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Importancia del tiempo de insuficiencia
estrogénica en la eficacia de la respuesta
ósea a la terapia hormonal en la
insuficiencia renal crónica experimental
A. Rodríguez Rodríguez, M. Naves Díaz, C. Díaz Corte, A. González Carcedo, T. Fernández Coto1 y J. B.
Cannata Andía 
Servicio de Metabolismo Óseo y Mineral. Instituto Reina Sofía. 1Servicio de Bioquímica. Hospital Universitario Central de Asturias.
Universidad de Oviedo. Oviedo.

RESUMEN

Objetivos: El objetivo de este trabajo fue evaluar, en un modelo animal con in-
suficiencia renal crónica, la repercusión sobre el metabolismo óseo de diferentes
períodos de insuficiencia estrogénica, y la eficacia de su reemplazo con 17β-es-
tradiol-solo o combinado con calcitriol. Como objetivo secundario se estableció
valorar la eficacia de la densitometría ósea para predecir cambios en masa ósea
por comparación con la histomorfometría.

Material y métodos: se utilizaron ratas Sprague-Dawley hembras con insufi-
ciencia renal crónica y ovariectomía, que fueron divididas en dos fases de acuer-
do con el período de insuficiencia estrogénica al que se sometió a los anima-
les, cuatro semanas (insuficiencia estrogénica larga) y una semana (insuficiencia
estrogénica corta). En ambas fases, los animales se dividieron en cuatro grupos
de tratamiento a los que se les administró placebo (aceite de maíz), 17β-estra-
diol, calcitriol o ambos tratamientos combinados. Como grupo control, se uti-
lizó un grupo de animales con insuficiencia renal crónica y función ovárica nor-
mal.

Resultados: Este modelo destaca la importancia del período de insuficiencia es-
trogénica en una posible eficacia del tratamiento. Cuatro semanas de insuficien-
cia estrogénica conlleva una pérdida de casi todo el entramado trabecular, y una
menor posibilidad de recuperación. Por el contrario, tras una semana de insufi-
ciencia estrogénica, si se observó recuperación tras el tratamiento. La utilización
de la densitometría ósea permitió predecir los cambios de masa ósea observados
en el análisis histomorfométrico.
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INTRODUCCIÓN

La terapia estrogénica sustitutiva previene la pér-
dida de masa ósea y las fracturas osteoporóticas en
mujeres postmenopáusicas1. Todavía existen dudas
acerca del papel de la deficiencia estrogénica en
la evolución de la enfermedad ósea en la insufi-
ciencia renal crónica (IRC)2. Las pacientes con IRC
en hemodiálisis pueden desarrollar el mismo tipo
de alteraciones óseas que las observadas en la os-
teoporosis postmenopáusica3. Como consecuencia
de los efectos aditivos de la deficiencia estrogéni-
ca, insuficiencia renal y hemodiálisis crónica, el
riesgo de sufrir osteoporosis de una mujer postme-
nopáusica en diálisis puede ser muy superior al de
una mujer postmenopáusica con función renal nor-
mal2. El modesto incremento de masa ósea obser-
vado tras la terapia hormonal sustitutiva hace que

su eficacia sea superior como prevención que
como tratamiento4. 

Si bien existen trabajos clínicos que demuestran
las peculiaridades de un comienzo precoz y/o tar-
dío del reemplazo hormonal, esos aspectos no han
sido específicamente evaluados en un modelo ani-
mal en el que se puedan ajustar con mayor preci-
sión el tiempo de insuficiencia y de reemplazo es-
trogénico.

El objetivo de este trabajo fue evaluar en un
modelo experimental, la influencia que tiene el
tiempo de mantenimiento de la insuficiencia es-
trogénica en la respuesta al tratamiento con 17β-
estradiol, solo o combinado con calcitriol. Como
objetivo secundario se estableció valorar la efica-
cia de la densitometría ósea para predecir cam-
bios en masa ósea por comparación con la histo-
morfometría ósea.
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IMPORTANCE OF THE ESTROGEN DEPRIVATION PERIOD IN THE
EFFECTIVENESS OF THE HORMONAL REPLACEMENT THERAPY IN THE

EXPERIMENTAL CHRONIC RENAL FAILURE

SUMMARY

Bone disease develops relatively early in the development of CRF. The aim of
this study was to evaluate the repercussion of estrogen insufficiency and the
effectiveness of hormonal replacement therapy, after different periods of estrogen
deprivation, on bone metabolism in an animal model with chronic renal failure
and ovariectomy. A secondary purpose was to evaluate the effectiveness of bone
densitometry for predicting changes in bone mass for comparison with bone his-
tomorphometry.

We used Sprague-Dawley rats with chronic renal failure and ovariectomy per-
formed at the same time. Animals were divided into two phases according to the
period of estrogen insufficiency, 4 weeks in the long estrogen insufficiency period
and 1 week in the short estrogen insufficiency period. In both phases, the ani-
mals were divided into four treatment groups receiving placebo (corn oil), 17β-
estradiol (15 µg/kg body weight/day), calcitriol (10 ng/kg body weight/day) or the
combined treatment with estradiol and calcitriol. In both phases, a group of ani-
mals with chronic renal failure (normal ovaric function) was used as a control
group. The period of treatment was 8 weeks. After this period the animals were
sacrificed.

This model emphasizes the importance of the period of estrogen insufficiency
in the efficiency of the treatment. Four weeks of estrogen insufficiency resulted in
an significant loss of trabecular bone, and less possibility of recovery. After one
week of estrogen deprivation a response to the treatment was observed. The uti-
lization of bone densitometry allowed to reproduce changes in bone mass obser-
ved afterwards by histomorphometric analysis. 

Key words: Estradiol. Calcitriol. Densitometry. Histomorphometry.



MATERIAL Y MÉTODOS

Diseño experimental

Se utilizaron 76 ratas Sprague-Dawley hembras,
de entre 3-6 meses de edad, que habían alcanzado
su pico de masa ósea5. A todas ellas, se les sumi-
nistró comida y bebida «ad libitum». Como alimen-
to se suministró una dieta estándar (Dieta A04, Pan-
lab) que contenía 0,6% de calcio, 0,6% de fósforo
y 1.500 UI/kg de vitamina D3.

Tras una semana de aclimatación en el animala-
rio, los animales se dividieron en dos grupos: a un
grupo se le indujo sólo IRC utilizando la técnica des-
crita por Ormrod y Miller (nefrectomía 7/8)6, a otro
grupo, además de la IRC se le realizó una ovariec-
tomía bilateral (OVX)7 en el mismo acto quirúrgico. 

El grupo con IRC+OVX se dividió a su vez en dos
fases diferenciadas por el período de insuficiencia
estrogénica al que se sometió a los animales, sien-
do de 4 semanas en la fase de insuficiencia estro-
génica larga y de 1 semana en la fase de insufi-
ciencia estrogénica corta. Tras estos dos diferentes
períodos de insuficiencia estrogénica, los animales
de ambas fases se dividieron en 4 grupos de trata-
miento:

Grupo 1: Recibió excipiente (aceite de maíz) a
dosis de 0,8 ml/kg peso/día (placebo).

Grupo 2: Recibió 17β-estradiol (Sigma Chemical
Co., St Louis, MO, USA). El compuesto activo se di-
solvió en una pequeña cantidad de etanol y poste-
riormente se ajustó el volumen con el excipiente
hasta una dosis de 15 µg/kg peso/día (E2).

Grupo 3: Recibió calcitriol [1α,25(OH)2D3] (Sigma
Chemical Co., St Louis, MO, USA). El compuesto ac-
tivo se disolvió en una pequeña cantidad de etanol
y posteriormente se ajustó el volumen con aceite de
maíz hasta una dosis de 10 ng/kg peso/día.

Grupo 4: Recibió tratamiento combinado de
E2+calcitriol a la misma dosis que los grupos 2 y 3.
Todos los tratamientos se administraron mediante in-
yección intraperitoneal, 5 días por semana durante
8 semanas. Tras este período se procedió al sacrifi-
cio de los animales. El grupo al que sólo se le
indujo IRC (función ovárica normal) fue utilizado
como grupo control. 

Estudios complementarios

Análisis bioquímico

En el momento del sacrificio se extrajo sangre y se
cuantificaron en suero creatinina, urea, calcio, fósfo-
ro, fosfatasa alcalina, parathormona (PTH) y proteínas

totales, utilizando un autoanalizador multicanal (Hi-
tachi 717, Boehringer Mannheim, Alemania). La PTH
se midió utilizando un kit específico de rata, IRMA
Rat PTH (Inmunotopics, California, USA). 

Densitometría Ósea

La densidad mineral ósea (DMO, g/cm2) se midió
en tibia a tres niveles: octavo proximal, octavo dis-
tal, y tibia total, con un densitómetro radiológico di-
gital de doble energía (DXA) (Hologic QDR-1000),
usando software específico para animales de pe-
queño tamaño8. 

Histomorfometría Ósea

Tras el análisis de DMO, la tibia derecha se inclu-
yó en metilmetracrilato. Se obtuvieron secciones de
5 µm del centro de cada muestra con microtomo
Polycut (Reichert-Jung), que fueron teñidas con azul
de toluidina al 0,1%, pH = 6.4. Las mediciones se
realizaron con microscopio óptico Polyvar (Reichert-
Jung) acoplado a una cámara de vídeo digital (Leica
Microsystems Mod. Dc-100) conectada a un sistema
de análisis de imágenes (Leica Q500IW), software
(Leica QWIN standard v.2.3, Leica microsystems). Se
hizo lectura ciega de los 6 parámetros histomorfo-
métricos medidos. De ellos, en este trabajo sólo se
muestran el volumen trabecular (BV/TV) y la superfi-
cie trabecular (BS/TV) totales9.

Análisis estadístico

El análisis estadístico se realizó utilizando el pa-
quete informático SPSS 8.0 para Windows, y la prue-
ba de Mann-Whitney como test no paramétrico. Los
resultados se expresaron como media ± desviación
estándar. Las diferencias se consideraron significati-
vas con p < 0,05.

RESULTADOS

Análisis bioquímico

El análisis de los diferentes parámetros bioquími-
cos se muestra en la tabla I. En ambas fases, en el
momento del sacrificio, todos los grupos con IRC te-
nían niveles de urea y creatinina séricas similares
entre sí y significativamente superiores a animales
de la misma edad con función renal normal (Fase
insuficiencia estrogénica larga: Urea: 61,7 ± 12,2 vs
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38 ± 10 md/dl en el grupo normal; Creatinina: 1,05
± 0,16 vs 0,8 ± 0,1 mg/dl en el grupo normal. Fase
insuficiencia estrogénica corta: Urea: 70,8 ± 9,3 vs
31 ± 5 mg/dl en el grupo normal; Creatinina: 1,06
± 0,01 vs 0,6 ± 0,0 mg/dl en el grupo normal).

Tanto después de la insuficiencia estrogénica corta
como larga, los grupos tratados con calcitriol, o con
el tratamiento combinado E2 + Calcitriol, presenta-
ron niveles de calcio sérico significativamente supe-
riores a los observados en el resto de los grupos. Los
niveles de PTH en estos dos grupos fueron inferio-
res a los observados en el resto, si bien las diferen-
cias sólo fueron significativas tras la fase de insufi-
ciencia estrogénica corta. 

DMO

En la fase de insuficiencia estrogénica larga (4 se-
manas) ninguno de los tratamientos ensayados fue
capaz de recuperar las pérdidas óseas ocasionadas
por la OVX, si bien en los grupos tratados con cal-
citriol o con E2 + calcitriol se observaron recupera-
ciones parciales (fig 1a). 

En la fase de insuficiencia estrogénica corta (1 se-
mana), los grupos tratados con calcitriol o con
E2+calcitriol alcanzaron una DMO similar a la ob-
servada en el control con función ovárica normal.
Cuando sólo se utilizó E2 no se observó recupera-
ción de masa ósea (fig. 1b). 

Histomorfometría Ósea

En la fase de insuficiencia estrogénica larga (4 se-
manas), a pesar de 8 semanas de tratamiento, no se
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Tabla I. Análisis de diferentes parámetros bioquímicos en suero al final del estudio en los distintos grupos
de tratamiento. Los datos se expresan como media ± desviación estándar

Grupos Peso final Creatinina Urea P PTH
tratamiento (g) (mg/dl) (mg/dl) Ca (mg/dl) (mg/dl) (pg/ml)

IRC (n = 9) 290 ± 36 1,0 ± 0,1 62 ± 16 10,9 ± 0,5 5,7 ± 1,1 70 ± 16
Insuficiencia Placebo (n = 8) 325 ± 27a 1,0 ± 0,1 62 ± 14 10,8 ± 0,2 6,4 ± 1,0 58 ± 13
estrogénica E2 (n = 9) 302 ± 32 1,0 ± 0,1 63 ± 8 10,9 ± 0,4 5,6 ± 1,1 64 ± 37
larga Calcitriol (n = 9) 338 ± 30ace 1,1 ± 0,2 60 ± 10 11,8 ± 0,5abc 6,7 ± 1,3c 54 ± 19

E2 + calcitriol (n = 9) 305 ± 24 1,1 ± 0,2 62 ± 14 12,2 ± 0,5abc 6,7 ± 0,6c 47 ± 14a

IRC (n = 4) 321 ± 24 1,0 ± 0,1 70 ± 11 12,2 ± 0,3 4,8 ± 0,6 12 ± 2
Insuficiencia Placebo (n = 7) 355 ± 34ce 1,0 ± 0,1 68 ± 3 11,8 ± 0,3 5,7 ± 0,9 19 ± 7
estrogénica E2 (n = 8) 313 ± 19 1,1 ± 0,1 72 ± 14 11,7 ± 0,3 4,7 ± 0,6b 17 ± 9
corta Calcitriol (n = 7) 350 ± 56 1,1 ± 0,1 67 ± 5 13,0 ± 1,1abc 5,6 ± 0,9c 4 ± 1abc

E2 + calcitriol (n = 6) 320 ± 12 1,1 ± 0,1 75 ± 9 12,6 ± 0,3abc 5,3 ± 0,8 4 ± 1abc

Los datos se expresan como media ± desviación estándar. a,b,c,d,ep < 0,05 con respecto a los grupos IRC, placebo, E2, calcitriol y E2 + calcitriol respec-
tivamente.

Fig. 1.—DMO en tibia proximal en: A) fase insuficiencia estro-
génica larga, y B) fase insuficiencia estrogénica corta. Los datos
se expresan como media ± desviación estándar. a,b,cp < 0,05 con
respecto a los grupos IRC, placebo y E2 respectivamente.
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observó ninguna recuperación, siendo el volumen
(BV/TV) y la superficie trabecular (BS/TV) similares
a las observadas en el placebo (tabla II).

En la fase de insufiencia estrogénica corta (1 se-
mana), los animales tratados solo con E2, no recu-
peraron el hueso trabecular. Por el contrario, aque-
llos que recibieron calcitriol, ya sea solo o asociado
a E2, fueron capaces de revertir las pérdidas de vo-
lumen y superficie trabecular provocados por la in-
suficiencia estrogénica, alcanzando a las 8 semanas
de tratamiento valores similares al grupo control con
IRC (tabla II). 

DISCUSIÓN

Actualmente, la terapia hormonal sustitutiva se ini-
cia tanto inmediatamente después de la menopáusia,
como en años posteriores, habiéndose descrito en
ambos casos efectos beneficiosos de esta terapia sobre
el hueso. Este modelo destaca la importancia que
tiene el período de deprivación estrogénica en una
posible eficacia del tratamiento. En nuestro modelo
animal se pone de manifiesto que cuatro semanas de
deprivación estrogénica, que equivalen a 3 años en
una mujer5, conllevan una pérdida de hueso trabe-
cular demasiado importante, con pérdidas de casi
todo el entramado trabecular, hecho que imposibilita
que los antiresortivos puedan revertir la pérdida de
hueso trabecular acontecida tras la deprivación es-
trogénica, solo demostrada con agentes neoformado-
res de hueso como son el aluminio y la PTH8, 10.

El análisis de los marcadores bioquímicos demos-
tró la presencia de IRC, con niveles séricos de urea
y creatinina significativamente superiores a los obser-
vados en ratas con función renal normal. En nuestro
estudio los estrógenos no parecieron ejercer ningún
efecto regulador sobre los niveles séricos de calcio o
PTH, aunque existen trabajos que demuestran un po-
sible efecto regulador de esta hormona sobre el cal-
cio o la PTH11. Sin embargo, en ambas fases, los gru-

pos tratados con calcitriol (solo o con E2) presentaron
unos niveles de calcio sérico superiores y niveles de
PTH inferiores al resto de los grupos12, si bien las di-
ferencias en PTH sólo fueron significativas tras la fase
de insuficiencia estrogénica corta. El efecto del calci-
triol podría ser debido a una acción directa sobre la
glándula paratiroides, o bien a un incremento en la
absorción intestinal de calcio12, 13. 

Para evaluar la eficacia de los tratamientos hemos
utilizado dos técnicas muy diferentes, la densitome-
tría como técnica no invasiva, pero sensible para
medir cambios en masa ósea provocados por hor-
monas como los estrógenos y el calcitriol y la his-
tomorfometría, como técnica invasiva, más precisa
y específica, que permite evaluar por separado cam-
bios trabeculares y corticales en el hueso. Esta últi-
ma esta considerada el patrón de oro en estudios
de metabolismo óseo. La histomorfometría tiene un
mayor poder de resolución que la densitometría y
permite la cuantificación tanto de parámetros óseos
estáticos como dinámicos. La densitometría presen-
ta importantes ventajas prácticas puesto que, ade-
más de ser una técnica no invasiva, permite la cuan-
tificación esquelética longitudinal in vivo1.

Existen pocos estudios que analicen correlaciones
entre ambas técnicas en ratas14. En nuestro estudio
se observó que en ambas fases la DMO en tibia pro-
ximal mostró una buena correlación con los pará-
metros histomorfométricos (Fase I: r = 0,658; fase II:
r = 0,870; p < 0,0001). Este hecho pone de mani-
fiesto la utilidad de la densitometría, puesto que aun-
que no permite precisar los cambios en la microar-
quitectura ósea permite predecir los cambios óseos.

Ambos análisis se llevaron a cabo en tibia proxi-
mal, segmento de alto contenido trabecular donde
pueden observarse rápidamente las pérdidas óseas,
dado que éstas son precozmente mayores que
las pérdidas corticales5. A nivel densitométrico, en
ambas fases se observaron importantes pérdidas
óseas en el grupo placebo inducidas como conse-
cuencia de la deprivación estrogénica.
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Tabla II. Análisis histomorfométrico de volumen (BV/TV) y superficie trabecular (BS/TV) a nivel de tibia pro-
ximal en las dos fases del estudio y en los distintos grupos de tratamiento. 

Insuficiencia BV/TV BS/TV Insuficiencia BV/TV BS/TV
estrogénica larga (%) (mm2/mm3) estrogénica corta (%) (mm2/mm3)

IRC (n = 9) 25,8 ± 4,0 19,2 ± 2,0 IRC (n = 4) 27,2 ± 1,2 19,0 ± 5,0
Placebo (n = 8) 10,3 ± 1,2a 8,2 ± 1,3a Placebo (n = 7) 15,4 ± 5,5a 12,1 ± 3,8a

E2 (n = 9) 14,1 ± 1,6a 10,3 ± 3,0a E2 (n = 8) 16,5 ± 8,3a 13,0 ± 2,5a

Calcitriol (n = 9) 15,5 ± 4,61 b 12,2 ± 3,6a, b Calcitriol (n = 7) 29,7 ± 8,3b, c 20,1 ± 2,7b, c

E2 + calcitriol (n = 9) 12,3 ± 6a 9,7 ± 3,9a E2 + calcitriol (n = 6) 24,5 ± 6,1b,c 19,0 ± 2,6b,c

Los datos se expresan como media ± desviación estándar. a,b,c, p < 0,05 con respecto a los grupos IRC, placebo y E2 respectivamente.



En la fase de insuficiencia estrogénica larga (4 se-
manas) ninguno de los tratamientos ensayados fue
capaz de recuperar los niveles óseos observados en
el grupo control. En la fase de insuficiencia estro-
génica corta (1 semana), el tratamiento único con
E2, a la dosis ensayada, no resultó eficaz. El trata-
miento combinado con E2 + calcitriol permitió re-
cuperar la DMO, presentando niveles similares a los
observados en el grupo control, si bien esta DMO
fue similar a la observada en el grupo tratado sólo
con calcitriol, no observándose por tanto efecto del
E2 a este nivel.

Como se comentó anteriormente, la DMO en
tibia proximal mostró una buena correlación con
la histomorfometría. Así a nivel histomorfométrico,
también se puso de manifiesto que en la fase de
insuficiencia estrogénica larga ninguno de los tra-
tamientos ensayados fue capaz de alcanzar valores
de volumen o superficie trabecular del grupo con-
trol. En la fase de insuficiencia estrogénica corta,
el tratamiento combinado con E2 + calcitriol per-
mitió recuperar los valores de volumen y superfi-
cie trabecular observados en el grupo control, po-
siblemente debido fundamentalmente al efecto del
calcitriol.

En nuestro modelo animal con IRC + OVX era es-
perable que la terapia combinada con E2 + calcitriol
fuera la más eficaz, debido a un posible efecto si-
nérgico o aditivo de ambos tratamientos. El E2 ade-
más de tener un efecto nefroprotector15, previene la
pérdida de masa ósea en estados de deficiencia es-
trogénica con función renal normal1. Por otro lado,
el tratamiento con calcitriol contribuye a frenar las
lesiones óseas ocasionadas por la insuficiencia renal
crónica16. Sin embargo, en nuestro estudio, el trata-
miento estrogénico a dosis de 15 µg/kg/día no re-
sultó eficaz, ni al administrarlo como tratamiento
único ni combinado con calcitriol.

Posteriormente, en nuestro laboratorio se han lle-
vado a cabo estudios ensayando en este mismo mo-
delo dosis mayores de E2 (45 µg/kg/día), administra-
da tanto como tratamiento único como combinado
con calcitriol, y en este caso si hemos observado un
efecto beneficioso del tratamiento estrogénico sobre
el metabolismo óseo, así como una mayor eficacia
de la terapia combinada E2 + calcitriol frente al tra-
tamiento único con E2

17. Es importante destacar que
ambas dosis (tanto 15 como 45 µg/kg/día) se en-
cuentran dentro del rango de dosis utilizadas en pa-
cientes en tratamiento hormonal sustitutivo18, 19.

De acuerdo con estos resultados, el tratamiento
estrogénico administrado de forma tardía (tras 4 se-
manas de insuficiencia estrogénica), no resultó efi-
caz para revertir la pérdida de hueso trabecular en
un modelo animal con IRC. Por el contrario, tras

solo 1 semana de insuficiencia estrogénica el trata-
miento si fue capaz de revertir estas pérdidas. Estos
resultados resaltan la importancia de instaurar el tra-
tamiento estrogénico en estados tempranos de insu-
ficiencia estrogénica, dado que este tratamiento
parece actuar fundamentalmente previniendo las
pérdidas óseas y tiene mayor capacidad de recupe-
rar el hueso trabecular perdido como consecuencia de
la insuficiencia renal y ovárica. En la valoración
de estas pérdidas óseas la densitometría fue útil dado
que permitió predecir los cambios en masa ósea ob-
servados posteriormente en el análisis histomorfo-
métrico.
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