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Resumen

Brem, J.J.; Trulls, H.E.; Lanari Zubiaur, A.E.; Picot, J.A.; Brem, J.C.; Ortiz de Rus,
M.L.: Evaluacion densitométrica del tratamiento con hormonas sustitutivas y alendro-
nato en la osteoporosis experimental en ratas. Rev. vet. 18: 2, 78—83, 2007. El tratamiento
de la osteoporosis (OP) es preventivo pues solo se dispone de farmacos antirresortivos, tales
como los bifosfonatos, careciéndose de verdaderas drogas osteoformadoras. Las medidas
preventivas estan dirigidas a alcanzar mayor masa d6sea durante el crecimiento, evitar pér-
didas en OP ya establecidas y disminuir el riesgo de fracturas cuando la masa 6sea esté dis-
minuida. El alendronato, como otros bisfosfonatos, inhibe la actividad de osteoclastos y por
ende la resorcion 6sea. Como los estrogenos y progesterona son importantes para mantener
el hueso, se los prescribe como terapia de reemplazo hormonal en mujeres posmenopausi-
cas. Se realizaron ensayos de 8 meses de duracion con 48 ratas hembras cepa Wistar, de 4
meses de edad, conformandose un lote ovariectomizado (OV, n= 36) y otro testigo (n=12)
con cirugia simulada (maniobra quirurgica sin ovariectomia). A los 3 meses, los OV fueron
separados en 3 lotes de 12 ratas cada uno (OV sin tratamiento, OV tratados con alendronato
y OV con hormonas). El objetivo fue evaluar la terapia con alendronato (en dosis semanales
de 0,27 mg/animal, durante 5 meses, via oral) en forma comparativa a la de estrogeno-pro-
gesterona (durante 5 meses via SC en dosis mensuales de 250 ug de benzoato de estradiol
y 6,25 mg de caproato de hidroxiprogesterona). Las evaluaciones de concentracion mineral
osea (CMO) y densidad mineral 6sea (DMO) se efectuaron por densitometria dual de rayos
X (DXA), realizada mediante un software especial para pequefios animales. El tratamiento
hormonal produjo efectos benéficos significativos en DMO y CMO de las regiones espinal
lumbosacra (p<0,001) y coxofemoral (p<0,0001) respecto a OV sin tratamiento. El alendro-
nato solo obtuvo diferencias significativas en CMO de region coxofemoral. Se concluye que
en el modelo experimental de OP, la respuesta al tratamiento con estrogeno-progesterona fue
mas eficiente que la obtenida con alendronato, al lograr mantener DMO y CMO similares a
las de los testigos.

Palabras clave: rata, castracion, osteoporosis, alendronato, hormonoterapia, densitometria,
concentracion mineral.

Abstract

Brem, J.J.; Trulls, H.E.; Lanari Zubiaur, A.E.; Picot, J.A.; Brem, J.C.; Ortiz de Rus,
M.L.: Densitometric evaluation of treatments with substitutive hormones and alendro-
nate in the rat experimental osteoporosis. Rev. vet. 18: 2, 78—83, 2007. Treatment of os-
teoporosis (OP) is only of a preventive kind. No real tissue-forming drugs exist, and only
antiresorptive agents are available (biphosphonates). Prevention of OP consists in: reach an
important bone mass during growth, avoid lacks in OP, and decrease the risk of fractures in
subjects with an important decrease of osseous mass. Alendronate inhibits the activity of os-
teoclasts, and therefore osseous resorption. Because estrogens and progesterone are impor-
tant to maintain bone structure, they are prescribed as replacement therapy in menopausic
woman. Assays with 48 female Wistar rats, 4 months-old, were carried out for 8 months. Rats
were grouped in two lots: ovariectomized (OV, n=36) and controls (n= 12), with a simulated
surgery (surgical procedure without ovariectomy). After 3 months, OV group was divided
into 3 lots, 12 rats each (OV without treatment, OV treated with alendronate and OV treated
with hormones). Purpose of this work was to evaluate an alendronate therapy (oral doses of
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0.27 mg/animal/week, during 5 months), in contrast to an estrogens-progesterone treatment
(5 months, 250 ug SC estradiol benzoate and 6.25 mg hydroxyprogesterone caproate), and to
evaluate bone mineral concentration (BMC) and bone mineral density (BMD) by X-rays dual
densitometry (DXA). From the studied corporal regions, significant effects of hormones in
BMC and BMD of lumbosacra spine region (p<0,001) and coxofemorale region (p<0,0001),
were observed. Regarding OV without treatment, therapy with alendronate presented a BMC
with significant differences but only in the coxofemorale region. It is concluded that in the
experimental model of OP, response to treatment with estrogens and progesterone was more
efficient compared to alendronate, considering the capacity to maintain BMC and BMD

similar to controls.

Key words: rat, castration, osteoporosis, alendronate, hormonotherapy, densitometry, mine-

ral concentration.

INTRODUCCION

La osteoporosis (OP) es un desorden esquelético
caracterizado por disminucion de la masa y resisten-
cia 6sea por deterioro de su microarquitectura, incre-
mentandose asi el riesgo de fracturas frente a cargas de
baja intensidad. Sin un adecuado tratamiento y medi-
das preventivas, la OP progresa de manera silenciosa y
casi siempre indolora hasta la fractura de algin hueso,
especialmente cadera, columna vertebral y mufiecas,
provocando un menoscabo de la calidad de vida y pér-
dida de independencia personal del individuo 2. En las
mujeres la OP es de tipo [ y esta relacionada a factores
hormonales, desarrollando la enfermedad con una fre-
cuencia cuatro veces mas alta que los hombres; en éstos
se la considera como una OP de tipo II por factores
relacionados a la edad. Es importante destacar que el
hueso es un tejido con actividad dinamica de forma-
cion colagena y posterior mineralizacion; en su desa-
rrollo y mantenimiento estan involucrados procesos
muy complejos que incluyen crecimiento endocondral,
modelacion y remodelacion *'*. El hueso es un tejido
vivo con crecimiento y modificaciones permanentes,
que se renueva a través de un proceso de remocion del
material viejo por una continua actividad osteoclastica
y reemplazo por hueso nuevo por accion osteoblasti-
ca. En etapas tempranas de la vida se forma mas hueso
del que es removido, alcanzandose la mayor densidad
y resistencia 6sea en la adolescencia, luego viene una
etapa de estabilidad, a partir de la cual el hueso viejo se
remueve con una velocidad mayor que con la que puede
ser reemplazado, conduciendo a una pérdida de la den-
sidad 6sea por disminucion del contenido mineral 2.

Considerando la fisiopatologia de la OP, y en es-
pecial la posmenospausica, el hecho mas relevante es
que el déficit hormonal provoca un incremento en la
pérdida de hueso, ya que los ovarios producen menos
estrogenos y progesterona. Los efectos de la deficien-
cia estrogénica son complejos, destacandose los que
suceden a nivel del remodelado 6seo ya que aparece un
aumento de la frecuencia de activacion de sitios nue-
vos de remodelacion en el hueso esponjoso y cortical
30 Los estrogenos tienen un papel muy importante en

el mantenimiento de densidad de los huesos y su falta
hace que su pérdida se vuelva excesiva. En términos
generales, una vez que el hueso se ha perdido es difi-
cil que pueda ser reemplazado y consecuentemente se
hace cada vez mas fragil y susceptible de romperse.

El alendronato, como otros bisfosfonatos, inhibe
la actividad de los osteoclastos y la resorcion 6sea. Al
unirse a las sales de calcio, el alendronato bloquea la
transformacion de fosfato calcico a hidroxiapatita vy,
por lo tanto, inhibe la formacion, agregacion y disolu-
cion de estos cristales en el hueso. No se conoce bien
el mecanismo molecular por el cual los bisfosfonatos
inhiben esta resorcion; algunos sostienen que el alen-
dronato se localiza preferentemente en los sitios donde
hay resorcion pero no interfiere con el reclutamiento y
fijacion de los osteoclastos. Otros en cambio, demostra-
ron que los bisfosfonatos, y muy especialmente el alen-
dronato, suprimen la resorcion 6sea por favorecer la
apostosis de osteoclastos y hasta podrian incrementar
la masa 6sea estimulando la diferenciacion y madura-
cion de precursores de osteoblastos 3. La eficacia an-
tirresortiva de los diferentes bisfosfonatos radica en su
cadena lateral que parte del atomo de carbono . Esta
accion es aprovechada para realizar tratamientos de en-
fermedades con elevado remodelamiento 6seo, como
la enfermedad de Paget *7, hipercalcemia del cancer *
, enfermedad metastasica 6sea '° y osteoporosis *7. Se
ha demostrado que los bisfosfonatos suprimen la resor-
cion dsea por favorecer la apostosis de osteoclastos 3*
3* ¢ inhibir su diferenciacion durante el proceso de ma-
duracion ?¢. Por otro lado, la supresion del remodela-
miento 6seo por uso prolongado de bisfosfonatos puede
llegar a alterar ciertas propiedades biomecanicas, tal
como fue demostrado en perros .

Uno de los problemas actuales es realizar no solo
un correcto diagnostico para su deteccion, sino también
un adecuado seguimiento de la respuesta al tratamiento
instaurado. La OMS (World Health Organization) ha
categorizado el diagnostico en base a la cuantificacion
de la densidad mineral 6sea (DMO) y contenido mi-
neral 6seo (CMO) realizada mediante densitometria.
Otros en cambio cuestionan este método aduciendo fal-
ta de sensibilidad de la densitometria dual por rayos X
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(DXA), a pesar de su amplia difusion en el diagnostico
humano de osteoporosis, sosteniendo que esta técnica
solo tiene un valor indicativo osteoldgico que no va
mas alla de la confirmacion de una osteopenia, porque
realiza una absorciometria de proyeccion de estructu-
ras volumétricas oseas en solo dos dimensiones y no
valora su verdadera resistencia '3 .

De cualquier manera, la DXA es cada vez mas uti-
lizada en las investigaciones animales, habiéndose en-
contrado correlaciones muy significativas de este mé-
todo con lesiones histologicas e histomorfométricas ® y
con el analisis quimico del contenido mineral del hueso
o cenizas * . Otros investigadores incluso encontraron
una muy buena correlacion entre dos instrumentos
distintos de DXA ?7. La absorciometria de rayos X de
doble energia realizado mediante un software especial
para pequeilos animales es una excelente técnica para
medir la DMO en ratas '%2° | aunque se recomiendan
distintas condiciones de trabajo del equipo para cada
zona del cuerpo en particular, a diferencia de la utiliza-
da para cuerpo entero.

Se ha demostrado la utilidad de la DXA realizada
mediante un software especial para pequefios animales en
modelos experimentales en investigaciones de trastornos
oseos. El hueso de la rata ha sido tomado como modelo ex-
perimental de OP y de otras osteopatias porque el proce-
so de remodelacion 6sea ocurre durante toda la vida y no
solo hacia el final, como en la mayoria de los animales % .

En el presente trabajo se eligio este modelo experi-
mental debido a que algunas investigaciones afirman que
la rata ovariectomizada seria el mejor modelo experimen-
tal de OP humana postmenospausica °. Estudios histologi-
cos en ratas ovariectomizadas mostraron disminuciones
marcadas del volumen 6seo y espesor de laminillas ¢.

El objetivo del ensayo fue evaluar la terapia con
alendronato en forma comparativa a la de estrogeno-
progesterona en este modelo experimental de osteopo-
rosis a través del comportamiento de la densidad mine-
ral 6sea y de la concentracion mineral 6sea obtenidas
mediante densitometria dual por rayos X.

MATERIAL Y METODOS

Se realiz6 un ensayo de 8 meses con 48 ratas hembras
de la cepa Wistar de 4 meses de edad, conformandose un
lote castrado (ovariectomizados OV, n=36) y otro testigo
(n=12) con simulacro de ovariectomia (maniobra qui-
rurgica sin extirpacion de ovarios). A los 3 meses de la
cirugia los OV fueron separados en 3 lotes de 12 anima-
les cada uno (OV sin tratamiento, OV tratados con alen-
dronato y OV dosificados con hormonas). El alendronato
fue administrado una vez por semana en dosis de 0,27
mg/animal, durante 5 meses por via oral, vehiculizado
en el agua de bebida, con ayuno previo de solidos por 24
horas y de agua por 12 horas, volviendo a su dieta normal
recién a las 8 horas post-medicacion. Los tratados con
hormonas recibieron durante 5 meses por via subcutanea
una dosis mensual de 250 ug de benzoato de estradiol y
6,25 mg de caproato de hidroxiprogesterona por animal.

Las densitometrias se realizaron sobre cuerpo en-
tero y algunas regiones predeterminadas (Figura 1),
promediandose los resultados obtenidos para las zo-
nas coxofemoral y femorotibial izquierda y derecha de
cada animal. Las determinaciones del contenido mine-
ral 6seo (CMO), expresadas en mg, y densidad mineral
6sea (DMO), expresadas en mg/cm?, fueron realizadas
hacia el final del ensayo en 6 animales de cada lote. Los
estudios se efectuaron con un densitometro dual de ra-
yos X marca Hologic, modelo QDR, version 2000 plus,
calibrado con una intensidad de 300 mA y una ventana
de muestreo de 1,7 a 3,3 mm, con un software especial
para pequefios animales. Para este estudio, las ratas
fueron anestesiados via intraperitoneal con hidrato de
cloral a dosis de 300 mg/kg acompaiiado de un antibio-
tico para prevenir posibles infecciones.

Figura 1. Regiones predeterminadas para la realizacion
de las densitometrias. R1 y R2: coxofemoral derecha e
izquierda; R4 y RS: femorotibial derecha e izquierda;
R3: espina lumbosacra; R6: cabeza. También se regis-
traron valores de cuerpo entero.

En el analisis estadistico, CMO y DMO fueron
tratados por analisis de la variancia (ANOVA) para un
diseflo completo al azar a un criterio de seleccion, utili-
zandose un o = 5% para rechazar la hipotesis nula. Los
calculos se efectuaron con el auxilio del software Sta-
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Tabla 1. Densidad mineral 6sea-DMO (mg/cm?) de las diferentes regiones, expresados en promedio y desvio
estandar en los cuatro lotes de ratas al final del ensayo.

region corporal testigos ovariectomizadas ovariectomizadas ovariectomizadas
simulacro sin tratamiento + alendronato + hormonas
(n=6) (n=6)) (n=6) (n=6)
coxofemoral (¥*) 0,1239 £ 0,005 a 0,1101 £0,004 b 0,1156 £ 0,005 b 0,1233 £0,004 a
femorotibial 0,0810 £ 0,005 0,0743 + 0,003 0,1359 £ 0,009 0,0852 £ 0,002
lumbosacra (**) 0,1391 £0,010 a 0,1213 +£ 0,004 b 0,1312 + 0,008 b 0,1516 £0,005 a
cabeza 0,2314 + 0,006 0,1937 + 0,079 0,2397 + 0,007 0,2355 + 0,004

cuerpo total

0,1238 + 0,015

0,1115 + 0,002

0,1150 + 0,003

0,1218 + 0,002

(*)y (**) =p <0,0001. En cada fila, letras iguales tienen comportamiento similar y letras distintas son significativamente

diferentes.

Tabla 2. Concentracion mineral 6sea (CMO en mg) de las diferentes regiones, expresadas en promedio y desvio
estandar en los cuatro lotes de ratas al final del ensayo.

region corporal

testigos
simulacro
(n=6)

ovariectomizadas
sin tratamiento

(n=6))

ovariectomizadas
+ alendronato
(n=6)

ovariectomizadas
+ hormonas
(n=6)

coxofemoral (¥*)
femorotibial
lumbosacra (**)
cabeza

cuerpo entero

0,1471 £0,012 a

0,1765 + 0,024

0,5178 + 0,058 a

1,7173 £ 0,043
5,2868 + 0,299

0,1247 0,015 b
0,1707 + 0,009
0,4294 4 0,043 b
1,7486 + 0,029
53977 + 0,234

0,1411+0,015a
0,1725 +0,018

0,5284 = 0,095 b
1,8080 + 0,057
53203 +0,163

0,1513 + 0,008 a
0,1823 0,011
0,6146 % 0,095 a
1,7135 + 0,050
53418 +0,1714

(*) =p<0,0002 y (**) = p<0,01. En cada fila, letras iguales tienen comportamiento similar y letras distintas son significati-

vamente diferentes.

tistix 3.5, 1991. Antes de cada analisis, los datos fueron
confrontados para verificar su distribucion normal (test
de Shapiro-Wilk y grafica de ranking de las muestras),
homogeneidad de las variancias (test de Bartlett) e in-
dependencia (mediante la aleatorizacion de las unida-
des experimentales). La comparacion de medias con
riesgo alfa = 5% se realizd mediante el test de Scheffe,
que controla la razén del error por experimento.

RESULTADOS

Los valores de DMO, similares entre los lotes cas-
trados con y sin alendronato, fueron diferentes a los
obtenidos en testigos y castrados con hormonas (Tabla
1). El efecto beneficioso de estrogeno y progesterona se
evidencid por los aumentos significativos de DMO a
nivel de las regiones lumbosacra (p< 0,001) y coxofe-
moral (p< 0,0001), con valores semejantes a los del lote
testigo. No existieron cambios de DMO en el resto de
las regiones estudiadas.

Con alendronato, la CMO arroj6 diferencias signi-
ficativas respecto a castrados sin tratamiento solo en la
region coxofemoral. En cambio, con el tratamiento hor-
monal este parametro se vio beneficiado con diferen-
cias significativas no solo en esta region sino también
en la lumbosacra respecto a testigos (Tabla 2).

DISCUSION

Los valores similares de DMO entre grupos cas-
trados y tratados con alendronato se contrapone con
lo observado por algunos autores con el uso de otro
bifosfonato ** . La pérdida de DMO en la deplecion es-

trogénica por una menopausia provocada *"* o natural
40es debida a un aumento en la pérdida de hueso por
incremento de la remodelacion 6sea, donde la resorcion
excede a la formacion.

El tratamiento con estroégenos en ratas OV aumen-
té la eliminacion de calcio por orina, en contraposi-
cién a lo encontrado en mujeres menopausicas ' *;
otros en cambio observaron una mayor calciuria en ra-
tas con simulacro de castracion, respecto a las verda-
deramente ovariectomizadas ** . La deficiencia de es-
trégenos también provoca una disminucion de la tasa
de absorcion intestinal de calcio *. Asimismo, pudo
observarse que ratas OV tuvieron mayor actividad de
fosfatasa alcalina respecto a los controles y a las OV
tratadas con estrogenos a los 3 y 6 meses de comenza-
do el ensayo; esto indica que el estrogeno contrarresta
el efecto negativo de la ovariectomia, normalizando la
remodelacion del hueso cuya resorcion estaba incre-
mentada por déficit de la hormona '™ '%3? Este efecto
ha sido corroborado en ratas mediante un analizador
de imagenes donde se observd un mantenimiento del
espesor trabecular tibial en ejemplares OV tratados
con estrogeno-progesterona ©.

Los valores de CMO fueron coincidentes con los
datos obtenidos por densitometria 3. Otros en cambio
registraron disminuciones de DMO y CMO en ratas
hembras con retroversion uterina 2 ; también ocurrid
esto en algunos estudios efectuados sobre el CMO de
ratas ovariectomizadas y ratas machos tratadas con pa-
rathormona. Otros autores encontraron que el grado de
osteopenia en ratas ocasionado por la ovariectomia no
guardaba relacion con el nivel de calcio de la dieta ni
con la eficacia en la absorcion intestinal de calcio ' ;
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también son diferentes a otros que evaluaron los efectos
sobre el CMO en la restriccion alimentaria y adiccion
de calorias con diferentes cantidades de grasa en ratas
de edad avanzada 3¢.

En el presente trabajo se registraron diferentes gra-
dos de accién osteopénica, segun las regiones conside-
radas en los estudios densitométricos, lo cual puede es-
tar relacionado al tejido dseo trabecular predominante
a nivel de las regiones lumbosacra y femorotibial, tal
como fuera reportado por otros *. Se han observado
rapidas pérdidas de hueso trabecular luego de la deple-
cion estrogénica en ratas ovariectomizadas *"* . Esto
es concordante con estudios clinicos que sugieren que
en las etapas iniciales de la menopausia existiria una
mayor sensibilidad del hueso trabecular a la deficiencia
estrogénica ''. Las razones por las cuales el hueso cor-
tical es aparentemente resistente a perder masa 6sea por
deéficit estrogénico no estan muy claras, pero algunos
sugieren que los cambios osteopénicos a nivel de la tibia
proximal se incrementan debido a la elevada velocidad
basal de remodelamiento 6seo que tiene lugar en esta
region * . No se han registrado aqui alteraciones den-
sitométricas en la masa total del cuerpo; ello puede ser
debido a que el hueso trabecular solo aporta el 20% del
esqueleto total 5.

Se concluye que el alendronato, en la dosis y fre-
cuencia utilizadas en el tratamiento de OP en nuestro
modelo experimental, no result6 tan eficiente como el
tratamiento hormonal, el cual logré mantener la den-
sidad mineral 6sea y la concentracion mineral dsea a
niveles similares a los de los testigos.
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