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Aplicación de estímulos mecánicos en ratas
sometidas a ovariectomía para favorecer la
osteogénesis
Mechanical stimuli in ovariectomized rats to foster osteogenesis
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Vega Malagón

Resumen
Objetivo: Determinar el número de osteoblastos y
observar el área de matriz ósea en ratas sometidas
a ovariectomía al aplicar estimulación mecánica
para el control de la osteoporosis.
Sede: Facultad de Medicina de la Universidad Au-
tónoma de Querétaro.
Diseño: Experimental.
Análisis estadístico: Prueba de riesgo relativo con
intervalos de confianza al 95% y Chi2 con correc-
ción de Yates.
Material y métodos: Se estudiaron 40 ratas Novergi-
cus de la cepa Wistar con edad promedio de cinco
meses y un peso promedio de 260 g, a las que se
les realizó ovariectomía bilateral; se dividieron en
dos grupos: a) grupo experimental con 20 ratas, al
que se le aplicó estímulo mecánico y b) grupo control
con 20 ratas, al que no se le aplicó ningún estímulo.
La determinación de osteoblastos y matriz ósea se
realizó con el paquete de software de Carl Zeiss
(imagen análisis, software).
Resultados: Al observar el área de la matriz ósea en
el grupo experimental fue de 6,117 pixeles y en el
grupo control con sólo 3,166 pixeles. Posterior a la
aplicación del estímulo mecánico, 16 ratas mani-
festaron la presencia de osteoblastos, mientras que
en el grupo control que no recibió estímulos sólo
cuatro revelaron osteoblastos. Se obtuvo un riesgo
relativo de 4.0 con intervalos de confianza al 95%
de 1.62 a 9.87 (p < 0.0005). La proporción de osteo-
génesis por campo en el grupo experimental fue
de 80.0% y en el grupo control del 20.0%.

Abstract
Objective: To determine the number of osteoblasts
and observe the bone matrix in rats, subjected to
ovariectomy, when applying mechanical stimulation
for the control of osteoporosis.
Setting: School of Medicine, Autonomous Universi-
ty of Querétaro, Mexico.
Design: Experimental.
Statistical analysis: Relative risk test with 95% con-
fidence intervals and Chi square with Yate´s cor-
rection.
Material and Method: We studied 40 Wistar (Nover-
gicus) rats, average age of 5 months and average
weight of 260 g. Rats were subjected to bilateral
ovariectomy and divided in two groups: a) exper-
imental group with 20 rats, to which mechanical
stimulation was applied, b) control group with 20
rats that did not receive any stimulation. Osteo-
blasts and bone matrix determinations were per-
formed by means of the Carl Zeiss software (Im-
age analysis).
Results: The bone matrix area of the experimen-
tal group was of 6,117 pixels and in the control
group of only 3,166 pixels. After application of
the mechanical stimulus, 16 rats revealed the
presence of osteoblasts, whereas only four rats
of the control group (without stimulation) re-
vealed osteoblasts. Relative risk was 4.0 with 95%
confidence intervals of 1.62 to 9.87 (p < 0.0005).
Proportion of osteogenesis per field in the ex-
perimental group was 80% whereas in the con-
trol group it was 20%.
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Introducción
La expectativa de vida se ha incrementado en forma
muy significativa durante las últimas décadas. Estu-
dios de la Organización Mundial de la Salud conside-
ran que en el año 2025 la esperanza de vida en México
se incrementará a 77 años y la mortalidad infantil se
reducirá a la mitad. A medida que van adquiriendo más
importancia los padecimientos crónicos, es mayor el
tiempo que pasa entre la aparición de una enfermedad
y su desenlace. La consecuencia de permanecer en-
fermo por largo tiempo hace que la discapacidad ad-
quiera un mayor peso al definir la situación de salud de
una comunidad.1,2

La osteoporosis es un problema de salud pública y
se define como enfermedad metabólica que causa con-
siderable morbilidad, mortalidad y utilización de servi-
cios médicos y sociales en países industrializados. Su
prevalencia en México es del 25 al 30% de los indivi-
duos de 40 años de edad con predominio del género
femenino.3 En 1995 y 1996 se observó en el Instituto
Nacional de Ortopedia que el 29% de los pacientes
que presentaron osteoporosis tenían entre 50 y 59 años,
lo que indica un problema de salud pública.3 En los es-
tudios de población en México, 6.2% de la población
(en promedio) tienen 65 años y, con una creciente es-
peranza de vida, se espera un aumento significativo
de ancianos susceptibles de osteoporosis, generando
un gasto social considerable. Las fracturas por osteo-
porosis representan un costo de 31,500 pesos por pa-
ciente y se esperan 250,000 casos por año lo que re-
presenta un costo de 410 a 20,020 pesos per cápita
del producto interno bruto y debe ser objeto de estudio
por equipos multidisciplinarios de salud, en la búsque-
da de alternativas de manejo más eficientes.1

Por la octava década de la vida, aproximadamente
el 50% de las mujeres desarrollará fracturas por com-
presión en columna.4 La osteoporosis ocurre en muje-
res blancas postmenopáusicas por deficiencia de es-
trógenos e inmovilización.5

Se atribuye a la presión, el papel de dirigir la confi-
guración de la esponjosa, de tal suerte que ésta es
dependiente de la duración del apoyo, del hábito postu-
ral durante la posición bípeda y de la restricción relati-
va de la amplitud de los movimientos articulares del
adulto.6-7

Existe una fuerte asociación entre la deformación y
adaptación a las señales eléctricas en el tejido muscu-
loesquelético y la observación de la ley de Wolf en la
remodelación ósea. La estimulación farádica ha sido
aplicada al calcáneo del conejo, que reduce la resor-

Conclusions: Mechanical stimulation in ovariecto-
mized rats favors osteogenesis in type-1 os-
teoporosis.
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Conclusiones: El estímulo mecánico en ratas ova-
riectomizadas favorece la osteogénesis en la os-
teoporosis tipo 1.

Palabras clave: Osteoporosis, osteogénesis.
Cir Gen 2006;28:88-92

ción endóstica, ocurriendo la osteogénesis, con aumen-
to de hueso inmaduro y aumento de la remodelación
ósea.6,7

Mediante la aplicación de estimulación a baja fre-
cuencia y altos voltajes (30 Hz, 100 V/cm), se redujo
significativamente la osteoporosis cortical.8,9 El uso de
campos electromagnéticos para evocar una respuesta
biológica específica en zonas de osteonecrosis no ha
dado resultados concluyentes.8 La utilización de ondas
de choque extracorpórea de alta energía para tratamien-
to de seudo-artrosis favorece la osteogénesis al ex-
presar sitios de proteínas integrales alfa-beta.9,10

La introducción de la estimulación mecánica al trans-
mitir ondas de vibración al osteoblasto, de manera ex-
terna, es un recurso terapéutico para el control de la
osteoporosis, es un medio adecuado, seguro, tanto para
evitar la pérdida de matriz ósea y estimular al osteo-
blasto. Esto representa un avance en el abordaje del
problema de la osteoporosis. En este trabajo se deter-
minó el número de osteoblastos y el área de matriz
ósea en pixeles en ratas sometidas a ovariectomía al
aplicarles estimulación mecánica para controlar la os-
teoporosis.

Material y métodos
El presente estudio fue aprobado en el Comité de In-
vestigación y Bioética de la Facultad de Medicina de la
Universidad Autónoma de Querétaro.

Se utilizaron 40 ratas Novergicus de la cepa Wistar
con edad promedio de 5 meses y un peso promedio de
260 g del bioterio de la Facultad de Medicina, con cum-
plimiento de la NOM-062-ZOO-1999, a las cuales se
les practicó ovariectomía bilateral, divididas en dos
grupos, uno experimental al que se le aplicó estimula-
ción mecánica y un grupo control al cual no se le aplicó
estímulo. Los criterios de exclusión fueron infección,
idiosincrasias a la anestesia o complicaciones transo-
peratorias como hemorragia.

La ovariectomía bilateral fue realizada mediante in-
ducción anestésica de tipo disociativa con maleato de
midazolam (0.1 µg/g peso corporal) y clorhidrato de
ketamina (2 µg/g peso corporal) se ejecutó incisión en
la región lumbar sobre la línea media, de 2 cm de longi-
tud, disecándose lateralmente al borde de los múscu-
los paravertebrales. Se extrajeron los ovarios, disecán-
dose y ligando el lecho vascular con catgut 000 y
seccionando en forma bilateral y realizando cierre de
herida en un plano.

Estimulación mecánica. Se diseñaron motores, por
el investigador, los cuales a través de una lámina de
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acero inoxidable de 2 mm de espesor proporcionaban
las vibraciones durante un periodo de dos horas por 6
meses a nivel de las extremidades de la rata. Estas
vibraciones se aplicaron en escalas de 0 a 6,000 revo-
luciones por minuto. La fuente de poder tiene una capa-
cidad para entrada de 8 motores y una perilla que con-
trola el número de motores. Se colocó una jaula sobre
la lámina de acero para mantener inmóvil a la rata du-
rante el tiempo de estimulación.

Muestras de tejido óseo. Al término de la estimula-
ción, las ratas se sacrificaron con el fin de obtener los
fémures para los estudios de histoquímica y montaje
del tejido óseo para realizar la lectura a través del mi-
croscopio.

• Obtención de fémures: Se extraen los fémures in-
cluyendo el total del tejido óseo para realizar la pre-
paración en sustancia quelante, como sal sódica del
ácido etilendiamoniotetracético (EDTA) o también una
solución ácida como el ácido nítrico al 5%. Los cor-
tes del tejido se realizaron de 1 x 1 x 0.3 cm.

• Fijación: Se utilizó aldehído fórmico al 10%, debi-
damente amortiguado envuelto en papel engrapado.

• Deshidratación: Se llevó a cabo con alcohol abso-
luto de grado creciente hasta eliminar toda el agua
del tejido óseo, con duración de 20 minutos por cada
grado de alcohol, que va de 70 al 100%.

• Aclaración: Se realizó con inmersión de los fému-
res en xilol cada 20 minutos con tres cambios de
recipientes, ya que es una sustancia que se mezcla
con alcohol y parafina hasta sustituir todo el alcohol
por el xilol.

• Inclusión: Los bloques se colocaron en parafina
fundida y se dejó hasta que todo el xilol era substi-
tuido por la parafina disuelta.

• Sección: Se suprime el exceso de parafina endure-
cida cortándola. Luego el bloque se monta en un
micrótomo y se corta en rebanadas del grosor de-
seado y se obtiene una cinta de cortes de parafina.

• Tinción y montaje: La supresión de la parafina se
substituye por agua. Para ello se colocó cada corte
en un portaobjeto y se aplicaba xilol, después en al-
cohol más concentrado y agua. Se comienza la hi-
dratación con xilol cada 3 minutos y se hidrata con
alcohol del 100 al 70% cada 20 minutos. Se mezcla
con agua natural por 3 minutos, posteriormente con
hematoxilina de 3 a 5 minutos y nuevamente con agua
y después con alcohol ácido, por último con agua
seguido de eosina de 3 a 5 minutos.

• Lectura de las laminillas: Se efectuó con un mi-
croscopio óptico con adaptador a la computadora y
con el paquete de Carl Zeiss (Imagen análisis soft-
ware). El análisis cuantitativo histomorfométrico se
llevó a cabo en todas las muestras de tejido óseo,
utilizando el cursor, transmitiendo automáticamente
al programa analizador de datos de Zeiss, para cal-
cular el valor de los parámetros de área y perímetro.
Las secciones eran vistas con el objetivo 10X, con
el cual se median los parámetros de reabsorción y
osteoide.11

La definición de términos histomorfométricos son las
siguientes:

% Volumen óseo trabecular = el porcentaje de
cavidad medular ocupada por hueso osteoide minerali-
zado.

Promedio de anchura de trabécula (micras) = (total
trabéculas) (área trabecular/largo)/ total de trabéculas.

% Volumen óseo cortical = el porcentaje de biop-
sia ósea cubierto por hueso cortical mineralizado y
desmineralizado.

Promedio de ancho cortical (micras) = el promedio
de delgadez de las corticales, calculado como la corti-
cal ósea dividida por la anchura de ambas corticales.

% Volumen osteoide cortical = el porcentaje de
volumen osteoide expresado como un porcentaje de
volumen óseo trabecular.

% Superficie osteoide trabecular = el porcentaje
de total de superficie ósea trabecular cubierta por os-
teoide que está alineada por osteoblastos cuboidales
típicos.

Anchura del ostión (micra) = área osteoide trabe-
cular dividida entre los milímetros de superficie ósea
trabecular cubierta de osteoide.

% Superficie reabsortiva trabecular = el porcen-
taje de superficie trabecular, incluyendo con o sin os-
teoclastos.

% Superficie de reabsorción osteoclástica = el
porcentaje de superficie ósea trabecular alineada por
osteoclastos.

Evaluación de datos: Se midió la presencia de os-
teoblastos por campo, así como el diámetro de la forma-
ción trabecular de cada una de las muestras para rea-
lizar un análisis por campos. Los valores para la
presencia de osteoblastos fueron sobre la base de di-
ferentes revoluciones en un total de 40 ratas someti-
das a ovariectomía bilateral. En lo referente a la forma-
ción ósea en forma de trabéculas estuvo determinada
por el diámetro de matriz ósea que rodea al osteoblas-
to. Los pixeles los calculamos con base en el tamaño
de imagen por el número de puntos por pulgada (dpi)
del monitor considerado en el software.

El análisis estadístico se realizó por medio de prue-
ba de riesgo relativo con intervalos de confianza al 95%
y Chi cuadrada con corrección de Yates

Resultados
El presente estudio experimental utilizó dos grupos
comparativos de 20 ratas. A ambos grupos se les ex-
tirparon los ovarios, al primero de ellos al cual se le
denominará experimental se le aplicó estímulo mecá-
nico, mientras que al segundo llamado control no se le
aplicó estímulo. El propósito fue observar el área de
matriz ósea (MO) depauperada en los animales en es-
tudio; en el cuadro I, se presenta el grupo experimen-
tal con 6,117 pixeles y en el grupo control con sólo
3,166 pixeles.

El conteo de osteoblastos (OB) se aplicó a cada
una de las ratas reportando el promedio en cada grupo.
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En el grupo experimental se reportan 16 ratas con di-
chas células, con un promedio de 16 OB y en el grupo
control sólo en 4 ratas con un promedio de conteo ce-
lular de 9 (Cuadro I).

En relación a la proporción de osteogénesis por cam-
po, en el grupo experimental fue de 80.0% y en el gru-
po control sólo del 20.0% (Cuadro I).

Los resultados obtenidos en las 20 ratas con ova-
riectomía y sometidas al estímulo mecánico, 16 de ellas
manifestaron la presencia de OB, y para el grupo de
comparación sin estimulación mecánica sólo 4 presen-
taron dicho efecto, obteniendo un riesgo relativo (RR)
de 4.0 con intervalos de confianza al 95% de 1.62 a
9.87 (p < 0.0005) (Cuadro II).

Discusión
La deficiencia estrogénica en la mujer mayor de 60 años
de edad es la causa más frecuente de osteoporosis
causando una pérdida de masa ósea entre el 1 y 2%
por año después de la menopausia.

Heaney11 propone que los estrógenos ejercen un
efecto tónico inhibitorio en el esqueleto a la acción de
la paratohormona y es por ello que la deficiencia de
estrógenos determina una mayor sensibilidad a la os-
teoporosis. Por lo que en los tratamientos de osteopo-
rosis se han administrado dietas hipercalóricas, con
alto contenido de calcio, fósforo y vitamina D, con el fin
de elevar las cifras de calcio sérico y disminuir los ni-
veles de paratohormona. La pérdida de matriz ósea en

las parálisis neurológicas, reposo prolongado y osteo-
porosis se han tratado mediante dietas con las cuales
se obtiene una remodelación ósea en el 9.8% y 15%
de los pacientes en comparación con el 80% que se
obtiene en este trabajo con la estimulación mecánica.

La estimulación de baja frecuencia y gradientes de
voltaje (30 Hz a 100 V/cm) producen una reducción de
la osteoporosis en los fémures de ratas aunque tienen
el inconveniente de ser una aplicación local y originan,
en el 44% de los casos exostosis en el sitio de aplica-
ción de los electrodos.7

La estimulación mecánica tiende a aplicar vibracio-
nes a lo largo del esqueleto columnar de una manera
generalizada al aplicarse en las patas de la rata, lo-
grándose una formación de osteoide en el 80% de los
casos.

El tratamiento de los sujetos con osteoporosis con
hormonas anabólicas, ejercicio y medidas generales
durante largos periodos parece detener el progreso de
la osteoporosis, pero no restablece la densidad normal
de los huesos.12 Esto sugiere fuertemente que el des-
balance hormonal puede ser solamente un factor pre-
disponente en la osteoporosis del estado senil.

El factor determinante real puede residir en diferen-
tes cambios bioquímicos, mecánicos y estructurales
que ocurren en la matriz orgánica del tejido óseo. Es-
tas alteraciones representarían sólo un aspecto de los
cambios involutivos que se llevan a cabo en mayor o
menor grado en todo el cuerpo. Sobre estas bases, se
entiende que la osteoporosis del estado senil y/o post-
menopáusico se ha considerado algunas veces como
una atrofia irreversible e involucional de los huesos.
Actualmente se está buscando una solución a través
de terapia génica.

Conclusiones
• La diferencia en la matriz ósea demostrada por el

estudio morfológico y determinada por el número de
pixeles fue mayor en las ratas a las cuales se les
aplicó estímulo mecánico.

• Se obtuvo un riesgo relativo de 3.0 veces más, la
formación de matriz ósea con la presencia de osteo-
blastos en las ratas sometidas a estímulo mecáni-
co que en aquéllas a las cuales no se les aplicó
dicho estímulo, con intervalos de confianza al 95%
de 1.62 a 9.87.

• El promedio de conteo de osteoblastos en las ratas
con estimulación mecánica fue de 16 mientras en el
grupo control fue de 9.

• La proporción de formación de matriz ósea en el gru-
po experimental fue de 80.0% y de 20.0% en el gru-
po control.
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