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Resumen: La ovariectomia y la inmovilizacién en ratas, han demostrado ser modelos (ti-

les de osteopenia y se considera que imitan algunos aspectos de la
osteoporosis humana asociada a déficit de hormonas ovaricas y ausencia de uso mecani-
co del hueso. La administracion de Pamidronato (APD)" y Olpadronato (OLPA)*, un nue-
vo aminobisfosfonato dimetilado, resulté eficaz para prevenir, con esquemas orales
continuos (APD: 8 y OLPA: 0.8 mg/kg/dia) o intravenosos intermitentes (APD: 1.25 y OLPA:
0.075 mg/kg cada 15 dias), la pérdida d6sea trabecular mediada por inmovilizacion
(ciaticectomia unilateral), por defecto en la secrecion de estrogenos (ovariectomia bilate-
ral) o por ambas, sin manifestaciones de deterioro de la masa 6sea cortical. En un mode-
lo de osteopenia por deprivacién estrogénica pre-establecida, OLPA evitd la progresion
de la perdida osea (0,15 mg/kg i.v. cada 15 dias) y restauré (0,30 - 0,60 mg/kg i.v. cada
15 dias) la densidad mineral osea (trabecular y compacta) afectada. La diferente accién
de OLPA y APD sobre hueso trabecular y compacto parece acompanar la diferente res-
puesta de éstos frente a los estimulos negativos: las mejores respuestas fueron mas evi-
dentes en las regiones trabeculares, mas labiles. OLPA presenté similar eficacia y una
potencia 5 a 10 veces superior cuando se lo compard con APD. Posee un elevado mar-
gen de seguridad. En consecuencia, puede considerarselo en posicion ventajosa para su
uso en aquellas patologias d6seas que resulten beneficiadas con el empleo de
bisfosfonatos.
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La menopausia y la inmovilizacion constituyen
dos situaciones de importancia clinica asociadas
con pérdida de masa 6sea. Es bien conocido que
la deprivacion estrogénica durante la menopausia
produce un aumento del recambio 6éseo con un
inadecuado acople entre reabsorcion y formacion
6sea. Como consecuencia del mismo, ocurre una
marcada disminucion del hueso trabecular y una
mas lenta disminucion del hueso cortical. Por otra
parte, existen evidencias de que la inmoviliza-
cién estimula la reabsorcién y deprime la forma-
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cion 6sea siendo el hueso trabecular el principal
afectado'?3.

Por tratarse de un inhibidor de la reabsorcion
6sea, se busco establecer la base experimental
racional para el empleo clinico de Olpadronato
(OLPA), un nuevo aminobisfosfonato dimetilado?,
evaluando su capacidad de prevencion o restau-
racion de la masa o6sea en modelos de
ovariectomia y/o inmovilizacion por neurectomia
en ratas®. Se empleé Pamidronato (APD) como
droga de referencia, de forma de poder estimar

: *Olpadronato (INN): 3-dimetilamino-1-hidroxipropiliden-1,1-
bisfosfonato,sal monosédica  (1G-8801, dimetil-APD).

Rar_nidronaro: 3-amino-1- hidroxipropiliden-1,1-bisfosfonato, sal
disédica ( IG 7913, APD)
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potencia y eficacia de OLPA en relacién a uno
de los bisfosfonatos mejor conocido.

Materiales y métodos

Se emplearon ratas Wistar, de ambos sexos, de 2-3
meses de edad al inicio de los experimentos, criadas y
mantenidas en el Bioterio de Gador S.A. de acuerdo a los
principios de Guide for the Care and Use of Laboratory
Animals (NIH, 1985).

Se mantuvieron en un ambiente climatizado, con rit-
mo de luz y oscuridad de 12 horas, fueron alimentadas
con una dieta comercial (Nutrimento-Roedores, dieta 1
especial) y recibieron agua potable de red. Los animales
permanecieron en ayunas durante las 9 horas previas y
las 2 horas posteriores a la administracion oral, que se
efectud con sonda gastrica. La administracion intravenosa
se realizé por inyeccion en vena lateral de la cola.

Se efectud distribucion al azar de los animales en los
distintos grupos experimentales.

La administracion de las drogas se inicio 1-2 dias des-
pués de efectuar ovariectomia bilateral (OVX) y/o
ciaticectomia unilateral izquierda (CXI), en los modelos de
prevencion 6 13 semanas después, en el modelo de res-
tauracién de la masa osea.

La evaluacion del efecto 6seo se efectué mediante la
medicion del contenido mineral éseo (CMOQO) por
densitometria y el calculo de la densidad mineral 6sea
(DMQ) como relacion de CMO/area considerada. Se
empled un densitémetro Norland XR-26 marca II/HS con
filtracion dinamica y con un software para pequenos ani-
males que permitié la evaluacion del CMO y la DMO en
perciones representativas de hueso trabecular (femur
distal, columna vertebral) y compacto (fémur central). Los
registros densitometricos se efectuaron sobre fémures ais-
lados de cada animal y columna vertebral “in vivo® al

finalizar cada ensayo °.

Los datos densitomeétricos se analizaron mediante un
analisis de varianza seguido por el test de Newman
Keul's, de manera de comparar los grupos controles (nor-
males y sometidos a cirugia) entre si y con respecto a
aquellos tratados con bisfosfonatos.

El esquema de administraciones vari6é segun el expe-
rimento: administracién oral diaria de 0,2-0,4-0.8-1,6 mg/
kg de OLPA y 2-4-8 mg/kg de APD (Ensayo 1) y admi-
nistracion intravenosa quincenal de 0,075-0,15-0,30 mg/
kg de OLPA

(Ensayo 2) de 0,125-0,25-0,50 mg/kg de OLPA y 1.25-
2,5-5,0 mg/kg de APD (Ensayo 3) y de 0,15-0,30-0,60 mg/
kg de OLPA (Ensayo 4).

La duracion total de los experimentos fue de 11- 13
(Ensayos 1, 2 y 3) y 25 semanas (Ensayo 4)

Ambos bisfosfonatos fueron sintetizados en Gador
S.A.
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Resultados

Ensayo 1: Prevencion de pérdida de masa
osea en ratas ovariectomizadas e inmovilizadas
(ciaticectomia unilateral izquierda) con administra-
cién oral, diaria de OLPA y APD.

Tras 11 semanas de deprivacion estrogénica,
se produjo una significativa disminucion de la
densidad mineral en la region distal del fémur
derecho (no inmovilizado y posiblemente sobre-
cargado) ( -9,4 % ) y no en la region central del
mismo (-2,6 %). Ambos bisfosfonatos evitaron la
pérdida ¢sea trabecular, en relacién con las do-
sis administradas. (Figura 1).

Cuando la deprivacion estrogenica se acompa-
noé con una disminucion en el uso mecanico del
fémur (tal la situacion del fémur izquierdo), los
cambios densitométricos fueron muy marcados,
detectandose disminuciones porcentuales signifi-
cativas del orden del 20 % en region distal y del
12 % en region central. OLPA y APD resultaron
menos efectivos para prevenir la pérdida odsea
trabecular en esta situacién de severa osteopenia
y, solo lo consiguieron, parcialmente, con las do-
sis mayores. Ninguno de los 2 bisfosfonatos mo-
difico la DMO del tercio central. (Figura 2).

En este modelo experimental, las curvas dosis-
respuesta obtenidas con ambos bisfosfonatos re-
sultaron paralelas al considerar la regién distal
femoral derecha y no la izquierda. Esto permiti6
estimar para OLPA una potencia aproximadamen-
te 5-10 veces superior a la de APD.

Ensayo 2: Prevencion de la perdida de masa
6sea en ratas ovariectomizadas e inmovilizadas
(ciaticectomia unilateral izquierda) con la adminis-
tracion intravenosa intermitente de OLPA.

Al final del ensayo, se detecto disminucion
densitométrica significativa en columna vertebral
(-12 %) y en tercio femoral distal (-11%) pero no
central (-1.8 %) de fémur derecho. OLPA evito,
aun con la menor dosis empleada, la pérdida
trabecular 6sea . Produjo un aumento significati-
vo de la DMO cortical con la dosis intermedia (Fi-
guras 3 y 4).

La marcada disminucion de la DMO registra-
da en fémur distal izquierdo (-24 %) pudo preve-
nirse con OLPA, con la menor dosis administra-
da. En regién central, si bien no se registraron
variaciones significativas atribuibles al tratamien-
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Figura 1: DMO (g/cm?) de tercios distal o central en

fémur derecho (deprivacion estrogénica) de ratas OVX/
CXI (........ ), normales (—) y OVX-CXI tratadas con
distintas dosis orales de OLPA (O) y de APD (»). Los
valores representados corresponden al promedio
grupal + ES (n =5-6 / grupo) (Ver detalles en el tex-
to)

p< 0.05,0.01 y 0.001 vs ratas OVX-CXI ; °
p< 0.05 vs ratas normales

to , resultaron indetectables las diferencias sig-
nificativas observadas entre DMO de grupo con-
trol normal y grupo OVX-CXI, sugiriendo cierto
efecto adicional sobre la masa dsea cortical. (Fi-
gura 5)

Ensayo 3: Prevenciéon de la pérdida de
masa o0sea en ratas macho inmovilizadas
(ciaticecto-mia unilateral izquierda) con la admi-
nistracion intravenosa intermitente de OLPA y
APD.

En el fémur derecho, no inmovilizado, se ob-
servo el efecto inhibitorio de ambos bisfosfonatos
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Figura 2: DMO (g/cm? ) de tercios distal o central en fé-
mur izquierdo (deprivacion estrogénica mas inmovili-
zacion) de ratas OVX/CXI ( ), normales (—) y
OVX-CXI| tratados con distintas dosis orales de OLPA
(d) y de APD (=). Los valores representados corres-
ponden al promedio grupal = ES (n= 5-6 /grupo) (Ver
detalles en el texto)

5 p< 0.05 y 0.001 vs ratas OVX-CXI ; °, °,
p< 0.05, 0.01,0.001 vs ratas normales.

sobre la reabsorcién dsea endogena, con lo cual,
en todos los grupos que recibieron OLPA o APD,
los valores densitométricos resultaron muy su-
periores a los del grupo control no hemi-
ciaticectomizado. Esto ocurrié principalmente en
las subregiones femorales predominantemente
trabeculares (+20-30 %) aunque, sin significacién
estadistica, también se manifesté en el hueso
compacto (tercio central femoral). (Figura 6)

El fémur izquierdo, afectado por el desuso de-
bido a la ciaticectomia unilateral, permitié demos-
trar el efecto preventivo de ambos bisfosfonatos
sobre la osteopenia inducida por este mecanis-
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Figura 3: DMO (g/cm?) de columna vertebral de ratas
QVX/CXI ( ), normales ( — ) y OVX-CXI trata-
das con distintas dosis intravenosas de OLPA (O). Los
valores representados corresponden al promedio
grupal + ES (n=5-6/grupo)

(Ver detalles en el texto)
*, " p<0.05y0.001 vs ratas OVX-CXI ; ° p<0.05
vs ratas normales

mo. El efecto, que fue significativo aln con las
menores dosis empleadas ocurrié, predominan-
temente en hueso trabecular. En la mediodiafisis
femoral, los valores densitométricos registrados
sugieren cierta proteccion 6sea cortical con
OLPA. (Figura 7)

Si bien la magnitud de las dosis seleccionadas
no permitio la obtencion de claras curvas dosis-
respuestas (las respuestas fueron aparentemen-
te maximas), el perfil de las mismas permitié mos-
trar la similitud entre ambos bisfosfonatos en su
accion trabecular y la mayor potencia relativa
(aproximadamente 10 veces superior) de OLPA
respecto a APD. Corroboré ademas, que ambos
pueden lograr, en adecuadas dosis, eficacia 6pti-
ma en la prevencion de la pérdida de masa ésea
por inmovilizacion.

Ensayo 4: Restauracion de la masa 6sea lue-
go de osteopenia inducida por ovariectomia, con
la administracion intravenosa intermitente de
OLPA.

La deprivacion estrogénica disminuyé los va-
lores densitométricos del fémur y columna verte-
bral. Esta disminucion se manifesté a los 3 me-
ses de la cirugia y continud, aparentemente en
menor grado, durante los 83 meses siguientes. La
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Figura 4: DMO (g/cm?) de tercios distal o central en fe-
mur derecho (deprivacion estrogénica) de ratas OVX/
), normales (—) y OVX-CXI tratadas con
distintas dosis intravenosas de OLPA (0O). Los valo-
res representados corresponden al promedio grupal +
ES (n= 5-6/grupo) (Ver detalles en el texto)
5 "%, """ p<0.05,0.01 y 0.001 vs ratas OVX-CXI| ;=
p< 0.01 vs ratas normales

region central, donde predomina el hueso com-
pacto, es la que ofrecié6 mayor resistencia a es-
tos cambios. En esta region, las diferencias
densitométricas observadas a los 6 meses de
la ovariectomia, se encontraron en el limite de la
significacion estadistica (p=0.06) (Fig. 8 y 8a).

En todos los casos, el tratamiento con OLPA
evité que la pérdida de masa 6sea continuara
(menor dosis) o revirtio ese efecto observandose
restauracion parcial o total de los valores
densitométricos con las dosis intermedias y ma-
yores.
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Figura 5: DMO (g/cm?) de tercios distal o central en
fémur izquierdo (deprivacion estrogénica mas inmovi-
lizacién de ratas OVX/CXI ( ), normales (— )y
OVX-CXI tratadas con OLPA (O). Los valores repre-
sentados corresponden al promedio grupal + ES (n =
5-6/grupo)

**, *"" p<0.01y0.001 vs ratas OVX-CXl; = p<0.01
vs ratas normales

Conclusiones

La ovariectomia y la inmovilizacion en ratas
han demostrado ser modelos Utiles de osteopenia
y se considera que imitan algunos aspectos de
la osteoporosis humana asociada a déficit de hor-
monas ovaricas y ausencia de uso mecanico. Am-
bas situaciones combinadas producen cambios
osteopénicos particularmente severos® lo cual se
reflejé con claridad, en ratas hembras, a las 11-
13 semanas en nuestras condiciones experimen-
tales. En sitios femorales, ricos en hueso
trabecular, la DMO disminuydé aproximadamen-
te un 10 o un 20 % segun se consideren regio-
nes oOseas afectadas por la deprivacion
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Figura 6: DMO ( g/cm?) de tercios distal o central en
fémur derecho (no inmovilizado) de ratas CXI (........ )
normales ( — ) y CXI tratadas con distintas dosis

intravenosas de OLPA (O) y de APD (=). Los valores
representados corresponden al promedio grupal = ES
(n=5-6/grupo) (Ver detalles en el texto)

*** p< 0.001 vs ratas OVX-CXI, **° p< 0.001 vs ratas
normales

estrogénica o aquellas simultdneamente
inmovilizadas. En sitios femorales predominante-
mente compactos, la DMO no resulté signifi-
cativamente modificada ante la falta de estimulo
hormonal, mientras que disminuyé aproximada-
mente un 12% cuando se asocio al “no uso®
mecanico del femur.

En ratas macho, la seccién del nervio ciatico
con la consiguiente inmovilidad durante un perio-
do aproximado de 3 meses, redujo la masa dsea
trabecular (-17 %) y en menor grado la masa
o6sea compacta (-6%).

Igual tendencia se aprecié con la supresion
del estimulo ovarico durante 6 meses en ratas
hembras en columna vertebral (-13 %) y en re-
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Figura 7: DMO (g/cm?) de tercios distal o central en fe-
mur izquierdo (inmovilizado) de ratas CXI ( — ),
normales (........ ) y CXI tratadas con distintas dosis
intravenosas de OLPA (O) y de APD (). Los valores
representados corresponden al promedio grupal = ES
(n=5-6/grupo) (Ver detalles en el texto)

** *** p<0.01y0.001 vs ratas OVX-CXI ; ©,° p<
0.01,0.001 vs ratas normales
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Figura 8a: Variacion porcentual de la DMO en columna
vertebral, fémur distal y central en ratas OVX con-
troles (O) o tratadas con 0.15 ( * ), 030 ( . )y
0.60 (+) mg/kgfi.v cada quince dias de OLPA.La fle-
cha senala el inicio de la administracion de OLPA.

(*), %, **, *** p=0.06, p<0.05,0.01y 0.001 vs ratas OVX-
CXl| ;°°, °° p<0.01,0.001 vs ratas normales. Se con-
signan las diferencias correspondientes a los valores
de DMO absoluto

gién central femoral (-4 %, en el limite de la sig-
nificacion estadistica).

Los resultados experimentales permitieron
confirmar los hallazgos de otros autores en rela-
cion a la mayor labilidad del hueso trabecular res-
pecto al compacto y al efecto deletéreo de la in-
movilizacién y de la falta de estrégenos sobre la
masa osea.

OLPA, administrado mediante un esquema ci-
clico en dosis bajas intravenosas previno, en ra-
tas y con maxima eficacia, la pérdida 6sea in-
ducida por inmovilizacion (Fig 7), por ovariectomia
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(Fig 4) o por ambas (Fig 5). El esquema de ad-
ministracion oral diaria resulté igualmente eficaz
en la prevenciéon mediada por ovariectomia (Fig
1), en forma dosis dependiente, y sugirié la ne-
cesidad de dosis orales mayores para lograr la
proteccion completa cuando a ésta se le suma
una situacién de inmovilidad. (Fig 2). OLPA pre-
sentd una potencia 5-10 veces superior a la de
pamidronato. Similar relacién de potencias encon-
traron otros autores en modelos “in vitro* de
reabsorcion de matriz mineralizada en co-cultivo
con fuente precursora de osteclastos® que confir-
maron posteriormente con un protocolo clinico
en enfermos pagéticos® y nosotros, en un mode-
lo de hipercalcemia inducida por retincides en
ratas 1941

La pérdida gradual de masa osea ocasionada
por la falta de hormonas ovaricas es interrumpi-
da al iniciar la administracion de OLPA. De este
modo se evito la progresion de la misma y se
obtuvo cierto grado de recuperacion de masa
osea trabecular y compacta en relacion con las
dosis aplicadas. (Fig 8)

La diferente accion de OLPA y APD en hueso
trabecular y en hueso cortical, (previamente
descripta para APD en osteoporosis involutiva)'
acompané la respuesta no uniforme de ambos
tipos de hueso ante los estimulos negativos: me-
jores respuestas fueron evidentes en regiones
mas afectadas. Leve accién cortical positiva pa-
recio detectarse con OLPA (Fig 5,6,7,8). Estudios
blomecanicos adicionales proporcionaron eviden-
cias del efecto restaurador de OLPA con respec-
to a las consecuencias negativas de la
deprivacion estrogenica sobre la calidad del hue-
so cortical 2 .

Los valores densitométricos superiores a ani-
males controles que se registraron, en algunos
casos con los niveles mas altos de dosis y en
otros, cuando las dosis fueron probablemente
mas altas de lo necesario, pueden estar indican-
do la supresion de la reabsorcion 6sea endogena.
En otros estudios, en ratas normales tratadas con
OLPA esta situacion se vio reflejada con marca-
dos incrementos en la densidad mineral de regio-
nes distal y proximal del fémur y menores en la
region central del mismo ™.

En conclusion, ambos bisfosfonatos resultaron
eficaces para prevenir la pérdida 6sea trabecular
mediada por la falta de uso mecanico del hueso
o por la falta de estimulo ovarico o por ambas,
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sin manifestaciones densitométricas de deterio-
ro de la masa Osea cortical. OLPA restauré la
masa oOsea en un modelo de osteopenia
preestablecida. Su mayor potencia relativa (5-10
veces superior a pamidronato) y alto margen de
seguridad’ lo ubican en una posicién ventajosa
para su uso en aquellas patologias dseas que
puedan resultar beneficiadas con el empleo de
bisfosfonatos.
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Summary

Experimental effects of olpadronate and
pamidronate on bone mass

Ovariectomy and immobilization in rats have
demonstrated to be useful models for osteopenia
and they are considered to mimic some aspects
of human osteoporosis associated with a deficit of
ovarian hormones and the absence of mechani-
cal function (disuse of the bone).

Pamidronate (APD) and Olpadronate (OLPA),
a new dimethylated aminobisphosphonate, on a
continuous oral scheme (APD: 8 and OLPA: 0.8
mg/kg/day) or on an intermittent parenteral
scheme (APD: 1.25 and OLPA: 0.075 mg/kg every
15 days) did effectively prevent the trabecular
bone loss caused by immobilization (unilateral
sciaticectomy), by lack of ovarian stimuli (bilateral
ovariectomy) or by both approaches. There were
no signs of deterioration in the cortical bone mass.

In a model of preestablished osteopenia,
caused by estrogen deprivation, OLPA stopped
the progression of the bone mass loss (0.5 mg/
kg/i.v. every 15 days) and restored (0.30 - 0.60
mg/kg/i.v. every 15 days) the bone mineral den-
sity which had been affected (trabecular and cor-
tical).

The different activity of OLPA and APD on
trabecular and cortical regions of long bones
seems to accompany their different responses
because of negative stimulus: better responses
were more evident in the trabecular bone which
proved to be more labile.

In these “in vivo" models OLPA's efficacy was
similar to APD’s but it was roughly 5-10 times
more potent. OLPA has a high safety margin.
Therefore, it could advantageously be used in
those bone diseases which benefit with the use
of bisphosphonates.
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