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Resumen

El acido zoledrénico (AZ) es el bifosfona-
to de mayor potencia antirresortiva utilizado
para el tratamiento de la osteoporosis. Sus
efectos sobre el hueso trabecular son claros;
contrariamente, sus efectos sobre el hueso
cortical son motivo de controversia y poco
conocidos. El objetivo de este trabajo fue es-
tudiar los efectos del AZ sobre hueso trabecu-
lar y cortical de ratas ovariectomizadas (OVX)
con osteoporosis. Para ello, 16 ratas Sprague
Dawley hembras de 70 dias fueron OVX. Ocho
ratas fueron sometidas a cirugia simulada
(Sham). Luego de 30 dias, las ratas OVX reci-
bieron AZ: 0,15 pg/100 g semana (OVX+AZ) o
vehiculo (OVX) por via subcutanea. Al mes de
tratamiento se determind la densidad mineral
6sea (DMO) de la tibia y, mediante histomor-
fometria, se evalu6 el porcentaje de volumen
6seo trabecular (%BV/TV). En el fémur se
evaluaron parametros estructurales corticales
y las propiedades mecanicas del hueso corti-
cal y trabecular. Resultados: el AZ incremen-
t6 la DMO en 7,71+£2,17% vs. OVX. En hue-
so trabecular se observé una disminucion
del %BV/TV en OVX, que se revirtié por el
AZ (Sham: 31,2+3,43%; OVX: 13,7+1,68%"%;
OVX+AZ: 27,4+2,98%*; p<0,05). La OVX dis-
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minuyé la fuerza de fractura mientras que
el AZ restableci6 parcialmente estos valo-
res (Sham: 60,8+10,1 N; OVX: 27,2+7,79* N;
OVX+AZ: 36,9+4,03 N; p<0,05). Ni la OVX ni
el tratamiento con AZ modificaron las varia-
bles estructurales corticales de la diafisis del
fémur ni sus propiedades biomecanicas. Este
trabajo muestra que el AZ produce efectos di-
ferenciales sobre hueso trabecular y cortical:
revierte la pérdida de masa dsea trabecular in-
ducida por la OVX corrigiendo parcialmente su
deterioro mecanico, a la vez que no modifica
las propiedades del hueso cortical estudiadas.
Palabras clave: acido zoledrénico, osteopo-
rosis, hueso trabecular, hueso cortical.

Summary

DIFFERENTIAL EFFECTS OF ZOLEDRONIC
ACID ON TRABECULAR AND CORTICAL
BONE IN OVARIECTOMIZED RATS

Zoledronic acid (ZA) is the bisphosphonate
of highest antiresorptive potency used in
the treatment of osteoporosis. Its effects on
trabecular bone are clear; on the other hand, its
effects on cortical bone are controversial and
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poorly understood. The aim of this work was
to study the effects of ZA on trabecular and
cortical bone in ovariectomized (OVX) rats with
osteoporosis. For this, sixteen female Sprague
Dawley rats of 70 days old underwent OVX.
Eight rats were used as control of ovariectomy
(Sham group). After 30 days, necessary for
the development of osteoporosis, a group of
OVX rats received 0.15 ug/100g body weight/
weekly of ZA (OVX+ZA) or vehicle (OVX)
Subcutaneously. One month after treatment,
the % of trabecular bone volume (%BV/TV)
was measured by histomorphometry and
bone mineral density (BMD) of the tibia was
determined. In the femur, cortical structural
parameters and mechanical properties of the
diaphysis and metaphysis were evaluated.
Results showed that ZA increased BMD at
7.71+2.17% compared with OVX. The % BV/
TV was decreased by OVX and was reversed
by ZA (Sham: 31.2+3.43%, OVX: 13.7+1.68%",
OVX+ZA: 27.4+2.98%", p<0.05). Ovariectomy
decreased the fracture strength while
treatment partially restored these values.(Sham:
60.8+10,1 N, OVX: 27.2+7.79 N*, OVX+ZA:
36.9+4.03 N, p<0,05). Neither ovariectomy nor
treatment with zoledronic acid modified cortical
structural variables of the femoral shaft and their
biomechanical properties. This work shows that
zoledronic acid produces differential effects on
the trabecular and cortical bone: recovers the
trabecular bone loss induced by ovariectomy
and partially corrects the mechanical damage,
while it does not change the studied properties
on cortical bone.

Key words: zoledronic acid, osteoporosis,
trabecular bone, cortical bone.

Introduccién

La osteoporosis es una enfermedad meta-
bdlica del hueso caracterizada por una dismi-
nucion de la masa ésea y deterioro progresivo
de la microarquitectura del tejido, que evo-
luciona clinicamente de forma asintomatica
con aumento de la fragilidad del hueso y el
consiguiente incremento del riesgo de fractu-
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ra.! La resistencia a la fractura esta determi-
nada por la cantidad de hueso, por su disefio
geométrico (tamafio, forma, conectividad de
trabéculas) y por sus propiedades materiales.
El tejido 6seo esta sometido constantemente
al proceso de renovacién conocido como re-
modelacién ésea, en el cual la resorcion y la
formacion éseas estan acopladas de manera
que la masa 6sea permanece constante.? En
la osteoporosis, la perturbacion de este ba-
lance genera la osteopenia caracteristica de
la patologia. La principal causa de osteopo-
rosis en las mujeres es la menopausia, ya que
la disminucion de los niveles de estrogenos
ocasiona la rapida pérdida de hueso debido a
un aumento en la remodelacion ésea donde la
resorcion excede a la formacion.®

Los modelos animales desempefian un
papel importante para mejorar el conocimien-
to de la etiologia, fisiopatologia, diagnéstico,
prevencién y terapéutica de la osteoporosis.
La ovariectomia (OVX) en ratas es el modelo
animal de pérdida de masa dsea mas utiliza-
do y aceptado, ya que las caracteristicas de
dichas pérdidas son comparables a las que
ocurren en la mujer posmenopausica. En este
modelo se observa un rapido aumento de la
remodelacién 6sea luego de la OVX, lo cual
lleva a un balance 6seo negativo donde la re-
sorcién sobrepasa la formacién.* La pérdida
Osea se observa alrededor del dia 14 poso-
variectomia en el hueso trabecular de la tibia
proximal y a los 90 dias se alcanza una fase
estable donde la resorcién y la formacion es-
téan balanceadas.® Todos los cambios 6seos
se mantienen durante 12 meses.® La osteo-
penia es mas evidente en areas trabeculares
de la metéfisis proximal de los huesos largos.”

Los bifosfonatos (BF) son drogas antirre-
sortivas ampliamente utilizadas en la practica
clinica para el tratamiento de enfermedades
con alta resorcién ésea en adultos, princi-
palmente osteoporosis, enfermedad de Pa-
get y metastasis 6seas de distintos tumores.
También se utilizan en pacientes pediatricos
con tumores 6seos primarios, osteogénesis
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imperfecta y osteoporosis secundarias a di-
ferentes enfermedades y al uso de glucocor-
ticoides.® Estos compuestos son andlogos
estructurales del pirofosfato que se unen al
mineral éseo con alta afinidad e inhiben la re-
sorcion 6sea actuando sobre los osteoclas-
tos.® El acido zoledrénico (AZ), un BF que
contiene nitrdgeno en su estructura, afecta la
via del mevalonato inhibiendo la enzima far-
nesil pirofosfato sintetasa con la consiguien-
te inhibicién de la prenilacién de proteinas.
De esta manera, disminuye la adherencia del
osteoclasto a la matriz ésea y aumenta su
apoptosis.’' El AZ es el BF de mas reciente
utilizacién para el tratamiento de la osteopo-
rosis, es el que tiene mayor potencia antirre-
sortiva y puede ser administrado menos fre-
cuentemente debido a su mayor vida media
y a la duracién de su efecto.™

Los efectos de los BF sobre el hueso tra-
becular y el remodelado éseo son claros.
Sin embargo, existen algunas controversias
acerca de la calidad 6sea principalmente en
tratamientos a largo plazo."™ En cambio, los
efectos de los BF sobre el hueso cortical y
la formacién ésea en la superficie periosteal
son poco conocidos.'#1°

El objetivo de este trabajo fue estudiar los
efectos del acido zoledrénico sobre hueso
cortical y trabecular de ratas ovariectomiza-
das con osteoporosis.

Materiales y métodos

Animales y procedimientos generales

Ratas hembra de 70 dias de edad de la
linea Sprague Dawley fueron sometidas a
ovariectomia bilateral bajo anestesia de ke-
tamina (50 mg/kg peso)-xilazina (5 mg/kg
peso) intramuscular.’® Ademas, un grupo de
ratas fueron sometidas a cirugia simulada
constituyendo el grupo Sham como control
del efecto de la OVX. Luego de la cirugia, los
animales fueron alojados en jaulas colecti-
vas, donde se mantuvieron sin tratamiento
farmacolodgico durante 30 dias con el fin de

del acido zoledronico

que se desarrollara la osteoporosis. Tras ese
periodo, se inicié el tratamiento con AZ en
la siguiente dosis y esquema: 0,15 pug/100 g
de peso corporal via subcutanea una vez a la
semana."” A los animales de los grupos con-
trol (Sham y OVX) se les suministrd solucion
fisioldgica via subcutanea una vez por sema-
na. Los grupos constituidos fueron: Sham,
OVX 'y OVX+AZ (n=8 por grupo).

Después de 30 dias de tratamiento se prac-
ticé la eutanasia de los animales y se extraje-
ron tibias y fémures.’ Las tibias derechas se
fijaron en formol-buffer fosfato al 10%. Pos-
teriormente fueron descalcificadas con EDTA
al 10% e incluidas en parafina. Se realizaron
cortes longitudinales de 5 pm de espesor con
un micrétomo (Leitz Wetzlab), los cuales se
tineron con hematoxilina-eosina y fueron uti-
lizados para las medidas histomorfométricas.

Las tibias izquierdas se secaron en estu-
fa hasta que se registré un peso constante y
su longitud fue medida con un calibre digital.
Posteriormente se emplearon para las medidas
densitométricas. Los fémures se conservaron
en freezer a -20 °C en solucioén fisiolégica para
la realizacion de las pruebas biomecanicas y
mediciones morfométricas del hueso cortical.

Se registré el peso corporal de los anima-
les previo a la cirugia, antes del comienzo del
tratamiento y al final del experimento.

Los animales fueron tratados de acuer-
do con las normas internacionales acepta-
das para el manejo de animales de labora-
torio.'®?® Todos los experimentos realizados
fueron aprobados por el Comité de Bioética
de la Facultad de Ciencias Médicas, Univer-
sidad Nacional de Rosario.

Medidas densitométricas

Se determind la densidad mineral 6sea
total (DMO) y el contenido mineral 6seo
(CMO) de las tibias izquierdas con un equipo
de DXA (absorciometria de rayos X de ener-
gia dual) para pequefios animales (Hollogic
1000). Los resultados se expresaron como
porcentaje de variacion de ambas variables.
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Estudios histomorfométricos de hueso trabe-
cular

Para la realizacion de las medidas histo-
morfométricas se efectuaron fotografias de los
preparados histolégicos de las tibias con una
camara digital (Olympus) adaptada a un mi-
croscopio (Mikoba). Se determinaron parame-
tros histomorfométricos estaticos a nivel del
hueso esponjoso secundario de la tibia proxi-
mal: volumen de tejido total (TV), volumen éseo
trabecular (BV), superficie 6sea trabecular (BS).
Con estos valores, se calcularon el porcentaje
de volumen de hueso trabecular (%BV/TV), el
espesor trabecular (Tb.Th, um), el nimero de
trabéculas (Tb.N, 1/mm) y la separacién de las
trabéculas (Tb.Sp, um).2" Las medidas se lleva-
ron a cabo a 1 mm en direccién distal del borde
inferior del cartilago de crecimiento en un area
de 2 mm? sobre las imagenes digitalizadas. To-
das las mediciones se realizaron a ciego por
el mismo operador y con el programa Image
J 1.40 (Nacional Institutes of Health, Maryland,
USA).

Medlidas morfométricas en hueso cortical

Para realizar el andlisis morfométrico del
hueso cortical se cortaron secciones transver-
sales de 1,5 mm de espesor de la diafisis del
fémur (al 50% de la longitud total del hueso)
con una sierra de baja velocidad (IsoMet, Bue-
hler Ltd, llinois, USA). Sobre imagenes digita-
les de las secciones transversales se realiza-
ron las mediciones de las siguientes variables
estructurales: area de la seccion transversal y
area medular, cuya diferencia permitié calcular
el valor del area cortical; el diametro peridstico
(D) y el diametro medular (d), los cuales se uti-
lizaron para calcular el momento de inercia de
seccion transversal segun la siguiente formula:
(ID/2)*-[d/2]9n/4.22

Estudios biomecanicos

Para los estudios de competencia mecanica
del hueso se utilizd un instrumento destinado a
ensayos biomecanicos que cuenta con una cel-
da de carga de 200 N de capacidad maxima, con
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sensibilidad de 0,01 N. Las propiedades biome-
canicas de la digfisis femoral fueron evaluadas
utilizando el ensayo de flexién a tres puntos. La
fuerza se aplicé en la mitad de la diafisis entre
dos soportes ubicados a una distancia de 12
mm entre si. Ademas, se evaluaron las propieda-
des biomecanicas del fémur distal a través de un
ensayo de compresion, para lo cual se utilizé un
corte transversal de 2,5 mm de espesor. La fuer-
za de compresion se aplicé con accesorio de
punta plana circular de 2,5 mm de diametro.?32
En ambos casos, los ensayos fueron monitori-
zados con una computadora y un software que
registré fuerza aplicada vs. desplazamiento para
determinar las propiedades mecanicas Oseas
(Biomedical Data Acquisition Suite 1.0). Los pa-
rametros analizados fueron: fuerza de fractura,
fuerza méxima y rigidez del hueso.

Andlisis estadistico

La comparacién de los datos se realizé uti-
lizando andlisis de la variancia (ANOVA) a un
criterio para datos independientes y prueba de
Tuckey como postest para identificar diferen-
cias entre las medias de cada grupo.

Para el peso corporal se utilizd ANOVA para
datos apareados, postest de Tuckey. El por-
centaje de variacién de la DMO y el CMO se
compard con el 0% de variacion utilizando t de
Student. Las diferencias se consideraron signi-
ficativas cuando p<0,05.

Resultados

Peso corporal y tamafio del esqueleto

La Tabla 1 muestra que, al momento de la
cirugia, el peso corporal de los animales no di-
firio entre los grupos. La OVX se asocié con un
incremento del peso de los animales, el cual no
fue modificado por el AZ.

Por otra parte, aunque la longitud de la tibia no
difirié entre los grupos (Sham: 36,56+0,33 mm;
OvX: 37,05+0,20; OVX+AZ: 36,98+0,18;
p>0,05), si lo hizo el peso de dicho hueso, el
cual disminuyo con la OVX. El tratamiento con
AZ llevo el peso de la tibia a los valores del grupo
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Tabla 1. Peso corporal (expresado en gramos) de los animales a lo largo del experimento (* p<0,05 res-

pecto a grupo Sham, ANOVA para datos apareados, postest de Tuckey).

Al momento
de la cirugia

Inicio del
tratamiento

Finalizacion
del tratamiento

Sham 234,8 + 3,17 311,3 + 4,02 317,4 + 8,42
ovX 243,8 + 6,92 361,3 + 8,06 * 359,3+7,35"
OVX+AZ 238,2 + 2,58 352,1 + 11,14* 358,6 + 18,5

Sham (Sham: 116,5+3,07 mg/100g peso cor-
poral; OVX: 99,63+3,20%; OVX+AZ: 111,1+2,64.
ANOVA; postest de Tuckey; p<0,05).

Medidas densitométricas

Respecto de la densidad mineral 6sea total
(DMO) medida en la tibia por DXA, los resul-
tados muestran que la OVX produce una dis-
minucion del 4,14+2,47% en relacién con res-
pecto al grupo Sham, consecuencia de la pér-
dida 6sea asociada a la carencia de estroge-
nos. Luego de un mes de tratamiento con AZ,
esta variable se increment6 significativamente
7,71£2,17% al comparar con el grupo OVX
e incluso un 3,74+2,90% con el grupo Sham
(vs. 0% de variacién, t de Student, p<0,05). De
la misma manera, el tratamiento con AZ tam-
bién produjo un incremento significativo del
8,18+2,49% del CMO respecto del grupo OVX
(vs. 0% de variacion, t de Student, p<0,05).

Medidas histomorfométricas de hueso trabe-
cular

Luego de 30 dias de la OVX se observo
una disminucion en el %BV/TV como conse-
cuencia de la carencia estrogénica (Figura 1).
Esto se daria a expensas de una disminu-
cion del numero de trabéculas mas que de
su grosor. El tratamiento con AZ recupera
el volumen de hueso trabecular llevando los
valores de %BV/TV, el nimero trabecular y
la separacion de las trabéculas al nivel de
las ratas Sham (Figura 1 y Figura 2).

Medidas morfométricas de hueso cortical
No se observaron diferencias en las variables
estructurales de la diafisis del fémur (Tabla 2).

Medidas biomecanicas

La OVX disminuyé significativamente la
fuerza de fractura, la fuerza maxima sopor-
tada por el hueso vy la rigidez de la metafisis
distal del fémur (Tabla 3). El tratamiento con
AZ durante 30 dias no consiguio llevar estos
valores a los del grupo Sham. Ni la OVX ni el
tratamiento con AZ produjeron ningun efec-
to sobre las propiedades biomecanicas de la
diéfisis femoral (Tabla 4).

Discusion

El presente estudio muestra un efecto
diferencial del tratamiento con acido zole-
dronico sobre el hueso trabecular y cortical
de ratas ovariectomizadas, que recupera la
pérdida ésea trabecular inducida por la ova-
riectomia y sin efecto sobre el hueso cortical.
Acorde con el modelo experimental utilizado,
se observd que la OVX induce osteopenia
trabecular cuatro semanas después de la
cirugia.®>* La OVX incrementa el remodelado
6seo, lo cual produce pérdida de hueso tra-
becular. En forma similar a lo encontrado por
otros autores, esta pérdida ésea resultaria de
la remocion de trabéculas como lo demues-
tra la disminucién del numero de trabéculas
y el incremento en la separacién de estas.?®
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Figura 1. Variables histomorfométricas de hueso trabecular (Resultados expresados como media+EE.
* Indica diferencia significativa con respecto a Sham y OVX+AZ, p<0,05. ANOVA, postest de Tuckey).

Tabla 2. Analisis del las variables estructurales de la diafisis del fémur (media+/-EE ANOVA, p>0,05).

Sham ovX OVX+AZ
Area transversal, mm? 10,40+0,45 10,70+0,42 11,00+0,55
Area medular, mm? 4.14+0,41 3,67+0,20 4,08+0,33
Area cortical, mm? 6,57+0,29 7,03+0,26 6,96+0,24
Diametro periéstico, mm 3,60+0,05 3,49+0,10 3,40+0,10
Diametro medular, mm 2,17+0,07 1,99+0,08 2,03+0,12
Momento de inercia, mm* 8,05+0,61 8,08+0,62 8,43+0,74

También se observé disminucion en la fuerza
de fractura y la densidad mineral 6sea.

Los bifosfonatos son altamente eficaces
para incrementar la masa 6sea y son los inhibi-
dores de la resorciéon mediada por osteoclastos
utilizados en el tratamiento de la osteoporosis
posmenopausica y otras enfermedades de alto

catabolismo 6seo. Segun el presente trabajo,
el acido zoledrénico recupera la masa Osea
perdida por efecto de la OVX estimada por el
%BV/TV y la DMO. Sin embargo, en el test de
compresion se observa que el tratamiento con
AZ no alcanza a restablecer completamente
las propiedades mecanicas estudiadas a pesar
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Figura 2. Imagenes histologicas (H&E, 40x) represen-
tativas de los grupos Sham (A), OVX (B) y OVX+AZ
(C). Se observa una clara disminucién del volumen
6seo trabecular en el grupom OVX (B) comparado
con el grupo Sham (A) por efecto de la ovariectomia.
Asimismo se observa como el tratamiento con aci-
do zoledronico (C) permitié recuperar el volumen de

hueso trabecular a nivel del grupo Sham.

Tabla 3. Propiedades biomecanicas de la metéfisis distal del fémur (ensayo de compresién, media+/-EE,
* p<0,05 respecto a Sham, ANOVA, post test de Tuckey). Abreviaturas: N = Newton

Sham ovX OVX+AZ
Fuerza fractura, N 60,8+10,1 27,2+7,79% 36,9+4,03
Fuerza maxima soportada, N 109,3+13,7 45,9+10,2* 66,9+13,6
Rigidez, N/mm 790+179 246+107 792+178

Tabla 4. Propiedades biomecanicas de la diafisis del fémur (ensayo de flexion, media+/-EE, ANOVA,
p>0,05). Abreviaturas: N = Newton

Sham ovX OVX+AZ
Fuerza fractura, N 165,9+8,99 166,3+5,03 168,7+7,81
Fuerza maxima soportada, N 177,1+10,8 170,5+4,86 170,3+8,91
Rigidez, N/mm 414,7+81,6 395,1+29,4 442,5+32,0
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del incremento encontrado en dichas variables.
Perilli y cols. han demostrado que la adminis-
tracién de AZ a ratas con OVX preserva y re-
cupera el volumen 6seo trabecular, aunque el
tratamiento se realiza en forma mas temprana,
las dosis utilizadas son mayores y no evalua-
ron las propiedades mecanicas del hueso.? El
hecho de que no se recuperen completamen-
te las propiedades mecanicas del hueso luego
del tratamiento con AZ estaria indicando que
su competencia mecanica no depende Unica-
mente de la masa sino también de la calidad
del material y del disefio 6seo. Probablemente
se necesite mayor tiempo de tratamiento para
recuperar completamente la calidad ésea. Por
otra parte, los BF al afectar el remodelado 6seo
podrian producir una acumulacién significativa
de microdafios, lo cual también compromete-
ria la calidad 6sea.?® Diversas observaciones
histopatolégicas realizadas en nuestro labora-
torio podrian explicar estos hallazgos, ya que
un andlisis del hueso subcondral de la tibia
proximal del grupo tratado con AZ muestra un
hueso esponjoso desorganizado y con trabécu-
las anastomosadas entre si que dan al hueso
una apariencia de placa y con grandes rema-
nentes de cartilago calcificado, lo cual es mas
evidente en la zona del hueso esponjoso pri-
mario (datos no publicados). Esto podria indi-
car una alteracion en la osificacién normal del
hueso que afectaria su calidad. Varios estudios
en curso a nivel del hueso esponjoso primario
y del cartilago de crecimiento permitiran avalar
esta hipotesis.

Existen datos contradictorios acerca de los
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efectos de los BF sobre el hueso cortical y el
proceso de aposicion peridstica. Gasser y cols.
encuentran un efecto protector sobre el hueso
cortical que previene el deterioro mecanico,
pero el estudio es realizado a mas largo plazo,
con dosis elevadas de AZ, y administrado al
mismo tiempo en el que se efectia la OVX.?” En
el presente trabajo, el AZ no pareceria ejercer
ningun efecto sobre las variables corticales ni
en las propiedades mecanicas determinadas
en este ensayo, demostrando que no produ-
ciria efectos sobre el hueso cortical al menos
en las dosis y tiempos estudiados. Tampoco
se encontraron diferencias significativas en las
variables morfolégicas corticales ni en el test
de flexién entre OVX y Sham, lo que concuerda
con la literatura, donde se muestra que el hueso
cortical de las ratas no seria muy sensible a la
OovXx.s

En conclusion, el presente disefio experi-
mental demuestra que el AZ tiene efectos dife-
renciales sobre el hueso trabecular y el hueso
cortical: revierte la pérdida de masa ésea trabe-
cular inducida por la OVX sin corregir comple-
tamente el deterioro de las propiedades meca-
nicas, a la vez que no modifica las propiedades
del hueso cortical estudiadas.
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