 
los datos obtenidos en los tres grupos estudia- 
dos, no fueron diferentes entre sí. En el día 140 
de experimentación, las ratas gonadectomi- 
zadas con dieta hipercalórica (grupo A) pre- 
sentaron los niveles más bajos de la proteína, 
mientras que las ratas control no gonadec- 
tomizadas tenían los niveles más altos. Se en- 
contró diferencia significativa al comparar entre 
sí los niveles promedio de osteocalcina, obte- 
nidos los días 56 y 140 de experimentación, 
para el grupo A (p<0,0005) y para el grupo B 
(p<0,05), presentándose en los dos casos dis- 
minución de la proteína. Por el contrario, en las 
ratas control los niveles de osteocalcina en las 

Tabla 3. Resultados de los procedimientos analiticos realizados. 

GNPO A Grupo B Grupo C P P P 
OVX OVX NO-OVX A-B B-C A-C 
DHC DR DR 

Calcitonina 
Dia 56 128,6+65,9 
(n=7) 
Dia 140 345,5+158 
(n=ii) 

PTH 
Dia 56 11,31+4,7 
(n=7) 
Dia 140 19,97+2,8 
( m i l )  

Osteocalcina 
Dia 56 
(n=7) 
Dia 140 
(n=ii) 

Fósforo 
Dia 140 4,55+0,64 
(n=ii) 

Calcio en vériebras 
Dia 140 13.979i1.092 
ín=ll) 

Todos los valores son la media + desviación estándar. 
a. Determinada por T Ctudcnt con un nivcl dc significancia de pc0.05 
b. Determinada por Kruskall-Wallis con un nivel de significancia de p<0.05 
NS= no significahvo: OVX= gonadectomizadas; DHC= dieta hipercalórica; D Rz dicta regular 
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Tabla 4. Resultados del perfil lipídico. 

Grupo A Grupo B Grupo C P* P' P" 
OVX OVX NO-OVX A-B B-C A-C 
DHC DR DR 

(n=ll) (n=ll) (n=5) 

Colesterol 114,3+11,4 116,4+20,1 130,8+20,4 NS NS p<0,05 
Total mg% 

Colesterol 28,3+14,1 25,4*14,2 32k11.4 NS NS NS 
LDL mg% 

Colesterol 64,3+8,6 61+7,7 56,7+11 NS NS NS 
HDL mg% 

Triglicéridos 93*25,06 104,2+34,9 134,M2,8 NS NS P<0,05 
mg90 

Todos los valores son la media * desviación estándar 
'Determ.nada por T Stdaent con Ln nivel de significancia de pc0.05 
NS- no significativo; OVX= gonaoectomizadas; OdC- dieta hipercalorica, DR= aleta regular 

dos mediciones fueron muy similares (P=NS) 
(tabla 3). 

Fósforo: las ratas gonadectomizadas some- 
tidas a un régimen hipercalórico (grupo A) pre- 
sentaron los niveles más bajos de fósforo, 
mientras que las ratas control (grupo C) (no 
gonadectomizadas con dieta regular) tenían los 
más altos (tabla 3). 

Calcio en vértebras: las ratas gonadec- 
tomizadas ( g ~ p o s  A y B) tenían menor concen- 
tración de calcio en vértebras lumbares (L3, L4 
y L5), que las ratas control no gonadectomi- 
zadas (tabla 3). 

Perfil lipídico: el períil lipídico realizado estaba 
constituido por: colesterol total, colesterol LDL, 
colesterol HDL y triglicéridos. Los resultados se 
muestran en la tabla 4. 

Densitometrías: los resultados de las densi- 
tometrías (densidad mineral del hueso, 
densidad mineral lumbar L3, L4, L5 y 
porcentaje de grasa corporal total) se pueden 
observar en la tabla 5. 

Discusión 

Numerosos estudios han demostrado que la 
ovariectomía en ratas acelera la pérdida ósea, 
como consecuencia del déficit estrogénico (10- 
15). Partiendo de este hecho comprobado se 
gonadectomizaron las ratas, para inducir el 
desarrollo de osteoporosis posmenopáusica. 

Tabla 5. Resultados de las densitometrías. 

Gruoo A Gruoo B Gruoo C 
ovx ovx NO-ovx 
DHC DR DR 
(n=2) (n=2) (n=2) 

BMD 0,1588+0,01 0,160+0,006 0,157+0,004 

BMD 0,191+0,009 0,184d,001 0,205t0,Ol 
Lumbar 

global 

Todos los valores son la media desviación estándar 
BMD= Densidad media del hueso; OVX= Gonadectomi- 
zadas; DHC= Dieta hipercalórica; DR= Dieta regular 

Las ratas gonadectomizadas presentaron ma- 
yor ganancia de peso que las ratas no 
gonadectomizadas (control). Este fenómeno ha 
sido reportado por varios investigadores (5, 12, 
13). Las ratas gonadectomizadas (grupos A y 
B) experimentaron mayor crecimiento. Lo ante- 
rior puede ser el resultado del desbalance 
metabólico secundario al déficit estrogénico, 
planteado para el aumento de la hormona del 
crecimiento, causado por el descontrol de la ac- 
tividad hipotalámica. También, al disminuir los 
estrógenos circulantes, el cierre de las epífisis 
se retarda, dando tiempo a que el hueso alcan- 
ce un tamaño mayor (13, 16). La ovariectomía 
incrementa el crecimiento longitudinal y del 
periostio del hueso, pero, reduce la formación 
endosteal (13, 17). 
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El objetivo del estudio era determinar la influen- 
cia de la dieta hipercalórica en el desarrollo de 
osteoporosis posmenopáusica, para lo cual se 
aumentó la proporción de Iípidos en la dieta 
mediante la utilización de un aceite vegetal poli- 
insaturado. Se logró un alimento de alto valor 
calórico, 15% superior a la dieta regular, acep- 
table para las ratas del grupo A. 

El consumo de alimento fue menor en las ratas 
sometidas a la dieta hipercalórica (grupo A) y, a 
pesar, de la mayor cantidad de kilocalorías, con 
respecto al tipo de alimento regular de los 
grupos B y C, el consumo de kilocalorías fue 
similar en los tres grupos, pero no así la utili- 
zación, es decir la eficiencia del alimento, 
puesto que en las ratas gonadectomizadas 
(grupos A y E), las calorías necesarias para 
ganar un gramo de peso corporal, son mucho 
menores que para lograr el mismo efecto en las 
ratas control no gonadectomizadas, puntuali- 
zando el efecto metabólico de la gonadectomía. 

Sin embargo, debido posiblemente al alto valor 
energético del alimento del grupo A, se alcanza 
más rápidamente el nivel de saciedad por parte 
del animal, reduciendo significativamente el 
consumo de alimento por debajo de las ratas 
gonadectomizadas mantenidas con una dieta 
regular (grupo B), condicionando un estado de 
desnutrición generalizada, ya que al aumentar 
el porcentaje lipídico de la dieta se disminuye el 
contenido de otros requerimientos nutricio- 
nales, entre los cuales están: proteínas, carbo- 
hidratos, minerales y vitaminas. Desde este 
punto de vista, se logró obsewar el efecto de 
una dieta hipercalórica, en cuanto a que 
disminuye la ingesta de los demás nutrientes y 
modifica su utilización, pero, no se logró evi- 
denciar el efecto de un exceso de calorías, 
manteniendo constantes los demás parámetros 
nutricionales. 

PTH y calcitonina 

En los resultados obtenidos el día 56, las ratas 
gonadectomizadas y sometidas a la dieta 
hipercalórica, presentaron los niveles más altos 
de PTH, lo cual podría deberse no sólo a la 
rápida pérdida ósea inducida por la gona- 
dectomía (14, 17), sino también al hecho de 

que las dietas con alto contenido lipídico 
disminuyen la biodisponibilidad del calcio (18). 
Las ratas no gonadectomizadas con dieta regu- 
lar tenían niveles más altos que el grupo con- 
trol, aunque esta diferencia no fue significativa. 
En este caso, podría sugerirse que la dieta en 
el grupo A, contribuiría al daño óseo post- 
gonadectomía. 

El día 140, los niveles de calcitonina de las 
ratas gonadectornizadas fueron mayores a los 
presentados el día 56, lo anterior podría ser el 
resultado de un periodo relativo de estabili- 
zación de la pérdida de hueso trabecular, 
evitando así la pérdida exagerada de calcio. 

Osteocalcina 

La pérdida de hueso inmediatamente después 
de la menopausia, puede ser evidenciada por 
altos niveles de marcadores de recambio óseo, 
como la osteocalcina. El día 56 no se obsewó 
una clara diferencia entre los tres grupos, ya 
que todos presentaban niveles similares de 
esta proteína no colágena. El día 140, el grupo 
C presentó los niveles más altos de osteo- 
calcina y hubo diferencia significativa con los 
otros grupos. Estos resultados son contra- 
dictorios con los esperados, puesto que se 
sabe que los niveles de osteocalcina aumentan 
en estados de alto recambio óseo, como sería 
el caso para las ratas gonadectornizadas (19- 
21). 

No fue posible emplear un RIA (radioinmu- 
noensayo) que detectara específicamente la 
osteocalcina de rata, produciendo valores que 
realmente no corresponden. Se informan pero 
no se les da valor concluyente. 

Calcio en vértebras lumbares 

En los resultados que se obtuvieron en la 
medición de calcio en vértebras, se observó 
que los mayores niveles de calcio se 
encontraban en las ratas no gonadectomizadas 
(grupo C) y los más bajos en las ratas 
gonadectomizadas (grupos A y 5). Cabe anotar 
que el grupo A tiene menor cantidad de calcio 
que el grupo B aunque esta diferencia no es 
significativa. Estos resultados corresponden 
con lo esperado para la pérdida de hueso tra- 
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