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Operational mechanism modification
of bone mechanostat in an animal model of
nutritional stress: effect of propranolol

ABSTRACT

Introduction. Propranolol (P) treatment exerts a preventive
effect against the detrimental consequences to bone status in
mildly chronically food-restricted growing rats (NGR) by an
increment in cortical bone and by improving its spatial dis-
tribution. Objective. To study the effect of B-blocker on ope-
rational mechanism of bone mechanostat in an animal
model of nutritional stress. Material and methods. Wean-
ling male Wistar rats were randomly assigned to four
groups: control (C), C + P (CP), NGR and NGR + P (NGRP).
C and CP rats were fed freely with the standard diet. NGR
and NGRP rats received, for 4 weeks, 80% of the amount of
food consumed by C and CP respectively, the previous day,
corrected by body weight. Propranolol (7 mglkg/day) was in-
Jected ip 5 days per week, for four weeks in CP and NGRP
rats. C and NGR received saline injections at an identical
dosage regimen. Body weight and length were determined
during the experimental period. Dietary intake was registe-
red daily. Animals were sacrificed after 4 weeks of food res-
triction. Immediately, cuadriceps, femur and tibiae from
each animal were dissected and weighed, and histomorpho-
metric and mechanical studies were performed. Serum
a-CTX, osteocalcin, intact PTH, calcium and phosphorous
were determined. Body protein (% prot) was measured in all
groups. Results. Food restriction induced detrimental
effects on body and femoral growth, load-bearing capacity
(Wf), % prot and cuadriceps weight in NGR vs. C (p < 0.01).
B-blocker did not modify anthropometric and bone morpho-
metric parameters in NGRP and CP vs. NGR and C, respecti-
vely (p > 0.05). However, Wf NGRP vs. NGR was
significantly higher (p < 0.01). a-CTX was significantly hig-
her in NGR vs. C (p < 0.01). No significant differences were
observed in o-CTX levels between CP, NGRP and C (p >
0.05). Serum osteocalcin, intact PTH, calcium and phospho-

RESUMEN

Introduccién. En estudios previos realizados en nuestro la-
boratorio se evidencié el efecto benéfico del propranolol (P)
sobre la competencia biomecénica 6sea a través del incre-
mento de la masa cortical y de la optimizacién de su distri-
bucién espacial en un modelo animal de retardo del
crecimiento de origen nutricional (RCCN). Objetivo. Eva-
luar la accién del B-bloqueante sobre el mecanismo operacio-
nal del mecanostato 6seo en ratas RCCN. Material y
métodos. Ratas macho Wistar de 21 dias; se dividieron en
control (C), C + P (CP), RCCN y RCCN + P (RCCNP). C
con/sin P fueron alimentados ad libitum; RCCN con/sin P
recibieron 80% de la dieta de C durante cuatro semanas. P 7
mg/kg/dia, fue inyectado ip por cuatro semanas en CP y
RCCNP. Al tiempo final se determinaron peso y longitud
corporales, se extrajeron el cuadriceps, el fémur y la tibia. Se
determiné la morfometria del fémur, asi como su resistencia
a la fractura (Wf) mediante un ensayo de flexién a tres pun-
tos (Equipo Instron 4442). Se determinaron el ancho de car-
tilago de crecimiento y el volumen 6seo subcondral mediante
histomorfometria estatica en tibia y el peso muscular. En
suero se determinaron o-CTX, osteocalcina, PTH intacta,
calcio y fésforo. Se determiné la proteina corporal (% prot)
en los distintos grupos. Resultados. La restriccion global
afect6 negativamente el crecimiento corporal, femoral y su
capacidad resistiva, % prot y peso del cuadriceps en RCCN
(p < 0.01). P no modific6 los parametros morfo-antropomé-
tricos ni % prot en RCCNP y CP vs. RCCN y C, respecti-
vamente (p > 0.05). Sin embargo, Wf de RCCNP vs. RCCN
fue significativamente mayor (p < 0.01). a-CTX fue signifi-
cativamente mayor en RCCN vs C (p < 0.01). No hubo
diferencias significativas en o-CTX entre CP, RCCNP y C
(p > 0.05). Osteocalcina, PTHi, calcemia y fosfatemia no pre-
sentaron diferencias significativas entre grupos (p > 0.05).
Conclusién. Los resultados del presente estudio sugieren
que el propranolol 7 mg/kg/dia permitiria la incorporacién
modelatoria de hueso con optimizaciéon de su disefio arquir-
tecténico, a través de una interacciéon anticatabdlica del
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rous showed no significant difference between groups (p >
0.05). Conclusion. These results suggest that modeling in-
crease in bone mass and strength in NGRP rats could be due
to an anticatabolic interaction of the P-blocker propranolol
on operational mechanism of bone mechanostat in an ani-
mal model of nutritional stress.

Key words. Nutritional growth retardation. Propranolol.
Bone status. Bone mechanostat. Bone turn over biomarkers.

INTRODUCCION

La aptitud mecénica de los huesos, propiedad re-
lativa a su funcién de sostén, estéd determinada por
la capacidad resistiva de los mismos a la fractura
frente a la aplicacién de una carga.!

Se sabe que la resistencia a la fractura depende de
la resistencia a la deformacién, vale decir, de la rigi-
dez 6sea; ésta, determinada por la naturaleza fisico-
quimica de su matriz calcificada y por la disposiciéon
arquitecténica de esa matriz en el espacio.?

La adquisicién de una rigidez ésea estructural 6p-
tima esta determinada por el funcionamiento apro-
piado del mecanostato 6seo descrito por Frost.3?
Dicho mecanismo de regulacién de la funcién de sos-
tén esquelética es determinante de la eficiencia me-
canica 6sea y tiene por propésito mantener la
integridad fisica del hueso (Figura 1).

B-bloqueante con el mecanismo homeostatico de control de la
rigidez 6sea en el presente modelo animal de retraso del creci-

miento.

Palabras clave. Retraso del crecimiento. Propranolol. Calidad
6sea. Mecanostato 6seo. Biomarcadores de remodelado 6seo.

Con base al control homeostéatico de la rigidez
estructural esquelética, los huesos son estructuras
dindmicamente reguladas en funcién de las deforma-
ciones provocadas por el uso muscular regional,
cuyo resultado es un constante modelado o remode-
lado de la estructura 6sea, a nivel cortical como
trabecular, con el propésito de optimizar la eficien-
cia mecanica del disefno arquitecténico en funcién de
la carga mecénica que las regiones 6seas soportan; la
contraccién muscular es la carga fisiol6gica mas
importante ejercida sobre el hueso5¥ Una modifica-
cién del entorno mecanico seria sensada por el os-
teocito, que interpretaria la sefial mecanica como
adecuada o errénea en relaciéon con un punto de re-
ferencia biomecénico. En caso de ser errénea, dicho
mecanosensor enviaria mediadores quimicos estimu-
ladores o inhibidores de la incorporacién de hueso a
los efectores celulares, osteoclastos y osteoblastos,
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con la consiguiente deformabilidad tipica y optimiza-
cion de la rigidez 6sea.

En funcién del equilibrio mineral, la actividad de
las células 6seas efectoras estda modulada por los sis-
temas endocrino-metabélicos.

Determinadas creencias y practicas impuestas a
los hijos por los padres pueden restringir la nutri-
cion del nino al punto de inducir un retraso crénico
del crecimiento de origen nutricional (RCCN). Esta
enfermedad se caracteriza por una desaceleracién en
el crecimiento corporal con retraso en el desarrollo
puberal, sin evidencia de falla organica ni alte-
raciones en los marcadores bioquimicos de des-
nutricién.10-13

En nuestro laboratorio se ha descrito un modelo
de RCCN en ratas, el cual recrea al RCCN humano,
una forma de desnutricién manifestada como un dé-
ficit de los indices peso y talla para la edad con un
indice peso para la talla dentro de limites normales.
Este modelo animal de RCCN se logré por la admi-
nistracién cronica de una dieta balanceada a ratas
recién destetadas, con restricciéon global de 20%
comparada con los requerimientos energéticos de
animales de igual edad 14

Se sabe que la incorporaciéon de hueso, asi como
la determinacién de su calidad durante el crecimien-
to, esta afectada por la condicién nutricional del in-
dividuo y la accién de estimulos mecanicos, entre
otros factores.815-19

En estudios biomecanicos previos realizados en
nuestro laboratorio se observé una alteracion de la
distribucién espacial de la masa 6sea con disminu-
cion de la competencia mecanica para soportar fuer-
zas deformantes en el fémur de ratas RCCN.15:20-22
La resistencia 6sea de dichas ratas desnutridas au-
mento6 frente a la administracién crénica de 7 mg/
kg/dia de propranolol,22 quiz4 como consecuencia de
un efecto del farmaco sobre el estado funcional del
mecanostato 6seo.

Debido a la relacién existente entre la condicién
nutricional del individuo y la rigidez estructural
6sea, y a la evidencia de la accién del propranolol
relativa al incremento de la resistencia 6sea del es-
queleto apendicular en el presente modelo de retraso
del crecimiento de origen nutricional, el objetivo del
presente estudio fue evaluar el efecto del f-bloquean-
te propranolol sobre la eficiencia del mecanostato
6seo en la optimizacion del diseno arquitecténico
diafisario por unidad de material 6seo cortical dispo-
nible y relativo a la calidad del material 6seo, la acti-
vidad remodelatoria de las células 6seas efectoras y
las posibles modificaciones del entorno endocrino-
metabdlico en ratas RCCN.

MATERIAL Y METODOS
Animales de experimentacion

Se emplearon ratas macho de la cepa Wistar desde
el destete de 21-23 dias de edad [peso inicial:
46.70 g = 1.80, media * error estandar (ES)] pro-
vistas por el Bioterio Central de la Facultad de
Farmacia y Bioquimica de la Universidad de Buenos
Aires. Los animales se mantuvieron en jaulas galva-
nizadas en condiciones higiénicas apropiadas para
evitar la coprofagia. Se respetaron los ciclos 12:12 h
de luz-oscuridad. La temperatura ambiental se man-
tuvo a 21 £ 1 °C, con humedad relativa de 50-60%.
El uso, cuidado y tratamiento de los animales expe-
rimentales se realiz6 de acuerdo con las normas
del National Institutes of Health,?® y aprobado por
el Comité de Etica de la Facultad de Odontologia de
la Universidad de Buenos Aires.

Dieta

Los animales de experimentacion se alimentaron
con una dieta especial (Purina en pellets) para
roedores con la siguiente composicion centesimal
(g/100 g de dieta):

* Proteina: 25,40.
* Lipidos: 6.90.

* Fibra: 4,80.

* Ca: 1,30.

* P:0,80.

* Cenizas: 5,50.

e Agua: 8,30.

* Dextrina csp 100.

La ingesta de dieta se midi6 diariamente con una
balanza Mettler con una precisién de = 1 mg. La
medida de consumo se determind por la diferencia de
peso del comedero de dos dias consecutivos; se ex-
preso6 en g/100 g de rata/dia.

Diseno experimental

Setenta y dos ratas fueron distribuidas aleatoria-
mente en dos grupos, control y experimental, de 36
animales cada uno. Cada grupo se subdividié en dos
subgrupos, segtan recibieran vehiculo o propranolol
(P; Laboratorios Richmond, Argentina) 7 mg/kg/dia.
Los grupos resultantes fueron:

¢ Control + vehiculo (C).
¢ Control + P (CP).
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* Experimentales RCCN + vehiculo (RCCN).
* Experimentales RCCN + P (RCCNP).

El propanolol fue inyectado intraperitonealmente
cinco dias por semana durante cuatro semanas en
las dosis mencionadas. C y RCCN recibieron solu-
cion salina con idéntico régimen. C con/sin P fueron
alimentados con una dieta estandar en condiciones
de libre demanda; RCCN con/sin P recibieron 80% de
la dieta consumida por C el dia previo corregido por
el peso corporal (consumo en g/100 g peso corporal/
dia), durante cuatro semanas. Se realizé el regis-
tro diario de la ingesta de alimento, y cada dos y
cuatro dias, el del peso y de la longitud corporales,
respectivamente.

Los animales fueron sacrificados por inyeccion
intramuscular de hidrocloruro de ketamina: 0.1 mL/
100 g de peso corporal, Holliday Lab., y xilazina:
0.02 mL, Konig Lab. Buenos Aires, Argentina, a las
cuatro semanas experimentales (T4). Inmediatamen-
te, a diez animales de cada grupo se les extrajo san-
gre por puncién cardiaca, se separo el suero, el cual
fue almacenado a -20 °C hasta las determinaciones
bioquimicas. De cada animal, se extrajeron los
cuadriceps, los fémures y las tibias. Los cuadriceps
fueron pesados. Ambos huesos fueron disecados,
evitando lesionar el periostio y medidos con un cali-
bre digital. Los fémures se almacenaron a -20 °C en-
vueltos en gasa embebida en solucién Ringer en
bolsas plasticas selladas acorde con Turner y Burr?2
hasta la realizacién del ensayo biomecanico. Las
tibias se emplearon para la determinacién del ancho
cartilago de crecimiento y volumen éseo subcondral
por histomorfometria estatica. Un subgrupo de
animales restante (n = 8) se emple6 para la determi-
nacién de la proteina corporal.

Determinacion de la carga mecanica

* Determinacion del peso corporal. Para el
registro del peso (g) se utiliz6 una balanza Mett-
ler PC 4000 con una precisién de * 1 mg, con
una frecuencia de mediciéon de cuatro dias, guar-
dando un ayuno minimo de 2 h y méaximo de 4 h,
previo a la medicion.

* Determinacién de la actividad muscular.
Inferida mediante la determinacion del peso del
cuadriceps (g) y el porcentaje de proteina corpo-
ral (mg%) determinado por el método de Kjeldahl,
mediante la oxidacién himeda de la materia or-
ganica con acido sulfarico concentrado, la alcali-
nizaciéon con hidréxido de sodio, la destilacion y
valoracién del amoniaco liberado.24

Evaluacion de las propiedades
biomecanicas de la diafisis femoral

Se evalué la calidad mecéanica de los huesos me-
diante un ensayo mecanico de flexion a tres puntos
en un equipo Instron modelo 4442.2 El dia del ensayo
biomecanico cada fémur fue descongelado a tempera-
tura ambiente y colocado en posicién horizontal, con
la cara anterior mirando hacia abajo sobre dos
soportes equidistantes de sus extremos, separados por
una distancia constante de 13 mm. La diafisis
fue cargada centralmente a una tasa creciente, a
razon de 50 N a una velocidad de 5 mm/min hasta la
fractura. Las curvas carga/deformacién (W/d) permi-
tieron determinar las siguientes variables represen-
tativas de las propiedades estructurales del hueso
entero:

* (Carga a fractura (Wf, N).

* Maxima carga elastica (Wy, N).

* Energia de deformacion elastica (Wy.dy/2,
Nxmm).

* Rigidez 6sea (Wy/dy, N/mm).

Donde dy representa la maxima deformacién elastica.

Se efectuaron cortes a nivel de la media diéfisis fe-
moral utilizando una microsierra de punta de dia-
mante Isomet (Buehler, Lake Bluff, IL, USA), y se
calcularon los didmetros horizontales y verticales
externos e internos de la seccién transversal para la
evaluacién de las propiedades geométricas 6seas:

o Area 6sea total de seccién transversa (CSA,
mm?), estimada mediante la férmula:

n/4.V.H.

* Momento de inercia axial (I, mm*), estimado me-
diante la formula:

I_=m (V3H - v3h)/64.
 Area medular (MA, mm2), estimada como:
MA = n/4.v.h.

Donde H y V corresponden a los diametros exter-
nos horizontal y vertical, respectivamente, y h
y v corresponden a los didmetros internos horizontal y
vertical, respectivamente, de la seccién transversal
del hueso a nivel de la media difisis. El area ésea
cortical de la seccién transversa (A, mm?) se calculé
por la diferencia entre CSA y MA.
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Mediante la homologacién del fémur con un cilin-
dro eliptico y la aplicacion de féormulas matematicas
se calcularon indirectamente las siguientes propieda-
des materiales del hueso cortical:

e Moédulo de Young (E, MPa), estimado por la
formula:

E = Wy. L3/48 dy. I

Donde:
Wy = méaxima carga elastica.
L = longitud del hueso.
dy = maxima deformacion elastica.
I = momento de inercia axial.

* Estrés elastico maximo (Gy MPa), estimado
mediante la férmula: ’

c,= L. V. Wy/8. IX
Donde V es el diAmetro externo vertical.

Evaluacion de la eficiencia
mecanica del mecanostato 6seo

La misma fue evaluada mediante las curvas dis-
tribucién/masa y distribucién/calidad.26 La curva
distribucién/masa evaltia la eficiencia del mecanos-
tato 6seo en la optimizacién del diseno arquitecténi-
co diafisario por unidad de material éseo cortical
disponible. La coincidencia de pendientes entre dos
curvas, experimental y control, sugiere que un de-
terminado tratamiento no interfiere en el control del
modelado-remodelado por el mecanostato 6seo. Del
mismo modo, a mayor pendiente, mayor seria la efi-
ciencia del mecanostato 6seo en estimular el proceso
de modelado 6seo. Por el contrario, una menor pen-
diente sugiere una interaccién negativa del trata-
miento con el mecanosensor y/o con las células
efectoras 6seas, con el consiguiente impacto sobre la
distribucion de la masa 6sea.

La curva distribucién/calidad evalaa la distribu-
cién arquitecténica diafisaria en funcién de la cali-
dad del material éseo. Un corrimiento de la curva
hacia arriba-derecha o abajo-izquierda del grafico in-
dicaria un corrimiento anabélico (o anticatabélico) o
catabdlico (o antianabdlico), respectivamente, del
punto de referencia del mecanostato 6seo.

El momento de inercia axial (I, mm?), el area
6sea total de seccién transversa (CSA, mm?2) y el mé-
dulo de Young (E, MPa) fueron empleados como va-

riables para evaluar la distribucién del diseno arqui-
tecténico 6seo, el material cortical disponible y la
calidad del material 6seo, respectivamente.

Evaluacién del
crecimiento longitudinal

La longitud corporal fue registrada en funcién de la
distancia entre el hocico y los pelos de la base de
la cola durante el periodo experimental. Para la medi-
ciéon de la longitud femoral, a T4 se realiz6 la ablacién
de los huesos y se los liber6 de tejido muscular y tendi-
noso. Se registré su longitud mediante un calibre
micrométrico digital con una precisiéon de 0.05 mm.

Se realizaron estudios histomorfométricos estati-
cos en tibia de animales C, CP, RCCN y RCCNP a
T4. Se disecaron los huesos y se fijaron inmediata-
mente en formol neutro al 10%, se descalificaron en
EDTA (etilen-diamino-tetracético) al 10%, pH 7.2, du-
rante 25 dias se incluyeron en parafina. Una vez ob-
tenidos los tacos, se realizaron cortes de orientacién
longitudinal en tibia. Posteriormente, se montaron
en portaobjetos y se colorearon con hematoxilina y
eosina. Los preparados histolégicos se observaron
con un microscopio modelo CX31, version trinocular
Olympus y se fotografiaron con una camara digital
Lumenera Infinity 1.2 Olympus para uso en micros-
copia. Se evalu6 el ancho de cartilago en reposo-proli-
ferativo e hipertroéfico (aumento 100x) y el volumen
6seo en el hueso subcondral (aumento 50x). El ancho
de cartilago en reposo-proliferativo e hipertréfico fue
evaluado en el area central del cartilago de crecimien-
to de tibias sobre imagenes de microfotografias digi-
talizadas, empleando el programa computarizado
Image-Tool (University of Texas Health Science Cen-
tre at San Antonio, UTHSCA). El ancho de los carti-
lagos de los animales C, CP, RCCN y RCCNP fue
determinado mediante trece mediciones efectuadas so-
bre rectas paralelas de orientacion vertical, previa-
mente trazadas entre dos puntos ubicados sobre los
limites superior e inferior del area de estudio, distan-
tes una de otra por 1.50 cm 25 El porcentaje de volu-
men 6seo se determiné sobre una superficie constante
en cada foto histolégica impresa en iguales dimensio-
nes, en el cual se delimitaron las trabéculas 6seas
para su posterior medicién mediante el empleo de una
grilla de puntos.2>

Determinacion de
marcadores 6seos de modelado-remodelado

La determinacion del o-telopéptido carboxilo ter-
minal del colageno tipo I (a-CTX) se realiz6 por el
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método ELISA mediante la utilizacién de un avio
comercial Rat-Laps, Osteometer Bio Tech, Herlev,
Dinamarca, con un coeficiente de variacién intraen-
sayo de 5.8%. Los resultados se expresaron en
ng/mL. La determinacion de osteocalcina se realizé
por el método ELISA mediante un avio comercial
Rat-Osteocalcine, Osteometer Bio Tech, Herlev,
Dinamarca, con un coeficiente de variacién intraen-
sayo de 6%. Los resultados se expresaron en ng/mL.

Determinacion del
entorno endocrino-metabdlico

La PTH intacta (PTHi) se determiné por electro-
quimioluminiscencia (ECLIA) mediante un avio co-
mercial (Roche, SA). Los resultados se expresaron
en pg/mL. La calcemia se determiné por espectrofo-
tometria de absorcion atémica (EAA) a 623 nm
empleando cloruro de lantano como supresor de
interferencias. Los resultados se expresaron en
mg/dL. La fosfatemia se determiné por colorimetria
utilizando un equipo comercial UV-visible (Wiener,
SA). Los resultados se expresaron en mg/dL.

Analisis estadistico

Los resultados se expresaron como el promedio *
ES. Los datos fueron analizados mediante el analisis
de varianza (ANOVA). A posteriori se empleo el test de
Student-Neuman-Keuls de comparaciones multiples.
Las diferencias entre medias fueron consideradas
significativas con un p < 0.0526 El anélisis estadis-
tico se realiz6 mediante el programa computarizado
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Figura 2. Curso temporal del peso corporal. Valor promedio + ES de
18 animales por grupo. “Diferencias significativas entre grupos RCCN res-
pecto a C, con/sin propranolol (p < 0.05).

Graphpad Prism version 3.0 (Graphpad Software,
San Diego, CA).

RESULTADOS

En la figura 2 se muestra el curso temporal del
peso corporal de ratas control y experimentales con/
sin propranolol. La restricciéon energética resulté en
un incremento del peso corporal significativamente
menor en los animales experimentales respecto
de los controles (p < 0.001), y éste fue indepen-
diente de la administracién de propranolol.

En las figuras 3A-3D se muestra el peso del cua-
driceps y el contenido de proteinas corporales, abso-
luto y relativo al peso corporal en animales control
y experimentales con/sin propranolol a T4. Se obser-
va que el peso muscular y el contenido de proteinas
corporales fueron significativamente menores en las
ratas RCCN y RCCNP en comparacién con sus con-
troles C y CP, respectivamente (p < 0.001) (Figuras
3A y 3B). Sin embargo, la normalizacién de los mis-
mos por el peso corporal, no evidencié diferencias
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Figura 3. A. Peso del cuddriceps. B. Proteinas corporales.
C. Peso del cuddriceps/Peso corporal. D. Proteinas/Peso corporal a
tiempo final (T4). C: animales control. CP: control + propranolol. RCCN :
experimentales RCCN. RCCNP: experimentales RCCN + propranolol.
Valor promedio + ES de ocho animales por grupo. Letras diferentes indii-
can diferencias significativas entre grupos (p < 0.05).
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Cuadro 1. Propiedades estructurales, geométricas y materiales del fémur.

Propiedades biomecanicas 6seas C CP RCCN RCCNP
« Estructurales
Carga a fractura (N) 53.36 + 2.58? 48.30 £ 1.64° 24.16 + 2.56° 41.30£1.00¢
Maxima carga elastica (N) 4350 + 5.002 4413 +£3.602 2154 +3.10P 36.00 £1.47¢
Energia de deformacion elastica (N/mm) 11.99 £ 0.692 12.37 £ 2,652 3.71+043b 10.44 +1.992
Rigidez 6sea (N/mm) 94.23 + 9.392 98.00 + 5.352 47.31 +9.80° 73.01 £10.68°
+ Geométricas
Area total de seccion transversa (mm?) 13.40 £ 0.228 13.12£0.412 9.09+ 0.26° 11.51 £0.462
Area cortical de seccion transversa (mm?) 9.37 + 0.232 8.71+0.522 5.74+0.39° 7.60+0.52°¢
Area medular de seccion transversa (mm?) 4.08 £ 0.462 440+0.792 421+1.308 4.39+£0.802
Momento de inercia axial (mm?) 9.89 £ 0.592 9.72+0.922 5.19+ 0.48° 8.31£0.66°
+Materiales
Estrés elastico maximo (MPa) 18.63 + 0.982 17.40 £ 0.812 18.10 £ 1.842 21.14 £1.228
Médulo de Young (MPa) 241.83 + 28.792 285.0 £ 19.102 352.0 + 64.32 259.00 +56.42

C:control. CP: control + propranolol. RCCN: experimentales RCCN. RCCNP: experimentales RCCN + propranolol. A tiempo final (T4). Valor promedio
+ ES de diez animales por grupo. Letras diferentes indican diferencias significativas entre grupos (p < 0.05).

significativas entre grupos (p > 0.05) (Figuras 3C y
3D). No se observaron diferencias significativas en
el peso del cuadriceps y el contenido de proteinas
corporales absoluto entre CP y C (p > 0.05) (Figu-
ras 3Ay 3B).

En el cuadro 1 se presentan las propiedades bio-
mecanicas de la diafisis femoral de animales control
y experimentales con/sin propranolol. En congruen-
cia con estudios previos realizados en nuestro labo-
ratorio,!® el B-bloqueante, en el régimen utilizado,
no produjo efectos sobre la competencia biomecanica
6sea en los animales alimentados a libre demanda
tratados con propranolol respecto de los animales
control no tratados (p > 0.05).

Las propiedades estructurales (carga a fractura,
maxima carga elastica, energia de deformacién elas-
tica y rigidez é6sea) de la media diafisis de ratas
RCCN se afectaron negativamente luego de cuatro
semanas de restriccién de alimento (p < 0.01).

A T4, el area total de la seccion transversa y el mo-
mento de inercia axial fueron significativamente me-
nores en el grupo RCCN respecto de las ratas C (p <
0.01). No se observaron diferencias significativas en
el area de la seccion transversa medular entre grupos
(p > 0.05) mientras que el area cortical de la seccién
transversa de la media diafisis femoral fue significati-
vamente menor en los RCCN vs. C (p < 0.01).

En lo que respecta a la calidad intrinseca del ma-
terial 6seo determinada por el estrés elastico maxi-
mo y el médulo de elasticidad, no hubo diferencias
significativas entre grupos a tiempo final (p > 0.05).

Los animales subalimentados tratados con
propranolol presentaron aumentos significativos
(p < 0.05) en las variables representativas de las

propiedades estructurales del hueso entero respecto
a las ratas RCCN no tratadas.

En relaciéon con las propiedades geométricas
Oseas, los animales subalimentados tratados con 7
mg/kg/dia de propranolol presentaron aumentos sig-
nificativos en CSA, A e I_respecto a RCCN (p <
0.01). El area medular no fue afectada por la restric-
cion de alimento ni por el tratamiento con proprano-
lol (p > 0.05).

Respecto de la calidad intrinseca del material
6seo, no hubo diferencias significativas en las varia-
bles estrés elastico maximo y médulo de elasticidad
entre los animales subalimentados tratados con pro-
pranolol y el grupo RCCN no tratado (p > 0.05).

En la figura 4 se presenta la evolucién de la longi-
tud corporal de los animales control y experimentales

~B= Animales control
22 |- -8B Control + propranolol
-@- Experimentales RCCN
-©- Experimentales RCCN + propranolol
_
> 18
S
3
S
'S 14
s _
S
-~
1 0 1 L 1 L
0 10 20 30
Tiempo (dias)

Figura 4. Curso temporal de la longitud corporal. Valor promedio +
ES de 18 animales por grupo. *Diferencias significativas entre grupos
RCCN respecto a C, con/sin propranolol (p < 0.05).
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Cuadro 2. Longitud femoral, y ancho de cartilago total, proliferativo e hipertréfico y volumen dseo subcondral de tibia.

Morfo-histomorfometria 6sea C CP RCCN RCCNP
Longitud femoral (mm) 28.27 £ 0.162 27.91+0.322 24.26 +0.24P 24.96 0.16°
Ancho de cartilago total de tibia (um) 40447 + 6.852 417.70 £5.512 274,74 + 5,65 273.93 +3.63
Ancho de cartilago proliferativo de tibia (um) 253.14 £ 6.512 255.46 + 4.528 163.79 £ 3.720 176.07 +3.86°
Ancho de cartilago hipertréfico de tibia (um) 163.79 + 8.282 156.64 + 4.212 112.61+3.320 101.89 £2.43°
Volumen 6seo subcondral de tibia (%) 64.0270.0° 27.0°36.0°

C: control. CP: control + propranolol. RCCN: experimentales RCCN. RCCNP: experimentales RCCN + propranolol. A tiempo final (T4). Valor prome-
dio+ ES de diez animales por grupo. Letras diferentes indican diferencias significativas entre grupos (p < 0.05).

Cuadro 3.Determinaciones bioquimicas séricas.

Determinaciones bioguimicas C CP RCCN RCCNP
0-CTX (ng/mL) 52.36 + 1.69° 163.50+ 27.45° 69.90+ 5.922 95.40+ 18.562
Osteocalcina (ng/mL) 302.52 + 44.492 315.88+ 14.342 382.52+20.502 370.75+ 55.11@
PTHi (pg/mL) 68.58 + 3.702 67.75+ 5.572 66.40+ 3.802 66.50+ 3.502
Calcio (mg/dL) 9.30 £ 0.232 9.75+ 0.102 9.98t 0.242 9.41+0.18%
Fésforo (mg/dL) 12.17 £ 0.642 12.05+ 0.572 12.23+ 0.652 11.60+ 0.752

C: control. CP: control + propranolol. RCCN: experimentales RCCN. RCCNP: experimentales RCCN + propranolol. A tiempo final (T4). Valor prome-
dio+ ES de diez animales por grupo. Letras diferentes indican diferencias significativas entre grupos (p < 0.05).

con/sin propranolol durante el periodo experimental.
El crecimiento longitudinal fue afectado negativa-
mente en las ratas subalimentadas comparado con
sus respectivos controles (p < 0.001). El tratamiento
con propranolol no produjo cambios evidentes en la
longitud corporal independientemente de la condi-
cién nutricional.

En el cuadro 2 se muestran la longitud femoral, y
el ancho de cartilago total, proliferativo e hipertrofi-
co, y el volumen éseo subcondral de tibia de anima-
les control y experimentales con/sin propranolol a
T4. Se observa que el crecimiento del fémur evalua-
do morfométrica e histolégicamente fue menor en los
animales RCCNuvs. C (p < 0.01) y que el P no revir-
ti6 los efectos negativos de la restriccion de alimento
en las ratas RCCNP respecto de RCCN (p > 0.05).
No se observaron diferencias significativas entre CP
y C (p > 0.05).

En el cuadro 3 se presentan los marcadores
bioquimicos de recambio 6seo, a-CTX y osteocal-
cina, asi como los niveles séricos de PTHi, calcio
y fésforo de suero de ratas control y experimen-
tales con/sin propranolol a T4. Se observa un
incremento significativo de o-CTX sérica en el
grupo RCCN respecto de C (p < 0.001), con una
disminucién significativa de dichos niveles en las
ratas RCCNP vs. RCCN (p < 0.001). No hubo di-
ferencias significativas entre los grupos CP y C
(p > 0.05).

Al analizar los niveles séricos de osteocalcina,
PTHi, calcio y fésforo se observa que no existen di-
ferencias significativas entre los grupos estudiados
(p > 0.05).

En las figuras 5A-5D se presentan las curvas
que describen la eficiencia del mecanostato 6seo en
la optimizacién del diseno arquitecténico diafisa-
rio por unidad de material cortical disponible en
animales control y experimentales con/sin propra-
nolol a T4. Al comparar las curvas I = f (CSA)
correspondientes a los grupos CP vs. C (Figura
5A), se observa que no existen diferencias signifi-
cativas entre las pendientes (p > 0.05). En efecto,
I =1(CSA)deCPus. Cfuedey = 1.57x-11.30 vs.
y = 1.34x-8.24, respectivamente (p > 0.05). En la
figura 5B se observa que la eficiencia en la distri-
bucién ésea por unidad de material en los ani-
males RCCN vs. C fue significativamente menor
(p < 0.05). En efecto, I = f (CSA) de RCCN vs. C
fue dey = 0.82x-2.94 vsy = 1.57x-11.30, respecti-
vamente (p < 0.05). Al comparar las curvas distri-
bucién/material correspondientes a los animales
RCCNP vs. RCCN (Figura 5C) se observa que la
pendiente es significativamente mayor para las
ratas subalimentadas tratadas con P respecto de
las no tratadas (p < 0.05). En efecto, I = f
(CSA) de RCCNP vs. RCCN fue dey = 1.59%-10.66
vs.y = 0.82 x -2.94, respectivamente (p < 0.05).
No se observan diferencias significativas entre
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Figura 6. Curvas de distribucion arquitectonica diafisaria en funcién
de la calidad del material 6seo.

las pendientes de las curvas de eficiencia en la dis-
tribucién 6sea por unidad de material de animales
RCCNP vs. C (p > 0.05). En efecto, I = f (CSA)
de RCCN vs. C fue de y = 1.59x-10.66 vs. y =
1.57x-11.30, respectivamente (p > 0.05).

En la figura 6 se presentan las curvas de dis-
tribucién arquitecténica diafisaria en funcién de
la calidad del material 6seo correspondientes a
animales control y experimentales con/sin pro-
pranolol a T4. Se observa un desplazamiento de
la curva distribucién/calidad hacia abajo y a la
izquierda en los animales RCCN respecto de
la curva de referencia. Asimismo, se observa un
desplazamiento hacia arriba y a la derecha de di-
cha curva en los animales RCCNP respecto del
grupo RCCN.
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DISCUSION

El hueso es un tejido dinamicamente regulado que
cumple funciones de soporte corporal, de inserciéon
muscular para una adecuada locomocién, de protec-
cion de 6rganos vitales y hematopoyética. Estudios
recientes han demostrado la funcién endocrina del
esqueleto mediante su participacion en la regulaciéon
del metabolismo glucidico.2”

Es sabido que la eficiencia estructural y mecanica
esquelética esta controlada por un mecanismo ho-
meostatico de calidad 6sea, determinada por las ca-
racteristicas esqueléticas del material duro y del
diseno arquitecténico del mismo.28

Los huesos experimentan deformaciones en res-
puesta a las cargas que soportan, y controlan su ri-
gidez orientando la actividad de las células 6seas en
funcion del sensado direccional de la fuerza aplica-
da, inferida por las deformaciones habituales deter-
minadas por la gravedad y las contracciones
musculares. La rigidez 6sea alcanzada es adecuada
cuando representa la necesaria y suficiente como
para mantener la integridad fisica del hueso en res-
puesta a la carga; la resistencia a la fractura y la
masa Osea alcanzadas constituyen el resultado de
este mecanismo de control.36:7,29-31

En el presente estudio se evalué el efecto del -
bloqueante propranolol sobre la eficiencia del meca-
nostato 6seo en la optimizacion del disefno
arquitectdonico diafisario por unidad de material 6seo
cortical disponible y relativo a la calidad del mate-
rial 6seo, la actividad remodelatoria de las células
6seas efectoras y las posibles modificaciones del en-
torno endocrino-metabdlico en ratas RCCN.

Los resultados obtenidos evidencian que la res-
triccion de alimento indujo una disminucién alta-
mente significativa (p < 0.001) de la velocidad de
crecimiento en los animales experimentales respecto
de las ratas control. En efecto, los animales RCCN
presentaron un peso corporal con una masa muscu-
lar significativamente menores respecto de C duran-
te el periodo experimental. Asimismo, luego de
cuatro semanas de restriccién, se observé un me-
nor crecimiento global y del fémur, en particular,
con un ancho de cartilago en reposo-proliferativo e
hipertréfico y un volumen éseo subcondral de tibia
de animales desnutridos significativamente menores.

Independientemente de la condicién nutricional,
no se evidenciaron diferencias significativas en los
parametros mencionados entre los grupos tratados
con propranolol en relacién con sus respectivos con-
troles, C y RCCN, sugiriendo que el farmaco emplea-
do no produciria efectos per se sobre el peso y la

longitud corporal global, el peso muscular y la mor-
fo e histomorfometria 6seas. Estos resultados con-
cuerdan con los obtenidos por otros autores que
registraron cambios en la masa 6sea sin modificacio-
nes antropométricas frente a la administracién del
B-bloqueante.32

En congruencia con estudios previos realizados
en nuestro laboratorio,l® la resistencia 6sea de la
media diafisis de ratas RCCN se afect6 negativamen-
te respecto de los animales C luego de cuatro sema-
nas de restriccién de alimento, resultado de una
menor masa 6sea cortical con un deterioro de las
propiedades geométricas. Dicha respuesta seria la
consecuencia de una estimulacién mecanica insufi-
ciente por disminucién del peso corporal y/o de la ac-
tividad muscular, lo que determinara una pérdida
neta de masa 6sea como mecanismo de adaptacion,
con el propésito de disminuir el elevado costo meta-
bélico del mantenimiento de una masa 6sea, la que
resultaria inadecuadamente excesiva para la activi-
dad del individuo.9:33

La menor estimulacién mecénica en los animales
RCCN determinaria un cambio de la remodelacién
6sea del modo conservativo al modo desuso, elimi-
nando hueso para ajustar su deformabilidad a la
nueva carga a soportar.3!

Asimismo, en congruencia con estudios previos,
se observé que el propranolol en el régimen adminis-
trado increment6 el hueso cortical y la eficiencia del
diseno arquitecténico con el consiguiente aumento
de la competencia mecéanica esquelética en las ratas
RCCNP 34

Con base a que la eficiencia funcional del meca-
nostato 6seo esta determinada por su entorno me-
canico®28 y a la importancia del impacto de la
unidad funcional musculo-esquelética sobre el de-
sarrollo de la capacidad resistiva 6sea,35 los resul-
tados obtenidos en el presente estudio sugieren
que el propranolol no incrementaria la rigidez
6sea en los animales RCCNP por efecto sobre el
peso corporal y la masa muscular. Sin embargo,
el propranolol ejerceria un efecto sobre el estado
funcional del mecanostato 6seo mediante perturba-
ciones del entorno endocrino-metabdlico reflejadas
en cambios de la sensibilidad de las células 6seas
con la consiguiente modificaciéon de lo que el
esqueleto percibe como desuso. El propranolol
produciria una ampliacién del rango de ajuste
biomecanico relativo a la variable sensada, modifi-
caria la percepcion de la deformaciéon 6sea como
senal de error para el sistema y/o las respuestas
efectoras de los osteoblastos y osteoclastos en el
presente modelo de estrés nutricional.
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Desde una perspectiva biomecanica, al comparar
las ratas RCCNP con el grupo RCCN, si bien la car-
ga mecanica a soportar por los portantes es la mis-
ma, la menor estimulacién mecanica respecto de los
animales C no seria interpretada como senal de
error biomecanico en las ratas RCCNP, lo que re-
sultaria en incorporacién modelatoria de hueso en
las ratas con restricciéon de alimento. En efecto, al
analizar los marcadores de modelado-remodelado
6seos, se evidencia un incremento del remodela-
do 6seo a expensas de un aumento de la resorcién
sin modificacién de la formacién en las ratas RCCN
respecto a los animales control de igual edad crono-
logica. Asimismo, la disminucién de los niveles séricos
de CTX en las ratas desnutridas tratadas con
propranolol sugiere que el aumento de la masa 6sea
en los animales RCCNP seria la consecuencia, al
menos en parte, de un efecto del B-bloqueante sobre
la resorcion 6sea, la que disminuye sensiblemente en
presencia del farmaco con independencia de la res-
triccién de alimento.

La PTH es la hormona calciotropa de mayor im-
portancia involucrada en la homeostasis del calcio
en los mamiferos;3® sumado a su papel sobre el cal-
cio, la PTH también regula la concentraciéon sérica
de fosfato mediante la inhibicion de la reabsorcién
tubular renal.36:37

En el presente estudio, si bien a tiempo final no se
observan diferencias significativas respecto de los ni-
veles séricos de PTHI, calcio y fésforo de ratas con-
trol y experimentales con/sin propranolol, es factible
la ocurrencia de posibles modificaciones del entorno
endocrino-metabdlico en el modelo animal de retraso
del crecimiento estudiado.38:39

En efecto, en estudios previos realizados en nuestro
laboratorio se observo que la restriccion global, leve
y cronica, resulto en retraso puberal con disminu-
cion de los niveles séricos de LH, FSH y de testoste-
rona, con un patrén de actividad del sistema
neuronal LHRH correspondiente a ratas inmaduras
en el presente modelo de estrés nutricional.40:41
Asimismo, las ratas RCCN presentaron niveles séri-
cos de STH e IGF-I disminuidos respecto de los
animales control, en congruencia con el deterioro
del crecimiento global y 6seo, en particular, con de-
terioro de la competencia biomecanica a causa de
la restriccién de alimento.!?

El perfil endécrino distorsionado de los animales
RCCN seria, al menos en parte, responsable de una
modificacién del mecanismo operacional del meca-
nostato 6seo, en el que la homeostasis mineral se ve
privilegiada por sobre el control de la rigidez 6sea,
con ulterior normalizacién de los niveles séricos de

la PTH en dichos animales. Esto determinaria el de-
sarrollo de osteopenia con incremento del riesgo de
fractura en el presente modelo animal de estrés nu-
tricional.

Mediante la investigacién de interrelaciones fun-
cionales entre variables determinantes de las propie-
dades materiales, geométricas y estructurales dseas,
Ferretti propuso nuevos recursos diagnésticos en la
fisiopatologia 6sea, que surgieron del analisis de las
curvas distribucién/masa 6sea y distribucién/calidad
del material 26

En el presente estudio se observé que las pendien-
tes de las curvas distribucién/masa de los animales
CP y C no presentaron diferencias significativas, lo
que sugiere que el propranolol no interfiere en el
control del mecanostato 6seo en condiciones de ade-
cuacién nutricional.

La pendiente de la curva distribucién/masa co-
rrespondiente a los animales RCCN es significativa-
mente menor a la del grupo control, lo que sugiere
que la eficiencia de la distribucién de masa ésea cor-
tical esta negativamente afectada en el presente mo-
delo de estrés nutricional. Por el contrario, la
administracién de propranolol a los animales RCCN
resulta en una pendiente significativamente mayor
respecto de los animales restringidos sin tratamien-
to farmacolégico, lo que sugiere una interacciéon po-
sitiva del B-bloqueante con los osteocitos, y/o
osteoblastos y osteoclastos, con la consiguiente opti-
mizacién del disenio arquitecténico.

En relacién con la curva distribucién/calidad del
material 6seo, en el presente estudio se observé que
la correspondiente a los animales RCCN se encontré
desplazada hacia abajo y a la izquierda del grafico
respecto de la curva de referencia correspondiente al
grupo control. Dicho corrimiento sugiere que la res-
triccion global, leve y crénica resultaria en una inte-
raccién catabdlica con el control de la calidad ésea
por el mecanostato en el presente modelo de estrés
nutricional. Este comportamiento es congruente con
el aumento del proceso de modelado-remodelado a
expensas del incremento de la resorcién ésea sin va-
riacion de la formacion en las ratas RCCN.

El tratamiento de las ratas RCCN con proprano-
lol resulta en un desplazamiento de la curva distri-
bucién/calidad hacia arriba y a la derecha de la
correspondiente a los animales RCCN, lo que refleja-
ria una interaccién anticatabdlica con el punto de
referencia del mecanostato 6seo. En efecto, la admi-
nistracion de propranolol a ratas RCCN en el régi-
men descrito, resulta en normalizacién de los niveles
séricos de CTX sin modificacién de los niveles de os-
teocalcina.
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CONCLUSION

Los resultados del presente estudio sugieren que
el propranolol 7 mg/kg/dia permitiria la incorpora-
cién modelatoria de hueso con optimizacién de su
disefio arquitecténico, a través de una interaccion
anticatabdlica del B-bloqueante con el mecanismo
homeostatico de control de la rigidez 6sea en el pre-
sente modelo animal de retraso del crecimiento. Di-
cho efecto seria la consecuencia de una modificaciéon
de la percepcion de la deformacion 6sea como senal de
error mecanico, del punto de referencia biomecanico
y/o de la respuesta de los efectores en el presente
modelo animal de estrés nutricional.
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