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Efecto de la hormona de crecimiento y del
calcitriol sobre la placa de crecimiento de
ratas urémicas
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RESUMEN

Este estudio analizo la placa de crecimiento de ratas urémicas hipocrecidas tras
administracién de hormona de crecimiento (GH) y/o calcitriol. Se estudiaron cua-
tro grupos: sin tratamiento (U), tratadas con GH (U + GH), con calcitriol (U +
D), con GH y calcitriol (U + GH + D), diariamente durante la segunda semana
de IRC. Estos grupos se compararon con ratas control con dieta ad libitum (C) o
pareada con U (CP). La histomorfometria de la tibia proximal revelo en U una
menor formacién de hueso estimada por el avance del frente 6seo (AFO), alar-
gamiento del cartilago de crecimiento y de su zona hipertrofica, y condrocitos
terminales mas pequenos, en comparacion con los grupos C y CP. El grupo U +
D tendié a normalizar la altura del cartilago de crecimiento, de la zona hiper-
tréfica, y el tamano de los condrocitos terminales. En el grupo U + GH mejoré
el AFO y se normalizo el tamafo condrocitario, pero el cartilago de crecimiento
y la zona hipertréfica permanecieron alargados. El grupo U + GH + D mostro
hallazgos similares al U + GH. Estos hallazgos indican que en la IRC el trata-
miento con GH no normaliza la morfologia de la placa y que el calcitriol facili-
ta la maduracién del condrocito. Cuando se administran conjuntamente, el efec-
to de la GH prevalece.
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EFFECT OF GROWTH HORMONE AND CALCITRIOL IN THE GROWTH
PLATE OF UREMIC RATS

SUMMARY

This study analyzed the modifications induced by growth hormone (GH) and/or
calcitriol treatments in the growth plate of growth retarded uremic rats. Four groups
of 5/6 nephrectomized rats were studied: untreated (U), treated with GH (U +
GH), treated with calcitriol (U + D), treated with GH and calcitriol (U + GH +
D). Treatments were given intraperitoneally during the second week of renal fai-
lure. Uremic groups were compared with sham-operated rats fed ad libitum (C)
or pair-fed with U (CP). In comparison with C and CP, histomorphometric analy-
sis of tibial proximal ends of U group showed decreased bone formation, as es-
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timated by osseous front advance (OFA), elongation of growth cartilage and its
hypertrophic zone, and decreased size of most distal chondrocytes. The U + D
group tended to normalize growth cartilage height, and that of its hypertrophic
zone, as well as the size of chondrocytes. In U + GH group OFA improved and
chondrocyte size became normal, but growth cartilage remained elongated. Si-
milar results were found in the U + GH + D group. These findings indicate that,
in chronic renal insufficiency, the benefitial effect of GH on growth is not asso-
ciated with normalization of growth cartilage morphology and that calcitriol faci-

litates chondrocyte maturation. When given together the effect of GH prevails.

Key words: Chronic renal failure. Growth plate. Growth hormone. Calcitriol.

Histomorphometry.

INTRODUCCION

El hipocrecimiento es una de las manifestaciones
caracteristicas de la insuficiencia renal crénica (IRC)
en la edad pediatrica’. Su patogenia es multifacto-
rial, jugando un papel relevante la resistencia a la
accion de la hormona de crecimiento (GH), la mal-
nutricion, la osteodistrofia renal, la anemia y la aci-
dosis metabdlica?*.

El tratamiento con GH a altas dosis ha demostra-
do que mejora el hipocrecimiento secundario a IRC
tanto en estudios experimentales®® como en la prac-
tica clinica’”. También se ha demostrado en ratas uré-
micas el efecto beneficioso sobre el crecimiento de
la administracion diaria de calcitriol®.

Tal como se ha visto en modelos animales, el hi-
pocrecimiento secundario a IRC se acompana de se-
veras alteraciones de la placa de crecimiento epifi-
saria de los huesos largos®'2. Sin embargo, no se
conoce cudl es el efecto que sobre la placa de cre-
cimiento del sujeto urémico puede tener el trata-
miento con GH o calcitriol, o el de ambos agentes
actuando de forma conjunta.

El presente estudio se planted para caracterizar los
efectos del tratamiento con GH vy calcitriol, admi-
nistrados de forma separada o conjunta, sobre el cre-
cimiento y la estructura y dinamica de la placa de
crecimiento de ratas urémicas hipocrecidas.

MATERIAL Y METODOS

Se utilizaron ratas hembra Sprague-Dawley de 28 a
30 dias de edad y 100 + 5 g de peso al inicio del es-
tudio, procedentes del animalario de la Universidad
de Oviedo. Los animales se mantuvieron en condi-
ciones de luz (ciclos de luz-oscuridad de 12) y tem-
peratura (21 + 2 °C) controladas. Tras 3 dias de acli-
mataciéon al area de experimentacion en jaulas
individuales, los animales fueron sometidos a una ne-
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frectomia 5/6 en dos tiempos?, los dias 0 y 4 del pro-
tocolo, y fueron agrupados en cuatro grupos diferen-
tes: urémico sin tratamiento (U), urémico sometido a
tratamiento con GH (U + GH), urémico tratado con
calcitriol (U + D) y urémico tratado con GH vy calci-
triol (U + GH + D). Los tratamientos se administraron
por via intraperitoneal los dias 11 al 17 del protoco-
lo, a razén de 10 Ul/kg/dia de GH en dos dosis (9 h
y 17 h), y 50 ng/kg/dia de calcitriol en una dosis dia-
ria. Las ratas recibieron pienso (AO4 PANLAB, Barce-
lona) con un 14% de proteinas ad libitum. Los ani-
males urémicos fueron comparados con dos grupos
control sometidos a una operacién simulada (decap-
sulacion renal), uno alimentado ad libitum (C) y otro
con ingesta restringida igualada con el pienso ingeri-
do por el grupo urémico sin tratamiento (CP). El dia
16 de protocolo todos los animales recibieron una
dosis intraperitoneal de calceina (20 mg/kg) y el dia
18 fueron sacrificados. Se obtuvo suero para valorar
la funcion renal mediante la determinacion de la con-
centracion de nitrégeno ureico sérico. Los extremos
proximales de ambas tibias fueron fijados en etanol e
incluidos en metilmetacrilato segtin protocolo descri-
to previamente's. El ritmo de crecimiento longitudi-
nal, expresado como avance del frente 6seo (AFO) en
pm/dia, se valor6 en secciones de 10 pm de grosor
analizando la distancia entre el extremo proximal del
frente de fluorescencia de calceina y el limite distal
del cartilago de crecimiento. La morfologia del carti-
lago de crecimiento se valoré en secciones de 5 pm
de grosor tefiidas con azul alcian y safranina. Image-
nes digitalizadas del cartilago de crecimiento fueron
analizadas con el programa Scion Image® para el cal-
culo de la altura del cartilago de crecimiento (pm) y
de la zona hipertréfica (um) y de la altura (um) y area
de seccion (pm?) de los condrocitos hipertréficos ter-
minales. Se utilizaron muestras de al menos cinco ani-
males por grupo experimental. Los datos obtenidos se
expresan como media + EEM y fueron analizados me-
diante analisis de la varianza (ANOVA) y posterior-
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mente con el test Student-Newman-Keuls para com-
paraciones entre pares de grupos. Una p < 0,05 se
considerd estadisticamente significativa.

RESULTADOS

Los valores numéricos de las distintas variables re-
gistradas quedan recogidos en la tabla I.

Los distintos grupos de ratas urémicas presentaron
valores de nitrégeno ureico similares entre si, sien-
do en todo caso 3 y 4 veces superiores a los en-
contrados en los grupos control (tabla I).

El AFO fue menor en el grupo urémico sin trata-
miento que en cualquiera de los otros grupos del es-
tudio, entre los que no existieron diferencias signi-
ficativas.

La altura del cartilago de crecimiento (fig. 1) fue
mayor en el grupo urémico sin tratamiento y en los
tratados con GH. Diferencias similares se observaron
al analizar la altura de la zona hipertréfica (fig. 1).

El area de seccion de los condrocitos hipertrofi-
cos terminales fue menor en el grupo urémico sin
tratamiento que en el resto de los grupos, entre los
que no se encontraron diferencias significativas. La
altura de los condrocitos terminales sigui6 el patron
de la relacion descrita para el area de seccion.

Discusion

Las cifras de nitrégeno ureico triplicando las de
los controles aseguran segln datos de nuestro
grupo' un hipocrecimiento en los animales del
grupo urémico U, lo que se vio reflejado en un
menor AFO. Ademas el grupo U presentd un carti-
lago de crecimiento alargado y condrocitos termi-
nales mas pequefos en comparacién con el grupo
control. Estas alteraciones no fueron debidas a la
malnutriciéon puesto que el grupo malnutrido (CP)
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Fig. 1.—Representacion grdfica de las alturas (media + EEM) del
cartilago de crecimiento y de la zona hipertréfica de los grupos
estudiados.

presenté hallazgos muy similares al control alimen-
tado ad libitum.

En el grupo tratado con calcitriol (U + D) tendié a
mejorar el crecimiento y las alteraciones del cartilago
encontradas en la uremia. Mehls y cols.’? ya demos-
traron la eficacia del calcitriol diario para mejorar el
crecimiento en ratas urémicas. En nuestro estudio, des-
tacé ademas la normalizacion de la altura del cartila-
go de crecimiento y del tamafo de los condrocitos. El
incremento de la altura del cartilago de crecimiento
fundamentalmente a expensas de la zona hipertréfica,
es una caracteristica descrita tanto en animales uré-
micos como en ratas con raquitismo por déficit de vi-
tamina D. Las alteraciones descritas en el modelo ra-
quitico se normalizan con la administracion de
calcitriol . Cabria pensar que las alteraciones descri-
tas en la uremia son debidas a alteraciones en el me-

Tabla I. Histomorfometria y funcién renal de los grupos analizados. Valores como media + EEM

C Ccp U U + GH U+D U+ GH + D ANOVA
p

Nitrogeno ureico sérico (mg/dl) 11,7+1,2 12,9£0,6  50,2+4,3®  46,8+2,7%*  45,0+3,8% 51,4+3,6™ 0,000
Avance del frente 6seo (p/dia) 143 12 108+10 60+132bdel 132417 99+6 1068 0,000
Altura del cartilago de crecimiento (p) 359144 35118 571437 657+55 447254 682+57 0,000
Altura de la zona hipertréfica (p) 160+7°f 157+7¢df 348+31 360+20 202+20 325+35 0,000
Area de condrocitos terminales (u?) 477+23 465 +32 360+23%del 54020 528+15 588+35 0,000
Altura de condrocitos terminales (p) 21+0,8 20+1,0 15,61, 630def 22+0,9 22+0,4 23+1,2 0,000

p < 0,005 indica diferencias estadisticamente significativas. *: diferente del grupo C; ": diferente del grupo CP; <: diferente del grupo U; ¢ diferente del
grupo U + GH; ¢ diferente del grupo U + D; " diferente del grupo U + GH + D.

25



B. AMIL y cols.

tabolismo de la vitamina D. Sin embargo, en el mo-
delo raquitico los condrocitos terminales son de gran
volumen'®, al contrario que en la uremia, donde son
mas pequeiios tal como se ha descrito en este estudio
y en estudios previos'?. Cabria pensar que en el mo-
delo raquitico hay un defecto primario de la minera-
lizacién de la matriz que dificulta y enlentece la for-
macion de hueso nuevo, con el consiguiente actimulo
de condrocitos en el lado cartilaginoso de la placa. En
el modelo urémico, la alteraciéon del tamano de los
condrocitos terminales apunta hacia una alteracién del
normal proceso de maduracion de los condrocitos
que, a su vez, dificultaria la sustitucion de cartilago
por hueso. Se constata que la administracion de cal-
citriol es capaz de revertir tanto las alteraciones des-
critas en el modelo de raquitismo carencial, como las
que se encuentran en la uremia.

Por otra parte, ya fue comentado que la resistencia
a la accion de la GH parece tener un papel de mayor
relevancia que el déficit de calcitriol en el hipocreci-
miento asociado al FRC. El aumento del AFO en las
ratas urémicas tratadas con GH es mas patente que
tras el tratamiento con calcitriol, aunque en este es-
tudio la diferencia no alcance el grado de significa-
cion estadistica, tal vez por el reducido tamano de
muestra. La GH no normalizé la altura del cartilago
de crecimiento, sino que la aumenté ain mas como
ya ha sido expuesto por otros autores®'°. Es de notar
que el tratamiento con GH normalizé el tamano de
los condrocitos hipertréficos, lo que indica una ac-
cion favorable sobre la maduracion condrocitaria. Al
recibir tratamiento combinado (U + GH + D) persis-
ti6 la tendencia a la mejoria del crecimiento y del ta-
mafio condrocitario. Sin embargo, el efecto del cal-
citriol no se vio reflejado en un acortamiento del
cartilago de crecimiento prevaleciendo asi los hallaz-
gos del grupo tratado con GH.

Asi pues se ha observado que en la uremia, la GH
promueve la formacion 6sea aunque mantiene el
cartilago de crecimiento alargado. Aunque el calci-
triol como Unico tratamiento tiende a normalizar la
altura del cartilago de crecimiento y el tamano de
los condrocitos, con discreta mejora del AFO, el tra-
tamiento combinado con la GH no se acompana de
un acortamiento del cartilago de crecimiento. Los
hallazgos obtenidos apuntan hacia un probable efec-
to del calcitriol a dosis baja en la maduraciéon de
los condrocitos en la placa de crecimiento urémica
sin afectar al efecto proliferativo a la GH.
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