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PALABRAS CLAVE Resumen

Retraso del Objetivo: Evaluar en un modelo de retraso del crecimiento (enanismo por desnutricion [ED])
crecimiento; el efecto de diferentes dosis de propranolol (P) sobre las variables antropo-morfométricas y
Propranolol; biomecanicas del esqueleto apendicular.

Calidad dsea; Materiales y métodos: Ratas macho Wistar de 21 dias se dividieron en grupos: control (C),
Competencia C+P3,5(CP3,5); C+P7 (CP7); C+P10,5 (CP10,5); C+ P14 (CP14); ED, ED + P3,5 (EDP3,5); ED + P7
biomecanica (EDP7); ED +P10,5 (EDP10,5) y ED + P14 (EDP14). Los animales controles con/sin P recibieron una

dieta para roedores ad libitum; las ratas ED con/sin P recibieron por cada 100 g de peso corporal
un 80% de la misma dieta durante 4 semanas (T4). Propranolol 3,5; 7; 10,5y 14mg/kg/dia fue
inyectado intraperitonealmente 5 dias/semana durante 4 semanas en CP3,5 y EDP3,5; CP7 y
EDP7; CP10,5 y EDP10,5 y CP14 y EDP14, respectivamente.

Resultados: A T4, la restriccion energética produjo efectos negativos sobre el creci-
miento global, el fémur y su competencia mecanica. Propranolol mejord la rigidez 6sea
en los animales ED con dosis de 7 y 10,5mg/kg/dia, con un maximo de respuesta a
7 mg/kg/dia.

Conclusiones: El propranolol 7mg/kg/dia seria la dosis mas efectiva en la incorporacion
modelatoria de hueso con incremento de su eficiencia estructural y mecanica en el pre-
sente modelo animal de retraso del crecimiento. Dicho efecto podria ser el resultado del
mantenimiento de la viabilidad del mecanosensor, de modificaciones de su sensibilidad,
del punto de referencia biomecanico y/o de la respuesta de los efectores en las ratas
ED.
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Effect of different propranolol doses on skeletal structural and mechanic efficiency
in an animal model of growth retardation

Abstract

Objective: To assess in a growth retardation (GR) model the impact of different propranolol (P)
doses on anthropomorphometric and biomechanical variables of the appendicular skeleton.
Materials and methods: Twenty-one day-old male Wistar rats were divided into the following
groups: control (C), C+P3.5 (CP3.5); C+P7 (CP7); C+P10.5 (CP10.5); C+P14 (CP14); ED,
ED +P3.5 (EDP3.5); ED + P7 (EDP7); ED+P10.5 (EDP10.5), and ED + P14 (EDP14). Control animals
with/without P were fed a rodent diet ad libitum. GR rats with/without P were given 80% of the
same diet per 100 g body weight for 4 weeks (T4). Propranolol 3.5, 7, 10.5, and 14 mg/kg/day
was intraperitoneally injected 5 days/week for 4 weeks to the CP3.5 and EDP3.5; CP7 and EDP7;
CP10.5 and EDP10.5, and CP14 and EDP14 groups respectively.

Results: At T4, energy restriction had negative effects upon overall growth, femur, and its
mechanical competence. Propranolol improved bone rigidity in GR animals at doses of 7 and
10.5mg/kg/day, with a maximum response at 7 mg/kg/day.

Conclusions: Propranolol 7 mg/kg/day would be the most effective dose for modeling incorpo-
ration of bone, as shown by the increased skeletal structural and mechanic efficiency in this
animal model of growth retardation. Such effect may result from maintenance of mechano-
sensor viability, changes in its sensitivity, the biomechanical reference point and/or effector

response in GR rats.

© 2011 SEEN. Published by Elsevier Espana, S.L. All rights reserved.

Introduccién

La calidad del esqueleto axial y apendicular esta determi-
nada por numerosos factores, siendo la condicion nutricional
de gran importancia. La malnutricion calérico-proteica
durante el desarrollo del individuo, principalmente durante
los periodos criticos del crecimiento, contribuye al dete-
rioro del mismo con el consiguiente riesgo de osteoporosis
y fragilidad 6sea en la edad avanzada'-®. Si bien la osteo-
porosis, la afeccion mas frecuente de remodelado 6seo, se
presenta con mayor frecuencia en la edad adulta, la cali-
dad del hueso de un individuo esta en relacion directa con
el pico de la masa 6sea, el cual, a su vez, esta influenciado
por los factores endogenos y exogenos condicionantes del
crecimiento y desarrollo’-®:

Determinadas creencias y practicas impuestas por los
padres a sus hijos pueden restringir la nutricion del nifo
al punto de inducir una enfermedad de origen nutricional
conocida como enanismo por desnutricion (ED). El ED se
caracteriza por presentar una desaceleracion en el creci-
miento corporal con retraso en el desarrollo puberal, sin
evidencia de fallo organico ni alteraciones en los marcadores
bioquimicos de desnutricién®'2.

En nuestro laboratorio hemos descrito un modelo de
estrés nutricional en ratas en crecimiento, el cual recrea el
ED humano, una forma de desnutricion manifestada como un
déficit de los indices peso y talla para la edad con un indice
peso para la talla dentro de limites normales. Este modelo
animal de enanismo por desnutricion se logré por admi-
nistracion crénica de una dieta balanceada a ratas recién
destetadas, la restriccion global fue del 20% comparada
con los requerimientos energéticos de animales de idéntica
edad".

Dado que el ED presenta alteraciones neuroendocrinas
secundarias al estrés nutricional'*">, la adquisicién de hueso
durante las etapas criticas del crecimiento puede verse

sensiblemente afectada. En efecto, en estudios previos
realizados en nuestro laboratorio, hemos observado un dete-
rioro del disefio arquitectdnico con disminucion de la aptitud
mecanica para soportar fuerzas deformantes en el fémur de
ratas con ED%316:17,

Estudios in vivo e in vitro evidenciaron la participacion
del sistema nervioso simpatico (SNS) en la modulacion del
metabolismo 6seo. Se demostro la existencia de inervacion
simpatica esquelética, la presencia de fibras simpaticas en la
médula dsea y el incremento de la osteoclastogénesis con
aumento de la resorcion y/o disminucion de la formacion
dsea por incremento de la actividad del SNS'®-23, Asimismo,
se evidencio la presencia de receptores B-adrenérgicos en
las células o6seas, de cuya activacion resulto un incremento
de la expresion de RANKL con aumento de la resorcion
dsea?.

Sin embargo, estudios de simpatectomia quimica o qui-
rdrgica arrojaron resultados controvertidos respecto del
papel del SNS en el metabolismo dseo, sugiriendo que éste
posee un efecto anabdlico sobre el mismo?>2¢,

Si bien es sabido que los B-bloqueantes son ampliamente
utilizados en enfermedades cardiovasculares, numerosos
hallazgos sugieren las probables implicaciones preventi-
vas y/o terapéuticas de los mismos a través de un efecto
protector de la masa dsea frente a diversas situaciones
de estrés, tanto en humanos?-2 como en animales de
experimentacion?®3, En efecto, se ha evidenciado en rato-
nes macho adultos de la cepa C57BL/6 que la administracion
cronica de propranolol (P) previno la reducciéon del volu-
men 6seo causada por la ingesta de una dieta restringida en
un 40%, pero con compensacion de calcio y fosfato®'. Estu-
dios realizados por Bonnet et al.3° demostraron que bajas
dosis de P mejoran la competencia biomecanica 6sea de
ratas ovariectomizadas sin modificaciones hemodinamicas.

En estudios previos realizados en nuestro laboratorio se
observé un aumento de la calidad ésea en ratas con ED



Efecto de diferentes dosis de propranolol sobre la eficiencia estructural y mecanica esquelética 1

tratadas con P en forma crénica®. Sin embargo, exis-
ten algunas inconsistencias respecto del efecto de B-
bloqueantes como el P sobre el incremento de la masa dsea'y
la disminucion del riesgo de fractura a partir de datos obte-
nidos en otros estudios experimentales?®3 y clinicos’*3,
tanto en individuos jovenes como adultos.

Debido a la relacion existente entre la condicién nutri-
cional y la aptitud biomecanica del hueso, y a la evidencia
de un control B-adrenérgico de la masa 6sea, el objetivo
del presente estudio fue evaluar en un modelo animal de
retraso del crecimiento de origen nutricional, ED, el efecto
de diferentes dosis del B-bloqueante P sobre las variables
antropo-morfométricas y biomecanicas dseas. Asimismo, se
determiné la dosis mas adecuada que permita alcanzar la
rigidez estructural apropiada como para soportar la esti-
mulacién mecanica habitual y/o maxima conservando la
integridad del hueso.

Materiales y métodos
Animales de experimentacion

Se emplearon ratas macho de la cepa Wistar desde el des-
tete de 21-23 dias de edad (peso inicial: 48,90g 4 1,60;
media & ES) provistas por la Catedra de Bioquimica General
y Bucal de la Facultad de Odontologia, UBA. Los animales
fueron mantenidos en jaulas galvanizadas en condiciones
higiénicas apropiadas para evitar la coprofagia. Se respeta-
ron los ciclos 12:12 horas de luz-oscuridad. La temperatura
ambiental se mantuvo a 21 & 1 °C, con una humedad relativa
del 50-60%. El uso, cuidado y tratamiento de los animales
experimentales se realizo de acuerdo con los normas del
«National Institutes of Health»3 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/100g de dieta): pro-
teina: 22,70; lipidos: 7,09; fibra: 6,00; Ca: 1,30; P: 0,80;
cenizas: 6,50; agua: 7,60; dextrina csp 100.

Disefo experimental

Ochenta ratas fueron distribuidas aleatoriamente en 10 gru-
pos de 8 animales cada uno segln hayan recibido vehiculo
o P (P; Laboratorios Richmond, Argentina) en dosis de 3,5
(P3,5); 7 (P7); 10,5 (P10,5) y 14 (P14) mg/kg/dia: con-
trol + vehiculo (C); control + P3,5 (CP3,5); control + P7 (CP7);
control +P10,5 (CP10,5); control + P14 (CP14); experimenta-
les ED +vehiculo (ED); experimentales ED +P3,5 (EDP3,5);
experimentales ED +P7 (EDP7); experimentales ED +P10,5
(EDP10,5) y experimentales ED+P14 (EDP14). Proprano-
lol fue inyectado intraperitonealmente 5 dias por semana
durante 4 semanas en las dosis mencionadas. El grupo con-
trol y ED recibieron solucion salina con idéntico régimen. El
grupo control con/sin P fueron alimentados con una dieta
estandar en condiciones de libre demanda; ED con/sin P

recibieron un 80% de la dieta consumida por C el dia pre-
vio corregido por el peso corporal (consumo en g/100 g peso
corporal/dia), durante 4 semanas. Se realizo el registro dia-
rio de la ingesta de alimento, y cada 2 y 4 dias, el del peso
y de la longitud corporales, respectivamente. Los animales
fueron sacrificados por inyeccion intramuscular de hidroclo-
ruro de ketamina: 0,1mL/100g de peso corporal, Holliday
Lab. y xilazina: 0,02mL, Konig Lab. Buenos Aires, Argen-
tina, a las 4 semanas experimentales (T4). Inmediatamente,
los fémures de cada animal fueron disecados evitando lesio-
nar el periostio. Ambos huesos fueron pesados y medidos
con un calibre digital y empleados para el estudio de las
propiedades biomecanicas dseas.

Evaluacion del crecimiento

Antropometria

Se midieron el peso (p) y la longitud (l) corporales. Para el
registro del peso se utilizoé una balanza Mettler PC 4000 con
una precision de 4= 1 mg, con una frecuencia de medicion de
4 dias, guardando un ayuno minimo de dos horas y maximo
de 4 horas, previo a la determinacion. La longitud corporal
fue registrada en funcién de la distancia entre el hocico y
los pelos de la base de la cola.

Ingesta dietética

La ingesta de dieta se midié diariamente con una balanza
Mettler con una precision de £+ 1 mg. La medida de consumo
se determino por la diferencia de peso del comedero de dos
dias consecutivos. Este se expresé en 100 g de rata/dia.

Evaluacion de la morfometria de fémur

Se realizo la ablacion de los huesos y se los liberd de tejido
muscular y tendinoso. Se los peso y se registro su longitud
mediante un calibre micrométrico digital con una precision
de 0,05 mm.

Evaluacion de las propiedades biomecanicas de la
diéfisis femoral

Se evalud la calidad mecanica de los huesos mediante un
ensayo mecanico de flexion a tres puntos en un equipo
Instron modelo 4442%. El fémur fue colocado en posi-
cion horizontal, con la cara anterior mirando hacia abajo
sobre dos soportes equidistantes de sus extremos, sepa-
rados por una distancia constante de 13mm. La diafisis
fue cargada centralmente a una tasa creciente, a razon
de 50N a una velocidad de 5mm/min hasta la fractura.
Las curvas carga/deformacion (W/d) obtenidas permitieron
determinar las siguientes variables representativas de las
propiedades estructurales del hueso entero: carga de frac-
tura (Wf, N), carga elastica maxima limite (Wy, N) y rigidez
6sea (Wy/dy, N/mm), donde dy representa la deformacion
del hueso en el sector de comportamiento elastico. Se efec-
tuaron cortes a nivel de la media diafisis femoral utilizando
una microsierra de punta de diamante Isomet (Buehler, Lake
Bluff, IL, EE.UU.), y se calcularon los diametros horizonta-
les y verticales externos e internos de la seccion transversal
para la evaluacion de las propiedades geométricas dseas:
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area Osea total de seccidn transversa (CSA, mm?), estimada
mediante la formula: w/4.V.H, momento de inercia axial (I,
mm*), estimado mediante la formula: I,=m (V*H - v3h)/64
y area medular (MA, mm?), estimada como MA=m/4.v.h,
donde Hy V corresponden a los diametros externos horizon-
tal y vertical respectivamente, y h y v corresponden a los
diametros internos horizontal y vertical respectivamente de
la seccion transversal del hueso a nivel de la media diafisis.
El 4rea osea cortical de la seccion transversa (A, mm?) se
calculd por la diferencia entre CSA y MA.

Mediante la homologacion del fémur con un cilindro elip-
tico y la aplicacion de formulas matematicas se calcularon
indirectamente las siguientes propiedades materiales del
hueso cortical: médulo elastico de Young (E, N/mm?), esti-
mado por la formula: E=Wy. L3/48 dy. I, donde Wy =carga
elastica limite, L=longitud del hueso, dy=deformacion en
el punto de cesion, I, =momento de inercia axial; y estrés
elastico maximo (oy, N/mm?), estimado mediante la for-
mula: oy=L. V. Wy/8. I, donde V es el diametro externo
vertical.

Analisis estadistico

Los resultados se expresaron como el promedio+ES. Los
datos fueron analizados mediante el analisis de varianza
(ANOVA). Con posterioridad se empled el test de la t
de Student-Newman-Keuls de comparaciones multiples. Las
diferencias entre medias fueron consideradas significativas
con un p <0,05%. El analisis estadistico se realizo mediante
el programa computarizado Graphpad Prism version 3.0
(Graphpad Software, San Diego, California).

Resultados

En las figuras 1y 2 se muestran los perfiles de peso y de longi-
tud corporales de ratas controles y experimentales con/sin
P en funcion del tiempo, respectivamente. La restriccion
energética indujo una disminucion altamente significativa
(p<0,001) de la velocidad de crecimiento en los animales
experimentales respecto de los controles, y ésta fue inde-
pendiente de la administracion de P para cualquiera de las
dosis empleadas.

En la tabla 1 se presenta la morfometria del fémur de
los animales controles y experimentales con/sin P a T4. El
crecimiento del fémur fue afectado negativamente en las
ratas subalimentadas comparado con sus respectivos con-
troles (p<0,001). Sin embargo, el tratamiento con P no
produjo cambios evidentes en los parametros morfométricos
evaluados en ninguna de las dosis empleadas e independien-
temente de la condicion nutricional.

En la tabla 2 se presentan las propiedades biomecanicas
de la diafisis femoral de los animales ED vs C. En congruencia
con estudios previos realizados en nuestro laboratorio?, los
resultados biomecanicos del fémur muestran que las propie-
dades estructurales (carga maxima de fractura, carga en el
limite elastico y rigidez 6sea) de la media diafisis se afecta-
ron negativamente tras 4 semanas de restriccion de alimento
en las ratas ED respecto de los animales C (p<0,01). Sin
embargo, la capacidad resistiva del esqueleto apendicular
de los animales ED posterior al estrés nutricional fue la
adecuada para el tamano corporal alcanzado, la que fue

Peso y longitud femoral a tiempo final (T4)

Tabla 1

CP3,5 EDP3,5 CP7 EDP7 CP10,5 EDP10,5 CP14 EDP14

ED

0,535 + 0,040°
26,28 + 0,90°

0,655 + 0,034 0,455 + 0,015° 0,630 + 0,020° 0,480 + 0,020° 0,660 + 0,050° 0,410 = 0,030° 0,690 + 0,050°
24,18 + 0,28" 27,43+ 0,382 25,10 +0,20> 27,60 + 0,442 28,36 + 0,272

26,77 + 0,322

0,440 + 0,015°

23,76 + 0,12°
Animales control (C), control + propranolol 3,5 mg/kg/dia (CP3,5); control + propranolol 7 mg/kg/dia (CP7); control + propranolol 10,5 mg/kg/dia (CP10,5); control + propranolol 14

mg/kg/dia, experimentales ED (ED); experimentales ED + propranolol 3,5 mg/kg/dia (EDP3,5); experimentales ED + propranolol 7 mg/kg/dia (EDP7); experimentales ED + propranolol

0,648 + 0,0232
27,05 + 0,162

Peso femoral (g)

23,57 + ,0,64P

Longitud femoral (mm)

10,5 mg/kg/dia (EDP10,5); experimentales ED + propranolol 14 mg/kg/dia (EDP14) a tiempo final (T4). Valor promedio+error estandar de 8 animales por grupo. Letras diferentes indican

diferencias significativas entre grupos (p<0,05).



Efecto de diferentes dosis de propranolol sobre la eficiencia estructural y mecanica esquelética 13

250 -
200
C
©
\o- 150
o
o
O 100 -
[«
7]
[
o
50 (-
0 | | | |
0 10 20 30
Tiempo (dias)
—®—C —o— ED
—e— CP35 —o— EDP3.5
—e— CP7 —o— EDP7
—A— CP10.5 A EDP10.5
—+—CP 14 —%— EDP 14
Figura 1  Evolucion del peso corporal de los animales con-

trol (C), control + propranolol 3,5 mg/kg/dia (CP3,5); control
+ propranolol 7 mg/kg/dia (CP7); control + propranolol 10,5
mg/kg/dia (CP10,5); control + propranolol 14 mg/kg/dia;
experimentales ED (ED), experimentales ED + propranolol
3,5 mg/kg/dia (EDP3,5); experimentales ED + propranolol
7 mg/kg/dia (EDP7); experimentales ED + propranolol 10,5
mg/kg/dia (EDP10,5); experimentales ED + propranolol 14
mg/kg/dia (EDP14) durante el periodo experimental. Valor
promedioz-error estandar de 8 animales por grupo.

Diferencias significativas entre grupos ED respecto de C, con/sin
propranolol (p < 0,05).

evidenciada mediante la normalizacion de la carga de frac-
tura del fémur por el peso corporal. En efecto, Wf/p (N/g) de
ED vs C fue de 0,091 £ 0,02 vs 0,097 + 0,01 respectivamente
(p>0,05).

Al analizar el area total de la seccion transversa y el
momento de inercia axial, se observo que dichas variables
geométricas fueron significativamente menores en el grupo
ED respecto de las ratas C al final del periodo experimental
(p<0,01) (tabla 2). El area cortical de la seccion transversa
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10 | | | 1
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Tiempo (dias)
—=—C —0—ED
—e—CP35 —o— EDP35
—e—CP7 —o— EDP7
A— CP10.5 —a— EDP10.5
—%—CP 14 —+— EDP 14
Figura 2 Evolucion de la longitud corporal de los anima-

les control (C), control + propranolol 3,5 mg/kg/dia (CP3,5);
control + propranolol 7 mg/kg/dia (CP7); control + pro-
pranolol 10,5 mg/kg/dia (CP10,5); control + propranolol 14
mg/kg/dia; experimentales ED (ED), experimentales ED +
propranolol 3,5 mg/kg/dia (EDP3,5); experimentales ED + pro-
pranolol 7 mg/kg/dia (EDP7); experimentales ED + propranolol
10,5 mg/kg/dia (EDP10,5); experimentales ED + propranolol
14 mg/kg/dia (EDP14) durante el periodo experimental. Valor
promedioz-error estandar de 8 animales por grupo.

Diferencias significativas entre grupos ED respecto de C, con/sin
propranolol (p < 0,05).

de la media diafisis femoral fue significativamente menor en
los ED vs C (p<0,01). No se observaron diferencias signifi-
cativas en el area de la seccion transversa medular entre
grupos (p > 0,05).

En lo que respecta a la calidad intrinseca del material
0seo representada por las variables estrés elastico maximo

Tabla 2 Propiedades estructurales (carga de fractura, carga elastica maxima, rigidez dsea), geométricas (area total de seccion
transversa, area cortical de seccion transversa, area medular de la seccion transversa y momento de inercia) y materiales (estrés
elastico maximo y modulo elastico) del fémur de animales control (C) y experimentales ED a tiempo final (T4)

C ED
Carga de fractura (N) 51,40 + 2,882 25,20 + 3,24
Carga elastica maxima (N) 43,30 + 5,002 17,66 + 1,14°
Rigidez 6sea (N/mm) 123,66 + 10,872 47,31 + 9,80°
Area total de seccion transversa (mm?) 12,81 + 0,762 8,95 + 0,14°
Area cortical de seccion transversa (mm?) 7,07 + 0,442 4,98 + 0,30°
Area medular de seccion transversa (mm?) 4,58 + 0,332 3,99 + 0,112
Momento de inercia (mm*) 7,09 + 0,552 4,49 + 0,26°
Estrés elastico maximo (N/mm?) 27,25 + 2,372 26,13 + 4,312
Mddulo elastico (N/mm?) 506 + 64,42 352,0 + 1572

Valor promedio+error estandar de 8 animales por grupo. Letras diferentes indican diferencias significativas entre grupos (p<0,05).
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Carga de fractura
(W, N)

C CP3.5 CP7 CP10.5 CP14

Carga elastica maxima
(Wy, N)

C CP3.5 CP7 CP10.5 CP14

120

-
o
o

Rigidez 6sea
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g 8

IS
o

n
o

C CP3.5 CP7

CP10.5 CP14

Figura 3 Propiedades estructurales. A: carga de fractura
(Wf), B: carga elastica maxima (Wy) y C: rigidez dsea (Wy/dy),
del fémur de animales control (C), control+ propranolol
3,5mg/kg/dia  (CP3,5); control+propranolol 7mg/kg/dia
(CP7); control +propranolol 10,5mg/kg/dia (CP10,5); con-
trol + propranolol 14mg/kg/dia a tiempo final (T4). Valor
promedio & error estandar de 8 animales por grupo. Letras
diferentes indican diferencias significativas entre grupos
(p<0,05).

y modulo de elasticidad, no hubo diferencias significativas
entre grupos a tiempo final (p>0,05) (tabla 2).

En las figuras 3-5 se muestran las propiedades estructura-
les, geométricas y materiales, respectivamente, del fémur
de animales controles con/sin P. Los resultados del pre-
sente trabajo evidencian que el B-bloqueante, en el régimen
utilizado, no produjo efectos sobre la competencia biome-
canica o6sea en los animales alimentados a libre demanda
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Figura 4 Propiedades geométricas. A: area total de seccion

transversa (CSA), B: area cortical de seccion transversa (A),
C: area medular de seccion transversa (MA) y D: momento
de inercia (Ix), del fémur de animales control (C), control
+ propranolol 3,5 mg/kg/dia (CP3,5); control + proprano-
lol 7 mg/kg/dia (CP7); control + propranolol 10,5 mg/kg/dia
(CP10,5); control + propranolol 14 mg/kg/dia a tiempo final
(T4). Valor promedioz-error estandar de 8 animales por grupo.
Letras diferentes indican diferencias significativas entre grupos
(p < 0,05).
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Figura 5 Propiedades materiales. A: estrés elastico maximo

(oy) y B: modulo elastico (E), del fémur de animales control (C),
control + propranolol 3,5 mg/kg/dia (CP3,5); control + propra-
nolol 7 mg/kg/dia (CP7); control + propranolol 10,5 mg/kg/dia
(CP10,5); control + propranolol 14 mg/kg/dia (CP14) a tiempo
final (T4). Valor promediot-error estandar de 8 animales por
grupo. Letras diferentes indican diferencias significativas entre
grupos (p < 0,05).

tratados con P, entre si ni respecto de los animales controles
no tratados (figs. 3-5).

Al comparar la resistencia 6sea a la fractura relativa al
peso corporal se observo que no hubo diferencias significa-
tivas en Wf/p en ninguno de los grupos control tratados con
P entre si ni respecto de los animales controles no tratados.
En efecto, Wf/p (N/g) de C; CP3,5; CP7; CP10,5 y CP14 fue
de 0,097 +0,01; 0,103 +0,01; 0,096 +0,03; 0,094+0,01 y
de 0,097 + 0,01, respectivamente (p > 0,05).

En las figuras 6-8 se muestran las propiedades estructura-
les, geométricas y materiales, respectivamente, del fémur
de ratas ED tratadas con diferentes dosis de P expresa-
das como porcentaje de incremento de dichas variables
respecto de las correspondientes a las ratas ED no trata-
das. Los animales subalimentados tratados con P en dosis
de 7 y 10,5mg/kg/dia presentaron aumentos significativos
(p <0,05) en las variables representativas de las propiedades
estructurales del hueso entero como la carga de fractura, la
carga elastica maxima limite y la rigidez 6sea con respecto a
las ratas ED no tratadas, con un maximo de incremento con
7 mg/kg/dia (fig. 6). EL P administrado a ratas ED en dosis de
3,5y 14mg/kg/dia no produjo modificaciones significativas
en ninguna de las variables biomecanicas evaluadas (fig. 6).

Al analizar la resistencia désea a la fractura relativa al
peso (Wf/p; N/g) de los animales subalimentados tratados
con P, ésta fue de 0,087 +0,02; 0,176 +0,02; 0,146 +0,01
y de 0,092 +0,02 para EDP3,5; EDP7; EDP10,5 y EDP14,
respectivamente. Wf/p de EDP7 y EDP10,5 fue significa-
tivamente superior respecto de ED (p<0,05). Si bien la
capacidad resistiva a la fractura respecto del peso corpo-
ral de EDP7 fue superior a la de EDP10,5, no se evidenciaron
diferencias significativas entre ambos grupos (p > 0,05). No
se observaron diferencias significativas en Wf/p de los gru-
pos ED; EDP3,5; EDP14 (p > 0,05).

En relacion a las propiedades geométricas oOseas, los
resultados del presente estudio muestran que los anima-
les subalimentados tratados con 7 y 10,5mg/kg/dia de P,
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Figura 6 Propiedades estructurales. A: carga de fractura (Wf), B: carga elastica maxima (Wy) y C: rigidez osea (Wy/dy), del

fémur de animales experimentales ED + propranolol 3,5 mg/kg/dia (EDP3,5); experimentales ED + propranolol 7 mg/kg/dia (EDP7);
experimentales ED + propranolol 10,5 mg/kg/dia (EDP10,5); experimentales ED + propranolol 14 mg/kg/dia (EDP14) expresadas como
porcentaje de incremento de dichas variables respecto de las correspondientes a ED a tiempo final (T4). Letras diferentes indican

diferencias significativas entre grupos, donde ED=a (p <0,05).
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ED = a (p < 0,05).

EDP7 y EDP10,5, respectivamente, presentan aumentos sig-
nificativos en CSA, A e I, respecto a ED (p<0,01) (fig. 7).
No se observan diferencias significativas entre las variables
CSA, A e I, de la media diafisis femoral de EDP7 res-
pecto de EDP10,5. El area medular no se afectd durante
el tratamiento para ninguna de las dosis de P utilizadas
(p>0,05).

El P administrado a ratas ED en dosis de 3,5 y
14mg/kg/dia no produjo modificaciones en CSA, A, MA e
Iy evaluadas (p > 0,05) (fig. 7).

En relacion a la calidad intrinseca del material 6seo, no
hubo diferencias significativas en las variables estrés elas-
tico maximo y moédulo de elasticidad entre los animales
subalimentados tratados con P entre si ni respecto del grupo
ED no tratado (p >0,05) (fig. 8).

Discusion

De acuerdo con los conceptos modernos de la biologia
0sea, los esqueletos constituyen estructuras vivas siem-
pre cambiantes en respuesta a distintos estimulos, entre
ellos, mecanicos, farmacoldgicos, ambientales y nutricio-
nales, siendo este Gltimo de gran incidencia en la calidad
biomecanica 6sea?*®'7. En efecto, es el factor nutricio-
nal uno de los determinantes de la adquisicion de hueso
durante el crecimiento, el pico de masa 6sea alcanzado en la
edad adulta y la magnitud de la pérdida de hueso en
la vejez.

Debido a la relacion existente entre el desarrollo integral
del individuo, el equilibrio salud-enfermedad, la condicion
nutricional y la aptitud biomecanica 6sea, y a la evidencia
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Figura 8 Propiedades materiales. A: estrés elastico maximo

(oy) y B: modulo elastico (E), del fémur de animales
experimentales ED + propranolol 3,5 mg/kg/dia (EDP3,5); expe-
rimentales ED + propranolol 7 mg/kg/dia (EDP7); experimenta-
les ED + propranolol 10,5mg/kg/dia (EDP10,5); experimentales
ED + propranolol 14mg/kg/dia (EDP14) expresadas como por-
centaje de incremento de dichas variables respecto de las
correspondientes a ED a tiempo final (T4). Letras diferentes
indican diferencias significativas entre grupos, donde ED=a
(p<0,05).

de un control B-adrenérgico sobre el hueso, el objetivo del
presente estudio fue determinar en un modelo animal de
retraso del crecimiento, el efecto de diferentes dosis del
B-bloqueante P sobre las variables antropo-morfométricas
y biomecanicas déseas. Se evaluaron las posibles modifica-
ciones de la calidad dsea relativas al uso mecanico a fin
de poder inferir la dosis mas adecuada que permita alcan-
zar la rigidez estructural apropiada como para soportar
la estimulacion mecanica habitual y/o maxima a la que
podrian estar sometidos animales control de igual edad
cronologica.

En el presente estudio la restriccion impuesta fue lo sufi-
cientemente severa como para afectar negativamente el
crecimiento corporal en todos los grupos de animales sub-
alimentados tratados con P como en los ED no tratados. Se
observo un comportamiento similar en el crecimiento del
fémur de los animales desnutridos luego de 4 semanas de
restriccion. Independientemente de la condicion nutricional
y de la dosis de droga administrada, no se evidenciaron dife-
rencias significativas en los parametros mencionados entre
los grupos tratados en relacion a sus respectivos controles,
C y ED, sugiriendo que el farmaco empleado no produciria
efectos per se sobre el peso y la longitud corporal global
y del hueso en particular. Estos resultados concuerdan con

los obtenidos por otros autores que registraron cambios en
la masa 6sea sin modificaciones antropométricas frente a la
administracion del B-bloqueante™®.

En relacion a las propiedades estructurales de la media-
diafisis obtenidas a través del analisis de las graficas
carga/deformacion, los resultados del presente estudio
muestran que éstas se afectaron negativamente luego de
4 semanas de restriccion de alimento en los animales sub-
alimentados en relacion a su respectivo control. En este
sentido puede decirse que en base a los conceptos propues-
tos por Frost relativos al mecanismo de autocontrol de la
calidad mecanica del hueso®®, un desajuste del mecanismo
regulatorio del mecanostato 6seo podria ser el resul-
tado de una disminucion de la estimulacion mecanica del
mismo por disminucion del peso corporal de los animales
ED respecto del grupo control de igual edad cronologica.
Puede decirse, que a menor peso corporal, menor deforma-
cion o6sea, la que seria interpretada por el osteocito como
una sefal de error biomecanico, con incremento de la acti-
vidad osteoclastica, aumento de la resorcion dsea, lo que
determinaria que el mecanostato ajuste la deformacion dsea
al nuevo peso corporal alcanzado por los animales ED. Sin
embargo, cabe senalar que la carga de fractura femoral
relativa al peso corporal no presenté diferencias significa-
tivas entre ED y su respectivo control, lo que sugiere que
la resistencia efectiva del fémur a perder su integridad
como cuerpo Unico se encuentra conservada en los animales
desnutridos.

Asimismo, a igual edad cronoldgica, la relativamente
menor rigidez 6sea de los ED respecto de los animales C
podria ser suficiente como para que la estructura 6sea de
los animales subalimentados soporte una pobre estimulacion
mecanica cotidiana, pero insuficiente como para soportar
los esfuerzos fisiologicos habituales y/o maximos de un indi-
viduo sano y bien nutrido.

Es sabido que las propiedades estructurales del hueso
entero estan determinadas por la naturaleza fisicoquimica
de su matriz calcificada (propiedades materiales focalizadas
en la rigidez del tejido) y por la disposicién arquitectonica
de esa matriz en el espacio (propiedades geométricas foca-
lizadas en la macroarquitectura)®’. Cualquier cambio en las
propiedades estructurales 6seas puede y debe ser explicado
por cambios en las propiedades materiales o en las geomé-
tricas o en ambas.

En congruencia con las propiedades mecanicas analiza-
das, el area total y cortical, asi como el momento de inercia
de la seccion transversa fueron significativamente menores
en los animales ED en comparacion a sus respectivos con-
troles, lo que puede ser el reflejo de una menor masa 6sea
con alteracion de la distribucion espacial de dicha masa en
el modelo animal de ED.

Al analizar el area de la seccion transversa de la media-
diafisis femoral, se observo que el ancho de la pared cortical
fue aproximadamente un 30% menor en los animales ED
respecto de los controles. El mismo se incrementoé signifi-
cativamente frente a la administracion de P en dosis de 7 y
10,5 mg/kg/dia sugiriendo una mayor masa 6sea por aposi-
cion periostica y/o disminucion de la resorcion en presencia
del B-bloqueante en el presente modelo experimental. Simi-
lares resultados se observaron frente a la administracion
de bajas dosis del B-bloqueante, pero por un tiempo mas
prolongado en ratas adultas ovariectomizadas3%4°,
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La ausencia de diferencias significativas en el ancho
medular de la seccion transversa entre ED y C, sugiere que
la menor masa désea observada en los animales subalimen-
tados, podria ser el resultado de una menor formacion 6sea
y/o incremento de la resorcion subperiostica sin variaciones
en la superficie endostica.

Si bien no se observan diferencias significativas en el area
cortical de la seccion transversa ni en el momento de inercia
entre los grupos EDP7 y EDP10,5, dichas variables muestran
una tendencia a ser superior en el primer grupo respecto
del segundo, lo que sugiere un mejor disefio arquitectonico
del material dseo mineralizado en las ratas subalimentadas
tratadas con 7 mg/kg/dia de P.

En relacion a los indicadores de las propiedades mate-
riales del hueso cortical, el modulo elastico (indicador de
la rigidez intrinseca del material 6seo) y el estrés elas-
tico maximo (indicador indirecto de la resistencia del tejido
0seo0), los mismos no fueron afectados ni por la restriccion
de alimento, al igual que lo observado en estudios previos
realizados en nuestro laboratorio?, ni por la administracién
de la droga. La ausencia de diferencias en las propieda-
des materiales en los animales subalimentados tratados con
P sugiere que el incremento de la capacidad resistiva de
la diafisis femoral estaria directamente relacionado con un
incremento de la masa dsea cortical y una mayor eficiencia
del disefo arquitectonico.

La concepcidn actual del esqueleto sostiene que el mismo
estd dinamicamente regulado por las deformaciones pro-
ducidas por el uso muscular regional con el propodsito de
optimizar la eficiencia mecanica del disefo arquitectonico
en funcion de la carga que soportan las regiones Oseas,
representando la contraccion muscular la carga fisiologica
mas importante ejercida sobre el hueso*'~#,

Si bien, como se mencion6 previamente, la capacidad
resistiva dsea de los animales ED relativa al tamafno cor-
poral alcanzado podria ser suficiente para soportar fuerzas
mecanicas diarias de baja intensidad, esta condicion de la
estructura désea no seria la adecuada para soportar la esti-
mulacidon mecanica maxima a la que podrian estar sometidos
animales de igual edad cronologica. El aumento de la capa-
cidad resistiva en los animales EDP7 y EDP10,5 respecto
de los ED sugiere que la aptitud mecanica de los animales
subalimentados tratados con P 7 y 10,5 mg/kg/dia ha sido
optimizada o mejorada para los posibles esfuerzos fisiolo-
gicos maximos, con el consiguiente mantenimiento de una
deformabilidad 6sea alejada del nivel critico que pueda lle-
gar a resultar en una fractura. Sin embargo, al analizar el
efecto de la dosis de P a la cual se alcanzo la mayor capa-
cidad resistiva del fémur, 7 mg/kg/dia durante 4 semanas,
sobre la masa muscular de los animales ED, se observo que
dicha masa relativa al peso corporal no vario respecto de
ED y de C. En efecto, el peso del cuadriceps/peso corporal
(mg/g) de EDP7 vs ED vs C fue de 2,70+0,09 vs 2,63 + 0,06
vs 2,80+0,11, respectivamente (p>0,05). Dichos resulta-
dos sugieren que el P ejerceria un efecto sobre el estado
funcional del mecanostato 6seo, el cual no se llevaria a
cabo a través de una modificacién del entorno mecanico. La
incorporacion modelatoria de hueso en los animales EDP7
podria ser el resultado de una modificacion de la per-
cepcion de la magnitud de la deformacion, del punto de
referencia biomecanico por disminucion del umbral meca-
nico remodelatorio y/o de la respuesta de los efectores

osteoclastos-osteoblastos en el presente modelo de estrés
nutricional.

Si bien Frost caracterizoé el modelado y remodelado 6seos
como dos procesos efectores dinamicos con participacion de
los osteoclastos y osteoblastos en la resorcion y formacion
de hueso®®, en la actualidad a(in existe controversia sobre el
papel de dichos mecanismos en situaciones mecanicas como
en el modo desuso observado en los animales ED. El estudio
del comportamiento de los osteocitos como células meca-
nosensoras 6seas permitiria la comprension del mecanismo
operacional del mecanostato en la adaptacion funcional del
hueso a la carga a soportar por el portante.

Existe evidencia que sugiere que la apoptosis del osteo-
cito es necesaria para que el proceso de resorcion sea
iniciado en situaciones de deformaciones o6seas inferiores
al umbral mecanico remodelatorio®. Si bien se desconoce
el mecanismo por el cual la célula mecanosensora muere en
situacion de desuso mecanico, un inadecuado aporte nutri-
cional, asi como de remocion de los productos metabdlicos
del osteocito, podrian ser la causa, al menos en parte, de la
disminucion de la sobrevida de dicha célula. En este sentido,
podria decirse que el P administrado en dosis de 7 mg/kg/dia
en los animales EDP7 tendria el efecto antiapoptoético mas
adecuado, responsable de la viabilidad del mecanosensor
con el consiguiente incremento de la calidad 6sea en las
ratas ED.

Desde una concepcion farmacodinamica, la menor rigi-
dez estructural observada en los animales EDP10,5 respecto
de EDP7 podria ser el resultado de una eficacia intrinseca
diferencial del P dosis-dependiente relativa a la interac-
cién ligando-receptor-cascada de sefalizacion intracelular
y/0 ala regulacion de receptores B-adrenérgicos. En efecto,
el P podria comportarse como un agonista inverso parcial
cuando es administrado en dosis de 10,5 mg/kg/dia en el
presente régimen utilizado, fenémeno intimamente relacio-
nado con las drogas reconocidas por receptores acoplados a
la proteina G. En efecto, los estudios recientes evidencian
la participacion de numerosos antagonistas 3- adrenérgicos,
incluido el P, los cuales mediante una actividad de agonistas
parciales ejercerian una disminucion de los niveles de AMPc
con incremento de la sefializacion de la MAPKinasa a través
del reclutamiento de B-arrestinas®.

Los resultados del presente estudio evidencian que el P
en dosis de 3,5 mg/Kg/dia no produce modificaciones en la
calidad mecanica del fémur de ratas ED. Dicha respuesta
podria ser la consecuencia de una dosis insuficiente como
para producir un efecto benéfico del P sobre el esqueleto
apendicular. Asimismo, la ausencia de respuesta observada
en los animales EDP14 respecto de EDP7 podria deberse
a que el B-bloqueante empleado administrado en dosis
de 14mg/kg/dia se comportaria como un agonista inverso
total y/o a fendmenos de sensibilizacion de adrenocepto-
res.

Puede concluirse, que el P de 7 mg/kg/dia seria la dosis
mas efectiva en la incorporacion modelatoria de hueso
con incremento de la eficiencia estructural y mecanica del
esqueleto apendicular en el presente modelo animal de
retraso del crecimiento. Dicho efecto podria ser el resul-
tado del mantenimiento de la viabilidad del mecanosensor,
de modificaciones de su sensibilidad a la deformacion, del
punto de referencia biomecanico y/o de la respuesta de los
efectores en las ratas ED.
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