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Resumen

Con el objetivo de evitar la pérdida de hueso
trabecular en ratas Long Evans jovenes que
han sido ovariectomizadas bilateralmente
(OVX), administramos L-arginina (L-Arg), un
precursor del éxido nitrico. Veinticuatro ratas
de 250-300 g de peso corporal (pc) fueron
divididas en tres grupos uniformes: OVX si-
mulado (SIM), OVX control y OVX tratado con
L-Arg (OVX L-Arg).

A lo largo de 28 dias, el grupo tratado recibié
en el agua de beber una dosis de L-Arg de 6%
peso/volumen (p/v) equivalente a 1,74 g/dia
mientras que las OVX y SIM recibieron agua
pura como vehiculo. Los examenes bioquimi-
cos (fosfatasa alcalina sérica, desoxipirridino-
lina urinaria y 6xido nitrico), los analisis histo-
l6gicos de tibia (densidad, grosor del hueso
trabecular y médula ésea) y los examenes
biomecanicos del fémur (rigidez, resistencia,
fuerza y carga maxima) no mostraron cambios
significativos. Conclusién: la dosis adminis-
trada de L-Arg durante 28 dias en el agua de
beber no conservo la integridad del hueso tra-
becular de las ratas OVX L-Arg.

Palabras clave: osteoporosis, modelo de
rata, ovariectomia, rata Long Evans.

EFFECT OF MODERATE SUPPLEMENTATION
WITH L-ARGININE ON THE PRESERVATION OF
TRABECULAR BONE IN LONG EVANS RATS
THAT HAVE UNDERGONE OVARIECTOMY

Abstract

With the aim of preventing trabecular bone loss
in young Long Evans rats that have undergone
bilateral ovariectomy (OVX), we administered
L-arginine (L-Arg), a precursor of nitric oxide.
Twenty-four rats weighing 250-300 g were
divided into three uniform groups: sham OVX
(SIM), control OVX, and OVX treated with L-Arg
(OVX L-Arg). Over a 28-day period, the treated
group received a 6% weight/volume (w/v) dose
of L-Arg in their drinking water, equivalent to
1.74 g/day, while the OVX and SIM groups
received plain water as a vehicle. Biochemical
tests (serum alkaline phosphatase, urinary
deoxypyridinoline, and nitric oxide), histological
analyses of the tibia (density, trabecular bone
thickness, and bone marrow), and biomechanical
tests of the femur (stiffness, resistance, strength,
and maximum load) showed no significant
changes. Conclusion: The dose of L-Arg
administered for 28 days in drinking water did
not preserve the integrity of the trabecular bone

in OVX L-Arg rats.
Keywords: osteoporosis, rat model,
ovariectomy, Long Evans rat.
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Introduccion

La osteoporosis es una enfermedad es-
quelética que se evidencia a través de la dis-
minucion de la densidad de los huesos y las
alteraciones de la microestructura del tejido
6seo, incrementando asi la posibilidad de
fracturas que dafian principalmente al hueso
cortical y trabecular, dificultando la recupera-
cién y afectando principalmente a los adultos
mayores;' sus consecuencias representan
un reto para el sistema de salud mexicano,
porque afecta a cerca de 10 millones de in-
dividuos debido a su alta morbimortalidad y
presién socioecondmica.??

La L-arginina (L-Arg) es un aminoacido se-
miesencial que interviene en el metabolismo
6seo y sus procesos celulares, tales como
la generacion de nitrégeno, la formacion
de proteinas, la generacién de 6xido nitrico
(NOx), y en el sistema inmunolégico. Se sabe
que el uso oral de L-arginina en dosis altas
puede mejorar la masa ésea en modelos de
ratas ovariectomizadas (OVX) basandose en
que la L-arginina estimula la sintasa del 6xi-
do nitrico (NOS) que, a su vez, produce NOX,
el cual es un regulador de balance entre los
osteoblastos y los osteoclastos*®

Dado su doble efecto en los reguladores
fisiologicos de la reestructuracion o6sea, la L-
arginina tiene la caracteristica de potenciar la
formacion 6sea en comparacién con la resor-
cién osea y, consecuentemente, de aumen-
tar la masa 6sea.®

Diversos estudios proponen que la suple-
mentacion con L-Arg es una estrategia nove-
dosa de tratamiento que puede disminuir la
pérdida de densidad mineral 6sea causada
por la osteoporosis, ya que podria promover
la osteoblastogénesis y reducir la osteoclas-
togénesis. Partiendo de estas observacio-
nes, nosotros deseamos investigar y com-
probar que un mayor consumo del aminoé-
cido podria minimizar la pérdida de hueso en
un modelo de rata OVX.”8%

Por lo tanto, en este estudio planteamos
la hipdtesis de que un elevado consumo

preservacion de hueso trabecular

oral de L-arginina en ratas Long Evans OVX
podria prevenir y tratar la pérdida de hue-
so, ocasionada por la ausencia de estro-
geno. Especificamente proponemos que,
si la L-arginina es un sustrato crucial para
la generacion de NOx y este a su vez un
regulador de la actividad osteoclastica, en-
tonces una mayor produccion de NOx de
manera controlada podria regular la acti-
vidad de osteoblastogénesis promoviendo
de esta manera la conservacién y ganancia
de hueso.

Material y métodos

Se incluyeron 24 ratas hembras Long
Evans de 9-11 semanas de edad y 250-300
g de peso corporal (pc) que fueron mante-
nidas y manipuladas conforme a la norma
oficial mexicana, especificaciones técnicas
para la produccién, cuidado y uso de los
animales de laboratorio NOM-062-Z200-1999
(NOM 062-Z00-1999).° Se habituaron duran-
te dos semanas previas al estudio en jaulas
metabdlicas a 20-21 °C, con ciclos de luz/
oscuridad de 12 horas, y se alimentaron con
una dieta comercial pulverizada. Se mantu-
vo libre acceso a agua purificada. Después
de la cirugia de OVX, el consumo de agua y
alimento se registr6 diariamente durante 28
dias.

Antes del procedimiento quirtrgico, las
ratas fueron distribuidas en 3 grupos homo-
géneos con relaciéon a su pc: un grupo de
ratas ovariectomizadas-simuladas (SIM) que
sirve como grupo control del experimento,
un grupo de ratas ovariectomizadas (OVX) y
un grupo de ratas ovariectomizadas tratadas
con L-Arg (OVX L-Arg) inmediatamente des-
pués de la cirugia. Las ratas tratadas con L-
Arg (Sigma, A8094-100G) fueron suplemen-
tadas con una dosis de L-Arg del 6% peso/
volumen (p/v) en el agua de bebida durante
28 dias consecutivos, tiempo que duroé el ex-
perimento. Los grupos SIM y OVX recibieron
solo agua potable como vehiculo por la mis-
ma via.
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Para los grupos OVX y OVX L-Arg, 16 ra-
tas fueron ovariectomizadas bilateralmente
por aproximacién dorsal bajo anestesia con
una combinacion de ketamina/xilazina de
16,2 mg/2,5 mg por 250 g de pc. Los ovarios
fueron extirpados y los oviductos cuidadosa-
mente ligados con Mononylon 3-0° y regre-
sados a su lugar en el abdomen. La incision
fue suturada en capas: para el musculo se usé
Vicryl® y para la piel, Mononylon® 3-0.

Para el grupo SIM, 8 ratas fueron some-
tidas a una ovariectomia simulada (SIM); es
decir, se realizé el mismo procedimiento qui-
rdrgico exponiendo brevemente los ovarios y
regresandolos a la cavidad abdominal. Para
prevenir infecciones después de la cirugia
se les administré a todas las ratas operadas
(SIM, OVX y OVX L-Arg) 0,5 mL de bencil-
penicilina via intramuscular y 200 mg/kg pc
de paracetamol via oral en el agua de beber
durante 24 horas como tratamiento del dolor;
las ratas fueron devueltas a su caja para su
recuperacion y se mantuvieron en observa-
cién durante 24 horas.™

Al finalizar los 28 dias de tratamiento se
pesaron las ratas, y, bajo anestesia, se extra-
jo la sangre por puncion cardiaca. Se dise-
caron Uteros, timos, bazos, tibias y fémures.
Los pesos de estos tejidos fueron obtenidos
en humedo. Los uteros, timos y bazos fueron
puestos en formol al 10% para su conserva-
cion.

Para la técnica de histologia, las tibias
fueron extraidas y limpiadas de todo tejido
blando y puestas en formalina tamponada
al 10% para su fijacion durante 48 horas,
posteriormente fueron descalcificadas en
solucion de acido nitrico (HNO,) al 6% prepa-
rada con agua desionizada por 4 semanas.
Posteriormente fueron deshidratados en di-
ferentes soluciones de alcoholes ascenden-
tes e incluidos en parafina. Los bloques de
parafina fueron cortados a 5 mm de grosor
en un micrétomo. Los cortes fueron tefidos
con la técnica de hematoxilina & eosina para
su posterior analisis descriptivo.

preservacion de hueso trabecular

Los fémures fueron limpiados de todo
tejido blando puestos en gasa y humedeci-
dos en solucion de cloruro de sodio (NaCl) al
0,9% para ser almacenados a -20 °C hasta
realizarles la prueba biomecanica de flexién a
3 puntos en una maquina universal de ensa-
yos 4502° (Instron Inc., Canton, MA con cel-
das de carga de 1 kilonewton (kN)) donde se
midio: rigidez (RI), resistencia (RE), energia
con carga maxima (EM) y energia total (ET).

Para la medicion de desoxipiridinolina
(DPD) al final de los 28 dias de tratamiento
con L-Arg, la DPD fue medida por un méto-
do de ELISA usando el equipo Metra Quidel®
(San Diego, CA) y normalizada por mmol de
creatinina urinaria sin desproteinizar, usando
el método de punto final (Wiener Lab).

La orina fue colectada en frascos de vidrio
que contenian una mezcla de antibiético, peni-
cilina V potésica (equivalente a 400.000 Ul/mg),
estreptomicina y amikacina en cantidades de
1 mg de cada uno /mL de orina recolectada
con el fin de evitar contaminacioén bacteria-
na durante las 16 horas de su recoleccion.
Durante este periodo, las ratas se mantuvie-
ron en ayuno, aunque tuvieron libre acceso a
agua y sin tratamiento.

Los niveles urinarios de nitratos y nitritos,
utilizados como un indice indirecto de los me-
tabolitos del 6xido nitrico (NOXx), se determina-
ron mediante el método descripto por Miran-
da, et. al. (2001)."" La fosfatasa alcalina (FA),
marcador de formacion 6sea, se determind en
el suero por un método colorimétrico cinético
(Diagnostic®-Chemical Ltd de México, S.A).

Las evaluaciones estadisticas se realiza-
ron con el método de Kolmogorov-Smirnov y
la significancia se corrigié con la prueba de
Lilliefors.

Los ensayos de comparacién entre los
grupos experimentales fueron hechos con la
prueba de ANOVA y la comparacion por pa-
res fue hecha con la prueba de Bonferroni.
Todas las evaluaciones estadisticas fueron
hechas con el programa estadistico SPSS
Statistic V.26°.
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Resultados
Comprobacién de la ovariectomia

La tabla 1 muestra cémo veintiocho dias
después de las cirugias y/o tratamientos con
L-Arg, las ratas de los tres grupos fueron sa-
crificadas, se disecaron y pesaron en himedo
los Uteros, timos y bazos. Se observé que en
las ratas OVX y OVX L-Arg se atrofiaron los
cuerpos uterinos (p<0,05) comprobando con
ello el éxito de la OVX. Ademas, se hipertro-
fiaron el timo y el bazo en comparacién con
los tejidos de las ratas SIM (p<0,05). Estos
valores corroboran el efecto de la ausencia
de estrégenos sobre el cuerpo del animal de
experimentacion (Tabla 1).

preservacion de hueso trabecular

Consumo de agua, alimento y peso corporal

La tabla 2 muestra el aumento de pc, la
ingesta de agua y alimento de las ratas en los
tres grupos experimentales durante un perio-
do de 28 dias consecutivos.

Durante 28 dias consecutivos inmediata-
mente después de la cirugia de OVX, el grupo
tratado con L-Arg recibié en el agua de beber
una dosis del 6% (p/v). El consumo de agua del
grupo OVX L-Arg fue de 28 mL/dia, lo que deri-
v6 en una ingesta diaria de L-Arg de 1,7 g/dia.
Los grupos OVX y SIM solo recibieron agua po-
table y su consumo fue muy similar, finalmente
no hubo diferencias significativas entre los tres
grupos en cuanto a su consumo de agua.

Tabla 1. Efecto del tratamiento/suplementacion con L-arginina sobre el peso de utero, timo y
bazo después de 28 dias postratamiento

TEJIDO SIM ovX OVX L-Arg
Utero mg (n=8) 667,03+57,35 199,57+13,47* 198,43+21,06*
Timo mg (n=8) 374,62+23,03 591,95+32,85* 611,42+46,93*

Bazo mg (n=8) 632,01+14,15 735,75+32,58 *** 744,43+45,54%**

Los resultados se expresan en mg de tejido himedo, como la media + ES. Para los grupos OVX L-Arg vs. OVX no hubo
diferencias significativas entre ellos; OVX L-Arg y OVX vs. SIM fueron significativamente diferentes en todos los casos
*(p<0,05), para el caso del bazo, OVX y OVX L-Arg vs. SIM fueron significativamente diferentes **(p<0,05).

Tabla 2. Efecto del tratamiento/suplementacion con L-arginina sobre el consumo de agua,
alimento y diferencia de pc de ratas OVX 28 dias postratamiento

Parametro SIM ovX OVX L-Arg
Consumo de agua en mL (n=8) 26,2+0,8 28.2+1,3 28,8+1,2
Consumo de alimento en g (n=8) 21,3+0,7 21,9+0,3 19,9+0,4
Peso ganado g (n=8)? 13,7+3,8 54,5+3,0* 47,0+3,2*

Valor promedio de las mediciones de 28 dias de tratamiento

aValor promedio de las diferencia inicial y final de peso corporal ganada al final de los 28 dias de tratamiento.

Los valores son expresados como el promedio de la media + ES. No hubo diferencias significativas para el promedio
de peso ganado entre las ratas OVX 'y OVX L-Arg; ambos grupos fueron significativamente diferentes cuando son com-
parados con respecto al grupo SIM, *(p<0,05).

El consumo de agua y alimento no fue estadisticamente significativo (ns).
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En relacién con el consumo de alimento de
los grupos de ratas SIM, OVX y OVX L-Arg se
observé que, en los tres grupos experimentales,
su consumo fue similar. El consumo de alimento
no cambi6 con la dosis probada de L-Arg.

El aumento de pc al final de los 28 dias de
tratamiento de los grupos OVX y OVX L-Arg
fue mayor con respecto al grupo SIM*(p<0,05),
el cual gandé menos peso.

Se observéd que el grupo OVX tratado con
L-arginina presenté una variacion pequefa en
la ganancia de pc con relacion al grupo OVX,
aunque no fue significativa.

Biomarcadores 6seos

Con el objetivo de analizar el efecto de
tratamiento con L-Arg sobre el nivel de NOx
ng/umol creatinina, desoxipiridinolina (DPD)

preservacion de hueso trabecular

marcador de resorcion 6sea y fosfatasa sérica
(FA), en ratas ovariectomizadas (Tabla 3). Los
biomarcadores éseos se analizaron en mues-
tras de orina y suero 28 dias después del tra-
tamiento. Se observé que los valores de NOx,
DPD y FA de los grupos OVX 'y OVX L-Arg no
mostraron diferencia significativa con respec-
to a los valores del grupo SIM, aunque los
grupos OVX y OVX L-Arg presentaron una
tendencia al alta en los 3 parametros medidos
con respecto al grupo de ratas SIM.

Peso y longitud de tibia y fémur

Veintiocho dias después de las cirugias y/o
tratamientos con L-Arg, las ratas de los tres
grupos fueron sacrificadas; las tibias y fému-
res fueron extraidos, medidos y pesados en
humedo (Tabla 4). No se encontraron cambios

Tabla 3. Efecto del tratamiento/suplementacion con L-arginina sobre los niveles de NOx y
fosfatasa alcalina en suero y DPD en orina 28 dias postratamiento

Parametro SIM ovX OVX L-Arg
NOx ng/pumol creatinina® 79,75+12,78 103,12+21,18 91,91+£20,73
DPD nmol/mmol de creatinina® 48,3+4,32 150,81+4,49 215,98+20,62
FA IU/L 59,0+4,25 106,50+9,45 107,88+7,35

Todos los resultados se expresan como la media + ES. Los grupos OVX L-Arg vs. OVX no fueron significativamente
diferentes entre si, tampoco con respecto al SIM p<0,05. *La creatinina fue medida en orina de 24 horas.

Tabla 4. Efecto del tratamiento/suplementacién con L-arginina sobre el peso y la longitud de
tibia y fémures 28 dias después del tratamiento

SIM ovX OVX L- Arg
TEJIDO Peso (mg) Longitud (mm) Peso (mg) Longitud(mm) Peso (mg) Longitud (mm)
Tibias (n=8) 528,66+25,36 37,86+0,16 54711+£585 3778+0,26 54071764 3813+0,13
Fémur (n=8) 808,58+3,88 35,08+0,16 813,56+6,78 35,08+0,10 775,37+11,81 35,50+0,14

Los pesos de las tibias y fémures fueron tomados en himedo y se expresan como el promedio de la media + ES; para
el caso de las longitudes de las tibias y de los fémures el promedio de la mediat+ ES. No se encontraron diferencias
significativas entre los grupos.
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significativos en peso ni longitud de las tibias
y fémures entre los grupos SIM, OVXy OVX L-
Arg. Se observé que la OVX en las ratas Long
Evans jovenes adultas no produjo cambios
sobre el peso ni la longitud de tibias y fému-
res. Los parametros no cambian cuando la
dieta se complementa con L-Arg administrada
en el agua de beber durante 28 dias.

Prueba biomecanica de resistencia a la fle-
xién del fémur

La tabla 5 nos muestra cémo la suplemen-
tacién con L-Arg afecta los parametros biome-
céanicos de RI, RE, EM, ET en los fémures de ra-
tas OVX que recibieron tratamiento con L-Arg,
empleando la prueba biomecanica de flexion
(doblamiento) a 3 puntos, que es un indicador
de la integridad del hueso cortical. Se observo
que no existieron diferencias de cambio signifi-
cativas de estos parametros estudiados, entre
los grupos de ratas OVX 'y SIM con respecto al
OVX tratado con L-Arg, indicando que la inte-
gridad del hueso cortical de los fémures de los
tres grupos de ratas era similar entre si.

Histologia de tibias

La figura 1 muestra los cortes histolégicos
de la microarquitectura del hueso trabecular
de la metéfisis proximal de tibia de ratas SIM
(A), OVX (B) y OVX L-Arg administrada en el

preservacion de hueso trabecular

agua de beber (C). Brevemente, el andlisis de
las micrografias nos da una descripcién cuali-
tativa de los tres grupos.

El grupo SIM muestra sin alteracion alguna
las estructuras de la placa de crecimiento (PC),
las espiculas (Ep) o hueso trabecular, la esponjo-
sa primaria y secundaria (debajo de la placa de
crecimiento), la médula 6sea (M) y el tejido adi-
poso (*). En el caso del grupo OVX se observo
mayor area de resorciéon ésea, una malla trabe-
cular menos densa (» <), menor crecimiento de
las espiculas o trabéculas en direccién hacia la
cavidad medular y abundante tejido adiposo (*).

De igual manera, el grupo OVX L-Arg mos-
tr6 marcadas diferencias como una malla
trabecular menos densa, mayor area de re-
sorcién, menor crecimiento de las trabéculas
en direccion hacia la cavidad medular y abun-
dante grasa; estas alteraciones no se modifi-
caron con la suplementacién de L-Arg en una
dosis de 1,74 g/dia en el agua de beber (C).

Por otra parte, en la figura 2 se muestra el
andlisis descriptivo de las estructuras de la pla-
ca de crecimiento de las tibias proximales de
los grupos de ratas SIM (A), OVX (B) y OVXL-Arg
(C). Observamos que las 3 zonas principales de
células que la componen: zona de reserva (R),
proliferativa (P) e hipertréfica (Hp) no mostraron
variaciones morfolégicas entre las estructuras
celulares de los tres grupos de ratas SIM, OVX

Tabla 5. Efecto del tratamiento/suplementacion con L-arginina sobre las propiedades biomeca-
nicas de hueso cortical del fémur 28 dias postratamiento

Parametro SIM

Rigidez (N/mm) 549,22+9,55
Resistencia (N) 146,55+4,03
Energia en carga maxima (N-mm) 59,83+3,89
Energia total (N-mm) 61,53+3,83

ovX OVX L-Arg
514,58+18,34 506,02+18,69
149,38+4,74 155,87+2,54
51,30+4,38 45,30+3,34

53,0+4,44 54,70+4,84

Los resultados se expresan como la media + ES de las mediciones de rigidez, resistencia, energia en carga maxima y
energia total aplicadas al hueso cortical del fémur. No hubo diferencias significativas p<0,05 entre los grupos. Las ratas
OVX L-Arg no presentan cambios con respecto a los grupos SIM y OVX.
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Figura 1. Micrografias de los cortes histolégicos de: A) la region proximal de la tibia de ratas
SIM, B) ratas OVXy C) ratas OVX L-Arg. La magnificacién utilizada en A se logré con el objetivo
4%, en B y en C fue con el objetivo 10x. PC: placa de crecimiento; Ep: espiculas; M: médula
6sea; *: tejido adiposo; » <: malla trabecular menos densa.

g2

Figura 2. Micrografia de la placa de crecimiento de la tibia proximal de ratas: A) SIM, B) OVX, y
C) OVX+L-Arg. De manera descriptiva se aprecian las 3 diferentes zonas que forman la placa de
crecimiento: zona de reserva (R), zona proliferativa (P) y zona hipertréfica (Hp). La magnificacion
utilizada en A, B y C se realizé con el objetivo 20x.

y OVX tratados con L-arginina. En general, solo
en los casos OVX (B) y OVX L-Arg (C), se ob-
servO que las células de la zona hipertrofica
(condrocitos) no contindian el crecimiento ni la

elongacion de la espicula 6sea desde de la ca-
vidad medular hacia la esponjosa primaria; solo
el grupo de ratas SIM no present6 alteracion o
cambio en sus estructuras en general.
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Discusion

La ovariectomia en ratas es una interven-
cion quirdrgica que implica la eliminacion de los
ovarios. Se emplea a menudo como modelo en
estudios preclinicos para simular la disminucién
de hormonas esteroides (progesterona y estré-
geno) y, por ende, representar la menopausia,
asi como las pérdidas de hueso tanto cortical
como trabecular; una situacion muy similar a la
reduccion de masa ésea que experimentan las
mujeres durante la posmenopausia.’?

Al final de los 28 dias y después de sacrifi-
car al animal de experimentacion, los grupos
OVX presentaron atrofia del Utero en compa-
racion con el grupo SIM. La atrofia del utero
es un punto clave que demuestra la eficacia
y buenos resultados del modelo de OVX.'213

Otro punto clave del modelo de OVX en
ratas hembra es el aumento significativo del
peso corporal y la mayor presencia de tejido
adiposo en los animales de experimentacion.
Con esto demostramos que nuestro modelo
simula las caracteristicas de la posmenopau-
sia en los seres humanos, como el aumento
en la ganancia de peso corporal que experi-
mentan, destacando que este incremento se
debe a la falta de estrogeno y no a un consu-
mo elevado del alimento.™

Cuando las ratas OVX fueron tratadas con
L-Arg de forma oral durante 28 dias, observa-
mos que estos parametros de estudio no fue-
ron alterados ni modificados en comparacién
con los del grupo SIM.

Existe evidencia en la literatura cientifica
que sugieren que el consumo oral de L-ar-
ginina podria prevenir las pérdidas de hueso
cortical y/o trabecular causadas por la OVX en
ratas_5,7,8,15- 17

Para determinar el efecto de la suplementa-
cién oral con L-Arg en una dosis de 1,74 g/dia
dada en el agua de beber durante 28 dias, es-
tudiamos parametros en suero, orina y tejido
6seo, todos relacionados con la calidad del
hueso.

La DPD es un indicador bioquimico de
resorcion éseo que evalla el colageno 6seo

preservacion de hueso trabecular

degradado. Observamos que los niveles de
DPD en orina se elevaron significativamente
en las ratas OVX como lo muestra Choi (2009)
en su estudio,'® indicandonos que existe una
actividad mas intensa de los osteoclastos
sobre el hueso y aumentando las pérdidas
6seas. En nuestro estudio, las ratas OVX y
OVX L-Arg presentaron niveles aumentados
de DPD en comparacion con el grupo SIM.
El grupo OVX L-Arg presentd una tendencia a
elevarse mas con relacion al grupo OVX, aun-
que no fue significativo estadisticamente.

Se ha informado que el NOx (metabolitos
del 6xido nitrico NO-2 y NO-3) suele medirse
en suero como un biomarcador de estrés oxi-
dativo y la funcién del endotelio; este se en-
cuentra alterado en ratas OVX por la deficien-
cia de estrogenos. Cuando bajan los niveles
de estrégeno, se afecta la actividad de la enzi-
ma o6xido nitrico sintasa (NOS) favoreciendo el
estrés oxidativo y, por consiguiente, teniendo
efectos sobre el hueso. La administracion de
su precursor, la L-Arg podria elevar los niveles
de NOx en suero y hacer que aumente la den-
sidad 6sea controlando los efectos de la OVX;
sin embargo, en nuestro estudio, las ratas
OVXy OVX tratadas con L-Arg no presentaron
disminucién de niveles de NO, que resultaron
incluso mas elevados que los del grupo SIM.®

La fosfatasa alcalina (FA) es un biomar-
cador en suero utilizado para evaluar la for-
macion ésea. En el modelo de ratas OVX, los
niveles de FA se alteran significativamente por
la falta de estrogenos.™®

En nuestro estudio, el grupo OVXy OVX L-
Arg presentan niveles altos de FA que resultan
significativos en comparacion con el grupo
SIM, como ya habia sido informado previa-
mente por nuestro grupo.'®

La carencia de estrogeno provoca una li-
gera disminucion de la longitud y peso de
los huesos largos (fémur vy tibia), del conte-
nido mineral 6seo y de la densidad mineral
0sea, como lo muestran Yousefzadeh, et. al.
(2020).™ En relacion con la mediciéon de peso
y longitud en hiumedo de la tibia y el fémur de
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los grupos de ratas OVX y OVX L-Arg, noso-
tros no observamos cambios importantes en
estos parametros; al comparar con el grupo
SIM tampoco hubo diferencias importantes,
pese a que se han informado alteraciones vin-
culadas con atrofia en el crecimiento en estos
huesos.™

El ensayo de flexion a tres puntos es un
meétodo estandar en biomecanica que se em-
plea para examinar las propiedades biome-
canicas del hueso cortical, evalta la rigidez y
resistencia mecanica de la diafisis femoral en
ratas OVX.1920

Este ensayo posibilita la cuantificacion de
la disminucién de calidad 6sea que se produ-
ce por la falta de estrogenos en el modelo de
rata OVX, que se demuestra por una reduc-
cién notable en la carga maxima, larigidez y la
energia total que el hueso absorbe.!%?

Durante la prueba, el hueso se lleva a una
fractura producida por las cargas aplicadas du-
rante la prueba. En nuestro estudio, los valores
de rigidez, resistencia energia en carga maxima
y energia total aplicados a los grupos de estu-
dio OVX y OVX L-Arg resultaron ser menores
en comparacion con lo aplicado al grupo SIM,
aunque no representan una alteracién signifi-
cativa. Se observé que la suplementacion de
1,74 g/dia de L-Arg en el agua de beber a ra-
tas OVX no favorecié la conservacion tanto del
hueso trabecular (mayor remodelacién) como
la del cortical en la di&fisis femoral.

La técnica histolégica nos mostré la mar-
cada pérdida de hueso trabecular en las ra-
tas OVX. Las alteraciones fueron visibles en
la parte proximal de la tibia de estos grupos
a los 28 dias después de realizada la OVX co-
rrespondiendo con lo que indica la literatura.™

En nuestro caso usamos la tibia proximal
de los tres grupos de ratas estudiadas para
llevar a cabo los cortes histologicos y exami-
nar las estructuras internas de la malla trabe-
cular, notando claramente la pérdida de este
hueso en los grupos OVX y OVX L-Arg, en
comparacion con el grupo SIM el cual conser-
v intacto el hueso trabecular (Figura 1).

preservacion de hueso trabecular

El tratamiento, con 1,74 g/dia de L-Arg en
el agua de beber durante 28 dias, no logré
evitar la pérdida de hueso trabecular de la
tibia proximal del grupo OVX reflejado en el
descenso de las trabéculas y un incremento
significativo de separacién entre ellas.™

Finalmente, deseamos resaltar algunos
elementos importantes de esta investigacion
que limitaron nuestros resultados espera-
dos.

La falta de un andlisis de histomorfometria
6sea mostraria mejor el proceso de remodela-
cién 6sea que se llevd a cabo en este modelo
de ratas Long Evans OVX, pero con las medi-
ciones de marcadores del metabolismo dseo,
técnicas histolégicas y analisis biomecanicos
esperamos dar una aproximacion general y
detallada del recambio éseo que esta expe-
rimentando el modelo, ya que varios de estos
parametro han sido documentados en otros
estudios que aqui fueron citados y que inclu-
so utilizaron la L-Arg para abordar la pérdida
Osea, utilizando también ratas hembras como
modelo experimental.

Estos estudios han informado que las dosis
de L-arginina que se administran a los anima-
les de experimentacién con resultados positi-
vos se encuentra en un rango de 1 a 15 g/kg
del peso del animal. Las vias de administra-
cién pueden ser a través de la alimentacion,
intraperitoneal, u oral usando el agua para be-
ber_21—27

Nosotros propusimos que un periodo de
28 dias y una dosis de 1,74 g/dia de L-Arg,
en agua de beber a ratas OVX mostraria efec-
tos positivos en la conservacion del hueso
trabecular de las tibias, ya que algunos estu-
dios como el de Jiang et. al.?' que administran
L-arginina en dosis de 0,045 g de L-arginina/1 mL
de agua oralmente a ratas durante 28 dias
presentd efectos positivos sobre el hueso, por
lo que justificaba nuestra propuesta. Sin em-
bargo, nuestros resultados fueron lo opuesto
indicando con ello que la suplementacion oral
de L-Arg no resulté benéfica para la conserva-
cion del hueso.?!

Actualizaciones en Osteologia, VOL. 21 - N° 3 - 2025

197



Valdez-Mijares R., et al.: Efecto de la L-arginina en la

Nuestros resultados coinciden con los de
Pertusa et. al.??2 que administraron 40 mg/dia
de L-Arg durante 180 dias a ratones OVX en el
agua de beber y tampoco observaron benefi-
cios en la conservacion del hueso.?

De acuerdo con las investigaciones revisa-
das en relacién con el tiempo de administra-
cioén de la L-Arg, los periodos de tratamiento
oscilan entre 4 y 9 semanas, con dosis que
varian entre 1 y 15 g/kg de peso, e informan
resultados favorables en la preservacion del
hueso trabecular bajo estas condiciones.*62'-27

Nosotros propusimos evaluar una dosis
elevada y en un periodo de tiempo mas cor-
to, tratando de acortar con ello el tiempo de
evaluacion, teniendo presente que la dosis se
encuentra dentro de los rangos experimen-
tales referidos con resultados positivos para
el hueso; no obstante, nuestros hallazgos no
fueron similares a los publicados.

En consecuencia, planeamos continuar con
la investigacion y experimentacién de otras do-
sis de L-Arg y tiempos de tratamiento diferen-
tes antes de emitir un juicio de perjuicio de uso
alternativo para el tratamiento de las pérdidas
de hueso que se sufren por la osteoporosis.

Nuestra perspectiva es perfeccionar nues-
tras condiciones de estudio para mejorar los
resultados que hasta ahora hemos obtenido y
asi contribuir sobre el conocimiento de los be-
neficios que el empleo de dosis farmacolégi-
cas apropiadas de L-arginina pudiera tener en
la conservacion y tratamiento de las pérdidas
del hueso trabecular.

Conclusion
Nosotros no encontramos resultados fa-
vorables al suplementar una dosis elevada de

preservacion de hueso trabecular

L-Arg en el agua de beber durante 28 dias a
rata Long Evans OVX para impedir la pérdida
de hueso trabecular.
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