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EL OLPADRONATO PREVIENE LA PERDIDA DE HUESO CORTICAL Y TRABECULAR INDUCIDA POR
DOSIS SUPRAFISIOLOGICAS DE TIROXINA EN RATAS OVARIECTOMIZADAS*
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Resumen En el presente estudio experimental en ratas se evaluaron los efectos de la ovariectomia (OVX) y la

administracion de tiroxina (T4) sobre la densidad mineral 6sea (DMO) del hueso cortical y trabecular.
Ademas se estudio la eficacia del olpadronato (Olpa) para prevenir la pérdida 6sea axial y periférica inducida por el
exceso de hormonas tiroideas. Ratas hembras Sprague-Dawley (220 = 2 gr) se dividieron en los siguientes gru-
pos: SHAM, OVX+Vh (Vh: vehiculo); OVX+T4 (T4 250 pg/kg peso/dia); OVX+Olpa (0.3 mg de Olpa/kg de peso/
semana) y OVX+T4+0lpa (ambos: T4+Olpa). La DMO de las OVX+Vh fue significativamente menor que la de las
SHAM en tibia total (p < 0.01) pero no en el femur ni en la columna lumbar. En el segmento medio de la tibia los
resultados fueron similares en ambos grupos; un valor menor se observo en la parte distal (pns) y en la proximal (p
< 0.003) en el grupo OVX+Vh. La DMO de las OVX+T4 fue significativamente menor que la de las OVX+Vh en la
tibia total (p < 0.02), el féemur (p < 0.006), la columna lumbar (p < 0.006); ademas, la DMO de las OVX+T4 fue
menor en todos los sectores analizados de la tibia, pero alcanzé un nivel estadisticamente significativo sélo en la
parte media (p < 0.004). La DMO de las OVX+Qlpa fue mayor que la de las OVX+Vh en fémur (p < 0.002), colum-
na lumbar (p < 0.03), tibia total (p < 0.001) y tibia proximal (p < 0.001). Sorprendentemente, la DMO de las OVX+Oipa
fue mayor que la de las SHAM, en tibia total y proximal (p < 0.05 y p < 0.001, respectivamente). La DMO del grupo
OVX+T4+0Olpa fue significativamente mayor que el de OVX+T4 en féemur (p < 0.001), columna lumbar (p < 0.001),
tibia total (p < 0.001), tibia proximal (p < 0.0001); asimismo, alcanzo niveles significativamente mayores que la de
las SHAM en columna lumbar, tibia total y proximal (p< 0.01 para todas ellas). El presente estudio sugiere que el
hueso cortical, en condiciones de deficiencia estrogénica, seria mas sensible que el trabecular al efecto de la T4.
El Olpa prevendria la pérdida 6sea axial y periferica del hueso inducida por un exceso de hormonas tiroideas.

Abstract Olpadronate prevents thyroid hormone-induced cortical and trabecular bone loss in ovariecto-

mized rats. The aim of the present report was to clarify the effect of excess T4 on axial and peripheral
bone mineral density (BMD) in estrogen-depleted rats. The protective effect of olpadronate (Olpa) on axial and
peripheral bone mass in thyroxine-treated rats was also investigated. Female Sprague-Dawley rats were used: SHAM,
OVX+Vh, OVX+Olpa (0.3 mg/kg/week), OVX+T4 (250 pg/kg/day) and OVX+T4+Olpa rats. OVX+Vh group presented
a BMD lower than SHAM in the tibia (p < 0.01) but not in femur or lumbar spine; the middle tibia BMD did not change
but it was lower at the distal (pns.) and proximal levels (p < 0.003) in OVX+Vh. OVX+T4 rats presented a BMD
significantly lower than OVX+Vh rats in total tibia (p < 0.02), femur (p < 0.006) and lumbar spine (p < 0.006). Moreover
the BMD was lower in all studied areas of the tibia, but it was statistically significant only at the middle level (p<
0.004). OVX+Olpa rats had a BMD higher than OVX+Vh rats in femur (p < 0.002), lumbar spine (p < 0.0001), total
(p < 0.001) and proximal tibia (p < 0.001). Surprisingly, total and proximal tibia BMD values in OVX+Olpa rats
presented a BMD significantly higher than OVX+T4 rats in femur (p < 0.001), lumbar spine (p < 0.001), tibia (p <
0.001) and proximal tibia (p < 0.0001). It is important to point out that OVX+T4+QOlpa BMD was significantly higher
than in SHAM rats at the lumbar spine, total and proximal tibia (p < 0.01). The present study suggests that although
supraphysiological thyroid hormone affected both cortical and trabecular bone, under estrogen-depleted conditions,
the cortical bone appears to be more sensitive than the trabecular bone to T4 treatment. We also found that Olpa
could prevent the peripheral and axial bone loss induced by thyroid hormone excess.
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trabecular® pero otros, sélo en uno de dichos compar-
timentos®’. Esta diferencia, en parte, parece estar rela-
cionada con el nivel estrogénico del paciente.

Sobre estas bases y teniendo en cuenta que en los
primeros estadios de la menopausia existe una pérdida
osea significativa, es importante evaluar la interrelacion
entre la deplecion estrogénica y el hipertiroidismo.

La rata ovariectomizada (OVX) es el animal comun-
mente utilizado para evaluar la osteopenia postmeno-
pausica y recientemente se utilizé la densitometria de
doble haz (DXA) para medir la DMO en pequenos ani-
males®. En un trabajo experimental previo encontramos
que la administracion de dosis suprafisiolégicas de T4 a
ratas OVX durante 5 semanas no producia ninguna dis-
minucion adicional en la DMO esquelética total inducida
por la OVX®. En el presente estudio, utilizando el mismo
modelo experimental se evaluo la DMO en distintos sec-
tores del esqueleto como la columna lumbar, el fémur y
la tibia totales, asi como, la de los segmentos proximal,
medio y distal de la tibia con el fin de observar posibles
diferencias entre la sensibilidad del hueso cortical y
trabecular a las hormonas tiroideas.

Los bifosfonatos son potentes inhibidores de la re-
sorcion osteoclastica' y se ha demostrado, tanto en es-
tudios clinicos como experimentales, su eficacia en el
tratamiento de varios tipos de desdérdenes metabolicos
asociados con un alto remodelamiento 6seo' . Entre
los bifosfonatos, los aminobifosfonatos parecerian ser
uno de los compuestos mas potentes’. La dimetilacion
del grupo amino hace que aumente la potencia del
pamidronato (APD) para inhibir la resorcion, sin ningun
efecto negativo sobre la formacion ésea'® €, Por tal mo-
tivo en el presente trabajo también se investigo la efica-
cia del olpadronato (dimetil APD, Olpa) para prevenir la
posible pérdida osea axial y periférica inducida por un
exceso de hormonas tiroideas.

Materiales y métodos

Detalies del experimento fueron publicados previamente®. En
sintesis, se utilizaron ratas hembras Sprague-Dawley de 220
= 2 gr las que fueron OVX o sometidas a una operacion simu-
lada (SHAM). Estos animales se dividieron en 5 grupos de 8
animales cada uno. Al segundo dia post-cirugia, las ratas se
inyectaron intraperitonealmente con: vehiculo: 0.001N NaOH/
0.9% NaCl (grupos SHAM y OVX+Vh); 250 pg de T4/kg peso/
dia (OVX+T4); 0.3 mg de Olpa/kg de peso/semana (OVX+0Olpa)
0 ambos T4+Olpa (OVX+T4+Qlpa). La T4 fue gentilmente ce-
dida por Glaxo S.A., Argentina y el Olpa por Gador S.A., Ar-
gentina. El peso corporal se registré una vez por semana.

Al comienzo del estudio y luego de 5 semanas se evaluo la
DMO por DXA utilizando un equipo Lunar DPX-Alfa 8034 pro-
visto de un software especial para pequenos animales. La DMO
de las distintas partes se determino utilizando una ventana
(ROI) automatica a partir de la imagen del animal analizado.
Los coeficientes de variacion (CV) para 5 mediciones repeti-
das "in vivo® con reposicion fueron las siguientes: esqueleto
total 0.9%; fémur total 0.9%; tibia total 0.8% y columna lumbar
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1.8%. Para las distintas areas de la tibia los CV fueron 3.5%;
2.7% y 1.8% para los sectores proximal, media y distal respec-
tivamente. Con el objeto de minimizar las variaciones
interobservador todos los animales se analizaron por el mismo
operador.

Analisis estadistico

Los datos se expresaron como media + error standard de
la media (X + ES). La diferencia entre los grupos se evaluo por
ANOVA utilizando el paquete estadistico Statview™ (Macintosh)
con un 95% de nivel de significancia.

Resultados

Al comienzo de la experiencia todos los grupos te-
nian el mismo peso corporal promedio (220 = 2 g) y du-
rante la misma aumentaron de peso®. Cabe destacar
que el grupo OVX+T4 fue el que presentoé el menor au-
mento de peso promedio.

La Tabla 1 muestra la DMO inicial y final del esquele-
to total, fémur y columna L2-L5 mientras que la Tabla 2
muestra la DMO inicial y final de la tibia total y la de sus
distintos segmentos para los cinco grupos estudiados.

Al final del estudio, el grupo de ratas OVX+Vh pre-
sent6é una DMO significativamente menor que la del gru-
po SHAM, en la tibia total (p < 0.01) pero no en fémur ni
columna lumbar (Tablas 1 y 2). Por otra parte, la DMO
de la tibia media fue similar en ambos grupos mientras
que un valor mas bajo se observo en la parte distal (225
£ 4 vs 241 = 10 mg/cm?, pns) y proximal del grupo
OVX+Vh, alcanzando so6lo en este ultimo sector, una
diferencia estadisticamente significativa (p < 0.003) (Ta-
bla 2).

Cuando el grupo OVX+Vh se comparo con el grupo
OVX+T4, el primer grupo presentéo una DMO signi-
ficativamente menor a nivel de la tibia total (p < 0.02),
femur ( p < 0.006) y columna lumbar (p < 0.006) (Tablas
1y 2). Ademas los valores de DMO en el grupo OVX+T4
fueron menores en todos los sectores analizados de la
tibia, pero alcanzo un nivel estadisticamente significati-
vo solo en la parte media (p < 0.004) (Tabla 2).

El grupo OVX+Olpa presenté una DMO mayor que el
grupo OVX+Vh a nivel del fémur (p < 0.002), de la co-
lumna lumbar (p < 0.03), de la tibia total (p < 0.001) y de
la tibia proximal (p < 0.001) (Tablas 1 y 2). Sorprenden-
temente, el grupo OVX+Olpa presenté una DMO mayor
que el grupo SHAM, a nivel de la tibia total y proximal (p
< 0.05y p < 0.001, respectivamente) (Tabla 2).

El grupo OVX+T4+QOlpa presenté una DMO sig-
nificativamente mayor que el grupo OVX+T4 en todas
las regiones analizadas: fémur (p < 0.001), columna lum-
bar (p < 0.001) y tibia total (p < 0.001). Un resultado
similar fue encontrado en la DMO a nivel de la tibia
proximal (p < 0.001). Es importante puntualizar que la
DMO en el grupo OVX+T4+Olpa alcanzé niveles
significativamente mayores que los observados en el
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TABLA 1.— BMD (media + ES) expresado en mg/cm’ del esqueleto total,
femur y columna lumbar (L2-L5).

Grupo Esqueleto Femur L2-L5
total

Valor inicial 249 = 1 265+ 7 222+ 4
Valores al final de la

experiencia
SHAM+Vh 273+ 3 309 + 11 258 + 6
OVX+Vh 264 + 3 a 2857 245+ 5
OVX+T4 260+ 2 a 256 +6a,b 221 £5a,b
OVX+QOlpa 277 +2b,c, d 322+4Db,c 262+5b,c,d
OVX+T4+40lpa 319+ 13a,b,c 320+ 11b,c 292+ 12a,b, ¢

a: p < 0.05 comparado con SHAM
b: p < 0.05 comparado con OVX+Vh
c: p < 0.05 comparado con OVX+T4

d: p < 0.05 comparado con OVX+T4+Olpa

TABLA 2.— BMD (media + ES) expresado en mg/cn¥ de la tibia total y sus diferentes

segmentos

Grupo Total Distal Media Proximal
Valor inicial 237+ 3 213+ 8 208 = 5 247 + 6
Valores al final de la

experiencia
SHAM+Vh 255 = 6 241 = 10 2157 299+ 5
OVX+Vh 2353 a 225+ 4 216 £ 6 257 +8a
OVX+T4 220+ 4a,b 216 +6a 198x7a,b 244=x9
OVX+Olpa 272 £ 3a, b, c 229 4 214 £ 6 334 +4a,b,c
OVX+T4+0Olpa 294+ 16a,b, c 234 =7 220+ 6 359+204a,b,c

a: p < 0.05 comparado con SHAM

b: p < 0.05 comparado con OVX+Vh

c: p < 0.05 comparado con OVX+T4

d: p < 0.05 comparado con OVX+T4+Olpa

grupo SHAM a nivel de la columna lumbar, tibia total y
proximal (p < 0.01 para todas ellas) (Tabla 1 y 2).

Discusion

En los primeros estadios de la deplecion estrogénica
por una menopausia artificial'®2° o natural?'-??, se acele-
ra la pérdida de hueso por un incremento en el
remodelamiento 0seo, donde la resorcion excede a la
formacion. Previamente encontramos que las ratas
OVX+Vh tenian una DMO del esqueleto total signi-
ficativamente menor que las ratas SHAM (Tabla 1)°. El

presente trabajo muestra que aunque la DMO del fémur
y de la columna lumbar del grupo OVX+Vh fue menor
que en las SHAM, solo en la tibia alcanzé una diferencia
estadisticamente significativa. Estudios histomorfome-
tricos previos en ratas OVX mostraron una osteopenia
mas pronunciada en la tibia, especialmente a nivel
proximal? comparada con las vértebras lumbares?!. Ade-
mas, en el presente estudio, las subareas de la tibia fue-
ron afectadas diferentemente por la OVX; mientras que
la DMQO de los segmentos proximal y distal (ricos en
hueso trabecular) fueron significativamente menores que
la del grupo SHAM, la tibia media (predominantemente
hueso cortical) no mostré cambios significativos. En con-
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cordancia, Wronski et al® observaron que las ratas OVX
perdian hueso trabecular rapidamente luego de |a
deplecion estrogénica. Asimismo, estudios clinicos su-
gieren que en las etapas iniciales de la menopausia exis-
tiria una mayor sensibilidad del hueso trabecular a la
deficiencia estrogénica®®. Las razones de por qué el hue-
so cortical es aparentemente resistente a perder masa
osea luego de la OVX, asi como por qué el hueso
trabecular de las vértebras no seria tan sensible a la
pérdida como el de las metafisis de los huesos largos,
no esta clara. Wronski et al?” sugieren que los cambios
osteopénicos a nivel de la tibia proximal se incrementan
debido a la alta velocidad basal de remodelamiento 6seo
que tiene lugar en dicha region.

La pérdida de hueso asociada a las hormonas
tiroideas tiene lugar por un incremento en el remodela-
miento 6seo donde la resorcion es mayor que la forma-
cion 6sea®. Estudios en humanos sugieren que las hor-
monas tiroideas inducirian una pérdida de hueso axial y
apendicular en mujeres postmenopausicas® y que su
impacto seria mayor que en las premenopausicas?®. Pre-
viamente publicamos que la ovariectomia disminuia la
DMO del esqueleto total y que el tratamiento con T4, en
la dosis utilizada, no producia una disminucion mayor®.
Sin embargo, los cambios en la masa 6sea no ocurren
porigual en todo el esqueleto. El hueso trabecular, aproxi-
madamente 20% del esqueleto, contribuye con un 80%
al remodelamiento 6seo; mientras que el hueso cortical,
80% del esqueleto sélo contribuye con un 20%. Si bien
la rata no presenta el sistema de canales haversianos,
se acepta que igualmente poseen ciclos de remodela-
miento'™ y que el modelo de pérdida ésea es similar al
del humano. En el presente estudio al analizar las dife-
rentes areas del esqueleto, tanto el hueso cortical como
el trabecular se ven afectados por el tratamiento con T4.
Asi, la administracion de T4 a ratas OVX afecté
significativamente la columna lumbar (30-60% de hueso
trabecular), el fémur y la tibia total (20-40% de hueso
trabecular) simulando su accién en humanos. Es impor-
tante senalar que ademas el sector medio de la tibia
(predominantemente cortical) presenté una disminucion
significativa en la DMO. Este hecho confirma hallazgos
radiolégicos previos en humanos®* y que sumado a que
no existio diferencia a nivel de la tibia media entre los
grupos SHAM y OVX+Vh, sugeriria que en condiciones
de deficiencia estrogénica el hueso cortical seria mas
sensible que el trabecular al tratamiento con dosis
suprafisiologicas de T4. Ademas, el gran incremento en
el remodelamiento dseo que ocurre durante las 5 prime-
ras semanas posteriores ala OVX enmascararialos efec-
tos de la T4 a nivel de un sitio metabolicamente activo
como la tibia proximal, ya que, a dicho nivel no existio
diferencias estadisticamente significativas entre las ra-
tas OVX+Vhy OVX+T4. Estos resultados contrastan con
dos estudios previos en ratas OVX tratadas con T4. En
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uno de ellos no disminuyé la masa femoral®' y en el otro
no disminuyé ni la del fémur ni la del hueso vertebral®.
En ratas macho orquidectomizadas tratadas con T4 los
resultados también resultaron conflictivos. Ongphiphe-
dhanakul et al* sélo encontraron una disminucién en la
DMO femoral; Rosen et al.*' en fémur y columna y final-
mente Balena et al.?” observaron una disminucién signi-
ficativa en la tibia y columna con T4. La razon de estas
discrepancias se deberian a varios factores como el di-
seno experimental, la dosis de hormona tiroidea usada,
la duracion de la experiencia, el sexo y/o edad de los
animales utilizados.

Previamente encontramos que el Olpa prevenia la
pérdida 6sea en el esqueleto total de ratas OVX trata-
das o no con T4° Ademas, la DMO del esqueleto total
fue significativamente mayor en las ratas OVX+T4+Olpa
que en los controles®. En concordancia con ello, en el
presente trabajo la DMO en el grupo OVX+T4+Olpa fue
significativamente mayor que en ratas SHAM a nivel de
la columna, de la tibia total y proximal y en el grupo
OVX+OQlpa, solamente a nivel de la tibia total y proximal.
Una posible explicacion para estos hallazgos seria que
la columna lumbar y la metafisis de la tibia proximal son
ricas en hueso trabecular, metabolicamente mas activo
que el hueso cortical. El tratamiento con Olpa bloquea-
ria la resorcién 6sea, mientras que la formacién conti-
nua rellenando los sitios de remodelamiento existentes®.
Como resultado de ello, al final del periodo experimen-
tal, se obtendria un balance positivo y por lo tanto una
DMO mayor que en el grupo SHAM, especialmente en
los sitios metabdlicamente mas activos que como men-
cionamos previamente son los que contienen hueso
trabecular.

En conclusion, el presente estudio sugiere que las
dosis suprafisiologicas de hormona tiroidea afecta tanto
el hueso cortical como el trabecular. Sin embargo, en un
estado de deficiencia estrogénica, el hueso cortical se-
ria el mas sensible. El Olpa prevendria tanto la pérdida
osea axial como periférica del hueso inducida por un
exceso de hormonas tiroideas. Si bien son necesarios
estudios adicionales, estos resultados facilitarian la te-
rapia en pacientes que requieren dosis supresivas de
TSH, para prevenir la pérdida 6sea por exceso de hor-
monas tiroideas.
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