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Resumen

Brem, J.J.; Trulls, H.E.; Ortiz de Rus, M.L.; Lanari Zubiaur, A.E.; Picot, J.A.; Benitez,
W.; Brem, J.C.: Densidad ésea y concentracion de minerales en sangre y huesos de ratas
ovariectomizadas tratadas con alendronato. Rev. vet. 17: 2, 8§—93, 2006. La osteoporosis
(OP) posmenospausica provocada por bajos niveles de hormonas ovaricas se manifiesta por
pérdidas de masa oOsea y resistencia biomecanica e incrementos de su fragilidad. Los bisfos-
fonatos, especialmente el alendronato, suprimen la resorcion 6sea por favorecer la apoptosis
de osteoclastos y hasta podrian incrementar la masa 6sea estimulando la maduracion de
precursores de osteoblastos. El objetivo del ensayo fue realizar la terapia con alendronato en
este modelo experimental de OP y evaluar el comportamiento mineral en sangre y huesos,
asi como también valorar la densidad 6sea obtenida por densitometria dual de rayos X. El
ensayo dur6 12 meses, utilizandose 33 ratas hembras de la cepa Wistar de 4 meses de edad,
conformandose un lote castrado (C) con 22 animales y otro testigo (T) donde fue realizado
un simulacro de castracion (n=11). A los 3 meses la mitad de los animales ovariectomizados
(Ct) fue dosificada semanalmente con alendronato via oral (0,27 mg/animal) con el agua de
bebida. Hacia el final del ensayo se realizaron densitometrias sobre cuerpo entero y ciertas
regiones predeterminadas, utilizandose un equipo provisto de un software especial para pe-
queios animales. El analisis multivariado de las concentraciones de calcio, magnesio, cobre
y fosforo inorgéanico en sangre y tejido 6seo, asi como de fosfatasa alcalina sérica, no reveld
diferencias significativas entre tratamientos, en coincidencia con los resultados del analisis
univariado realizado para cada variable. Los datos de densidad mineral 6sea (DMO) fue-
ron similares entre lotes C y Ct, pero arrojaron diferencias significativas en region lumbar
(p<0,008) e isquiofemoral (p<0,001) respecto a T. No hubo cambios de DMO en el resto de
las regiones estudiadas asi como tampoco en los valores de concentracion mineral 6sea. Se
concluye que el alendronato, en la dosis y frecuencia utilizadas en el modelo experimental,
no resulté eficiente para mantener una DMO normal.
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Abstract

Brem, J.J.; Trulls, H.E.; Ortiz de Rus, M.L.; Lanari Zubiaur, A.E.; Picot, J.A.; Benitez,
W.; Brem, J.C.: Densitometry and mineral content in blood and bone tissues in ovariec-
tomized rats treated with alendronate . Rev. vet. 17: 2, 88-93, 2006. Postmenopausal os-
teoporosis (OP) caused by low levels of ovarian hormones is evidenced by loss of osseous
tissue and bone biomechanical resistance decrease, as well as skeletal fragility increment.
Bisphosphonates, especially alendronate, inhibit osseous resorption due to the induction of
osteoclasts apoptosis; moreover, they may increase osseous mass, stimulating the differen-
tiation and maturation of osteoblasts precursors. Purpose of this study was to perform an
alendronate therapy in an experimental model of OP and evaluate mineral behaviour in blood
and bones, as well as to measure bone density by means of dual energy X-ray absorptiom-
etry (DXA). Thirty three female Wistar rats, four months—old were grouped in two lots: 22
castrated animals (C) and 11 control rats (T), subjected to a castration simulation; the test
lasted 12 months. After three months, the half of ovariectomized rats (Ct) was orally treated
every week with alendronate (0.27 mg/animal). By the end of the trial, densitometries over
the whole body and some predetermined regions were performed. Studies were carried out
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using an absorptmeter, with a special software for small animals. No significant differences
were found between treatments, concerning calcium, magnesium, copper, inorganic phos-
phorus and alkaline phosphatase concentrations using multivariate analyses. These results
are coincident with univariate analyses used for each variable. Data from mineral osseous
density (DMO) were similar between Ct and C lots, whether significant differences exist
in lumbar (p<0.008) and femoral—sciatic (p<0.001) regions belonging to T lot. There were
no statistically significant changes for DMO, neither in other studied regions nor at mineral
osseous concentration values. It is concluded that alendronate, at the doses and frequency
of administration used in this experimental model of OP, was unsuccessful to maintain a

normal DMO.

Key words: rat, ovariectomy, osteoporosis, alendronate, densitometry, minerals.

INTRODUCCION

La osteoporosis (OP) es un trastorno esquelético
caracterizado por disminucion de la resistencia 6sea
con un alto riesgo de fracturas frente a cargas de escasa
intensidad '*37. En las mujeres la OP es de Tipo I y esta
relacionada a factores hormonales, en tanto que el Tipo
II se da mas bien en el hombre y estd mas vinculada con
la edad '?. Sin tratamiento y medidas preventivas ade-
cuadas, la OP progresa de manera silenciosa e indolora
hasta la ruptura de algin hueso *. El hueso es una masa
mineralizada que tiene un desarrollo y mantenimiento
muy dinamico, donde estan involucrados procesos muy
complejos como ser crecimiento endocondral, modela-
cion y remodelacion ® 1016,

Los bisfosfonatos son compuestos sintéticos analo-
gos a pirofosfatos y tienen gran afinidad por los cristales
de la matriz mineralizada, permaneciendo alli mucho
tiempo ejerciendo una potente disminucion de la re-
sorcion Osea. La eficacia antiresortiva de los diferentes
bisfosfonatos radica en su cadena lateral que parte del
atomo de carbono . Esta accion es aprovechada para
realizar tratamientos de enfermedades con elevado re-
modelamiento 6seo, como en la enfermedad de Paget
24 hipercalcemia del cancer *3* | enfermedad metasta-
sica 6sea '* %' y osteoporosis #® 24 Se ha demostra-
do que los bisfosfonatos, especialmente el alendronato,
suprimen la resorcion 0sea por favorecer la apoptosis
de osteoclastos ** e inhibir su diferenciacion durante
su proceso de maduracion *2. Por otro lado, la supre-
sion del remodelamiento 6seo por uso prolongado de
bisfosfonatos puede llegar a alterar ciertas propiedades
biomecanicas, tal como fue demostrado en perros ' .
Se desconoce la influencia de los bisfosfonatos sobre
la formacion d6sea aunque se ha observado que inhiben
la apoptosis osteoblastica y estimulan la diferenciacion
y maduracion de estas células in vitro, lo que podria
incrementar la formacion de hueso ! '%:34%

Se trabajo con este modelo experimental pues algu-
nos resultados confirman que ratas ovariectomizadas
demostraron ser un modelo experimental adecuado de
osteoporosis humana postmenospausica > ' ' . Estu-
dios histologicos en ratas ovariectomizadas mostraron
disminuciones marcadas del volumen 6seo 2% 34 y del

espesor de las laminillas ¢ . El objetivo del presente
ensayo fue evaluar la respuesta terapéutica del alen-
dronato dosificado semanalmente como tratamiento
estratégico.

MATERIAL Y METODOS

Se realiz6 un ensayo de 12 meses con 33 ratas hem-
bras de la cepa Wistar de 4 meses de edad, conforman-
dose un lote castrado (C) con 22 animales y otro testigo
(T) donde fue realizado un simulacro de castracion (n=
11); en ambos lotes algunos ejemplares murieron por
complicaciones quirurgicas. A los 3 meses de la ciru-
gia, la mitad de los animales castrados fueron tratados
semanalmente por via oral con 0,27 mg/animal de alen-
dronato vehiculizado en el agua de bebida, con ayuno
previo de comida y agua por 12 horas, retornando a
su dieta normal recién a las 8 horas de la medicacion
(lote Ct). Cabe destacar que este manejo del ayuno pre
y postratamiento fue realizado para evitar disminucio-
nes en la absorcion de la droga a nivel digestivo, tal
como esta recomendado ' .

A los 30 dias de la ultima dosis fueron sacrificadas
por “sangria a blanco” via intracardiaca. Las muestras
de sangre con fines analiticos se extrajeron mediante
jeringas con y sin heparina; asi también fueron separa-
dos los miembros anteriores y posteriores para realizar
los estudios quimicos. Las determinaciones séricas de
calcio, magnesio y cobre se efectuaron por espectrofo-
tometria de absorcion atdmica en equipo GBC 932-AB.
Para fosforo inorganico (Pi) se utilizé la técnica del
molibdato de amonio en medio 4cido, lectura a 340 nm
y para fosfatasa alcalina (FAL) el método optimizado
de punto final con sustrato de fenil—fosfato de sodio en
medio alcalino tamponado, lectura a 520 nm. Estas dos
ultimas determinaciones se realizaron por espectrofo-
tometria de absorcion molecular en espectrofotometro
Perkin Elmer modelo Lambda 25 con modulo digital
computarizado.

Las mismas determinaciones minerales, a las que
se les agregd la de manganeso, se realizaron sobre
muestras de huesos desecadas a 100°C durante 48 ho-
ras, pesadas y luego disgregadas por digestion htime-
da caliente nitro—perclorica. Se uso la tibia derecha de
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cada animal y los resultados fueron expresados sobre
materia seca. Los valores de referencia considerados
para la quimica sanguinea y del tejido 6seo son los pu-
blicados por algunos autores 2% 3.

Hacia el final del ensayo, las densitometrias se
realizaron sobre cuerpo entero y algunas regiones pre-
determinadas, utilizaindose un equipo marca Hologic,
modelo QDR version 2000 plus, calibrado con una in-
tensidad de 300 mA y una ventana de muestreo de 1,7 a
3,3 mm, dotado de un software especial para pequeiios
animales.

Las variables cuantitativas continuas en sangre y
hueso fueron tratadas por comparacion mediante ana-
lisis univariado de la varianza (ANOVA), y realiza-
dos mediante un software bioestadistico (Statistix 3.5,
1991) para un disefio completamente aleatorio (DCA)
a una sola via (efecto tratamiento), utilizandose como
criterio para descartar la hipotesis nula un limite de
confianza del 95%. También se realizé analisis mul-
tivariado de la variancia (MANOVA, Statistica 6.0,
2001), en funcion del niimero de variables quimicas
que se midieron tanto en plasma como en hueso. Por ser
variables cuantitativas y a fines de observar en forma
simplificada la dispersion de las observaciones y anali-
zar las relaciones entre las variables, se efectud analisis
de componentes principales, método de ordenacion de
datos que permitié una representacion geométrica de
los individuos en una dimension reducida de modo que
se expresen sus diferencias y analogias.

RESULTADOS Y DISCUSION

Valores en suero sanguineo: el ANOVA no reve-
16 diferencias significativas de los parametros Ca, Mg,

3,14+

Cu, Pini FAL entre tratamientos. El analisis de compo-
nentes principales (MANOVA) refrendo que los lotes
T, C y Ct fueron estadisticamente homogéneos (Figura
1). El componente principal 1 (CP1) es la combinacion
lineal establecida principalmente entre las variables
Mg y Pi, en tanto que el componente principal 2 (CP2)
lo es de Ca y FAL. La distribucion de individuos en
los tres tratamientos fue muy variada y aleatoria, pero
la correlacion cofenética resultd bastante alta, de 0,89,
indicando que la reduccion de la dimensionalidad prac-
ticamente no produjo pérdida de informacion.

Estos resultados son coincidentes con los de traba-
jos donde no se encontraron diferencias en los niveles
séricos de Ca, Piy FAL entre ratas controles y ovariec-
tomizadas **. Otros autores registraron incrementos de
Ca y disminuciones de Pi y FAL en suero de ratas con
simulacro de cirugia respecto a ratas ovariectomizadas
33 En anteriores investigaciones no se observaron di-
ferencias de Ca y Pi entre simulacros y ovariectomias
verdaderas #° , aunque la calciuria fue mayor en estas
ultimas .

Valores en tejido oseo: tanto el ANOVA como el
MANOVA (Figura 2) revelaron que las diferencias en
las concentraciones de los analitos estudiados carecie-
ron de significacion estadistica entre tratamientos. El
componente principal 1 (CP1) es una combinacién li-
neal principalmente de Mn, Cu, Pi y Ca con signo ne-
gativo, mientras que el componente principal 2 (CP2)
lo es de Mg, P y Ca. La correlacion cofenética también
resulto elevada, de 0,946. Las ratas castradas con tra-
tamiento se situaron mas concentradas en el origen de
los ejes, demostrando asi menor variabilidad de los pa-
rametros medidos respecto a las muestras testigos, que
se hallaron mas distribuidas en el plano de representa-
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Figura 1. Analisis de componentes principales de las variables quimicas determinadas en suero en los tres lotes
bajo ensayo. CP1: componente principal 1, CP2: componente principal 2, EST: variables estandarizadas, t: ratas
testigos, c: castradas, ct: castradas + alendronato. Cada cifra indica el nimero del animal.
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Tabla 1. Valores de densidad mineral dsea (g/cm?) obtenidos en las distintas regiones predeterminadas.

region analizada testigos

castradas

castradas
+ alendronato

region lumbar 0,1464 + 0,01 (a)
0,1326 + 0,009 (a)

0,1274 + 0,006 (a)

isquiofemoral der.
isquiofemoral izq.

tibia + fémur der. 0,0841 £+ 0,01
tibia + fémur izq. 0,0820 £ 0,01
cabeza 0,2377 + 0,009

0,1243 + 0,01 (b)
0,1173 0,01 (b)
0,1087 + 0,006 (b)

0,1307 £ 0,007 (b)
0,1187 0,006 (b)
0,1183 + 0,008 (b)

0,0767 = 0,002 0,0763 + 0,005
0,0733 £0,002 0,0792 + 0,006
0,2330 = 0,004 0,2325 £0,01

Letras iguales indican medias estadisticamente significativas.

cion; ello posibilitd agrupar a los animales castrados
con tratamiento en una zona del grafico donde la varia-
ble calcio es elevada.

Estos resultados concuerdan con los obtenidos para
la concentracion mineral 6sea mediante densitometria
en ratas ovariectomizadas y tratadas con estrogeno—
progesterona ° . En cambio, otros investigadores halla-
ron que en ratas con retroversion uterina el contenido
mineral 6seo y la densidad mineral 6sea estaban dismi-
nuidos * . Similares resultados fueron encontrados en
algunos estudios efectuados sobre el contenido mineral
6seo tanto en ratas ovariectomizadas como en machos
tratados con parathormona * . Otros autores sostienen
que el grado de osteopenia en ratas ocasionado por la
ovariectomia no tiene relacion con el nivel de calcio de
la dieta ni con la eficacia en la absorcion intestinal de
calcio 22, Los resultados aqui obtenidos difieren con los
de trabajos donde se evaluaron los efectos sobre el con-
tenido mineral 6seo en ratas de edad avanzada someti-
das a restriccion alimentaria y con suplementacion de
calorias con distintos porcentajes de grasa *°. Por otro
lado, en la fase estrogénica del ciclo sexual en ratas

Wistar normotiroideas se verificaron incrementos de la
calcemia y valores normales de Pi y FAL ™", Sabido
es que el estrogeno potencia la respuesta de la vitami-
na D, en la absorcion intestinal de calcio **. En ratas
hipertiroideas se observo hiperfosfatemia e hipocalce-
mia, llevando a la ruptura del control homeostatico de
calcio y fésforo, con alteracion de la microestructura
osea. Este mismo efecto fue anteriormente corrobora-
do por nuestro grupo de trabajo mediante un analizador
de imagenes, donde se observo un mantenimiento del
espesor trabecular tibial de ratas castradas tratadas con
estrogeno—progesterona ©.

Los datos de densidad mineral 6sea (DMO) se
exponen en Tabla 1. Los valores fueron similares en
los lotes castrados con y sin alendronato, arrojando di-
ferencias significativas solo en las regiones lumbares
(p< 0,008) e isquiofemorales (p< 0,001) respecto a los
testigos; no hubo cambios de DMO en el resto de las
regiones estudiadas.

El ANOVA revelo diferencias significativas entre
medias de tratamientos, para las regiones lumbar e
isquiofemorales derecha e izquierda. El Analisis Post—

2,57- EST L
Mo (molL) EST_P (mglL)
L]
EST Ca (mg/L) BST_Mn (mg/L)
1,13
I
a -0,31
EST_Cu (mg/L )
1,754
T6
L]
3,194 . . .

-1,98 -0,49

1,00
CP1

2,50 3,98

Figura 2. Analisis de componentes principales de las determinaciones minerales realizadas sobre el tejido 6seo
en los tres lotes bajo ensayo. CP1: componente principal 1, CP2: componente principal 2, EST: variables estan-
darizadas, t: ratas testigos, c: castradas, ct: castradas + alendronato. Cada cifra indica el nimero del animal.
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ANOVA (test de Tukey) demostroé que existieron dife-
rencias significativas entre los animales testigos y las
ratas castradas con y sin tratamiento con alendronato.

En conclusion, surge que en el modelo de osteo-

porosis experimental con ratas ovariectomizadas, el
tratamiento semanal por via oral con alendronato du-
rante 8 meses no produjo variaciones significativas en

las

concentraciones minerales en sangre y tejido dseo,

revelando ineficiencia para mantener una densidad mi-
neral 6sea normal.
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