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L'ostéoporose constitue un probléme majeur dans le domaine de la santé. L'expression
clinique de cette affection qui fragilise les os est la survenue de fractures. A I'échelle du
monde, ces fractures affectent des millions d'individus. Du fait du vieilissement de la
population, la prévalence de I'ostéoporose et le nombre de fractures vont aller croissant.
Ainsi, pour ce qui concerne la fracture de I'extrémité supérieure du fémur (FESF), son nombre
était estimé en 1990 a 1.26 millions, il pourrait étre de 2.6 millions en 2025 et 4.5 millions en
2050. Les fractures ostéoporotiques ont de nombreuses conséquences en termes de
morbidité, d'altération de la qualité de vie et de mortalité. Dans les suites des FESF en
particulier, la mortalité est plusieurs fois supérieure & celle observée dans la population
générale.

De nombreux traitements sont capables de prévenir et de réduire le risque de fractures
ostéoporotiques chez des sujets a haut risque. Des interventions non pharmacologiques
(nutrition, exercice physique) ont également été proposées afin de réduire le risque de
fracture.

Il est bien établi que I'os est un tissu sensible aux contraintes mécaniques. La réponse du tissu
osseux aux déformations relatives qu'il subit se traduit par une augmentation de la formation
osseuse [1-2-3]. Les bisphosphonates quant a eux ont un mode d’'action fondé
essentiellement sur leur capacité & inhiber la résorption osseuse médiée par les ostéoclastes
et a réduire le remodelage osseux [4-5-6].

Il est donc concevable en se fondant sur les mécanismes d'action d'une part de I'exercice
physique et d'autre part des bisphosphonates, d'imaginer que la combinaison des deux
actions thérapeutiques puisse avoir des effets supérieurs sur la masse osseuse et la résistance
osseuse que chacune des interventions thérapeutiques appliquées séparément.

Le but du présent travail a été d'étudier a partir du modéle de la rate mature ovariectomisée
les effets séparés et combinés de I'exercice physique (course sur tapis roulant) et du
zoledronate (une seule injection) sur le contenu minéral osseux, le remodelage osseux, la
résistance osseuse, la microarchitecture osseuse caractérisée par uCT et le métabolisme

lipidique.

2. Ostéoporose

2.1. Définition

L'ostéoporose est une maladie métabolique osseuse fréquente caractérisée par une
faible masse osseuse et par des détériorations microarchitecturales du tissu osseux
conduisant d une augmentation de la fragilité osseuse et a un risque de fracture, en
particulier d la hanche, au rachis et au poignet.

L'espérance de vie progressant, on peut penser que I'ostéoporose post-ménopausique

qui est la forme la plus commune d'ostéoporose va étre de plus en plus répandue dans le



futur. On estime que plus de 40 millions de citoyens des Etats-Unis ont une ostéoporose ou
une ostéopénie, la majorité étant des femmes de plus de 50 ans [7].

En Europe, on estime que plus d'une femme sur 3 ayant plus de 50 ans est ostéoporotique
en se fondant sur la définition de I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS) [8-9]. En
France, 25 % des femmes de 65 ans et 50 % des femmes de 80 ans présenteraient une
ostéoporose, selon le rapport du Groupe Technique National de Définition des Objectifs
[10].

2.2.Incidence

L'ostéoporose est la cause la plus importante de fractures chez les sujets agés; les
fractures ostéoporotiques sont responsables de phénoménes douloureux, de handicap,
d'une réduction de la mobilité, de déformation, de perte de taille et de cyphose (pour
les fractures vertébrales), de dépression, de réduction de la qualité de la vie, de perte
d'indépendance et d'une surmortalité [11-12-13].

Les fractures ostéoporotiques les plus fréquentes sont celles des vertéebres, du poignet et
de I'extrémité supérieure du fémur [14]. L'incidence de la fracture de hanche, qui est la
fracture ostéoporotique la plus grave, augmente actuellement de 3 % par an dans la
plupart des pays du monde [11]. A I'échelle de I'Union Européenne, on estime que le
nombre de fractures de hanche par an pourrait passer de 414 000 & 972 000 dans les 50
ans qui viennent [15]. En France, on estime d plus de 50000 le nombre actuel de fractures
de I'extrémité supérieure du fémur [18], et au moins & 35 000 celui des fractures du
poignet [17]. Une étude estime que pour la France, le nombre de fracture de hanche
annuel pourrait étre en 2050 de 150 000 [16]. En 1990, entre 40000 et 65000 sujets auraient
eu des fractures vertébrales [18]. La prévalence des fractures vertébrales chez les femmes
francaises dgées de plus de 75 ans est de 22 % [19].

2.3.Co(t socio-économique

Les fractures ostéoporotiques contribuent, de facon substantielle au col0t économique
de la santé. En 2000, une étude européenne a estimé le colt total direct des fractures
ostéoporotiques a 31.7 billions d'euros. Les experts prévoient, du fait du vieillissement de la
population, que ce colt pourrait étre de 76.7 billions d'euros en 2050 [20]. Les dépenses
en soins de santé attribuables aux fractures ostéoporotiques aux Etats Unis en 1995 ont
été estimées a 13.8 billions de dollars, approximativement 80 % de cette somme étaient
dévolus d la prise en charge des femmes qui étaient pour la plupart ménopausées. Les
fractures de I'extrémité supérieure du fémur représentaient da elles seules
approximativement +63 % du co(t total de santé attribué aux fractures ostéoporotiques
[21].

2.4.Physiolopathologie



24.1.

24.2.

2.43.

L'os cortical (compact), qui constitue environ 80 % du squelette, est surtout
présent au niveau de la diaphyse des os longs (fémur, humérus). Cet os cortical
est formé par I'association d'unités de base appelées ostéons. L'ostéon est
composé de lamelles concentriques au canal de Havers qui renferme les
vaisseaux sanguins nourriciers pour I'os. Les ostéons, de structure cylindrique, sont
reliés enfre eux par des lamelles interstitielles formées par les restes d'ostéons
antérieurs. Les canaux de Volkmann constituent un réseau centré par des
vaisseaux qui font le lien avec les canaux de Havers et assurent donc la
vascularisation de I'os cortical, du périoste a la cavité médullaire. Les canaux de
Volkmann sont dépourvus d'entourage lamellaire concentrique. Les ostéons sont
des formations tubulaires d'une longueur médiane de 2 mm et d'un diametre de
200 ym. Les ostéons, dont la taille peut atteindre jusqu’'a 8 mm de longueur, sont
faits de lamelles concentriques entre lesquelles des ostéocytes sont situés. Les
ostéons sont séparés les uns des autres par des lignes cémentantes
périostéoniques. Le grand axe des ostéons corticaux des os longs est paralléle
au grand axe des 0s eux mémes.

L'os trabéculaire ou os spongieux est présent au sein des épiphyses des os

longs, des os plats et courts. Le tissu trabéculaire est formé de travées osseuses
anastomosées entre elles, formant un réseau tri-dimensionnel. L'os trabéculaire
constitue environ 20 % du squelette osseux de l'adule. La disposition des
plateaux et des poutres de I'os trabéculaire répond & une orientation
prédominante s'accordant aux lignes de forces soumises qQux 0s,
particulierement bien visibles a des sites osseux comme la vertébre, I'extrémité
supérieure du fémur et le calcanéum.
Les surfaces d'échange de I'os trabéculaire sont 8 a 10 fois plus grandes que
celles de I'os cortical [22]. L'activité métabolique de I'os étant liée de facon
prédominante a des phénomenes reposant sur les surfaces disponibles pour le
remodelage osseux, il est bien compréhensible que les phénoménes
ostéoporotiques vont étre plus précoces et plus marqués sur les sites osseux
riches en os trabéculaire.

Le tissu osseux

Le tissu osseux est constitué de cellules (ostéoblastes, ostéoclastes et
ostéocytes et cellules bordantes), d'une matrice extracellulaire contenant une
substance fondamentale glycoprotéique et de fibrilles de collagéne. Ces fibres
de collagéne servent de matrice pour le dépdt du cristal osseux.

<% Composante minérale : la matrice extra-cellulaire est trés fortement
minéralisée, la quantité de minéral rend compte des 2/3 environ du
poids total de I'os sec. Sur le plan chimique, le microcristal est constitué

par de [I'Hydroxyapatite impur (contient également des ions
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carbonates, citrates, magnésium, sodium, fluor et strontium). Cette
minéralisation de la matrice extra-cellulaire confére a I'os ses propriétés
de solidité, de rigidité mais aussi d'élasticité.

% Composante organique : 35 % du poids sec de I'os sont dus a cette
matrice organique. Le collagéne de type | est la protéine la plus
abondante dans cette matrice. D'autres protéines non collagéniques
dont le réle n'est encore qu'imparfaitement élucidé, sont également
présentes. Parmi celles ci, les plus abondantes sont : I'ostéocalcine,

I'ostéopontine, I'ostéonectine et la sialoprotéine osseuse.

24.4. Lescellules osseuses

2.4.4.1. Les ostéoblastes sont responsables de la synthése et du dépdt de la
matrice osseuse. Les ostéoblastes proviennent de la différenciation de
cellules précurseurs mesenchymateuses. Les ostéoblastes forment a la
surface de l'os une structure de type épithélioide. Les jonctions
communicantes de type gap formées par les connexions controlent
I'activité  fonctionnelle des ostéoblastes [23], d'autres molécules
d'adhérence intercelullaires, comme la N-cadherine sont impliquées dans
I'induction des génes de différenciation [24-25]. Les ostéoblastes secretent
la matrice organique osseuse qui secondairement en site extracellulaire
sera calcifiee. De nombreuses hormones et cytokines influencent in vitro les
ostéoblastes. Leurs réles individuels, in vivo n'ont pas encore été clairement
élucidés. Les messagers de cellule a cellule qui stimulent ou inhibent la
résorption osseuse ou la formation osseuse seraient médiés par ces
cytokines ou hormones en réponse aux confraintes induites par les
stimulations mécaniques exercées sur I'os.

2.4.4.2. Les cellules bordantes
Une fois la matrice osseuse synthétisée et minéralisée, la majorité des
cellules s’aplatissent et bordent la surface de I'os. On parle alors de cellules
bordantes ou d'ostéoblastes au repos. Les ostéoblastes actifs et au repos
forment une membrane d la surface de I'os qui pourrait constituer en

quelque sorte une barriere sang-os limitant un « milieu intérieur osseux » [26].

2.4.4.3. Les ostéocyles
Une partie des ostéoblastes subissent un phénoméne d’'apoptose. Les

autres ostéoblastes vont se laisser inclure dans la matrice qgu'ils ont

10



synthétisée devenant alors des ostéocytes. Ces ostéocytes communiquent
entre eux et avec les cellules bordantes de la surface endostéale [27]. En
dépit du fait que les ostéocytes sont les cellules les plus nombreuses dans
I'os, leurs fonctions sont encore peu connues [28]. Les ostéocytes sont situés
dans des lacunes et sont connectés entre eux par un réseau d'extensions
cytoplasmiques présentes dans des candlicules. Les lacunes et les
canalicules contiennent le fluide osseux qui est au contact immédiat du
tissu osseux. Les ostéocytes influenceraient la composition du fluide osseux.
Ce dernier étant relié au fluide extra-cellulaire et donc au sang, les
ostéocytes pourraient jouer un réle dans la régulation des minéraux
plasmatiques et en particulier du calcium. Du fait de leur situation dans le
fissu osseux, les ostéocytes sont bien placés pour répondre aux confraintes
mécaniques. Il est admis aujourd’hui que les ostéocytes joueraient un réle
clé dans la transformation des charges mécaniques percues en variation

de la formation et de la résorption osseuse [29-30].

2.4.4.4. Lles ostéoclastes

24.5.

L'ostéoclaste est la cellule responsable de la résorption osseuse [31].
L'ostéoclaste est d'origine hématopoiétique et la différenciation de
prémonocytes en précurseurs ostéoclastiques se déroule dans la moelle
osseuse. Cefte spécification se fait sous l'influence de facteurs de
franscription et de facteurs de croissance. Parmi eux, frois sont essentiels M-
CSF (macrophage-colony stimulating factor), RANKL L ligand de RANK
(récepteur pour I'activation du facteur de transcription NF Kappa B) et son
antagoniste |'ostéoprotégérine (OPG). C'est le rapport quantitatif entre ces
deux protéines solubles antagonistes (RANKL et OPG) qui détermine le
nombre d'ostéoclastes formés le long des surfaces osseuses, ainsi que leur
activité [32]. L'activité des ostéoclastes alterne des phases de résorption
créant des lacunes osseuses et des phases de migration sur la surface
osseuse. Le réle de I'apoptose dans la régulation de la résorption osseuse
via le nombre d’'ostéoclastes est maintenant clairement établi et I'activité
antirésorbante des estrogénes semble s'exercer surtout par I'induction de
I'apoptose ostéoclastique via I'activation du TGFg (Transforming Growth
Factor B) [33]. Les bisphosphonates semblent agir principalement par
I'induction de I'apoptose des ostéoclastes, leur spécificité étant liée a leur
pharmacocinétique particuliere qui permet leur accumulation au niveau
des surfaces osseuses, mais par un mécanisme différent de celui des

estrogenes et impliquant I'inhibition du métabolisme du mévalonate [34].

Le processus de remodelage osseux
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L'os est un tissu dynamique, vivant, qui tout au long de la vie est le siege d'un
remodelage dont le but est non seulement de maintenir I'noméostasie
calcique mais aussi de réparer les microdommages osseux et donc de
maintenir une bonne qualité osseuse. Ce remodelage de I'os met en jeu des
fonctions cellulaires s'efforcant d'obtenir une résorption de I'os viellli (par les
ostéoclastes) et une formation d'os jeune (par les ostéoblastes) dans le cadre
d'une séquence coordonnée appelé couplage osseux [35]. Ce cycle de
remodelage osseux débute par une phase d'activation caractérisée par la
différenciation des ostéoclastes, suivie d'une phase de résorption de la
matrice par les ostéoclastes. A la suite de cette phase, les ostéoclastes se
détachent et meurent par apoptose, puis les précurseurs des ostéoblastes se
différencient en pré-ostéoblastes puis en ostéoblastes qui synthétisent une
nouvelle matrice comblant la lacune de résorption.

Le processus de couplage osseux est percu comme une réponse d type de
formation osseuse qui résulterait d'une résorption osseuse préalable, avec une
quantité d'os formé équivalente 4 celle résorbée [36]. On parle de
découplage osseux quand I'équiliore entre la formation et la résorption est
dissocié, ce qui peut conduire d I'ostéoporose. La diminution de production
des stéroides sexuels ovariens chez la femme aprés la ménopause conduit d
une accélération du remodelage osseux avec prédominance de la résorption
sur la formation osseuse [37]. Du fait de ce phénomeéne, la balance calcique
négative conduit & une perte d'os, d une augmentation de la fragilité osseuse
et donc 4 une augmentation du risque de fracture [38]. Une approche
thérapeutique rationnelle pour lutter contre ce phénoméne est I'utilisation
d'agents luttant contre la résorption osseuse, comme les bisphosphonates.
Cependant, ces agents antirésorbeurs générent également une inhibition de

la formation osseuse du fait du couplage entre les évenements cellulaires [39].

3. Stratégies de prise en charge de I'ostéoporose post-
ménopavusique

3.1.Généralités
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L'objectif principal des stratégies d'intervention thérapeutique dans I'ostéoporose post-
ménopausique est la réduction de la fréquence des fractures vertébrales et non
vertébrales. Les stratégies de prise en charge de I'ostéoporose post-ménopausique [40-
41] reposent : d'une part sur des approches non pharmacologiques dont le but est la
promotion de la prévention de la maladie et la réduction du risque fracture et d'autre
part sur 'utilisation d'agents thérapeutiques dont certains vont freiner la perte osseuse
(agents antirésorbeurs), d'autres exercant une action de formation osseuse (agents
anaboliques).

3.2. Agents thérapeutiques utilisés dans I'ostéoporose post-ménopausique

3.2.1. Agents antirésorbeurs
3.2.1.1. Traitement hormonal de la ménopause
Le traitement hormonal de la ménopause (THM) abolit la perte osseuse qui
survient aprés la ménopause et réduit la fréquence des fractures
ostéoporotiques (jusqu'a 50 % pour le risque de fracture vertébrale et
d'environ 30 % pour le risque de fracture non vertébrale [42-43]. Cet effet
bénéfique est le résultat d'une part de I'action des estrogéenes sur la
densité minérale osseuse sur tous les sites osseux mais aussi probablement
sur une amélioration de la dextérité et la mobilité et par la méme d'une
réduction du risque de chute. Trés récemment encore le THM était
considéré étre le traitement de premiere ligne pour la prise en charge
préventive de |'ostéoporose post-ménopausique. Cetfte opinion est
désormais révolue du fait principalement des résultats de deux études
cliniues d’envergure ayant rapporté ['association entre THM et
augmentation du risque de cancer du sein [44-45] mais aussi de maladies
cardiovasculaires [45]. De part le monde, désormais, de nombreuses
administrations et services gouvernementaux chargés de I'application des
reglements en matiére de santé publique, recommandent I'utilisation du
THM pour des périodes de temps les plus courts possibles, aux doses les plus
faibles possibles pour l'interruption des symptémes de la ménopause
comme les bouffées de chaleur [40-46-47]. Le THM n'est donc plus une
option thérapeutique validée pour son utilisation au long cours dans le
cadre de la prévention ou du ftraitement de [|'ostéoporose post-
ménopausique. Son usage doit étre fondé désormais sur I'évaluation
attentive de I'équilibre des bénéfices et des risques a I'échelle individuelle
de la patiente.
3.2.1.2. Modulateurs sélectifs des récepteurs aux estrogénes

Les Modulateurs Sélectifs des Récepteurs aux Estrogenes (SERMs) ont été
développés pour pallier les difficultés potentielles associées a I'usage du

THM. En effet, ces composés ont d'une part un effet estrogene-like sur I'os
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et d'autre part des effets antagonistes des estrogenes sur le tissu mammaire
[48]. Le raloxifene est a I'heure actuelle le seul SERM disponible et ayant
I'autorisation de mise sur le marché pour la prise en charge de
I'ostéoporose. Il a été montré que le raloxifene augmentait la DMO au
rachis lombaire et a I'extrémité supérieure du fémur mais aussi réduisait le
risque de survenue de fracture vertébrale chez des femmes ayant une
ostéoporose post-ménopausique [49]. Chez ces mémes femmes, le risque
de développer une néoplasie mammaire était diminué (analyse posthoc
[50]). En revanche, il a été montré que I'efficacité du raloxifene était au
moins aussi efficace que celle du tamoxiféne (produit de référence) pour
réduire le risque de cancer du sein invasif et diminuait le risque thrombo-
embolique et de cataracte chez des femmes a risque augmenté a 5 ans
de cancer du sein [51]. En ce qui concerne I'efficacité du traitement par le
raloxifene dans la prévention des fractures non vertébrales, la
démonstration n'était fournie que dans une analyse post hoc dans un sous
groupe de femmes avec des fractures ostéoporotiques séveres en début
d'étude [52].
3.2.1.3. Cailcitonine

La calcitonine est une hormone polypeptidiqgue endogéne qui inhibe
partiellement la résorption osseuse en bloquant I'activité des ostéoclastes.
La calcitonine nasale et sous cutanée n'a pas recu d'AMM en France mais
est approuvée par la FDA. En effet, il a été montré qu'un traitement par
calcitonine nasale & la dose de 200 Ul par jour réduisait I'incidence des
fractures vertébrales (mais pas des fractures non vertébrales). Cet unique
essai randomisé n'ayant pas une méthodologie parfaite, I'enthousiasme
envers ce ftraitement est resté limité [53]. Des études contrblées versus
placebo testant la calcitonine nasale ont montré une diminution des
douleurs associées aux nouvelles fractures vertébrales ; cependant, il est
actuellement recommandé de ftraiter |'ostéoporose par des agents
thérapeutiques plus puissants et de prendre en charge la douleur

séparément [54].

3.2.1.4. Calcium et vitamine D
La supplémentation calcique devrait étre donnée de facon
complémentaire a tous les agents thérapeutiques pour le traitement des
femmes ostéoporotiques. Le calcium ralentit en effet la perte osseuse, en
particulier chez les femmes agées et celles qui ont des apports limités. Une
augmentation des apports calciques réduit I'hyperparathyroidie associée

au vieillissement et peut augmenter la minéralisation de I'os nouvellement
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formé. Une métaanalyse récente incluant 15 essais interventionnels avec
du calcium chez des femmes ménopausées ostéoporotiques a montré un
gain de prés de 2 % au rachis en DMO aprés deux ans. Cependant, la
réduction du risque de fracture vertébrale et non vertébrale dans cette
métaanalyse n'atteignait pas la limite statistique de significativité [55]. Les
recommandations aux Etats-Unis sont d’obtenir des apports calciques
totaux de 1200 & 1500 g par jour (A travers le régime alimentaire, les
suppléments ou les deux) pour toutes les femmes ménopausées [56].

La vitamine D est essenfielle & la bonne santé osseuse. Elle favorise
I'absorption digestive calcique et la minéralisation osseuse. L'insuffisance
vitaminique D est une problématique croissante ; deux patients sur trois
victimes d'une fracture de I'extrémité supérieure du fémur sont classées
déficitaires en vitamine D (taux sérique en vitamine D en dessous de 15
ng/mil soit inférieur & 37.4 mmole/litre [57].

Les personnes &gées atteintes de maladies chroniques nécessitant des
aides au domicile sont particulierement sensibles & la carence en vitamine
D du fait d'une exposition solaire insuffisante. Une vaste étude a montré
chez des patientes institutionnalisées recevant aléatoirement du calcium et
de la vitamine D ou un placebo que la supplémentation vitamino-calcique
réduisait de 33 % le risque de fracture de hanche [58]. Dans une autre
étude, un traitement par une dose orale de 100 000 Ul de vitamine D3 tous
les quatre mois réduisait le risque de fracture non vertébrale de presque un
tiers chez des personnes &gées capables de marcher [59]. Dans une étude
menée en Grande Bretagne, I'administration quotidienne chez des
hommes et femmes dgées de citrate de calcium 500 mg et de vitamine D
700 Ul réduisait le risque de fracture non vertébrale [60]. Des données
solides ont montré qu'une supplémentation en vitamine D favorise le

renforcement musculaire et réduit le risque de chutes [61].

3.2.1.5. Les bisphosphonates
Structure chimique
Les bisphosphonates sont des composés chimiques dont la premiere
synthése fOt réalisée au XIXe siecle par des chimistes allemands. C'est a la
fin des années soixante que leur réle de modulateur du calcium et du
métabolisme osseux fOt reconnu [62-63]. Initialement développés pour leur
capacité a inhiber la croissance et dissoudre les cristaux de calcium, leur

action suppressive sur la résorption osseuse fO0t & [I'origine de leur
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développement par I'industrie pharmaceutique. Sur le plan chimique, les
bisphosphonates sont caractérisés par leur chaine phosphate-carbone-
phosphate (P — C - P) résistante a I'hydrolyse enzymatique. Cette licison P —
C - P leur confére leur analogie aux pyrophosphates (P — O — P). Cette
structure permet un grand nombre de variations de ces composés soit en
variant les deux chadines latérales des atomes de carbone, soit par
esterification des groupes phosphonates (figure 1).

Il n'a pas été établi de relation claire entre effet et structure. Cependant, il
apparait que la licison au minéral osseux soit due d la structure P-C-P alors
que I'activité antirésorptive soit influencée d'une part par la chaine P-C-P
mais aussi par les chaines latérales et donc par la structure tridimensionnelle
de la structure du bisphosphonate. En effet, des stéréoisomeéres de méme
structure chimique pourrcient avoir des différences d'activité dans un
rapport de 1 & 10 [64].

(a) {b)

R
0. i
¥ i P
C=F P HO =& F—HO
.f:." l | y ._;".r | 'C:
g o 2 Q O CH £8H O

Figure 1 : Structure générale du pyrophosphate et des bisphosphonates
a : pyrophosphate

b : bisphosphonate, R1 et R2 sont des chaines latérales qui déterminent
I'affinité pour I'os du bisphosphonate considéré et sa capacité anti-

résorptive.

Actions

Les bisphosphonates ont une forte affinité pour les phosphates de calcium
et se portent avec avidité a la surface de I'os, et en particulier dans les
régions de remodelage actif. Cette affinité pour le minéral osseux est a la
base de leur utilisation en tant que marqueurs du squelette osseux,
d'inhibiteur des calcifications ectopiques et d'inhibiteur de la résorption
osseuse. En effet, le principal effet des bisphosphonates
pharmacologiquement actifs est I'inhibition de la résorption osseuse
médiée par les ostéoclastes [65-66]. L'activité des bisphosphonates sur la
résorption osseuse varie singulierement d'un composé a I'autre (figure 2 et

3). Ainsi pour I'étidronate, la dose requise pour inhiber la résorption est
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relativement élevée (au dessus d'1 mg/kg/jour par voie IV chez le rat). En
revanche, certains composés ont été développés plus récemment dont la
puissance par rapport a I'étidronate est jusqu’'a 10000 fois supérieure sans
pour autant étre plus actif dans I'inhibition de la minéralisation dans des
expérimentations animales. Cette relation de 1 & 10000 par exemple entre
I'étidronate et le zolédronate, chez le rat, est d'un ordre 10 fois moindre
chez I'nomme [67]. Les bisphosphonates simples (ne contenant pas de
dérivés nitrés), comme I'étidronate ou le clodronate, sont métabolisés en
analogues de friphosphate adenosine cytotoxique-bisphosphonate qui
s'accumulent dans les ostéoclastes et induisent leur apoptose [66]. Les
bisphosphonates comportant des dérivés nitrés dans leur chaine latérale
(alendronate, ibandronate) (figure 4) ou contenant des substituants
cycliqgues comme le risédronate et le zolédronate avec un anneau
imidazole, sont internalisés dans les ostéoclastes actifs matures et alterent la
voie enzymatique du mévalonate, en inhibant la farnesyl pyrophosphate
(FPP) synthase (figure 5). Cette inhibition conduit a la diminution de la
formation des lipides isoprenoides comme les farnesyl et geranylgeranyl
pyrophosphates. Ces composés sont nécessaires a la  prenylation post-
translationnelle des protéines (transfert des chaines d'acide gras) incluant
des protéines porteuses de GTP. Ces protéines sont importantes pour de
nombreuses fonctions cellulaires comme I'assemblage du cytosquelette et
les signaux intracellulaires. Ces fonctions cellulaires altérées conduisent & la
réduction de I'activité ostéoclastique et la suppression de la résorption
osseuse [66-68]. Les modes d’action des bisphosphonates ont fait I'objet de
nombreuses mises au point [69-70].

Les bisphosphonates ou phosphonosulfates liés & une chaine isoprene sont
de puissants inhibiteurs de la squalene synthase et donc seraient de
potentiels agents anticholestérolémiants chez I'animal [71].

Depuis plus de 30 ans, les bisphosphonates sont utilisés en clinique.
Cependant, notre connaissance de leur relation pharmacocinétique et
pharmacodynamique est encore incompléte du fait de difficultés
techniques pour leur mesure dans les fluides biologiques [72]. La plupart des
schémas posologiques des bisphosphonates ont été concus de facon
empirique en se fondant principalement sur des informations
pharmacodynamiques qui peuvent étre évaluées en mesurant les
marqueurs biochimiques du remodelage osseux et par les mesures de la

densité minérale osseuse.
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Figure 2 : affinité osseuse des bisphosphonates
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Figure 3 : Inhibition de la FPP synthase par les bisphosphonates

rhFIPP synthase activity
(% ol eontrol)

100

80

60

i

-1l

] . _

CLO ETI PAM ALN  IBA  INC RIS MIN Z0L

18



N:-l?
07 (CH), 0"
R
0=IT—C—P=O

Figure 4 : Les bisphosphonates utilisés chez I'humain
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Figure 4 : les bisphosphonates utilisés chez I'humain (suite)
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Figure 5 : Voie enzymatique du mévalonate
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Bisphosphonates et métabolisme lipidique

Certains bisphosphonates comme le clodronate sont capables de générer
un métabolite toxique pour I'ATP qui va s'accumuler dans le cytoplasme et
conduire 4 l'apoptose des ostéoclastes en inhibant une enzyme
mitochondriale I'ADP/ATP translocase [73]. En revanche, les amino BP n'ont
pas la capacité de s'incorporer a I'ATP ; leur action est principalement liée
a I'inhibition d'enzymes de la voie infracellulaire du mévalonate au sein de
I'ostéoclaste. Des amino BP, comme l'ibandronate, inhibent puissamment
la squalene synthase et la biosynthése du cholestérol chez le rat [74].
L'alendronate et le pamidronate inhibent aussi la biosynthése des stérols
mais sans affecter cette enzyme, suggérant une possible inhibition de la
voie mévalonate en amont de la squaléne synthase [74]. D'autres BP ne
contenant pas de groupe amine dans leur structure comme le clodronate
et I'étidronate ne semblent pas interférer avec la biosynthese intracellulaire
des stérols. La principale cible enzymatique des amino BP est la FPP
synthase, son inhibition conduisant & des perturbations fonctionnelles des
ostéoclastes et par voie de conséquence d une réduction de la résorption
osseuse. Parmi les BP, il a été montré que I'acide zoledronique avait un
profil particulier de puissant inhibiteur de I'activité de la FPP synthase, en
fait 70 fois plus puissant en comparaison du pamidronate, couplé & une
forte affinité pour le minéral osseux [75]. Récemment, un effet notable des
amino BP sur le métabolisme des lipides a été rapporté chez des femmes

ostéoporotiques traitées par perfusion itérative de néridronate [76] et chez
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des patients pagétiques traités par pamidronate IV tous les trois mois [77].
Une étude in vitro sur des lignées cellulaires de prostate a montré que
I'acide zoledronique pouvait inhiber la production de cholestérol [78]. Enfin,
chez des patients ayant un myélome rampant, le traitement par acide
zoledronique semble capable de modifier le profil liquidique dans le sens

d'une amélioration de I'indice de risque d’athérosclérose [79].

3.2.1.6. L'acide zolédronique ou zolédronate (ZOL)
L'acide zolédronique appartient a la famile des bisphosphonates
contenant un dérivé nitré. Parmi les bisphosphonates contenant une
fonction aminée, le ZOL est le plus puissant si I'on en juge ses capacités de
suppression de I'activité recombinante humaine de la FPPS [80].
L'ordre croissant de la puissance des bisphosphonates pour I'inhibition de
la FPPS reflete fidélement leur capacité & inhiber la résorption osseuse in
vitro  (pamidronate<alendronate<ibandronate<risédronate<zolédronate)
comme I'ont démontré Dunford et coll [81] dans une étude s'intéressant a
la puissance de plusieurs bisphosphonates avec groupement amine. Ainsi,
une corrélation était tfrouvée entre la capacité du BP d inhiber in vitro la
FPP synthase d'une part et d'autre part l'inhibition de la prenylation
protéique dans des extraits de cellules libres et des ostéoclastes purifiés in
vitro mais aussi la capacité a inhiber la résorption osseuse in vivo. L'ordre de
puissance d'inhibition de la FPP synthase était étroitement apparié a I'ordre
de la puissance antirésorptive [81].
Chez I'nomme, il a été montré que le zolédronate était un puissant
inhibiteur de la résorption osseuse pouvant étre administré en intraveineux
une fois par an [82]. Chez la femme ménopausée, le traitement par acide
zoledronique 5 mg est associé d une augmentation de la DMO au rachis et
d la hanche, d une réduction du remodelage osseux ainsi qu'd une
réduction significative du risque de fracture vertébrale, de fracture de
I'extrémité supérieure du fémur et des fractures non vertébrales [83]. Dans
une étude menée chez des patients agés, un traitement par I'acide
zoledronique 5 mg dans les trois mois suivant la survenue d'une fracture de
hanche a faible niveau d'énergie est associée d une diminution du taux de
nouvelles fractures cliniques et & une amélioration de la survie [84].
Chez la rate ovariectomisée, I'acide zoledronique prévient la perte osseuse
induite par la carence estrogénique aux vertebres [85]. De plus, un effet
prononcé sur la prévention de la réduction de I'amincissement de

I'épaisseur des fravées était montré [85]. Dans ce méme fravail ou des rates
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ovariectomisées ont été traitées pendant un an par I'acide zoledronique,
les résultats suggéraient une diminution du remodelage osseux, une
prévention des détériorations structurales et des modifications
biomécaniques induites par I'ovariectomie [85]. Les effets d'un traitement
par le zoledronate donné pendant un an 4 des rates adultes
ostéopéniques ont fait I'objet d'un autre travail des mémes auteurs [86].
Dans cette derniere étude, les rates recevaient pendant un an une
injection sous cutanée hebdomadaire d'acide zoledronique (différentes
doses). Les auteurs concluaient a I'efficacité du traitement pour préserver
la masse osseuse, I'architecture et la résistance osseuse [86]. D'autres
auteurs se sont intéressés a I'intérét d'un traitement séquentiel chez la rate
ovariectomisée, un fraitement par zoledronate étant injecté aprés un
fraitement par PTH [87].
3.2.2. Agents ostéoformateurs
3.2.2.1. La PTH (parathormone)
I a été démontré que le traitement par le fragment 1-34 de la PTH
(tériparatide, en administration sous cutanée quotidienne) augmentait la
DMO au rachis, au fémur et au corps entier [88]. De plus, ce fraitement
donné pendant 18 mois permet la réduction du risque de fracture
vertébrale et de fracture non vertébrale chez des femmes ménopausées
ayant déjda des fractures vertébrales prévalentes [88]. Le tériparatide est un
agent anabolique qui augmente a la fois la formation osseuse et la
résorption osseuse mais dans des proportions qui favorisent globalement la
formation osseuse dans le sens d'une meilleure résistance [89].
3.2.2.2. Le ranélate de strontium

Le ranélate de strontium est un composé chimique qui aurait la propriété
d'une part d'augmenter la formation osseuse tout en diminuant la
résorption osseuse, on parle d'agent découplant positif [90]. Il a été montré
que le traitement quotidien per os par ranélate de strontium augmentait
significativement la DMO au rachis, au col du fémur et & la hanche totale
[?21]. Deux études multinationales multicentriques en double aveugle
contre placebo ont montré respectivement une diminution significative du
risque de fracture vertébrale [92] et du risque de fracture non vertébrale

chez des femmes ménopausées a risque de fracture [93].
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3.3.Approches non pharmacologiques dans I'ostéoporose post-
ménopausique
3.3.1 Conseils alimentaires

Plusieurs interventions destinées & réduire le risque de fracture peuvent étre
recommandées pour la population générale [94]. Le tabagisme et I'absorption
excessive d’alcool seront combattus.
Des apports de calcium et de vitamine D dits « adéquats » sont recommandés
(cf chapitre 3.2.1.4). Des interventions thérapeutiques contrdlées ont fait la
démonstration que la combinaison de suppléments calciques et de vitamine
D peuvent réduire le risque de fracture. Quand les apports calciques exogenes
sont insuffisants, la nécessité de maintenir a I'équilibre I'homéostasie calcique
conduit d une augmentation de la résorption osseuse. Aux Etats-Unis, la
Fondation Nationale  contre  I'Ostéoporose (NOF) soutient  les
recommandations de I'Académie Nationale des Sciences qui stipulent que les
femmes de plus de 50 ans devraient consommer au moins 1200 mg de
calcium élément par jour [95]. Des apports excessifs de calcium (plus de 1200
a 1500 mg par jour) ont un intérét potentiel limité ; selon une étude récente,
dans une analyse en objectif secondaire planifié, une supplémentation
calcique, des femmes ménopausées en bonne santé pourrait augmenter
I'incidence des évenements cardiovasculaires [96].
La vitamine D joue un réle majeur pour I'absorption digestive du calcium, la
bonne santé osseuse, les performances musculaires, I'équilibre et le risque de
chutes. La NOF recommande des apports de 800 & 1000 unités internationales
de vitamine D3 par jour pour les adultes de plus de 50 ans. Cet apport est
susceptible de conduire d des taux sériques de 250HVitD au seuil souhaité de
30 ng/ml (75 mmol/l) ou plus. De nombreux patients dgés sont a risque de
carence en vitamine D, parmi eux les patients ayant une malabsorption
(maladie coeliaque par exemple....), une insuffisance rénale chronique, ceux
qui ont des maladies chroniques, qui sont confinés chez eux et qui n'ont donc
pas d'exposition solaire suffisante. Chez ces personnes dgées, des apports en
vitamine D sont donc recommandés. En 1997, aux Etats-Unis, la limite
supérieure sans risque pour la santé des apports vitaminiques D a été porté &
2000 Ul par jour [95]. Des données plus récentes indiquent que des apports plus
élevés sont nécessaires et bien tolérés par les personnes dgées.
Des apports protéiques adéquats sont également essentiels chez les personnes

Aagées fragiles [97].
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3.3.2 Prévention des chutes

Tous les patients ayant eu des fractures périphériques devraient faire I'objet
d'une évaluation de leur risque de chute.

Une des plus vastes études de prévention des chutes chez la personne dgée a
inclus plus de 300 patients de plus de 70 ans ayant au moins un facteur de
risque de chute. Dans le groupe intervention de cette étude contrblée et
randomisée, une évaluation gériatrique et des modifications des facteurs de
risque de chutes étaient proposés alors que le groupe témoin avait des soins
« habituels ». Au cours du suivi de 12 mois, 35 % des patients du groupe
intervention sont tombés contre 47 % dans le groupe témoin. Cette différence,
bien que significative n'était pas associée a une réduction du risque de
fracture du fait du manque de puissance de I'étude [98]. Par la suite, bien que
des essais de vaste envergure aient montré qu'il était possible de réduire les
chutes [99-100], les études randomisées n'ont jamais pu mettre en évidence
une diminution du risque de fracture. Certains essais cliniques ont montré que
porter des protecteurs de hanche pourrait réduire le risque de fracture de
hanche, en particulier chez les personnes d&gées institutionnalisées.
Cependant, une métaanalyse récente des essais randomisés laisse planer un
doute sur I'efficacité de cette mesure [101-102-103]. Parmi les stratégies ayant
pour but la prévention des chutes on peut citer : la vérification et la correction
de la vue [104] et de I'audition, I'évaluation des problemes neurologiques,
I'analyse critique des prescriptions du patient a la lumiere des effets
indésirables influencant potentiellement I'équilibre, I'amélioration des facteurs
environnementaux au domicile des patients (éviction des sols glissants,

éclairage adéquat...).

3.3.3 Exercice physique
3.3.3.1 Généralités
Les stratégies habituelles et actuelles de prévention des fractures
ostéoporotiques chez la femme se concentrent sur deux axes principaux,
d'une part I'optimisation du pic de masse osseuse lors de la maturation
squelettique et, d'autre part, la réduction de la perte osseuse aprées la
ménopause, par la normalisation du remodelage osseux, I'augmentation de la
masse osseuse et la prévention des chutes chez la femme dgée.
L'intérét de I'exercice physique a obtenu le statut d’axiome favorable dans la
prise en charge de I'ostéoporose post-ménopausique par la reconnaissance
de son réle dans I'adaptation squelettique [105] et par I'observation répétée
de masse osseuse relativement élevée chez les athletes [106]. Ainsi, les

recommandations francaises de I'HAS [40] soulignent I'effet bénéfique de
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I'exercice physique sur la DMO et rapportent chez la femme ménopausée son
rble pour ralentir la diminution de la masse osseuse, et indiquent que le
bénéfice sur I'os persisterait méme a I'arrét de I'activité, ce qui reste débattu
[107].

Les recommandations de I'AFFSSAPS quant & elles soulignent l'intérét du
maintien d'une activité en charge pour préserver le capital osseux en
traitement complémentaire de I'ostéoporose post-ménopausique.

Quant & la Fondation Nationale de [|'Ostéoporose (NOF), ses
recommandations encouragent la pratique réguliere d'une activité en charge
et des exercices de renforcement musculaire pour réduire le risque de chutes
et de fractures. La NOF encourage fortement la pratique de I'activité physique
tout au long de la vie et a tout age, d'une part pour la prévention de
I'ostéoporose, et d'autre part globalement pour la santé, parce que les
bénéfices sont perdus a I'arrét de I'activité physique [41].

Durant les derniéres années, de nombreux essais thérapeutiques randomisés
contrélés versus placebo ont montré que différents tfraitements sont
susceptibles de réduire le risque de fracture en particulier vertébrale de 50 &
70 % [18] chez les patientes répondant aux criteres densitométriques de I'OMS
[8]. Cette possibilité thérapeutique est cependant confinée aux patientes les
plus & risque alors que la plupart des fractures sont issues de plus vastes
groupes de patientes a risque individuel plus faible chez des patientes
ostéopéniques [108-109]. Les patientes ostéopéniques ayant déjd eu une
fracture peuvent également bénéficier d'un traitement mais les femmes dont
le seul facteur de risque est une ostéopénie ne se voient pas proposer de
thérapeutiques préventives. C'est pourquoi le probléeme des fractures a
I'échelle de population plus larges ne peut étre résolu par les thérapies
médicamenteuses seules. Des interventions thérapeutfiques sans danger,
facilement accessibles, peu colteuses d mettre en place et qui pourraient
augmenter la résistance osseuse sont souhaitées. L'exercice physique semble
pouvoir au moins réunir les trois premiéres conditions pré-requises citées ci-
dessus et constitue donc une approche thérapeutique attractive pour réduire
le nombre des évenements fracturaires.

La démonstration du rdle important de I'exercice physique dans le
métabolisme du tissu osseux est apportée par des travaux cliniques menés a la
fois en diminution des contraintes mécaniques sur I'os - immobilisation en
décubitus prolongé [110], vols spatiaux [111] - mais aussi en augmentation des

conftraintes.
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Dans de trés nombreuses études transversales comparant la masse osseuse de
femmes actives ou d'athlétes a celle de femmes sédentaires de méme age, la
masse osseuse était plus élevée de facon significative chez les femmes non
sédentaires, voir [112] pour revue. Cependant, les résultats des essais cliniques
contrélés randomisés sont plus controversés, montrant des effets positifs [113-
114], négatifs [115-118] ou mixtes [117-118].

L'approche méta-analytique est intéressante dans de telles situations, et la
littérature anglo-saxonne en fournit d'assez récentes [119-120-121-122-123]. La
méta-analyse de Berard et al [119] avait pour but I'évaluation des effets d'une
activité physigue chez des femmes ménopausées en bonne santé. 18 études
publiées entre 1966 et 1996 ont été retenues dans I'analyse. L'exercice
physique apparaissait efficace dans la prévention de la perte osseuse du
rachis lombaire mais pas au col du fémur ni au radius. Cependant cette méta-
analyse n'incluait pas que des essais randomisés [119]. L'absence de
randomisation peut conduire a une surestimation de I'effet propre de
I'intervention thérapeutique comme le montre bien le travail de Wolff et al
[120]. Ainsi dans cette méta-analyse [120], I'effet global du traitement
(programmes d'entrainement physique) des essais randomisés était d'environ
0,9% par an signifiant que les programmes d’entrainement d’activité physique
prévenaient la perte osseuse de presque 1% par an comparés aux témoins,
alors que I'effet global du traitement pour les essais contrélés non randomisés
était proche du double (1,85% par an). L'absence de randomisation dans le
cas particulier des essais testant I'intérét de I'exercice physique peut en effet
intfroduire des biais liés a la génétique, a I'auto sélection de patients dans les
groupes « activité physique », aux éventuelles activités physiques antérieures &
I'essai clinique. Kelley s'est quant & Iui intéressé aux effets de I'exercice
physique sur la densité minérale osseuse régionale chez la femme
ménopausée [121]. Sa méta-analyse a inclus 11 essais randomisés publiés
entre 1975 et 1995. L'effet global constaté, mesuré en variation relative
pondérée sur la taile des échantillons des études testées, apparait
relativement faible (0,27%,[IC 95% (0,16 — 0,37%)]. Cependant, quand I'auteur
ne retient dans son analyse que les essais pour lesquels la mesure de densité
osseuse a été faite au site osseux spécifiquement mis en charge par le
programme d’'activité physique, I'effet préventif semble plus important
puisque de I'ordre de 0,76% ; [IC 95% (0,6 —0,93%)] [121].

Des programmes d'activité physiqgue avec impact ont-ils une efficacité
relative différente de programmes d’activité physique sans impact 2 C'est &
cetfte question qu'ont essayé de répondre Wallace et Cumming [122]. Dans

cette étude étaient considérées comme activités physiques avec impact : la
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marche, la course a pied, la danse, I'aérobic et les exercices sur tapis roulant.
Les exercices comportant des entrainements en résistance, en force, ainsi que
les exercices aux poids et halteres étaient considérés comme activités
physiques sans impact. Cette méta-analyse n'a pas trouvé de différences
évidentes d'efficacité entre les programmes d’'exercices physiques avec ou
sans impact. Cependant, elle confirmait le ralentissement du taux de perte
osseuse lieé a la ménopause par I'activité physique en particulier au rachis
[122].

Deux études plus récentes soulignent en revanche I'intérét sur le tissu osseux
des sports & impact élevé. La premiere avait pour but de déterminer sila DMO
supérieure observée 15 ans aprées I'arrét de la pratique en compétition de la
gymnastique artistique restait toujours plus élevée neuf ans plus tard, au sein
de la méme cohorte de femmes approchant la ménopause [123]. Les valeurs
de DMO étaient mesurées au rachis, au col du fémur, au corps entier ainsi
qu'au poignet dans un groupe de 10 gymnastes, d'ége moyen 45 .3 comparé
d un groupe témoin de 13 femmes dgées en moyenne de 45.4 ans. Les
gymnastes conservaient & I'entrée dans I'étude des valeurs de DMO
supérieures A celles des témoins d'environ 10 %. L'autre étude menée celle 1a
chez 'homme [124] s'est intéressée a la relation entre activité sportive et de
loisir au cours de leur vie chez des hommes agés de plus de 50 ans. Un
questionnaire permettait de définir le temps total d'activité et un score dit
« ostéogénique » fondé sur le type d'activité sportive pratiqué. Le score
« ostéogénique » était pondéré selon I'intensité des impacts lors des pratiques
sportives, I'impact étant considéré comme nul pour la natation, le vélo ; faible
pour la marche, le tai-chi, le golf ; intermédiaire pour la danse, le jogging, le
football ; élevé pour la gymnastique, le volley, le basket. Si le temps total
d'activité n'était pas associé a de meilleurs parametres osseux, I'analyse
montrait un bénéfice osseux associé a un plus fort score « ostéogénique » tout

au long de la vie de 13 a 50 ans et plus [124]

La plus récente méta-analyse évaluant I'effet de I'exercice physique pour la
prévention et le traitement de I'ostéoporose post-ménopausique est celle de
la collaboration Cochrane [125]. 18 études publiées entre 1966 et 2000
satisfaisaient les critéres d'éligibilité de cette méta-analyse. Dans ce travail, les
auteurs ont pu étudier les effets d'exercices augmentant la capacité
respiratoire, d'exercices en résistance (renforcement spécifiques des muscles)
et de la marche.

L'ensemble de ces types d'exercices est apparu efficace sur la DMO au

rachis, la différence moyenne pondérée entre groupe exercice et groupe
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témoin étant de 1,79 [IC 95% (0,58 — 3,01)]. Les exercices augmentant la
capacité respiratoire étaient efficaces au rachis et au poignet mais pas au col
du fémur [125].

La marche d'un bon pas est une activité physique peu coUlteuse, accessible &
tous et populaire aupres du grand public; elle pourrait donc étre une
intervention intéressante dans la stratégie de prévention de perte osseuse d la
ménopause. Bonaiuti et al [125] ont pu évaluer I'efficacité de la marche en
combinant les résultats de trois études, la population globale étudiée étant de
77 sujets inclus dans les groupes exercices contre 79 témoins. Le résultat de leur
méta-analyse montrait que la marche était efficace, a la fois sur la différence
moyenne pondérée au rachis [1,31 (IC 95% — 0,03 ; 2,65)] mais aussi a la
hanche [0,92 (IC 95%, 0,21; 1,64)]. Les résultats étaient statistiquement
significatifs.

Effet d’'autres types d'activité physique

La pratiqgue du Tai-Chi-Chuan semble étre efficace dans la prévention des
chutes [128]. Mais le réle de cette pratique dans la prévention de la perte
osseuse a la ménopause n'avait pas été étudié. Quin et al [127] rapporte la
premiere étude cas témoin montrant que la pratique réguliere du Tai —Chi-
Chuan pourrait retarder la perte osseuse des sites osseux porteurs chez la
femme ménopausée. Cependant, il ne s'agit pas d'une étude randomisée.
En outre, seuls les parameétres osseux les plus sensibles mesurés par pQCT,
rendaient compte d'un taux de perte osseuse significativement plus faible
dans le groupe Tai-Chi-Chuan par rapport au groupe témoin.

Des fravaux expérimentaux récents ont pu suggérer que des déformations
mécaniques de trés faible amplitude pourraient augmenter la masse osseuse
quand elles étaient appliguées a haute fréquence [128]. Cependant, il
n'existe aucun travail chez la femme ménopausée. Par ailleurs, chez des
sujets hommes et femmes de 19 & 38 ans, un programme de 8 mois de
vibration sur plateforme n'a conduit & aucun effet sur la masse, la structure et
la résistance osseuse estimée et ceci quel que soit le site (rachis, hanche,
calcanéum, radius) [129].

Réversibilité des gains liés a I'exercice physique

Il semble établi que le gain osseux lié a I'activité physique soit réversible &
I'arrét de cette activité [130-131-107]. Cependant trois études récentes
suggerent la possibilité de bénéfices osseux a long terme aprées un
programme  d’enfrainement avec fort impact chez des femmes
préménopausées [132-123] et chez I'nomme [124]. Le critere d'évaluation
dans la prévention de |'ostéoporose chez la femme ménopausée devrait étre

la fracture ; cependant il est plus qu'improbable qu'un essai clinique étudiant
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les effets d'un programme d’exercice physique avec la fracture clinique
comme critere de jugement principal soit conduit. On peut relever dans ce
contexte le travail de Sinaki et al [133] qui rapportent un risque relatif de
tassement vertébral 2,7 fois plus élevé dans un groupe témoin par rapport & un
groupe ayant fait 8 ans plus t6t un programme de 2 ans d’'exercices de
renforcement des muscles dorsaux . On peut noter avec intérét que dans leur
travail initial (résultat des 2 années d'exercice) il n'avait pas été observé de
gain osseux apparent chez les sujets ayant suivi le programme d’'exercice par

rapport aux témoins [134].

3.3.3.2 Exercice de course sur tapis roulant : effet osseux chez le rat

Le modéle animal du rat a été souvent utilisé pour prédire I'efficacité sur le
squelette humain de diverses interventions thérapeutiques incluant I'exercice
physique [135]. Selon certains auteurs [136-137], des études chez le rat
permettent de modéliser le statut squelettique de I'homme. La Food and Drug
Administration a depuis 1994 établi des recommandations soulignant I'intérét
d'études précliniques chez I'animal pour tester les nouveaux traitements
préventifs et curatifs de I'ostéoporose [138]. Du fait des relations entre
I'ostéoporose post-ménopausique avec déplétion estrogénique chez la
femme et la perte osseuse induite chez la rate ovariectomisée, ce dernier
modeéle est devenu le gold standard de ces travaux précliniques.

Dans l'esprit de Frost et Jee, le modéle du rat peut reproduire le statut
squelettique humain [139]. Les gains en masse osseuse (croissance
longitudinale en particulier), mais aussi les pertes osseuses (remodelage fondé
sur les unités multicellulaires de base (BMU)) pourraient répondre aux effets de
I'exercice physique en terme d'augmentation des contraintes mécaniques en
charge tant chez le jeune rat et le rat &dgé que chez I'hnomme [139].
Cependant, du fait de I'absence de systéme haversien de remodelage dans
I'os cortical du rat, contrairement d I'hnomme, I'applicabilité & I'homme des
effets de I'exercice physique observés chez le rat n’est pas absolue dans tous
ses détails.

La course sur tapis roulant est le mode d'exercice physique le plus utilisé chez
le rongeur [140]. Dans le cadre des recherches faites dans le domaine de
I'ostéoporose, la course sur tapis roulant a été utilisée pour tester les effets de
I'exercice sur la masse osseuse, le métabolisme osseux ainsi que la résistance
osseuse chez le rat. Le rat est un quadrupéde, quand il court sur tapis roulant,
la charge mécanique qui s'exerce sur son squelette périphérique est
supérieure A celle qui s'exerce sur son squelette axial. Chez I'homme, en

revanche, lors de la course d pied, le squelette axial (les vertebres) et les
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membres inférieurs sont soumis a des charges mécaniques. Les effets de la
course sur tapis roulant sur les vertébres du rat ne sont que peu extrapolables &
I'hnomme. Chez le rat, la sensibilité de la réponse a I'exercice sur tapis roulant
aux os porteurs que sont le fémur et le tibia est plus grande que celle observée
au rachis lombaire [141-142-143-144]. Chez la jeune rate, I'exercice de course
sur tapis roulant est considéré comme utile d I'augmentation des surfaces
osseuses corticales et a I'augmentation du BV/TV de I'os trabéculaire au tibia,
principalement sous I'effet d'une augmentation de la formation osseuse (145-
146]. Chez la rate adulte de 14 mois, deux tfravaux montrent d'une part une
augmentation du BT/TV au tibia (26) mais aussi un accroissement de I'os
cortical résultant d'une stimulation de la formation osseuse périostée et d'une
diminution de la résorption osseuse endostéale [147]). Chez la rate adulte
ovariectomisée, il est bien établi que les effets osseux sont caractérisés par une
perte prononcée d'os trabéculaire, et que la perte osseuse corticale est plus
marquée chez la rate adulte que chez le jeune rat [148]. Il a été montré qu'un
exercice de course sur tapis roulant chez des rates dgées de 9 mois prévenait
la perte osseuse liée a |'ovariectomie au tibia et au fémur mais pas aux
vertébres (évaluation par mesure du poids des cendres), prévenait la perte
osseuse trabéculaire au ftibia par stimulation de la formation osseuse et
diminution de la résorption [149-150]. Chez la rate adulte ostéopénique, la
prévention de la perte osseuse mesurée par le poids des cendres au tibia mais
pas aux vertébres lombaires a été obtenue chez des rates de 12 mois
ovariectomisées trois mois plus tét [151]. Yeh et coll. ont étudié les effets
combinés de I'exercice physique de course sur tapis roulant et du traitement
par Estradiol sur la masse osseuse tibiale chez des rates ostéopéniques de 12
mois ovariectomisées deux mois plus t6t [152]. Le traitement par Estradiol
semblait atténuer la perte osseuse trabéculaire au tibia, I'exercice sur tapis
roulant ayant des effets similaires mais aussi des effets de prévention de la
perte du contenu calcique sur I'os cortical du tfibia [152]. Dans une autre
étude oU seule la durée [153] de I'activité de course sur tapis roulant était
modifiée (18 m/mn, 45 mn/j, 5j/semaine pendant sept semaines versus 18
m/mn, 45 mn/j, 5 j/semaine pendant quatre mois) par rapport & I'étude citée
ci-dessus (34), YEH et coll. montrent que l'intervention combinée de |'Estradiol
et de I'exercice pourrait prévenir le développement de |'ostéopénie. Dans
cette derniere étude (35), I'effet de I'Estradiol semblait plus marqué sur les
vertebres lombaires, |'exercice physique affectant les os longs comme le
fémur. Les deux interventions semblaient avoir un effet additif sur la masse

osseuse.
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Fondé sur le début d'accumulation des lactates sanguins, Iwamoto et coll.
dans un modele de rates ostéopéniques WISTAR dgées de 37 semaines
ovariectomisées 14 semaines plus tot définissaient une vitesse de tapis roulant
dite modérée 12 m/mn et une vitesse plus intense de 18 m/mn [141]. Dans ce
travail [141], une vitesse de tapis roulant élevée et de longue durée

n'apparaissait pas indispensable a I'augmentation de la densité osseuse.

3.3.3.3 Synergie enfre les effets de I'exercice physique et les thérapeutiques

reminéralisantes : comparaison des effets chez la rate et chez la femme
Pouvoir parler d'effet synergique entre deux modalités thérapeutiques
nécessite la mise en place d'un essai clinique selon un plan factoriel & deux
facteurs croisés a deux modalités [154]. Dans ce type d'intervention il est
possible de tester séparément I'efficacité de chacune des deux modalités
thérapeutiques mais aussi par un test d'interaction d'évaluer I'intérét de leur
association par rapport & chacune des deux interventions. Ce type de plan
factoriel requiert souvent un grand nombre de patients et il n'est qu’assez peu
souvent adopté dans les essais cliniques rapportés dans la littérature et
participe au faible niveau méthodologique déja dénoncé concernant les
essais cliniques faisant intervenir le réle de |'exercice physique [155].
Bisphosphonates et exercice physique
De nombreuses études cliniques ont confirmé que les bisphosphonates
pouvaient inhiber la perte osseuse & la ménopause [158]. Associer les effets
potentiellement ostéogéniques de lI'exercice physique aux effets anti-
résorbeurs des bisphosphonates est une démarche logique d'autant plus qu'il
a été suggéré qu'une partie de la perte osseuse post-ménopausique était liée
a une diminution de la force musculaire résultant d'une réduction de I'activité
physique [157].
Les effets de I'exercice physique (EP) appliqué a la suite d'un fraitement par
étidronate (Eti) ont été étudiés chez la rate ovariectomisée [158]. Les rates
étaient réparties en cing groupes : 1 — sham ; 2- ovariectomie (ovx) ; 3 — ovx +
EP; 4 — ovx + Eti; 5 — ovx + EP + Eti. Les résultats montrent qu'il existe une
inferaction entfre [I'exercice physique (course sur fapis roulant) et
I'administration d'etidronate deux semaines avant I'exercice physique en ce
qui concerne la surface osseuse trabéculaire mesurée au tibia proximal par
histomorphométrie. Une interaction était également mise en évidence
concernant la DMO au fémur proximal, en revanche il n'y avait pas
d'interaction concernant I'évaluation de la DMO dans les régions moyenne et
distale du fémur. A I'échelle de la cellule I'etidronate diminuait le nombre

d'ostéoclastes alors que I'exercice physique augmentait le nombre
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d'ostéoblastes sans influencer le nombre d'ostéoclastes. La combinaison
etidronate et exercice physique a fait également I'objet chez la femme d’un
essai randomisé [159]. 48 femmes de 57 ans de moyenne d'dge ménopausées
depuis 8 ans étaient réparties en 4 groupes (Eti + EP ; Eti seul ; EP seul : Eti — EP .
L'etidronate était prescrit pendant un an (400 mg, pendant 14 jours, tous les 90
jours), I'entrainement en résistance était effectué 3 fois par semaine pendant
45 minutes. Si les gains des données poolées des groupes etidronate étaient
significativement supérieurs au placebo au rachis lombaire et au corps entier,
il n'y avait aucune inferaction entre I'exercice physique et I'etidronate.
L'alendronate a fait I'objet en association avec I'exercice physique d’'essais
clinigues chez la femme [160] et chez la rate [161]. Uusi Rasi et coll [160] dans
une étude dessinée avec un plan factoriel 2 x 2 ont étudié chez 164 femmes
Agées de 54 £ 2 ans, ménopausées depuis 4 ans en moyenne, l'intérét d'une
association d'un exercice physique en charge [saufs multidirectionnels (20
mn), stretching et autres exercices sans impact 15 minutes par jour] et de
I'alendronate 5 mg/jour. L'alendronate augmentait la DMO au rachis lombaire
et au col du fémur. L'exercice seul n'avait pas d'effet significatif sur la DMO,
au rachis lombaire et au col du fémur. Aucune interaction n'était mise en
évidence entre I'alendronate et I'exercice physique. Cependant certains
indices structuraux tels que le module de section et le ratfio surface corticale
sur surface osseuse totale au tibia était significativement augmenté au tibia
dans les groupes exercices physiques comparativement aux groupes sans
exercices. En revanche chez la rate ovariectomisée, il semble que I'exercice
physique (course sur tapis roulant) associé & I'alendronate puisse avoir un effet
synergique sur la masse osseuse mais aussi sur la charge a la rupture au fémur
et sur la surface de section transversale des vertebres [161].

SERM et exercice physique

L'effet de I'exercice physique associé aux modulateurs des récepteurs sélectifs
aux estrogénes n'a pratiquement pas été étudié. Il n'existe chez la femme
qu'un seul travail rapportant chez trois patientes I'expérience de I'association
de I'exercice physique (travail avec des impacts forts, sauts) et raloxiféne
pendant 40 semaines [162]. La seule conclusion que I'on puisse partager avec
les auteurs de ce travail étant la nécessité de pouvoir analyser des études
avec un plus grand nombre de sujets, une plus longue durée et un groupe
contréle.

Phytoestrogénes et exercice physique

Des études chez I'animal ont montré que les phytoestrogénes pourraient étre
efficaces dans la prévention de |'ostéoporose [163]. Cependant, les données

chez la femme ménopausée sont moins démonstratives [164]. Les principaux
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phytoestrogenes consommés par I'homme sont présents dans le soja et
appelés isoflavones. Wu et coll [185] ont étudié les effets de I'administration du
genistein (une isoflavone de soja) et de I'exercice physique (course) sur la
masse osseuse chez la souris ovariectomisée. Une interaction significative était
mise en évidence ; I'effet coopératif de I'exercice modéré et d'une dose sous-
maximale de genistein prévenant la perte osseuse notamment aux sites riches
en os trabéculaire. On notera également dans cette étude que bien que la
surface de section transversale et le périmétre periostéal ne soient pas
affectés par I'ovariectomie ces parametres augmentaient significativement
dans le groupe de rates soumises 4 |'exercice seul et dans celui combinant les
effets du genistein et de I'exercice physique [165]. Nakajima et coll ont [166]
dans leur étude chez la rate ovariectomisée testé isoflavone et exercice
physique (course sur un tapis roulant avec charges accrochées aux dos des
rafes). Si les groupes recevant l'isoflavone seule et celui faisant intervenir
I'exercice physique seul avaient une plus grande DMO au fémur comparés au
groupe placebo, le bénéfice le plus net était trouvé dans le groupe
combinant les deux inferventions. De plus seul le groupe combinaison des
deux interventions avait une résistance osseuse significativement plus élevée
que le groupe controle [166].

Calcium et exercice physique

Une des plus importantes questions encore sans réponse définitive dans le
domaine du réle des facteurs environnementaux et de santé osseuse
concerne l'interaction éventuelle entre les effets de I'exercice physique et la
supplémentation calcique. Comme nous I'avons souligné plus haut mettre en
évidence un effet synergique entre calcium et activité physique nécessite la
mise en place d'un essai clinique avec un plan factoriel 2 x 2 ayant pour
facteurs principaux la supplémentation calcique (oui ou non) et I'exercice
physique (oui ou non). Le fait que les apports calciques puissent modifier la
réponse osseuse en cas d'augmentation de I'activité physique a été suggéré il
y a déja plus d'une dizaine d'années. Cependant les travaux publiés a ce jour
dans ce domaine sont encore rares. Une revue de la littérature [168] s'est
intéressée A tous les essais interventionnels reportant les effets de I'activité
physique sur la masse osseuse et ceux ou figuraient également les apports
calciques moyens. 16 études étaient identifiées, la plupart s'intéressaient & la
période péri ou post-ménopausique, la taille des échantillons variant de 5 a
130 sujets par groupe. La conclusion de cette meta-analyse apporte des
éléments de preuve indirecte selon lesquels un effet positif de [|'activité
physique n'apparait que quand les apports calciques sont supérieurs a 1000

mg/jour [168] Quant aux effets bénéfiques d'un apport élevé de calcium, ils
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ne seraient présents qu'en cas d'activité physique associé ; la modulation par
la supplémentation calcique sur la DMO dans les groupes exercice physique
était plus prononcée au rachis lombaire qu'au radius. Il est intéressant de
comparer ce résultat a celui relevé dans une autre meta-analyse [169]
s'intéressant a I'effet de I'exercice aerobic sur la masse osseuse, qui rapporte
un effet plus marqué chez les sujets qui consomment plus de 1000 mg de
calcium par jour par rapport & ceux qui en consomment moins de 1000 mg.
On peut également rapprocher de ces résultats le fait que chez I'animal de
faibles apports calciques ou une biodisponibilité réduite du calcium pourrait
limiter la réponse osseuse d I'exercice physique [170]. Plus récemment, un essai
interventionnel combinant chez 239 enfants (178 ont complété I'étude) de 3 &
5 ans les effets d'une supplémentation calcique et de I'activité physique a été
mené [171]. Les enfants étaient randomisés en deux groupes, I'un effectuant
des activités motrices grossieres, I'autre des activités motrices plus fines puis
dans chacun de ces groupes les enfants recevaient de facon aléatoire un
placebo ou 1000 mg de calcium. Une interaction significative était trouvée
entre les groupes supplémentation calcique et activité physique sur I'épaisseur
et la surface corticale : en effet chez les enfants recevant le placebo
I'épaisseur et la surface étaient plus petites en cas d'activité motrice grossiere
comparée d I'activité motrice fine, mais chez les enfants recevant du calcium,
I'épaisseur et la surface étaient plus grandes dans le groupe « activité motrice
grossiere ». De plus il n'était pas trouvé d'effet positif de I'activité physique sur
les modifications de masse osseuse 4 la jombe sauf quand les enfants
prenaient plus de 1100 mg/jour. Dans une autre étude [172] menée sur 8.5
mois, 66 filles dgée de 8.8 ans étaient aléatoirement réparties en quatre
groupes : exercice avec impact modéré plus ou moins calcium, et exercice
avec impact faible plus ou moins calcium. L'exercice physique durait 20 mn
trois fois par semaine, la nourriture était enrichie en calcium (434 = 19 mg /
jour). Une analyse en covariance testait I'interaction et les principaux effets du
calcium et de I'activité physique sur la masse osseuse apres ajustement sur les
données initiales de CMO et de croissance en longueur des membres. Une
interaction calcium — exercice était trouvée au féemur, en revanche au tibia
bien que le CMO soit plus élevé de 3% dans le groupe exercice versus groupe
pas d’exercice (p <0, 05) il n'existait pas d’interaction. A des sites non porteurs
(humérus et radius — ulna) le CMO augmentait de 2 & 4% en plus dans les
groupes supplémentés en calcium par rapport & ceux qui ne I'étaient pas. Les
auteurs concluent de leur travail que des gains plus prononcés en masse
osseuse G des sites en charge pourraient étre obtenus quand de petites

périodes d'exercice modéré sont associées d une augmentation des apports
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calciques. L'exercice conférerait des effets régionaux spécifiques, le calcium
produisant lui des effets plus systémiques [172].

L'hypothese selon laquelle le calcium aurait un effet systémique sur des sites
osseux méme non soumis A des contraintes alors que I'exercice physique lui
augmenterait la masse osseuse des sites osseux en charge est également
confortée par les résultats d'une étude fransversale récente menée chez 218
femmes préménopausées ou ménopausées [173]. Des apports calciques
élevés étaient associés aux caractéristiques mesurées par QCT au radius (os
non porteur) alors que I'exercice physique paraissait lui étre particulierement
bénéfique a un os porteur : le tibia. Nous avons étudié les effets combinés de
I'exercice physique et du calcium sur le gain osseux d la période pubertaire
[174]. Quatre groupes étaient constitués [exercice (7,2 h par semaine) + 800
mg de phosphate de calcium, exercice + placebo, sédentaire (1,2 h
d'exercice par semaine) + 800 mg de phosphate de calcium, sédentaire +
placebo. Les gains en DMO & 1 an étaient significativement plus élevés dans
le groupe calcium et exercice par rapport aux gains des autres groupes. De
plus aucune différence significative n'était observable entre les trois autres
groupes. L'exercice physique pour stimuler efficacement le gain en DMO
semble donc nécessiter des apports calciques élevés [174].

En conclusion, il est toujours difficile de comprendre comment les effets
combinés de I'exercice physique et de la supplémentation calcique semblent
donner de meilleurs résultats que chacune des interventions isolées.

Estrogénes et exercice physique

Le traitement par estrogenes a la ménopause diminue efficacement la perte
osseuse post-ménopausique et a longtemps été considéré comme la pierre
angulaire du traitement préventif de I'ostéoporose [175].

La diminution des taux sériques d'estrogénes associée d la ménopause
pourrait augmenter la sensibilité de l'os & la détection des contraintes
mécaniques, rendant I'exercice physique (la contrainte en charge) moins
efficace pour augmenter la masse osseuse [1768]. Des données récentes ont
conduit & suggérer que la réponse précoce des cellules osseuses A la
contrainte mécanique et aux estrogénes pourrait partager une voie
commune qui impliquerait le récepteur aux estrogenes ER-a. [177-178-179-180].
Par ailleurs il a été récemment démontré que la réponse adaptative de I'os
aux contraintes mécaniques nécessitait un récepteur aux estrogenes alpha
fonctionnel [181]. Plus récemment encore, il a été montré chez des jeunes filles
en début de puberté ou prépubertaires que le récepteur alpha aux

estrogénes modulait la réponse en DMO d I'exercice physique [182].
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Certaines études indiquent que les effets des estrogenes et de la contrainte
mécanique sur la DMO sont soit indépendants soit selon les sites osseux additifs
ou synergiques [152-183-184-185]. D'autres études n'ont pas trouvé que
I'exercice physique agjouté a un traitement hormonal substitutif était plus
efficace que le traitement hormonal substitutif seul. [186-187-188-189]. Les
principales limites de ces études étaient I'absence de randomisation [183],
une puissance statistique trop faible du fait de la faible taille des groupes
testés [184], d'études de femmes prenant déjd un traitement hormonal avant
d'étfre incluses [184-185-186-187-188-189], parfois le site de mesures ou |I'on
souhaite mesurer un effet (radius) n'est stimulé par I'exercice prévu qu'une
seule fois par semaine [186], parfois I'exercice physique proposé n'est pas
clairement décrit [187] parfois encore la quantité d'exercice physique
proposée dans le groupe exercice physique seul et exercice physique
combiné aux estrogenes differe [188]. La seule étude qui fait état dans le titre
du travail d'un effet synergique de I'exercice physique et des estrogénes force
un peu cette conclusion [185]. En effet, cette étude menée chez la rate
ovariectomisée ne montrait finalement une interéaction que pour 3 des 13
parametres étudiés au fémur et aucun des 9 parameétres étudiés au rachis
lombaire concernant I'association exercice physique et estrogenes.

L'étude la plus récente menée chez la femme récemment ménopausée
s'intéressant a I'action combinée de I'exercice physique et du THM ne semble
pas montrer de bénéfices additionnels a I'adjonction du THM & I'exercice
physique pour la prévention de la perte osseuse en particulier au rachis [190].
Dans ce travail, des femmes récemment ménopausées (moins de 3 ans)
dgées de 52 ans en moyenne fraitées ou non par THM étaient assignées
aléatoirement a un groupe activité physique (AP) et & un groupe témoin (T).
Quatre groupes étaient aussi constitués selon que les femmes recevaient ou
non un THM et effectuaient ou non un exercice physique régulier. Le
programme d’'exercice physique consistait en la pratiqgue de fravail en
résistance de soulevés de barre en squat ou a partir du sol pendant 10 mn
environ précédé d'une période de 15 a 20 mn d'échauffement et suivi d'un
programme de 10 mn de relaxation musculaire. Cet exercice physique était
fait 2 fois par semaine pendant un an.

Aprés un an d’'exercice, au rachis lombaire il était observé une diminution
moyenne de 3.6 % de la DMO chez les femmes du groupe témoin (ni exercice,
ni THM). Les femmes traitées par THM n'avaient qu'une diminution de 0.66 %
de leur DMO. En revanche les femmes du groupe exercice avaient une
augmentation de 0.43 % et 0.70 % respectivement selon la présence ou non

d'un THM. Aucune différence significative n'était observée entre ces deux
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derniers groupes exercices. Les auteurs concluaient ainsi a I'efficacité de la
pratique d'un exercice en résistance sur la prévention de la perte osseuse au
rachis sans qu'il ne puisse étre démontré d'effet additif ou synergistique avec
le THM [190].

Conclusion

Les études combinant [I'exercice physique et les thérapeutiques
reminéralisantes tant pour augmenter la masse osseuse lors de I'acquisition du
pic de masse osseuse que lors de la prévention de la perte osseuse apres la
ménopause sont prometteuses mais donnent des résultats mitigés. Si chez
I'animal la combinaison bisphosphonates et exercice physique semble plus
efficace pour augmenter la DMO que chacune des interventions isolées, chez
la femme les résultats sont moins prometteurs. D'autres études comportant un
plan factoriel 2 x 2 sont nécessaires pour répondre plus clairement a la
question de l'interaction exercice physique et thérapeutique reminéralisante.
Enfin au deld de I'intérét de I'exercice physique sur I'aspect quantitatif de I'os
d'autres études doivent s'intéresser au réle de I'exercice physique sur les
propriétés structurales (macroarchitecture et microarchitecture) et qualitatives
del'os [191].

3.3.3.4 Is there a synergy between physical exercise and drug therapies for

osteoporosis ?
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L'ostéoporose postménopausique est caractérisée par une diminution de la masse
osseuse conduisant & des évenements fracturaires et  un déséquilibre du remodelage
osseux en faveur de la résorption. L'ovariectomie chez la rate est & I'origine d'une
diminution de la densité minérale osseuse, de la résistance osseuse et d'une
augmentation du taux de remodelage osseux [192,193], tels qu’on les observe chez les
femmes ostéoporotiques. Par conséquent, les fraitements qui entrainent soit une inhibition
de la résorption osseuse ou qui stimulent la formation osseuse sont susceptibles d'étre
efficaces pour prévenir la perte osseuse induite par la déficience en estrogénes.
L'administration d'acide zolédronique s'est a cet égard révélé étre efficace chez la
femme [83,84] pour réduire le risque de fracture et chez le rongeur pour prévenir la perte
osseuse et la diminution de la résistance mécanique osseuse induite par I'ovariectomie
[85,86].

Il a par aqilleurs été rapporté que la pratiqgue de I'exercice physique augmentait la
formation osseuse tant chez le rongeur que chez la femme [150,107]. Les exercices
physiques qui induisent un stress mécanique en charge sont efficaces pour prévenir la
perte de masse osseuse chez la femme récemment ménopausée [121,122]. Il a
également été suggéré que les exercices de course augmentaient la densité minérale
osseuse par I'amélioration du stress mécanique sur I'os et par I'induction d'une
hypertrophie de I'os cortical dans des modeles animaux expérimentaux [194,195].

Il apparait donc concevable d'imaginer que la combinaison d'un bisphosphonate,
I'acide zolédronique, et de la course sur tapis roulant puisse apporter des effets supérieurs
d ceux de chacune des interventions thérapeutiques appliquées séparément dans le
modéle de la rate mature ovariectomisée. Cette hypothese est également confortée par
le fait que les effets de chacune des interventions thérapeutiques mettent en jeu des
cellules et des modes d’'actions différents: action sur les ostéoclastes pour I'acide
zolédronique, action sur la friade ostéoblaste, ostéocyte, cellule bordante, pour
I'exercice physique.

Le but de la premiére étude était donc de mettre en évidence un éventuel effet
synergique ou additif de I'acide zolédronique et de I'exercice physique sur la prévention
de la perte osseuse, des variations microarchitecturales, biomécaniques et du
remodelage osseux chez des rates matures ovariectomisées.

Les effets bénéfiques de I'exercice physique sur le profil lipidique des patients ont conduit
a des recommandations de la part de nombreuses sociétés savantes pour encourager la
pratique réguliere d'un exercice physique d'intensité modérée [196,197].

En revanche, les effets des bisphosphonates sur le métabolisme lipidique sont moins bien
connus. Des études récentes [74,76-79] indiquent que certains bisphosphonates dont
I'acide zolédronique pourraient interférer avec le métabolisme lipidique et ainsi améliorer
le risque d'athérosclérose des patients recevant ces bisphosphonates. La encore, les

modes d'action de ces deux types d'intervention thérapeutique n'étant pas identiques,
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nous nous sommes intéressés, dans une deuxieme étude, a une possible interaction
synergique entre les effets de I'exercice physique et de I'acide zolédronique sur le profil

lipidique de rates matures ovariectomisées.

5. Matériels et méthodes

5.1. Animaux

60 rates femelles de souche WISTAR dgées de 24 semaines (n=70) ont été achetées
au Centre de Production Animale (Olivet, France) pour les études décrites dans ce
travail. Les rates ont été utilisées pour tester I'nypothése d'un effet synergique entre
I'activité physique et I'acide zolédronique d'une part sur le remodelage osseux, le
contenu minéral osseux, les parametres biomécaniques et la microarchitecture
frabéculaire osseuse, et d'autre part le métabolisme lipidiqgue dans le modele de la
rate mature ovariectomisée. Les rates issues des mémes groupes de traitement
étaient logées deux par cages (cages standard). La température a I'animalerie était
de 22+2°C avec un cycle de lumiére-obscurité de 12/12 heures. Durant I'étude, les
rates avaient libre accés a I'eau et a la nourriture (AO4, SAFE, France). Les rates
impliqguées dans [I'étude testant le traitement combiné (exercice et acide

zolédronique) ont été maintenues deux semaines & I'animalerie avant I'ovariectomie.

5.1.1 Traitement des animaux
Aprés deux semaines d'acclimatation, les rates dgées de 26 semaines étaient
aléatoirement destinées & étre ovariectomisées (n=48) ou pseudo-opérées
[Sham] (n=12). Les rates destinées a I'ovariectomie bilatérale et assignées a un
groupe traitement par placebo (sérum physiologique 0.09 %) ou par I'acide
zolédronique ont recu cetfte injection deux jours avant |'ovariectomie.
L'ovariectomie bilatérale et la pseudo-opération étaient faites sous anesthésie

par injection intfrapéritonéale de Kétamine 50 mg/kg et Xylasine 10 mg/kg.

5.1.2 Protocole d’entrainement sur tapis roulant
Deux jours apres I'ovariectomie, les deux groupes de rates assignées a I'exercice
ont été soumises & un protocole de conditionnement & I'exercice physique (la
course) sur tapis roulant. Les rates dgées de 26 semaines environ au début du
protocole ont été soumises & 12 semaines d'entrainement. Durant les quatre
premiéres semaines, la durée et la vitesse de course sont augmentées
progressivement pour atteindre en fin de quatrieme semaine un entrainement
de course d'une heure par jour, cing jours sur sept, avec une vitesse du tapis
roulant de 15 m/mn. Le détail de la période des quatre semaines de progression

de I'entrainement est résumé dans le tableau 1.
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Tableau 1 : Protocole de conditionnement au tapis roulant

Semaine Durée d'acclimatation Durée de course Vitesse de course
(min) (min) (m/min)
1 10 15430 8a12
2 5a10 30 a 60 12
3 5 60 124135
4 5 60 13.5a 15

Les rates ont été entrainées a la méme heure chaque jour. La plupart des rates
ont couru de facon volontaire mais pour certaines le cdble placé & I'arriere des
pistes du tapis a pu s'avérer utile (stimulation mécanique).

Les rates des groupes sédentaires (SH, OVX et OVX-Z) ont été manipulées une
fois par semaine pendant toute I'étude afin de reproduire un minimum de
stimulation de stress en comparaison des animaux manipulés pour

I'entrainement sur tapis roulant.

5.1.3 Dispositif du tapis roulant
Un tapis roulant de 10 pistes a été concu pour la réalisation de cet
enfrainement, 24 rates étant soumises a cet exercice. Les rates étaient entrainées
par groupe de huit. Le tapis est constitué de 10 pistes amovibles d'une longueur
de 70 cm et d'une largeur de 10.5 cm. Trois cdbles espacés de 0.5 cm a I'arriere
de chaque piste permettent une stimulation mécanique des rates. Le tapis d'une
longueur de 3.25 m est entrainé par un moteur Siemens (250 V, 50 Hz). La vitesse
est contrélée a I'aide d'un boitier a affichage numérique ; un systéme d'arrét
d'urgence est disponible. Le tapis roulant est plat et aucun degré d'inclinaison

n'est donc adapté aux pistes de courses.

5.2 Densitométrie
5.2.1 Dispositif

Les analyses densitométriques ont été conduites sur un absorptiométre a rayons X
double énergie utilisant un faisceau en éventail (fan beam) de type Discovery-A
(Hologic.Inc. Bedford, MA).
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5.2.2 Protocole de mesure
Ce densitometre était calibré quotidiennement en accord avec les
recommandations du constructeur. Le logiciel spécifique rat corps entier (whole
body WB) (petit animal) était utilisé pour mesurer le contenu minéral osseux du
corps entier et la densité osseuse du corps entier. Le protocole d'imagerie du
petit animal et en particulier le mode d'analyse régionale a haute résolution était
utilisé pour mesurer la densité osseuse des fémurs excisés.
Lors de la réalisation des mesures densitométriques, une fine feuille plastifiée était
placée sur le corps des rates. Cette feuille plastifiée était donc placée sous le
fantdbme du petit animal lors des procédures de contréle de qualité. Ensuite, le
fantdme était analysé chaque fois que des mesures chez les rates étaient prévues
de facon a respecter les procédures de controle de qualité. Lors des mesures, la
queue des rates était incurvée et déplacée le long du corps de I'animal de facon
d pouvoir analyser correctement le corps du rat. La largeur par défaut de I'image
d’analyse pour I'étude du corps entier des rates était de 17,8 cm.
Pour la mesure des fémurs excisés le logiciel d'analyse régionale en haute
résolution, était utilisé. Le fémur excisé était placé au centre d'un récipient en
plastique fin et & fond plat. Ce récipient, selon les recommandations du
constructeur était suffisamment large (8,3 cm) pour permetire qu'une fois
positionnée en son centre le fémur soit distant des parois d'au moins un pouce. Le
récipient était rempli de sérum physiologique pour obtenir une profondeur de 3
cm. Cette hauteur d'eau a été calculée pour permettre de reproduire la quantité
de tissu mou existant in vivo en regard du fémur.
Pour toutes les mesures une profondeur d'eau constante était obtenue en
dessinant un niveau a 3 cm sur le contour du récipient. Pour obtenir les mesures
densitométriques in vivo du corps entier, les rates une fois anesthésiées étaient
positionnées sur la fine feuille plastifiée oU les contours d'une rate « modéle »
avaient été dessinés pour améliorer la reproductibilité de la mesure. Les rates
étaient positionnées sur le dos, la queue et les extrémités des pattes étaient
appliguées contre la feuille plastifiee a I'aide de sparadrap. La figure 6 montre un
exemple d'analyse densitométrique au corps entier.
Le mode d'analyse haute résolution régionale utilisé permet I'étude d'une zone
d'approximativement 7.37 cm de long au maximum et de largeur par défaut
d’environ 5.08 cm. La résolution avec ce mode d'analyse est de 0.00311 cm et
I'espacement entre les lignes est de méme valeur. Lors de I'analyse de la
projection radiographique du fémur deux sous-régions ont été considérées. La
premiére (R1), sous la zone du plateau de croissance est située dans la région de

la métaphyse distale du fémur, la deuxieme (R2) est elle localisée plus distalement
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dans une région diaphysaire du fémur. La zone R1 est plus riche en tissu osseux

trabéculaire. La zone R2 est plus riche en os cortical (figure 7)

Figure 6 : Photographie montrant I'analyse par DXA du corps entier d’une rate.
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Figure 7 : Photographie montrant I'analyse par DXA du fémur excisé et des sous

régions R1 et R2, R1 plus riche en tissu trabéculaire, R2 plus riche en os cortical

5.2.3 Reproductibilité de la mesure

Les root-mean square CV des mesures de CMO, DMO et masse grasse au corps
entier in vivo ont été déterminés par I'analyse répétée deux fois avec
repositionnement chez 30 animaux. Les root-mean square CV des mesures de
CMO, DMO du fémur total et des sous régions R1 et R2 ont été déterminés par

I'analyse in vitro de 4 mesures répétées chez 9 animaux.
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Les valeurs de la reproductibilité sont reportées dans le tableau 2.

Tableau 2

Root mean square CV (coefficient de variation) du corps entier, du fémur excisé en entier et
des régions d'intérét proximale (R1) et médiane du fémur (R2)

Corps entier (CE) Total

Surface % 1,6

CMO % 1,2

DMO % 0.87

Masse grasse % 3.8

Fémur exisé Total R1 R2
Surface % 1,08 - -
CMO % 1,15 5.73 4.09
DMO % 0,39 2.64 1.55

La zone R1 est plus riche en os trabéculaire
La zone R2 est plus riche en os cortical

5.3 Microtomographie a rayons X

Dans le domaine scientifique la microarchitecture de I'os tfrabéculaire était
classiguement étudiée par I'histomorphométrie. Cependant si cette technique donne
des informations précises sur les paramétres morphologiques, elle ne fournit des
informations topologiques et de connexité qu'da partir des données en deux
dimensions ce qui est débattu. En effet la détermination de la microarchitecture 3D &
partir de coupes 2D peut constituer une source d’erreur.

La microtomographie & rayons X est une technique non destructive issue du milieu
médical oU I'on a remplacé un film photosensible par un capteur au silicium pour
pouvoir acquérir rapidement de multiples projections radiographiques d’'un objet sous
différents angles. Cette technique permet d’'obtenir une image 3D, reflétant mieux les
parameétres microarchitecturaux. Barou et coll. ont ainsi montré sur le tibia de rat que
cette technique permettait de détecter une perte osseuse plus précocement que
I'histomorphométrie [198]. Plus récemment encore les progrés de |'imagerie
microscanner ont permis le développement d'appareil de type microscanner haute

résolution facilitant I'étude in vivo des petits animaux. En particulier Perilli et coll ont
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montré qu'il était possible de détecter in vivo les variations longitudinales des

parametres micro architecturaux associés a I'ovariectomie [199].

5.3.1 Dispositif
Nous avons utilisé le microtomographe (UCT : Skyscan 1072) (Skyscan, Aartselaar,
Belgium). La microtomographie & rayons X est basée sur I'acquisition d'une
multitude de projections radiographiques selon I'axe z (Figure 8). Entre chaque
projection, I'échantillon tourne d'un angle tres faible gréce d un moteur pas &
pas (0.45°). Pour une étude de I'os dans son ensemble il faut réaliser une rotation
de 180°. Des coupes horizontales 2D dans le plan (x0y) sont ensuite reconstruites
a partir de toutes les projections radiographiques numériques. Les projections
radiographiques étant acquises en 4096 niveaux de gris (12 bits), les images sont
segmentées en 8 bits au moment de la reconstruction des coupes pour obtenir
des images en 256 niveaux de gris. La segmentation est I'étape la plus
importante de la reconstruction des coupes, sans elle I'image serait trop
complexe pour étre analysée. L'histogramme des niveaux de gris de |'os entier
contient : les niveaux de gris de la corticale, des travées, de la moelle et du bruit
de reconstruction tomographique. Cet histogramme est difficile & segmenter, il
faut donc, avant toute chose, savoir ce que I'on veut étudier pour optimiser le
rapport signal sur bruit. La représentation volumique de I'objet est ensuite

obtenue grace a I'empilement de toutes les coupes.
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Figure 8 : Principe de fonctionnement du microtomographe. La source émet un
faisceau de rayons X d'amplitude et d’intensité & déterminer selon la matiere &
analyser. Le filtre d'aluminium atténue les rayons X et permet d’avoir un meilleur
contraste de I'image. L'échantillon est placé dans le porte échantillon lui-méme
installé sur un moteur pas a pas, le tout positionné sur un rail pour faire varier le
grandissement de I'image. La caméra 1024*1024 capte les photons, transforme
I'information photonique en information électrique et transmet I'image numérisée
I'ordinatevur (systeme d’'acquisition de I'image). La taille de I'image est de 1024*1024
pixels permettant la reconstruction au maximum de 1024 coupes. Les zones les plus
denses de I'os (atténuant le plus les rayons X) sont les plus foncées dans I'échelle des

niveaux de gris de I'image numérique.

5.3.2. Protocole de mesure, les points critiques
a) Zone d'étude et positionnement
La région métaphysaire distale du fémur a été choisie comme région d'intérét pour sa
richesse relative en tissu osseux trabéculaire. Le fémur est fixé de telle maniére que
I'extrémité proximale se situe dans le porte échantillon (figure 8).
b) Acquisition des projections radiographiques
L'acquisition des projections radiographiques permet de visualiser la projection de I'os
dans le plan (y0z) (Figure 8). Gréce a une étude préalable de I'os trabéculaire, nous
avons optimisé les paramétres d'acquisitions pour améliorer la qualité de
I'histogramme des niveaux de gris et ainsi simplifier la segmentation de I'os
trabéculaire. La tension et I'intensité de la source ont été réglées & 75kV (kilo Volt) et
qui correspond a I'acquisition de 400 (180/0.45) projections radiographiques. Pour
chaque angle 4 projections radiographiques sont acquises afin d’obtenir une
projection moyennée ayant un meilleur rapport signal / bruit. Un grandissement de 28
a été choisi pour obtenir un compromis entre la taille du pixel (11.16 um) et la taille de

la zone d'étude (plus la taille de pixel est petite, plus la zone d'étude est restreinte).

c) Reconstruction 2D

Un algorithme de reconstruction tomographique basé sur I'algorithme de Feldkamp
permet |'obtention de 1024 coupes A partir des projections radiographiques de I'os.
Une segmentation uniforme pour tous les os a été utilisée pour minimiser les biais

entrainés par le traitement de I'image

d) Régions d’intérét
Nous avons décidé de travailler sur les 225 coupes situées en dessous de la plaque de

croissance de |'extrémité distale du fémur. Pour cela nous avons sélectionné
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visuellement & I'écran la coupe qui correspond a la disparition du cartilage de
croissance. Pour obtenir les paramétres microarchitecturaux, on sélectionne une ROI
(Region Of Interest) purement trabéculaire en placant visuellement sur I'écran de
I'ordinateur un polygone & la limite trabécule-corticale toutes les 40 coupes (Figure
9).L'ordinateur interpole ensuite entre 2 ellipses positionnées des ROI elliptiques sur

chaque coupe 2D. L'ensemble de ces ellipses constitue notre VOI (Volume Of

Interest) dont la forme est conique.

Figure 9 : Région d’intérét (ROI) trabéculaire. La ROI, trabéculaire a été sélectionnée
en tracant visuellement un polygone, foutes les 40 coupes

(représentée en rouge sur la figure de gauche). La figure de droite représente la
reconstruction 3D de I'os trabéculaire d’une métaphyse distale d'un fémur de rat. La

taille du pixel est de 11um dans I'analyse de I'os trabéculaire.

e) Le seuillage

Le seuilage est la derniere étape avant le calcul des paramétres micro-
architecturaux. Elle consiste a séparer sur I'ensemble du VOI les niveaux de gris d'os
trabéculaire, des niveaux de gris correspondant & la moelle ou & du bruit généré lors
de I'acquisition et de la segmentation. La binarisation va permettre de définir si le

niveau de gris visualisé est de I'os ou du vide (Figure 10).
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Figure 10 : Histogramme des niveaux de gris de différent échantillon. Cette
représentation permet de voir qu’un seuil de 196 exclura tous les niveaux de gris d0 au
bruit sans éliminer I'information des niveaux de gris de I'os frabéculaire. Suite a ces
histogrammes, I'analyse de I'os trabéculaire se fera quelque soit le site sur un niveau
de gris compris entre 0 et 196. Tout niveau de gris supérieur a 196 sera considéré

comme du vide.

5.3. 3. Parameétres mesurés
Parametres trabéculaires
Les parametres micro-architecturaux sont calculés & I'aide du logiciel « CT analyser ».
Parametres morphologiques : la proportion de volume osseux, rapport du volume des
travées osseuses (frabecular Bone Volume : BV) sur le volume du tissu osseux
(trabecular Tissue Volume : TV) analysé (BV/TV) ; la densité de surface osseuse,
rapport de la surface des travées osseuses (trabecular Bone Surface : BS) sur le TV
(BS/TV) ; le nombre des travées (Trabecular Number : TbN) est calculé par la méthode
du Mean Intercept Length (MIL). L’épaisseur des travées (Trabecular Thickness : TbTh)
et 'espacement entre les travées (Trabecular bone Separation : TbSp) sont calculées
par la méthode de la sphére [200].
Parametres topologiques : le Trabecular bone pattern factor : TBPf . Le TBPf est un
parametre utilisé pour indiquer la connexité de I'os trabéculaire [201]. Ce paramétre
reflete les caractéristiques « concavo-convexes» de la structure d'une surface d’'os
trabéculaire. Des surfaces concaves abondantes témoignent d'un réseau spongieux
bien connecté alors que des surfaces convexes abondantes traduisent la présence
d'un réseau de fravées faiblement connecté. Le Structure Model Index (SMI) a été
calculé a partir de la méthode décrite par Hildebrand et RUegsegger [202]. Cet
indice refléte la proportion de travées sous forme de plateau et de poutre, une valeur
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« o » représente 100% de travées sous forme de plateaux une valeur de «3» représente
100% de travées sous forme de poutre.

Le degré d'anisotropie (DA) (pas d'unité) est calculé a partir du MIL. DA caractérise
I'orientation de la structure dans I'espace [203]. Il renseigne sur la capacité du réseau
trabéculaire & supporter des contraintes dans différentes directions d'application.
Pour un degré d'anisotropie proche de 1, 'os est isotrope, il a une résistance
identigue dans toutes les directions. Pour un degré d'anisotropie élevé, I'os est

anisotrope, sa résistance varie selon la direction.

5.3.4. Reproductibilité de la mesure
La reproductibilité de la mesure a été réalisée sur 3 os analysés 7 fois avec
repositionnement de I'os entre chaque analyse. Au fémur les CV des mesures des
parameéetres morphologiques et des parameétres topologiques varient de 2.28% pour le
BV/TV (paramétre ayant la meilleure reproductibilité) a 4.13 % pour le Tb.Sp

parameétre ayant la moins bonne [204].

5.4 Macroarchitecture

Avant de rédliser les tests biomécaniques, différentes données morphologiques des fémurs
sont mesurées a l'aide d'un pied da coulisse digital d'une précision de 1um. Pour

caractériser la macroarchitecture les os long on été assimilé & une ellipse (Figure 11).

AP

Lengueur r Mi-diaphysis ML

Figure 11 : Mesures morphologiques du fémur. Les diamétres des os long ont été mesurés &
I'aide d'un pied & coulisse digital dans deux directions: médio-latérale (ML) et antéro-
postérieure (AP) aux niveaux des extrémités distales, proximales et au niveau de la mi-

diaphyse.

5.5 Biomécanique

5.5.1. Dispositif

Les propriétés mécaniques du fémur gauche sont déterminées par le test de flexion en 3
points (Instron 4411) pour une analyse des propriétés mécaniques de I'os cortical. Le principe
est d'exercer une force sur I'os jusqu'd sa rupture et de la mesurer par un capteur (Figure 12).
Pour déterminer automatiquement la force a la rupture, le logiciel Instron 4411 a besoin de

connditre le diamétre diaphysaire de chaque fémur gauche. A cause de l'irégularité de la
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forme diaphysaire et métaphysaire, le diamétre donné au logiciel est la moyenne des
diamétres ML et AP.

5.5.2. Protocole de mesure

a) Essai de flexion

Les échantillons sont décongelés 24 h avant I'essai.

Tige + capteur

Figure 12 : Principe du test de flexion. Chaque os est placé sur deux supports fixes et
subit le déplacement d’une tige. Pour assurer la comparaison des différents tests, I'os
est positionné de telle maniére que la tige applique une force perpendiculaire a l'axe
médio-latéral au milieu de la diaphyse. La tige se déplace a une vitesse de
0.5mm/mn. Le systeme d’acquisition des données trace simultanément I'évolution de

la force en fonction du déplacement de la tige.

5.5.3. Parametres mesurés

Les données acquises lors des essais de flexion correspondent & la force (F en
Newton) et au déplacement de I'os (en mm). A I'adide de ces données et des
données géométriques des spécimens testés, il est possible de calculer les valeurs de
contrainte & la rupture (6 en MPa) et de déformation & la rupture(e) :
c=F/S;e=AL/L

ou S est la section de I'os d la mi-diaphyse pour la flexion (préalablement mesurés au
microtomographe). Par le tracé de la force en fonction du déplacement et de la
contrainte en fonction de la déformation on peut obtenir différents parametres
mécaniques de I'os (Figure 13). L'ensemble de ces parametres a été déterminé

automatiquement par un logiciel développé au sein du laboratoire.
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Figure 13 : Parametres biomécaniques oblenus a parlir des courbes force-
déplacement et contrainte-déformation. La force maximale (F max en N) correspond
a I'asymptote de la courbe force-déplacement. Le déplacement & F max (d max en
mm) correspond & I'abscisse ou I'on observe F max. La rigidité (kN / mm) est
représentée par la pente a I'origine de la courbe force-déplacement. La contrainte
max (o max en Mpa) correspond & I'asymptote de la courbe contrainte-déformation.
La déformation & omax (¢ max) correspond a I'abscisse ou I'on observe o max. Le
module d'Young (E en MPa) est représenté par la pente & I'origine de la courbe
contrainte-déformation. L'énergie & o max (U en kJ / mm?) est définie par I'aire sous la

courbe contrainte-déformation.

5.6. Dosages des paramétres du remodelage osseux, des lipides,et du TNF-a
5.6.1. Dosage des marqueurs biochimiques du remodelage osseux
Tout au long de la vie adulte, le tissu osseux est soumis & un processus de remodelage,
I'os vieillissant étant détruit pour étre remplacé par de I'os jeune par les effets d'un
processus de couplage entre la résorption osseuse et la formation osseuse.
L'ostéocalcine est une protéine non collagénique qui est secrétée par les
ostéoblastes. Cette protéine est un marqueur reconnu de I'activité ostéoblastique et
donc de la formation osseuse. Lors de la résorption osseuse, les ostéoclastes libérent
de nombreux produits de dégradation du collagéne de type I. Les parties N (amino)
et C (carboxy) terminales des chaines collagéniques sont liées a leurs chaines
collagéniques adjacentes par des molécules de pontage appelées cross-link. Les
telopeptides sont les régions des chaines collagéniques ou ces pontages surviennent.
Durant le processus de dégradation du collagéne ces telopeptides sont largués dans

la circulation ouU ils peuvent étre dosés (telopeptide C terminal du collagéne de type |
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ou CTX serique). Nous avons mesuré |'ostéocalcine et le CTX sérique par une méthode
ELISA réalisée a partir de kits commerciaux Nordic Bioscience (Ratlaps et Rat — MID
osteocalcin). Chaqgue mesure a été réalisée en double, en analysant 12 sérums par
groupe. La précision a été évaluée a I'aide de 3 échantillons de concentrations
differentes dosées 5 fois dans la méme série et 5 fois dans 5 séries difféerentes. Les
coefficients de variation intra-essais étaient respectivement de 55 et 5,6% pour
I'ostéocalcine et le CTX serique. Les coefficients de variation inter-essais étaient
respectivement de 5 et 5,6% pour I'ostéocalcine et le CTX serique.

5.6.2. Evaluation de I'équilibre entre les processus de formation et de résorption
osseuse : calcul de I'index de découplage osseux

Des perturbations du processus de remodelage osseux peuvent survenir lors de
situations pathologiques (Maladie de Paget, ostéomalacie...) mais aussi sous
I'influence physiologique du vieillissement osseux, de la ménopause. Des influences
environnementales sont également susceptibles de modifier I'équilibre entre les
processus de formation et de résorption osseuse (traitements, apesanteur, exercice
physique...) Eastell et coll [205] ont développé un index de découplage osseux
permettant d'estimer la balance (ou le couplage) entre la formation et la résorption
osseuse. Cet index se calcule de la facon suivante. Dans un premier temps, la
moyenne et I'erreur standard des concentrations initiales des CTX et de I'ostéocalcine
sont déterminées pour chaque animal. Puis les valeurs de référence du groupe sham
sont utilisées pour calculer les Z-scores des CTX et de I'ostéocalcine de chaque
animal.

z-score = [valeur de I'animal — moyenne initiale / écart-type initial ]. Enfin, I'index de
découplage s'obtient en soustrayant les z-scores des marqueurs de résorption au z-
score des marqueurs de formation. Une valeur positive de la balance du remodelage
osseux indique que les processus de formation osseuse I'emportent sur les processus,
de la résorption et que I'activité métabolique de l'os est a dominante
ostéoformatrice. Un index négatif, a l'inverse, indique que I'état de résorption osseuse
prédomine.

5.6.3. Parameétres lipidiques

Des analyses du cholestérol total (TC), du HDL-cholestérol (HDL-C) et du LDL-
cholestérol ont été déterminées par des essais colorimétriques de haute performance
du cholestérol (Hitachi). Les coefficients de variation intra et inter-essais sont inférieurs
a 10% dans notre laboratoire.

5.6.4. Dosages plasmatiques de la cytokine TNF-a

De facon & évaluer I'expression d'une cytokine pro-inflammatoire potentiellement
induite par le protocole d'exercice de course sur tapis roulant ou par I'acide

zolédronique, nous avons mesuré le TNF-a plasmatique. Cette derniere était mesurée
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par un immuno-essai ELISA (IBL, Homburg, Deutschland). Les coefficients de variation
intra et inter-essai étaient respectivement inférieurs & 5% et inférieur & 10%.

Les prélevements ont été effectués chez les rates au début et d la fin de I'étude par
prélevement veineux a I'appendice caudal. Les échantillons sanguins étaient placés
au froid a 4° pendant 20 mn avant leur centrifugation & 3000 rom pendant 10 minutes.
Les sérums étaient congelés a -20°C durant 24 h avant d'étre archivés a -80°C

jusqu'a I'analyse.

5.7 Méthodologie statistique

Les données statistiques présentées en ce qui concerne les données densitométriques
et anthropométriques sont la moyenne et les écarts-types. Pour ce qui concerne les
données des parametres biochimiques, la moyenne et l'erreur standard de la
moyenne ont été utilisées. L'évaluation de la normalité de distribution des données a
été étudiée par le test de Kolmogorov Smirnov. Les effets de |'ovariectomie étaient
déterminés en comparant les données du groupe Sham et celles du groupe
ovariectomisé par un test t de Student. Pour comparer I'effet dit principal des effets
combinés de I'exercice et du zoledronate entre les groupes ovariectomisés sur les
données longitudinales, I'analyse dite two-way ANOVA pour mesures répétées était
effectuée. Si une interaction significative était mise en évidence, les effets de
I'exercice physique et du zoledronate étaient considérés comme synergiques. Une
Anova one-way avec des tests de comparaison par paire, post Hoc, utilisant le test de
Fisher PLSD (protected least-significant difference) était alors effectuée en cas
d’'interaction significative. Dans I'éventualité d’'une interaction non significative, I'effet
principal de chacune des interventions (zoledronate, exercice) était alors exploré par
des tests de Newman-Keuls et les effets des inferventions étaient considérés comme
additifs. Le niveau de significativité était accepté pour des p < 0.05. Toutes les

analyses statistiques ont été faites avec un logiciel PCSM (OPTIMA-Deltasoft, France).
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6. Etudes
6.1 Etude 1

L'exercice modifie-t-il les effets de I'acide zoledronique sur la masse osseuse, les
propriétés biomécaniques, la microarchitecture et le remodelage osseux chez les
rates ovariectomisées ?

E. Lespessailles, C. Jaffré, H. Beaupied, P. Nanyan, E. Dolléans, CL. Benhamou, D.
Courteix

Does exercice modify the effects of zoledronic acid or bone mass, microarchitecture,
biomechanics and turnover in ovariectomized rats 2 Soumis & Calcified Tissue
International (novembre 2008) Annexe 1

6.1.1 But de I'étude

L'objectif de I'étude 1 était d'analyser les effets individuels et combinés de |'exercice
physique (course sur tapis roulant) et de I'acide zoledronique sur la masse osseuse, les
propriétés biomécaniques, la microarchitecture trabéculaire osseuse, le remodelage
osseux chez la rate adulte ovariectomisée.

L'acide zolédronique et I'exercice physique préviennent-ils les modifications osseuses
induites par I'ovariectomie ¢

Existe-t-il un effet synergique ou additif de I'acide zolédronique et de I'exercice
physique sur la masse, la structure, la résistance et le remodelage osseux dans le
modéle de la rate ovariectomisée 2

6.1.2 Rationnel de I'étude 1

Du fait de I'augmentation de I'espérance de vie de la population, I'ostéoporose et
les fractures ostéoporotiques seront et sont de plus en plus diagnostiquées de part le
monde [206]. Les stratégies usuelles de prévention et de traitement de I'ostéoporose
ont bénéficié du développement de nouveaux bisphosphonates [207]. Récemment, il
a été montré que des perfusions annuelles d'acide zolédronique 5 mg pendant trois
ans réduisaient significativement le risque de fracture chez la femme ménopausée
[83]. Les bisphosphonates sont de puissants inhibiteurs de la résorption osseuse. lls
agissent principalement sur les ostéoclastes en inhibant leur capacité de résorption
osseuse. Les bisphosphonates agissent également en favorisant I'apoptose des
ostéoclastes [208].

La ménopause est responsable d'une perte osseuse accélérée, mais de plus, il a
également été rapporté que la carence estrogénique pouvait également entrainer
une diminution de la masse maigre conduisant & une sarcopénie [209]. Du fait qu'une
activité physique réguliere pourrait prévenir d la fois la diminution de la masse osseuse
et de la masse musculaire [210,211], de nombreuses sociétés savantes et organismes

officiels de santé publique recommandent la pratique individuelle d'activité physique
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quotidienne [212,213]. Les mécanismes physiologiques précis qui sous tendent les
effets de I'activité physique sur I'os sont incomplétement élucidés. Cependant, il
apparadit que la tfriade ostéoblaste, ostéocyte et cellules bordantes a un role
fondamental dans les mécanismes impliquant les réponses ostéogéniques aux stimuli
de l'exercice [214]. Par conséguent, une combinaison d'une thérapeutique
antirésorptive comme I'acide zolédronique (dont la cible cellulaire est I'ostéoclaste)
et d'une intervention anabolique osseuse induite par la charge mécanique liée &
I'exercice (dont les cibles cellulaires sont les ostéocytes, les ostéoblastes et les cellules
bordantes) pourrait étre une option thérapeutique trés prometteuse. Cette stratégie
combinant les effets ostéogéniques de |'exercice et les activités antirésorptives des
bisphosphonates ou des estrogénes a déja été rapportée dans la littérature [215].
Chez I'animal les données supportant la notion d'un effet bénéfique de la
combinaison d'une thérapeutique anabolique et d'un traitement antirésorbeur sont
controversés [216,217,158,161]. Ainsi, il a été trouvé chez la brebis que les bénéfices
anaboliques de la parathormone étaient bloqués par le filudronate [216]. Chez la
rate, il a également été trouvé une interaction entre I'alendronate et des analogues
de la PTH car la réponse anabolique de ces analogues était variable selon que les
rates avaient ou non été prétraitées par de I'alendronate [217]. En revanche, les deux
études qui, d notfre connaissance, ont examiné les effets d'une combinaison des
potentiels effets ostéogéniques de I'exercice et d'un fraitement par les
bisphosphonates ont tfrouvé que cette combinaison pourrait offrir des avantages au-
deld de deux que chacune des options thérapeutiques prises séparément [158,161].
Compte tenu de ces arguments, le but de cette étude était d'évaluer I'efficacité de
I'acide zoledronique (une injection unique) et de I'exercice physique (course sur tapis
roulant) seuls ou en association pour prévenir la perte osseuse induite par
I'ovariectomie chez la rate adulte.

6.1.3 Matériels et méthodes

Cette partie est développée dans le chapitre 4 de ce mémoire.

6.1.4 Résultats
6.1.4.1 Parameétres anthropométriques et densitométriques

Le poids du corps

Les données présentées au tableau 3 montraient que le poids des rates
au démarrage de I'étude ne faisaient pas ressortir de différence
statfistique concernant le poids, quels que soient les groupes
considérés. Cependant, le poids des rates OVX était nettement plus
élevé que celui des rates du groupe Sham, 12 semaines apres

I'infervention 386 + 33 g vs 333 + 22 ; p=0.002. Il était également observé
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une différence significative entre le poids des rates du groupe OVX-Z et
celui des deux groupes entrainés (tableau 3).

Masse maigre, masse grasse

Le pourcentage de masse grasse était beaucoup plus important dans
le groupe OVX-Z que dans les autres groupes OVX (tableau 3). Le
pourcentage de masse grasse chez le groupe OVX s'élevait a 27 % et
celui du groupe SH a 19 % (p<0.005). Il n'était pas trouvé de différences
significatives entre les groupes concernant la masse maigre au corps
entier.

CMO corps entier et fémurs excisés

Nous avons trouvé une différence significative pour le CMO du corps
enfier enfre le groupe OVX-Z et les groupes OVX, OVX-E et OVX-ZE
(tableau 3). Alors que nous n'avons pas trouvé de différences
significatives pour la DMO et la CMO aux fémurs entiers excisés, nous
avons pu observer des différences aux deux sous-régions R1 et R2
(tableau 4). L'effet de I'exercice n'était pas significatif mais il existait un
effet de I'acide zolédronique avec une DMO dans la région R1 des
groupes OVX-ZE et OVX-Z supérieure a celle observée dans les groupes
OVX-E et OVX. Dans la sous-région R2, on observait également un effet
significatif de I’acide zolédronique sur la CMO dans le groupe traité par
acide zolédronique avec des résultats supérieurs a ceux des groupes
OVX et OVX-E.

Figure 7 : Les sous-régions fémorales R1(sub-métaphysaire) et R2 (diaphysaire)
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6.1.4.2 Microarchitecture trabéculaire osseuse par analyse 3Duct

Les effets de I'ovariectomie

A la fin de I'étude (12 semaines apres I'opération), nous avons pu
observer des différences significatives de volume trabéculaire osseux (-
37.50 %), de I'espacement trabéculaire (+ 31.4 %), et des «structure
model index » (+51.6 %) entre les groupes OVX et le groupe SH. La perte
osseuse frabéculaire observée au fémur dans les suites de
I'ovariectomie était également caractérisée par des changements
dans les indices de connectivité avec des valeurs TBPf et BS/TV
nettement plus hautes dans le groupe SH (tableau 5).

Dans cette étude, nous n'avons pas trouvé d’intéraction additive sur les
parameétres d’'architecture trabéculaire évaluées par puCT entre le

traitement par I'acide zolédronique et I'exercice sur tapis roulant.

Les effets de I'acide zolédronique

Les effets de I'acide zolédronique seul ainsi que I'acide zolédronique
plus exercice protégeaient de la perte osseuse dépendante de la
carence en estrogenes. En effet, les rates OVX avaient une réduction
de volume de I'os trabéculaire de -37.5 % versus les rates SH, le BV/TV
n'était pas statistiquement différent entre les groupes OVX-Z et OVX-ZE
et le groupe SH, respectivement 24.9 %, 25.5 % et 26 %. Les valeurs
d’'espacement inter-trabéculaire étaient nettement plus élevées chez
les groupes OVX et OVX-E que chez les groupes OVX-Z et OVX-ZE. On
notait également des différences significatives concernant les
parameétres suivants Tb.Th, BS/BV, Tb.N, TBPf, DA et SMI entre les groupes
OVX-Z et OVX-ZE d'une part et les groupes OVX et OVX-E d'autre part
(tableau 5).

Les effets de I'exercice

Dans cette étude, I'exercice seul n'a pas empéché la perte osseuse
induite par I'ovariectomie puisque les valeurs de BV/TV, BS/BV, Tb.Sp,
Tb.N, Tb.Th et TBPf n'étaient pas statistiquement différentes entre les
groupes OVX et OVX-E. Nous avons également observé pour le DA des
différences significatives entre les groupes de rates sédentaires et les
groupes de rates entrainées (tableau 5). Cependant, nous n'avons pas
remarqué d'inhibition des effets de I'acide zolédronique en
combinaison avec |'exercice sur les parametres de microarchitecture

trabéculaire osseuse. Nous avons seulement pu observer pour DA une
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action additive combinant I'exercice et I'acide zolédronique, avec
une baisse de DA dans le groupe OVX-ZE par rapport aux groupes
OVX-E, OVX-Z et OVX (tableau 5).

6.1.4.3 Propriétés biomécaniques
Dans cette étude, l'ovariectomie n'a pas induit une diminution
significative des propriétés biomécaniques telles qu'exprimées par le
test de compression 3 points au fémur. Au contraire, nous avons pu
observer un effet de I'exercice avec une augmentation significative de
la force max dans les groupes OVX-E et OVX-ZE par rapport aux rates
sédentaires (OVX et OVX-Z). De plus, nous avons observé un effet
additif de I'acide zolédronique et de I|'exercice avec une force
maximale supérieure dans le groupe OVX-ZE en comparaison des
groupes OVX et OVX-Z, respectivement 143 N versus 120.4 (p<0.05) et
143 N versus 124.4 (p<0.05). Nous avons trouvé un effet significatif de
I'acide zolédronique sur le parameétre énergie maximum (tableau 6).
Une énergie maximum plus élevée a été observée dans le groupe
OVX-Z par rapport aux groupes OVX et OVX-E (p<0.05), de méme
I'énergie maximum était plus importante dans le groupe OVX-ZE par

rapport aux valeurs des groupes OVX-E et OVX (p<0.05).

6.1.4.4 Remodelage osseux
Le taux de CTX était 27,7% plus élevé dans le groupe OVX (23,8 ng/ml)
que dans le groupe SH (18,6 ng/ml), p <0,0005. Les taux de CTX étaient
nettement plus bas dans les groupes OVX-Z et OVX-E que dans le
groupe OVX (p < 0,05). Cependant les taux de CTX dans le groupe
OVX-ZE n'étaient pas statistiquement différents du groupe OVX mais
nettement plus élevés que dans les groupes OVX-Z et OVX-E (tableau
7). A linverse, a la fin de I'étude, les taux d'ostéocalcine sérique
n'étaient pas différents entre le groupe SH et le groupe OVX. Dans le
groupe OVX-ZE on observait un taux nettement plus ékevé
d'ostéocalcine que dans les groupes OVX, OVX-Z et OVX-E. Le taux
d'ostéocalcine était nettement plus élevé dans le groupe OVX-E
(178.27 ng/ml) que dans les groupes OVX et OVX-Z (respectivement
117,83 et 139,32 ng/ml) (tableau 7). Comme attendu, I'index de
découplage variait de — 0,26 en début a- 4,43 en fin d'étude dans le
groupe OVX (figure 14). Dans le groupe OVX-E I'index de découplage

augmentait de — 0,22 en début a 3,42 en fin d'étude. L'index de
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découplage passait de — 0,31 a + 0,45 entre le début et la fin d'étude
dans le groupe OVX-Z et de -0,01 d +2,71 dans le groupe OVX-ZE.

6.1.5 Discussion

Les principaux résultats de cette étude sont les suivants :

Premiérement, nous avons trouvé qu'une injection unique d'acide zolédronique
20ug/kg prévenait la perte osseuse et les détériorations microarchitecturales douze
semaines apres |'ovariectomie de rates adultes.

Deuxiemement, dans cefte étude, un exercice de course a pied sur tapis roulant
caractérisé par un exercice 5 jours sur 7, de 60 mn/jour, d la vitesse de 15 m/mn
pendant 12 semaines ne prévenait pas la perte osseuse induite par I'ovariectomie
mais avait des effets significatifs sur la force ultime et le remodelage osseux.
Troisi@mement, bien que les valeurs les plus élevées des paramétres biomécaniques
force ultime et énergie O la force ultime fussent trouvés dans le groupe de rates
traitées par I'acide zolédronique et soumises 4 I'exercice physique, nous n'avons pPas
observé d'effets synergiques ou additifs significatifs liés d la combinaison simultanée
de ces deux interventions.

L'acide zolédronique est un bisphosphonate hétéro-cyclique dont il a été montré qu'il
était in vitro I'agent antirésorptif le plus puissant par son action sur I'inhibition de la
résorption osseuse due aux ostéoclastes. Une dose unique de 100ug/kg chez des rates
ovariectomisées d’'espece Fisher 344 Ggées de 18 mois s'est révélée étre suffisante
pour maintenir a long terme (6 mois) la résistance osseuse en compression des
vertebres et le degré de minéralisation [218]. Dans un modéle d'accident vasculaire
cérébral chez des rates d'espéce Sprague-Dawley é&gées de 12 semaines, une
injection de 30 pg/kg prévenait les conséquences osseuses de I'accident vasculaire
survenu trois semaines plus t6t en terme de masse osseuse et de résistance
biomécanique alors qu'une dose de 6 ug/kg n'était pas efficace [219]. L'efficacité
d'une dose de 20 ug/kg en injection a été évaluée dans une étude in vivo par des
examens d'imagerie par uCT [220]. L'injection était faite soit de facon préventive, soit
de facon curative en fonction de I'ovariectomie chez des rates Wistar de 30 semaines
qui avaient allaité. L'étude & 6 semaines aprés |'ovariectomie montrait que e
traitement préventif préservait les parametres structuraux mais aucune différence
significative ne se dessinait en termes de résistance biomécanique évaluée comme
dans notre étude par le test de flexion 3 points [220]. Dans notre étude nous avons
trouvé un effet significatif de I'acide zolédronique en ce qui concerne I'énergie a la
force ultime en comparaison des groupes de rates OVX et OVX-E. Le test
biomécanique en flexion 3 points était cependant effectué au fémur alors qu'il était

réalisé au tibia dans I'étude de Browers [220]. Une amélioration des propriétés
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biomécaniques a été tfrouvée dans |'étude de Gasser et col [221]. La dose de 20
ug/kg d'acide zolédronique améliorait la résistance ultime mais pas la dureté chez
leurs rates ovariectomisées et ils concluaient que seule la dose de 100 ug/kg
prévenait complétement la perte de force induite par I'ovariectomie [221]. Notre
étude est également en accord avec les données de cette derniere étude puisque
nous n'avons pas non plus mis en évidence de différence significative pour les
parameétres structuraux entre les groupes de rates traitées par I'aide zolédronique et
le groupe Sham. Dans leur étude, Lee et coll [219] n'ont pas mis en évidence de
variations significatives de I'ostéocalcine dans leur modele de rates avec AVC (deux
groupes de rates étaient traitées par I'acide zolédronique). En revanche, ces auteurs
trouvaient qu'une dose de 30 pg/kg d’acide zolédronigue inhibait I'augmentation du
CTX sérique observé dans leur groupe de rates avec AVC traitées par placebo.

Nous ne pouvons pas strictement comparer ces derniers résultats aux nétres car dans
leur étude les rates étaient deux fois plus jeunes, d'espece différente, et non
ovariectomisées. Cependant, nous avons également trouvé cette capacité de
I'acide zolédronique & inhiber I'augmentation du CTX sérique observé dans le groupe
OVX, les valeurs de CTX sérique n'étant pas statistiqguement différentes dans les
groupes fraités par acide zolédronique et le groupe Sham. Dans leur travail sur les
effets a long terme de I'acide zolédronique chez la rate ovariectomisée, Gasser et
coll [221] ont trouvé une augmentation des taux plasmatiques d'ostéocalcine apres
ovariectomie.

Dans notre étude, ce n'était pas le cas mais nous n'avons également pas trouvé de
suppression de I'activité de formation puisque le taux d'ostéocalcine n'était pas
significativement  différent entre le groupe Sham et le groupe de rates
ovariectomisées traitées par acide zolédronique. A l'inverse, nous avons bien
confirmé les capacités antirésorptives de I'acide zolédronique [219,221] puisque
I'augmentation des taux sériques du CTX était prévenue.

Dans notre étude, les taux d'ostéocalcine n'ont pas augmenté apres ovariectomie.
Cependant, I'exercice physique sur tapis roulant a entrainé dans le groupe de rates
soumis O cette activité une augmentation significative de I'ostéocalcine. De plus,
I'index de découplage a significativement augmenté du début a la fin d'étude
exprimant bien le fait que I'exercice de course sur tapis roulant stimulait la formation
osseuse. Les résultats sont en accord avec des études précédentes ou |'exercice
physique consistait en une course sur tapis roulant [222] ou d’exercices de saut [223].
Nous avons trouvé un effet principal de I'exercice sur la force ultime au fémur et sur la
surface de section transversale lors du test de flexion 3 points du fémur. Ceci est
concordant avec les données de Fuchs et col [160,161] qui ont tfrouvé chez des rates
vierges d'espece Fisher 344 ovariectomisées un bénéfice de la course sur tapis roulant

sur la force ultime, le module d'élasticité et la rigidité.

65



Le protocole d’exercice physique auquel nous avons soumis nos rates pendant 12
semaines n'a pas permis de préserver le contenu minéral osseux apres ovariectomie.
En dépit de I'absence de variation significative des effets de I'exercice sur la masse
osseuse ou sur la préservation des parameétres microarchitecturaux aprés
ovariectomie, nous avons observé un effet positif sur la surface de section transversale
du fémur. Cet effet sur la géométrie du fémur pourrait expliquer en partie le fait que la
force ultime en flexion était plus élevée dans les groupes de rates entrainées par
rapport aux rates sédentaires. D'autres auteurs ont d'ailleurs insisté sur le fait que les
vertus de I'exercice pourraient avoir un impact plus prononcé sur les propriétés
géométriques et architecturales de I'os que sur la DMO [224,225].

Dans la plupart des études, I'exercice de course sur tapis roulant s'est révélé
bénéfique pour le squelette des rats [140]. Cependant I'adaptation de I'os aux effets
de la course sur tapis roulant peut varier selon de nombreux facteurs : I'Gge, le sexe,
I'espece, le statut gonadique, les autres modeles d'ostéopénie, la période
expérimentale, la fréquence, la durée et 'intensité de I'exercice. Dans notre étude,
nous avons choisi des caractéristiques de protocole d'exercice (15m/mn en vitesse
de course, 60 mn/jour, 5 jours d'exercice par semaine sur douze semaines) qui d'apres
d'autres études étaient susceptibles d'entrainer des stimuli ostéogéniques [140,126].
La vitesse de course et la consommation maximale d’oxygéne (V02 max) [227] ou la
vitesse maximale aérobie [228] qui lui sont associés sont des parametres critiques pour
obtenir un effet bénéfique sur le squelette. Il a ainsi été démontré qu'un exercice trop
vigoureux V02 max >80 % serait moins efficace qu'un exercice plus modéré (50-70 %
VO2 max) [227]. Le nombre de jours par semaine pendant lesquels les animaux
s'exercent est une autre variable qui a été étudiée [229]. Une charge de course
modérée a une fréquence de 4 a 5 jours par semaine est apparue bénéfique en
termes de DMO chez des rates Wistar gées de 8 semaines [229].

Les résultats des études varient également en fonction des sites osseux étudiés. Dans
notre étude nous n'avons pas mis en évidence d’'effet sur le CMO du fémur par
I'exercice. En revanche, un effet traitement significatif (acide zolédronique) était
observé en terme de DMO et de CMO dans les deux sous régions analysées du fémur,
a mettre en perspective des coefficients de variation a ces sites qui oscillent entre 4 et
6 %. Dans de nombreuses études ou les effets de la course sur tapis roulant sur I'os
étaient étudiés, les résultats étaient bien plus probants sur le tibia que sur le fémur ou
les vertebres [161,228,229,230,142,231,232]. Le gain en CMO était par exemple plus
élevé dans la région du tibia distal que dans celle du fémur distal dans une étude
d’exercice volontaire chez le rat [231]. Le fémur, parce qu'il est situé chez le rat plus &
distance que le tibia vis-a-vis des forces de réaction au sol, pourrait recevoir moins de

stimulation avec impact et donc étre moins sensible aux stimuli ostéogéniques
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[232,144]. | a méme été observé au sein d'un méme site osseux des variations
régionales en réponse aux effets de I'exercice ou des traitements [145].

Bien que l'idée de combiner deux effets d potentiels bénéfiques sur I'os pour obtenir
un effet encore meilleur soit séduisante, dans notre travail nous n'avons pas mis en
évidence d'effet synergique ou additif net & cette combinaison acide zolédronique
et course sur tapis roulant. Cependant, les valeurs les plus élevées de BV/TV, de
I'énergie 4 la force ultime, de la force ultime et de la section transversale du fémur
ont été ftrouvés dans les groupes associant |'exercice physique et I'acide
zolédronigue. Une comparaison directe des fravaux expérimentaux chez I'animal ou
des bisphosphonates ont été associés d I'exercice de course sur tapis roulant serait
hasardeuse. En effet, O travers ces études, le protocole d'exercice, le schéma de
I'étude, les animaux testés, les bisphosphonates utilisés et I'dge a I'ovariectomie
different d'une étude a I'autre [158,161]. Tamaki et coll [158] ont évalué les effets
d'une combinaison d’exercice de course sur tapis roulant et d'étidronate. Dans leur
étude, les rates étaient réparties en 5 groupes comme dans la notre. A la lumiére des
données histomorphométriques, les auteurs rapportaient une interaction entre le
traitement par étidronate et les effets de I'exercice physique avec une augmentation
de la surface d'os trabéculaire au tibia. Une interaction significative était également
observée en termes de DMO au fémur proximal des rates mais pas d’'interaction dans
les régions diaphysaires et distales du fémur ni dans le nombre d'ostéoblastes et
d'ostéoclastes. L'alendronate et I'exercice de course sur tapis roulant ont été associés
pour examiner leurs effets sur la masse et la résistance osseuse [161] chez la rate
ovariectomisée. Dans cette derniere expérimentation, les auteurs ont utilisé un plan
factoriel 2x2 (4 groupes) et un groupe Sham étudié sur le plan statistique a part. Ces
auteurs ont trouvé que l'intervention combinée était supérieure & chacune des
interventions prises séparément pour préserver les effets de I'ovariectomie sur le CMO
du fémur proximal et du corps entier et pour préserver la résistance osseuse au fémur.
Dans notre étude, nous n'avons pas démontré d'effets synergiques ou additifs des
deux interventions. Cette absence d'effet combiné positif pourrait étre expliquée par
la puissance de I'effet antirésorptif de I'acide zoledronique. La réponse
ostéoformatrice de I'exercice physique a peut étre été émoussé par I'effet majeur de
I'acide zolédronique. Une telle hypothése a déja été formulée pour expliquer le
manque d'efficacité de la combinaison hormone parathyro“dienne et alendronate,
la capacité du traitement antirésorbeur étant supérieure a la capacité de formation
osseuse associée au tfraitement par PTH [233]. Dans leur protocole expérimental,
Tamaki et coll [158] ont donné I'étidronate avant que le protocole d'exercice de
course soit initié chez les rates. Nous proposons que, de facon a permettre une
fenétre anabolique due aux effets ostéogéniques de I'exercice, le bisphosphonate

soit donné dans un deuxieme temps, la combinaison des effets se faisant plus en
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séguence qu'en traitement simultané. Cette idée semble étre concordante avec le
travail de Rhee et coll qui, dans une étude expérimentale analysant le concept
perdre, restaurer, maintenir, a montré que la séguence thérapeutique la plus
consistante pour prévenir les effets de I'ovariectromie était celle d'un traitement par
PTH puis par acide zolédronique [87].

II faut se garder de faire des conclusions hatives en extrapolant les résultats de
I'animal & I'étre humain. Ainsi, les effets de la course a pied chez I'homme mettent en
jeu possiblement d’'autres schémas d'adaptation de I'os a ce type d'exercice et
avec une sensibilité différente. D'ailleurs, les deux études menées chez I'étre humain
qui ont testé I'nypothese d'obtenir de meilleurs résultats en combinant I'exercice
physique et des bisphosphonates n'ont pas démontré d'action supérieure de la
combinaison en comparaison des bénéfices observés par chacune des actions
thérapeutiques prises séparément [159,160]. Chilibeck et coll ont mis en place une
étude combinant les effets de I'étidronate (ETl) et de I'exercice E chez des femmes
ménopausées [159]. Quarante huit femmes d'dge moyen 57 ans étaient réparties en
quatre groupes : ETI+E, ETI seulement, E seulement et un groupe placebo sédentaire.
L'étidronate était donné pendant 12 mois & une dose de 400 mg/jour durant quatorze
jours tous les 90 jours. Des exercices en résistance étaient effectués 3 fois par semaine
pour une durée de 45 mn chacun. Quand les auteurs poolaient les données de tous
les groupes ETI, les gains en densité osseuse au rachis et au corps entier étaient
significativement supérieurs d ceux observés dans le groupe placebo sédentaire.
Cependant, aucune interaction ou effet additif enfre I'exercice physique et
I'étidronate n'était mis en évidence. Uusi Rasi et coll [160] ont étudié I'association
d'un exercice physique et de la prise journaliere de 5 mg d'alendronate chez 164
femmes ménopausées dgées de 54 + 2 ans. Le protocole d'exercice quotidien
comprenait 20 minutes d'activité de sauts, et 15 mn d'exercices de stretching et
d'autres activités sans impact. Sil'alendronate augmentait la DMO au rachis lombaire
et au col du fémur, I'exercice physique lui n'avait aucun effet significatif quand il était
appligué sans alendronate. De plus, aucune interaction ou effet additif n'était
observé dans le groupe alendronate et exercice physique [50].

Au total, nos données suggéerent que I'acide zolédronique prévient la perte osseuse
et les dégradations microarchitecturales de [I'os trabéculaire induite par
I'ovariectomie. L'exercice de course sur tapis roulant s'est révélé capable de
préserver la résistance osseuse et d'induire un effet sur le remodelage osseux en
favorisant I'ostéoformation. Cependant, les effets combinés de I'acide zolédronique
et de I'exercice de course appliqués simultanément dans ce modeéle de la rate
adulte ovariectomisée n'a pas produit d'effet synergique ou additif sur le squelette

osseux des rates.
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Figure 14 : Variations des marqueurs du remodelage osseux et de I'index de découplage
chez les rates contréles (SH) ou ovariectomisées (OVX) ftraitées ou non par acide
zoledronique (Z)(une injection de 20 ug/kg), sédentaires ou entrainées sur tapis roulant (E)

pendant 12 semaines.

a différences OVX versus SH, b différences versus OVX, ¢ différences versus OVX-Z, d
différences versus OVX-E et e différences versus OVX-ZE
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6.2 Etude 2

Effets combinés de I'exercice et de I'acide zoledronique sur le profil lipidique et sur le
remodelage osseux chez la rate ovariectomisée.
E. Lespessailles, C. Jaffré, E. Dolléans, CL. Benhamou, D. Courteix
Combined effects of exercice and zoledronic acid on lipid profile and bone
remodelling in ovariectomized rafs.
Soumis a Journal of Lipid Research (novembre 2008). Annexe 2
6.2.1 But de I'étude
L'objectif de I'étude 2 était d'analyser les effets combinés de I'acide zoledronique et
de I'exercice physique (course sur tapis roulant) sur le profil lipidique dans le modéle
de la rate mature ovariectomisée.
- l'acide zoledronique a-t-il des effets sur le profil lipidique ¢
Améliore-t-il le profil lipidique dans le sens d'une diminution du
risque d'athérosclérose ¢
- I'exercice physique et I'acide zolédronique ont-ils un effet

combiné synergique ou additif vis-a-vis du profil lipidique 2

6.2.2 Rationnel de I'étude

La déficience en estrogéne est le principal facteur étiologique de I'ostéoporose chez
les femmes ménopausées [234,235]. Au-deld de I'ostéoporose, la perte des fonctions
ovariennes a la ménopause est associée a d'autres problémes de santé parmi
lesquels figuraient les désordres neuro-endocriniens [236] ou les maladies
cardiovasculaires [237]. Le fraitement hormonal de substitution (THS) s’'est montré
efficace pour réduire le risque de fracture [42,238]. Cependant, le bénéfice du THS sur
les maladies cardiovasculaires est largement débattu. Trois essais cliniques sur de
vastes cohortes de patientes ménopausées suivant un traitement hormonal ont
échoué a démonter un effet cardio-protecteur des estrogénes [239,241]. Ainsi, si I'on
considere cliniguement le traitement par THS pour la prévention de I'ostéoporose, la
FDA recommande que d'autres traitements que les estrogénes soient d'abord
administrés [242] et I'European Society for Clinical and Economic Aspects of
Osteoporosis and Osteoarthritis ne recommande pas le THS comme un fraitement de
base pour la prévention et le traitement de I'ostéoporose [243].

Chez les femmes ménopausées, les amino-bisphosphonates représentent une des
options pharmacologiques dans la prévention et le traitement de I'ostéoporose [244].
Parmi les bisphosphonates, on peut distinguer ces composants selon leurs
mécanismes d'action moléculaire. L'étidronate, le clodronate, le tiludronate inhibent
les ostéoclastes et provoquent leur apoptose par incorporation d'analogues

intracellulaires. Ces composants n'interferent pas dans la biosynthése du cholestérol
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intfracellulaire [245]. Les amino-bisphosphonates empéchent la prénylation et le bon
mode d'action des protéines porteuses de GITP indispensables pour le
fonctionnement des ostéoclastes [246]. Ces derniers composants inhibent la squaléene
synthase et se sont révélés étre susceptibles de diminuer le cholestérol chez les
animaux [247]. Il a été démontré récemment que I'acide zolédronique administré &
forte dose aux patients atteints de myélome pouvait modifier leur profil
lipidique (diminution de 13 % du cholestérol total) [79]. Il était observé en particulier
une amélioration de I'index de risque d'athérosclérose avec un accroissement du
ratio HDL-C/LDL-C de 36 % et une baisse du ratio TC/HDL-C de 17 %.
Des interventions non médicamenteuses pour prévenir |'ostéoporose comme la
pratique d'exercices physiques en charge et ou avec impact sont recommandées
[125,242,243]. Les effets de I'exercice régulier sur le profil lipidique ont été étudiés dans
de nombreux fravaux [248,249,250]. || a été récemment démontré que faire
davantage de marche dans les escaliers pouvait avoir un effet bénéfique sur les
lipides sanguins et par conséquent diminuerait le risque de maladie cardiovasculaire
[251].
Il est bien établi que les bisphosphonates réduisent le remodelage osseux en freinant
notablement la résorption osseuse [70,252], la cellule cible étant I'ostéoclaste.
Inversement, il a été démontré que I'activité physique et plus spécifiquement le stress
mécanique provogquent un effet ostéogénique médié par les ostéocytes et les
ostéoblastes [253,254,255]. A partir de ces constatations, notre étude cherche d
démonter les effets spécifiques et combinés de I'acide zolédronique et de
I'entrainement sur tapis roulant sur le remodelage osseux et le profil lipidique chez les
rates adultes ovariectomisées.
6.2.3 Matériels et méthodes

Ces points ont été abordés en détail dans le chapitre 5.
6.2.4 Résultats

Toutes les données suivaient une répartition normale. Une interaction

significative entre I'exercice et I'acide zolédronique a été trouvée dans les

parametres lipidiques, le CTX sérique et I'index de découplage.

6.2.4.1 Paramétres anthropométriques et densitométriques

Le poids de corps dans le groupe OVX était plus important que chez les rates
SHAM douze semaines apres I'ovariectomie: 386 £ 33 g vs 333 £ 22 ; p = 0.002. Il
existait une différence significative dans le poids du corps entre le groupe
OVX-Z et les deux groupes entrainés (tableau 3). Le pourcentage de masse
grasse était significativement plus élevé dans le groupe des OVX-Z que dans

les autres groupes OVX (tableau 3). Le pourcentage de masse grasse dans le
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groupe OVX (27.7%) était significativelment plus élevé en comparaison de
celui du groupe SH (19%). p < 0,005. Nous n'avons pas observé de différences
significatives entre les groupes concernant la masse maigre du corps entier.
Nous avons remarqué une différence significative pour la CMO du corps entier
entre le groupe OVX-Z et les groupes OVX, OVX-E et OVX-ZE (tableau 3).

6.2.4.2 Profil lipidique

Le groupe OVX avait un niveau de cholestérol total sérique et LDL-C plus élevé
que dans le groupe SH (tableau 8). Le groupe OVX-E avait un faux de
cholestérol nettement plus bas (127,2 mg/dl) que le groupe OVX (1448
mg/dl)(p <0,05). Le groupe OVX-Z avait un taux de cholestérol total
légerement plus bas que le groupe OVX (p < 0,05). nous n'avons pas
remarqué de différences statistique entre les groupes ovariectomisés
concernant les niveaux de LDL-C (tableau 8). En revanche, nous avons
observé des niveaux plus élevés de HDL-C dans le groupe OVX-Z (53,6 mg/dl)
que dans le groupe OVX (33 mg/dl) (p < 0,05). Il est & noter que I'exercice a
augmenté de facon significative le HDL-C dans le groupe OVX-E (52.3 mg/dl)
par rapport au groupe OVX (p < 0,05). Cependant le groupe OVX-ZE affichait
des niveaux inférieurs de HDL-C comparé aux groupes OVX-E et OVX-Z
(tableau 8). Il y avait une fendance & un ratio plus élevé de TC/HDL-C entre le
début et la fin de I'étude (2,54 & 3,82) dans le groupe OVX p = 0,06 (figure 15
a). Cependant ce ratio était nettement plus bas dans les groupes OVX-Z et
OVX-E respectivement 2,53 et 2,54 que dans le groupe OVX (p < 0,05).
Inversement, le raftio TC/HDL-C dans le groupe OVX-ZE n'était pas
significativement différent du groupe OVX mais était plus élevé (3,54) que
dans les groupes OVX-Z et OVX-E (tableau 8). De méme, le ratio HDL-C/LDL-C
a baissé de facon significative dans les groupes OVX entre le début et la fin
de I'étude (0,774 vs 0,416 ; p< 0,01) (figure 15b). Ce dernier ratio a
considérablement augmenté dans les groupes OVX-Z et OVX-E
comparativement au groupe OVX. Cependant, d nouveau, il n'y avait pas de
différence significative entre les ratios HDL-C / LDL-C entre les groupes OVX-ZE
et OVX (tableau 8). Ce dernier ratio a augmenté de facon significative dans le
groupe OVX-E comparé au groupe OVX (p < 0,05) et il existait une tendance &
un ratio HDL-C/LDL-C plus élevé dans le groupe OVX-Z que dans le groupe
OVX (p =0,058).
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6.2.4.3 Cytokine TNF-a plasmatique

L'ovariectomie se caractérisait par une augmentation de TFN-a entre le début
et la fin de I'étude (534,8 £ 14 vs 678,9 £ 9 pg/ml ; p <0,001). Il y avait une
interaction entre I'exercice et I'acide zolédronique concernant les niveaux
plasmatiques de TFN-a. Comme indiqué tableau 8, nous avons trouvé des
valeurs plus élevées de TNF-a 4 la fin de I'étude dans les groupes OVX-Z, OVX-
E, OVX-ZE que dans le groupe OVX. Le plus haut taux de TNF-a. a été trouvé
dans le groupe OVX-ZE et il était significativement plus haut que dans le

groupe OVX-E, respectivement 721,5 £12,5 vs 697 £ 7 ng/ml ; p <0,01.

6.2.4.4 Remodelage osseux

Le taux de CTX était 27,7% plus élevé dans le groupe OVX (23,8 ng/ml) que
dans le groupe SH (18,6 ng/ml), p <0,0005. Les taux de CTX étaient nettement
plus bas dans les groupes OVX-Z et OVX-E que dans le groupe OVX (p < 0,05).
Cependant les taux de CTX dans le groupe OVX-ZE n'étaient pas
statistiquement différents du groupe OVX mais nettement plus élevés que
dans les groupes OVX-Z et OVX-E (tableau 7). A l'inverse, d la fin de I'étude,
les taux d'ostéocalcine sérique n'étaient pas différents entre le groupe SH et
le groupe OVX. Dans le groupe OVX-ZE on observait un taux nettement plus
élevé d'ostéocalcine que dans les groupes OVX, OVX-Z et OVX-E. Le taux
d'ostéocalcine était nettement plus élevé dans le groupe OVX-E (178.27
ng/ml) que dans les groupes OVX et OVX-Z (respectivement 117,83 et 139,32
ng/ml) (tableau 7). Comme attendu, I'index de découplage variait de — 0,26
en début a- 4,43 en fin d'étude dans le groupe OVX. Dans le groupe OVX-E
I'index de découplage augmentait de — 0,22 en début a 3,42 en fin d'étude.
L'index de découplage passait de — 0,31 a + 0,45 entfre le début et la fin

d'étude dans le groupe OVX-Z.
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Figure 15: Rapports Cholestérol Total (TC) / HDL- Cholestérol (HDL-C) (Fig a) et HDL-
Cholestérol (HDL-C) / LDL- Cholestérol (LDL-C) (Fig b) chez les rates contréles (SH) ou
ovariectomisées (OVX) traitées ou non par acide zoledronique (Z) (une injection de 20 ug/kg).
sédentaires ou entrainées sur tapis roulant (E) pendant 12 semaines. @ différences OVX versus
SH, b différences versus OVX, ¢ différences versus OVX-Z, @ différences versus OVX-E et e
différences versus OVX-ZE
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6.2.5 Discussion

Les principales données de cette étude sont I'augmentation significative (+37.4 %) du
taux sérique du HDL cholestérol et une tendance & la baisse du cholestérol total (-5.8
%) chez les rates traitées par une injection unique d'acide zolédronique par rapport
aux rates traitées par placebo dans ce modéle de la rate adulte ovariectomisée. De
plus, ces variations étaient associées a une diminution significative du ratio TC/HDL-C
et & une tendance & I'augmentation du ratio HDL-C/LDL-C. Ces ratios sont des
indicateurs reconnus du risque d'athérosclérose. Les résultats observés dans cette
étude sur le profil lipidique pourraient avoir un effet positif sur le risque
cardiovasculaire si I'on consideére leur extrapolation a I'étre humain.

Cependant il est a noter que si les effets individuels de |'exercice d'une part et de
I'acide zolédronique d'autre part étaient bénéfiques vis-a-vis du risque
d’'athérosclérose, les effets cumulés de ces deux interventions ont dans ce modele
animal produit un effet néfaste paradoxal.

A notre connaissance, une seule étude s'est auparavant intéressée a ce type de
problématique [256]. Dans cette derniere étude, des rates Sprague-Dawley étaient
ovariectomisées 11 semaines et fraitées par alendronate, aucun effet sur le taux de
cholestérol n'était observé aprés trois semaines de fraitement. Chez la femme
ménopausée, des programmes d'exercice physique ont montré qu'ils étaient
susceptibles d'entrainer une diminution des taux de lipides [257]. De plus, il a noté que
des aminobisphosphonates IV pouvaient induire, chez des femmes ménopausées
ayant une ostéoporose modérée a sévere, une augmentation significative des taux
d'HDL-C [76]. Dans notre étude chez la rate adulte ovariectomisée, nous avons
examiné les effets individuels et combinés de la course sur tapis roulant et de I'acide
zolédronique sur le profil lipidique. Les papiers fraitant de ce sujet ou les
bisphosphonates sont utilisés dans le cadre de maladie osseuse métabolique sont
rares. Chez I'homme, des travaux récents ont rapporté chez des patients traités pour
un myélome multiple asymptomatique par acide zoledronique un effet sur le
métabolisme lipidique avec diminution du cholestérol total et du LDL-C [79]. Guney et
coll [258] ont rapporté des données suggérant chez 49 patientes ostéoporotiques
traitées par alendronate un effet bénéfique sur le métabolisme lipidique. Deux autres
études ont montré respectivement chez des patients pagétiques traitées par
pamidronate [77] et chez des femmes ménopausées ostéoporotiques traitées par
neridronate [76] une réduction du taux de LDL-C et une augmentation des taux de
HDL-C.
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Les mécanismes spécifiques conduisant aux effets observés sur les lipides des
bisphosphonates sont encore inconnus. Certains bisphosphonates inhibent I'enzyme
squaléne synthétase et la biosynthése du cholestérol [247] comme cela a été montré
la premiére fois par Amin et coll [259]. Il faut savoir que cette enzyme est une des
enzymes clés de la voie de biosynthése du cholestérol mais que I'on peut aussi
diminuer le cholestérol plasmatique en agissant sur [|'hydroxy-methyl-glutaryl-
coenzyme A réductase (HMG-CoAR) qui est aussi impliquée dans la biosynthése du
cholestérol. Le développement d'inhibiteurs de cette enzyme a d'ailleurs conduit & la
famille des statines [260]. Les statines induisant parfois des effets indésirables
hépatiques et musculaires, la recherche de nouveaux inhibiteurs de la squaléne
synthase, n'agissant pas sur la production de mévalonate se poursuit [261]. Des
études récentes ont souligné le réle de la farnesyl pyrophosphate synthétase (FPPS)
en termes de cible moléculaire des amino-bisphosphonates [252,70]. La FPPS est une
enzyme distale de la voie squalene-mévalonate et la capacité des
aminobisphosphonates a inhiber cette enzyme est donc un des mécanismes possibles
de la réduction du cholestérol observée sous ces traitements.

Dans notre étude, l'exercice physique a également induit une diminution du
cholestérol total (- 12 %) et une augmentation du HDLC (+ 34 %) chez les rates
entrainées par rapport & celles qui restaient sédentaires. De plus, les ratios TC/HDL-C
et HDL-C/LDL-C étaient respectivement plus bas et plus élevés chez les rates
entrainées par rapport aux sédentaires.

Tenant compte du fait que I'exercice physique et I'acide zoledronique pouvaient
exercer leurs effets sur le métabolisme lipidique par des actions différentes
(augmentation du métabolisme aérobie, augmentation de la consommation
d'oxygene et d'acide gras liées a I'énergie musculaire dépendante de I'exercice
physique [262] et actions sur la biosynthése du cholestérol pour I'acide zolédronique,
nous avons fait I'hypothése qu'il serait possible d'observer des effets additifs de
I'exercice et de I'acide zoledronique sur le profil lipidique. Ce n'était pas le cas dans
notre étude puisque tant pour le cholestérol total que pour le HDL-C, aucune
différence significative n'était trouvée entre le groupe OVX et le groupe OVX-ZE. Nous
n'avons pas d'explication précise a cette absence d'effet synergique ou additif. Il est
possible que I'expression des enzymes antioxydants stimulée par la course & pied sur
tapis roulant ait pu étre contrecarrée par les effets inflammatoires induits par
I'injection d'acide zoledronique. En effet, il a été montré que les bisphosphonates
pourracient avoir des effets proinflammatoires. Ces effets sont bien connus du
clinicien ; des réactions a la perfusion (fievre, myalgies, syndrome pseudogrippal,
céphalées) survenant parfois dans les trois jours aprées le traitement chez I'homme.

Nous n'avons pas évalué dans cette étude les indicateurs de stress oxydatif ni le statut
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oxydant pouvant résulter de notre protocole d'exercice et du traitement par
bisphosphonates. De plus, nous n'avons évalué qu'une cytokine proinflammatoire le
TNF-a.. Dans notre étude, les valeurs les plus élevées de TNF-a en fin d'étude étaient
trouvées dans le groupe OVX-ZE et cela peut étre une des explications a certains
résultats observés dans ce groupe. A l'inverse, il a été également décrit que les
bisphosphonates pourraient avoir des effets anti-inflammatoires [263]. Le clodronate
inhiberait la production in vitro des radicaux libres superoxydés par les polynucléaires
[264]. Ce type d'effet non décrit jusqu’ici dans la littérature pour I'acide zolédronique
aurait pu étre contrebalancé par certaines caractéristiques de I'exercice physique
qui a été imposé d nos rates. L'exercice physique quant & lui réduirait plutot le TNF-a
mais cela n'a pas été montré dans certains types d'exercice physique [251]. Dans
cette étude, nous avons trouvé une augmentation modérée bien que significative du
taux de TNF-a d la fin du protocole dans le groupe OVX-E par rapport au groupe OVX
(p=0,04).

En fin d’étude, les taux de CTX étaient respectivement 18,8 % et 19 % plus bas dans les
groupes OVX-E et OVX-Z en comparaison du groupe OVX. Cependant, le mode
d'action des deux interventfions sur le remodelage est plus explicite quand on
analyse les résultats de I'index de découplage. En effet, dans le groupe OVX, I'indice
est profondément négatif tfraduisant bien le déséquilibre du remodelage en faveur de
la résorption liée a la carence en estrogene, dans le groupe OVX-E I'indice est tres
positif fraduisant bien I'effet ostéogénique de I'exercice avec une balance en faveur
de la formation osseuse et dans le groupe OVX-Z des valeurs [égérement positives de
I'indice expriment la prévention des effets de I'ovariectomie par I'acide zolédronique.
En théorie, il était envisageable compte tenu du fait que les effets de I'exercice
physique et de I'acide zolédronique sur le remodelage osseux s'exercent sur des
cibles cellulaires différentes que les effets combinés des deux interventions
thérapeutiques soient supérieures & ceux de chacune des interventions prises
séparément. Dans notre étude, il est possible que I'absence d'un tel résultat en
particulier sur le remodelage osseux soit expliquée par la puissance de |'effet
antirésorbeur de I'acide zolédronique. En effet, la réponse ostéoformatrice induite par
I'exercice a pu étre émoussée par I'effet puissant de I'acide zolédronique. Une telle
hypothése a déja été évoquée pour expliquer I'absence partielle d'efficacité du
traitement associant simultanément I'hormone parathyroidienne et I'alendronate, la
capacité antirésorptive du bisphosphonate étant supérieure & la capacité
ostéoformatrice du traitement par PTH [265].

A notre connaissance, seules deux études ont eu pour but de combiner les effets des

bisphosphonates et de I'exercice physique chez la rate [168,161]. Aucune de ces
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deux études ne s'est cependant intéressée au retentissement de cette combinaison
sur le remodelage osseux.

De facon surprenante, nous avons observé une augmentation du poids des rates
dans le groupe OVX-Z par rapport aux groupes OVX-E et OVX-ZE. Des différences de
poids sont souvent retenues comme facteur explicatif d'un meilleur profil lipidique
chez les personnes actives par rapport aux personnes sédentaires. Cependant,
certaines données supportent I'idée que l'influence de I'activité physique sur le profil
lipidique pourrait étre indépendante des effets métaboliques associés aux variations
de poids [262]; ceci pourrcit également étre le cas de l'action de I'acide
zoledronique sur le métabolisme des lipides.

Dans cette étude oU nous avions pour but d'analyser les effets individuels et combinés
de I'acide zolédronique et de la course sur tapis roulant, nos résultats confirment que
tant I'acide zolédronique que I'exercice physique préviennent I'augmentation de la
résorption osseuse induite par I'ovariectomie. Cependant, nous n'avons trouvé aucun
effet additif ou synergiqgue de ['association simultanée des deux interventions
thérapeutiques ni sur le remodelage osseux, ni sur le profil lipidique.

Tant I'exercice physique que I'acide zolédronique ont cependant dans ce modéle
de la rate ovariectomisée entrainé une amélioration du profil lipidique avec une
réduction modérée du cholestérol et une augmentation plus prononcée du HDL-
cholestérol dans les groupes OVX-Z et OVX-E. En imaginant une extrapolation de ces
résultats a la femme ménopausée, cela pourrait avoir un effet bénéfique
cliniuement pertinent sur le risque d'athérosclérose car les bisphosphonates ont
également des effets potentiels sur I'athérosclérose indépendamment de leurs effets

sur le profil lipidique et sur le taux de cholestérol en particulier [266,267,268].
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Annexe 1

Does exercise modify the effects of zoledronic acid on bone mass,

microarchitecture, biomechanics and turnover in ovariectomized rats ?

E. Lespessalilles, C. Jaffré, H. Beaupied, P. Nanyan, E. Dolléans, C.L Benhamou, D. Courteix

Abstract

Regular activity has effects on bone size, shape and density resulting in an increase in mechanical
strength. The mechanism of action that underlies this improvement in bone strength is mainly linked to
an increase on bone formation. Zoledronic acid (Z) in contrast may prevent bone strength changes in
ovariectomized (OVX) rodents by its potent antiresorptive effects. Based on these assumptions we
hypothetized that combined effects of exercise (E) and Z may produce higher prevention of bone
changes resulting from estrogen deficiency than either intervention alone. At six-months of age, sixty
female Wistar rats were OVX or sham operated (SH) and divided into five groups: SH, OVX, OVX-E,
OVX-Z, OVX-ZE. OVX rats were treated with a single 1.V injection of Z (20 pg/kg) or vehicle and
submitted or not to treadmill exercise (15 m/mn; 60 m/day; 5 days/week) for 12 weeks. Whole body
BMD and bone turnover markers were analyzed longitudinally. At sacrifice, femurs were removed.
BMD by DXA, three-point bending test and uCT were performed to study trabecular structure and
biomechanical parameters. After 12 weeks, bone volume fraction decreased in OVX rats, whereas
bone turnover rate, trabecular spacing and structure model index increased compared with SH group
(p <0.05). Zoledronic acid prevented the ovariectomized induced trabecular bone loss and its
subsequent trabecular microarchitectural deterioration. Treadmill exercise running was shown to
preserve the bone strength and to induce bone turnover changes in favour of bone formation.
However the combined effects of zoledronic acid and running exercise applied simultaneously did not

produce synergetic or additive effects.

Key-words :
- zoledronic acid, treadmill exercise, OVX rats, trabecular microarchitecture, bone strength

Short title :

Combined effects of zoledronic acid and exercise on bone mass and strength
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1 Introduction

With increasing life expectancy of the population, osteoporosis and osteoporotic fractures have been
more and more diagnosed worldwide [1]. Current strategies for the prevention and treatment of
osteoporosis have benefited from the development of new bisphosphonates [2]. Recently, it has been
shown that zoledronic acid infusions given at one year interval for three years had a proven efficacy
against fractures in post-menopausal women [3]. Bisphosphonates are potent inhibitors of bone
resorption. They act mainly on osteoclasts by inhibiting the bone resorptive capacity of mature
osteoclasts. They also may induce osteoclast apoptosis [4]. In addition to the accelerate rate of bone
loss as a result of menopause, it has been reported that the estrogen deficiency may also involved in
the decrease of lean mass, leading to sarcopenia [5] As regular physical activity may prevent the
decline in bone and muscle losses associated with menopause [6,7], many public health officials
encourage or recommend that individuals must engage in daily exercise [8,9]. The specific
physiological mechanisms that underlie the effect of physical activity on bone are uncompletely
understood. However, the triad osteoblast, osteocyte and lining cells may have a key role in the
mechanisms implicated in the response to osteogenic exercise stimuli [10].Therefore, a combination of
antiresorptive therapy like the zoledronic acid (whose target cell is the osteoclast) and a bone anabolic
intervention induced by mechanical loading (whose target cells are resident osteocytes, osteoblasts
and bone lining cells) may be a powerfull treatment option for osteoporosis. This strategy of combining
the osteogenic effects of exercise and the antiresorptive activity of bisphosphonates or estrogen has
already been reported [11]. In animal studies, data to support a beneficial effect of the combination
between antiresorptive drugs and anabolic therapy are conflicting [12,13,14,15]. It has been found in
ewes that the bone anabolic actions of parathyroid hormone was blocked by tiludronate [12]. In rats
there was also an interaction between alendronate and PTH analog as the anabolic response of the
latter was different in animals pretreated or not by alendronate [13]. On the other hand, the two studies
to our knowledge aiming to combine the potential osteogenic effect of exercise with the antiresorptive
effect of bisphosphonates have found that this combination may offer advantages over the treatment
with either intervention alone [14,15].

Based on these assumptions, the aim of this study was to assess the efficacy of zoledronic acid a
single injection and of treadmill running exercise alone or in combination, for the prevention of

ovariectomy-induced bone loss in rats.

Material and Methods

Rat groups and treatment

Sixty 6-month old Wistar female rats (Animal Production Center, Olivet, France) were
maintained and acclimatized for two weeks on a 12-h light/12 h dark cycle at 22° + 2°c during the
experiment. Rats were housed in standard cages (two animals by cage) with ad libitum access to food
[a commercial standard diet (AO4, SAFE, France)] and water. Rats were randomized to either sham-

operated (sham; n = 12) or bilateral OVX (n = 48). We did not ration OVX rats in order to mimic real
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life conditions in postmenopausal women, knowing that this is usually recommended as obesity
induced by OVX may protect against osteopenia [16]. Among the rats randomly selected in OVX
group, a second randomisation procedure was done leading to four groups of 12 animals each in
addition to the sham-operated group (SH) :0OVX sedentary controls (OVX) ; OVX-exercise (OVX-E);
OVX-zoledronic acid (OVX-Z) ; OVX- zoledronic acid exercise- (OVX-ZE). Based on previous dose-
ranging study [17], we selected a single i.v. dose of 20 pg/kg zoledronic acid, as it has been
demonstrated it is the minimum dose required to provide long-term bone protection against the effects
of OVX [17]. We injected the drug or a physiological saline solution two days before the OVX surgery.
Sham operations were performed by exteriorising the ovaries. Bilateral ovariectomies were performed
under ketamine-xylasine anesthesia. This experiment was conducted in conformity with the Public
Health Service Policy on Human Care and Use of Laboratory Animals. The procedure for the care and
killing of the animals was in accordance with the European Community Standards on the care and use

of the laboratory animals (Ministére de I’Agriculture, France, Authorization Inserm 45-001).

Exercise regimen

The exercise regimen consisted in running in an especially home made motor-driven treadmill,
which allowed eight rats to exercise together. The running program was initiated gradually. The
exercise regimen consisted in daily training. During the first four weeks, the speed of the treadmill and
the duration of each running were gradually increased from 8 m/mn for 3 mn — 30 mn to 12 m/mn for
the first two weeks. In the two following weeks, the speed and duration of the running session were
gradually increased to 15 m/mn for sixty minutes. This speed and duration were maintained for 5 days

per week for the rest of the experiment (8 weeks more).

Bone turnover biomarkers

At baseline and at the end of the study blood was obtained by veinous puncture at the tail.
Blood samples were allowed to clot at 4°c for 20 mn before centrifugation at 3000 rpm for 10 mn. Sera
were stored at — 20°c during 24 h and then archived at — 80°c until analysis.

Osteocalcin (OC) and C terminal collagen cross-links (CTX) which are respectively biomarkers
of bone formation and resorption were assayed in duplicate by ELISA (Nordic Bioscience Diagnostics,
Herlev Hoved-Gade, Denmark). The within-assay and between assay CV were < 10% in our
laboratory. An uncoupling index (Ul) was calculated to assess the relative balance of the formation
and resorption processes of bone remodelling, as previously described [18]. First, the mean + SE of
the baseline CTX and OC values were determined in each rat. Using the values of the SHAM group,
OC and CTX Z-score [rat value — mean baseline) / SD baseline] were calculated by substracting the
Z-score of the resorption marker from the Z-score of the formation marker. A positive Ul indicates
bone remodelling unbalanced in favor of bone formation, whereas a negative Ul reflects an

unbalanced favouring bone resorption.
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Body weight, fat mass, lean mass and bone mineral content (BMC) measurements

All analyzes were conducted with the Discovery A densitometer (Hologic, Inc, Bedford, MA)
calibrated daily in accordance with the manufacturer's recommendations. The rat whole body (WB)
module was used to provide WB fat mass and WB lean mass. To perform femur rats in vivo DXA
analysis, the anesthetized rat was placed on a thin plastic sheet where the outlines of a typical rat has
been drawn for precision purposes. Rats were placed in supine position and its appendages were
positioned flat to the table using adhesive plaster.

The regional high resolution mode of the small animal scan protocol was used to assess bone
density measurement at excised rat femurs. As a thin plastic sheet was placed beneath the rat for an
exam, this was also placed beneath the small animal step phantom during quality control procedure.
In addition, as we studied small animals (small region of interest) we have performed and compared
step phantom analyses between each rat group measurements in order to detect any potential drift of
the instrumentation.Thereafter, the phantom was analysed daily before animal testing for quality
control purposes. For scanning, the tail of the rat has been curled upon alongside the animal in order
to image it entirely. The default scan width for a rat whole body study is 7.1 inch (17.8 cm). For in vivo
and ex vivo analysis of the femur rat, the regional high resolution study was used. The excised femur
was placed in the center of a thin-walled plastic container with a smooth uniform bottom. The
container as recommended by the manufacturer was sufficiently wide (8.3 cm ; > 3 inch) to allow 1
inch of water on both sides of the excised femurs. The container was filled with 3 cm of water. For all
measurements, a constant depth of the water in the container was controlled carefully using a water fill

line on the container.

At baseline and at 12 weeks (four weeks of gradually increased exercise and eight weeks at
full regimen ie. paragraph exercise regimen described above) lean and fat masses were measured by
DXA. The root-mean square CV of in vivo WBBMC, WBBMD and WB fat mass were respectively
1.2%, 0.87%, and 3.8 %. These CVs were determined from two repeated measures with repositioning

on thirty animals.

Excised femurs were measured at the end of the study. The left femur was bathed in saline
solution during the DXA measurement. In addition to the total femur measurement two sub-regions
were determined. The first sub-region (R1) corresponded to the femoral distal metaphysis and
excluded the growth plate area. The second sub-region is located more distally and corresponded to a
diaphyseal zone (R2) (fig 1) (19). The R1 region is considered to contain more trabecular bone than
the R2 one which is richest in cortical bone (19). The root-mean square CVs in vitro of BMC and BMD
of the total excised femur and of the two generated sub-regions were 1.15% ; 0.39% for the total
excised femur, 5.73 %;2.64% for R1 sub-region and 4.09 % ; 1.55% for R2 sub-region. These CVs

were determined from four repeated measures on nine animals.
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Micro-CT of trabecular bone microarchitecture

The microarchitecture of the distal femur was studied using uCT (Skyscan 1072; Skyscan,
Aartselaar, Belgium). The X-ray source was set at 75 kV and 100pA, with a pixel size of 11 ym. Four
hundred projections were acquired over an angular range of 180° (angular step of 0.45°). The image
slices were reconstructed using the cone-beam reconstruction software version 2.6 based on the
Feldkamp algorithm. The registered data sets were segmented into binary images. Because of the low
noise and relatively good resolutions of the data sets, simple global thresholding methods were used
[20]. On the femur, 250 slices were selected from the distal growth plate to the shaft proximally. The
trabecular bone was extracted by drawing ellipsoid contours with “CT analyzer” software (Skyscan).
The following parameters were measured for each sample in the three experimental processes: The
bone volume/tissue volume BV/TV (%) corresponding to the bone proportion,
o The ratio between bone surface and bone volume BS/BV (mm '1) was measured based on a

faceted surface of the marching cubes volume model (21),

o The trabecular thickness Tb.Th (um) and the trabecular spacing Th.Sp (um) were measured from

3D pCT images by the sphere method developed by Hildebrand and Ruegsegger (22).

In addition to morphological parameters, the following parameters were calculated for each sample:
o The trabecular number Tb.N (mm'1) was calculated from the following equation considering the
parallel plate model, but using a direct 3D measurement of thickness (23):

Tb.N = (BV/TV)
Tb.Th

o The degree of anisotropy DA (no unit) was calculated using the mean intercept length (MIL) and
eigen analysis. An ellipsoid is fitted to the 3D distribution of MILs measured from 128 random 3D
directions of a spherical volume of interest. Values from DA vary from 1 (fully isotropic) to infinity
(fully anisotropic)

o The structure model index SMI (no unit) indicated the relative proportion of rods and plates in the
sample. SMI was calculated by a differential analysis of the triangulated surface of trabecular bone
(24).

Trabecular bone pattern factor (TBPf) was calculated. This parameter is used to indicate the
connectivity of trabecular bone [25]. The TBPf is an indicator of concavo-convex structure of the
structure of the surface of trabecular bone. A higher TBPf value implies a poorly connected state of

trabeculae.

Biomechanical testing

Mechanical properties of the left femur were assessed by three-point bending tests. Four
hours before mechanical testing, the bones were thawed at room temperature. Each bone was
secured on the two lower supports on the anvil of an Universal Testing Machine (Instron 4501; Instron,

Canton, MA, USA). The diameter of these supports was 4mm and the distance between the two
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supports was 20 mm.The cross-head speed for all tests was 1 mm/minute. Load-displacement curves
were recorded using specialized software (Instron 4501 software). Biomechanical properties were
calculated from these curves:ultimate force (the maximum force supported by the bone before
fracture, Fy; N,); energy to ultimate force (work energy required to fracture the bone, U, N.m); and
stiffness (extrinsic rigidity of the femur, S. N.m). Because of the irregular shape of the femoral
diaphysis, the femoral diameter used in the calculation was the mean of mediolateral and the antero
posterior femoral mid-diaphysis diameters. Ultimate stress (o, MPa) and Young’s modulus (E, MPa,
modulus of elasticity) were determined by the equations previously described by Turner and Burr [26].
To ensure good reproducibility between measurements, the femur was always mounted so that the

cross-head could be applied just in the middle of the bone (26).

Statistical analysis

Data are presented as mean + standard deviation (SD) for body weight and body mass ; they
are presented as mean = standard error of the mean (SEM) for serum chemistry. Normal distribution
(Gaussian) of the data were assessed by a Kolmogorov Smirnov test.The effect of ovariectomy was
determined by comparing the sham-OVX and OVX groups using Student’s t tests. To compare the
main and combined effects of exercise and zoledronate between the OVX groups for longitudinal data,
a two-way ANOVA with repeated measures was performed. In the event of a significant interaction,
exercise and zoledronate effects were considered synergistic. A one-way ANOVA with post hoc, pair-
wise comparisons using Fisher's protected least-significant difference [27] was used in case of
significant interactions. In the event of a non-significant interaction, the main effect for each
intervention (zoledronate, exercise) was explored by Newman-Keuls test and intervention effects were
considered additive. The level of significance was set at p < 0.05. All statistical analyses were
performed with software PCSM (OPTIMA-Deltasoft, France).

Results

Anthropometrics and densitometry parameters

Body weight

The data presented in table 1 showed that the initial body weight of all the groups were not
statistically different. However, after twelve weeks, body weight in OVX group was significantly higher
than in sham operated rats twelve weeks post-surgery 386 £ 33 g vs 333 + 22 ; p = 0.002. There was

a significant difference in body weight between OVX-Z group and the two exercised groups (table 1).

Lean and fat mass
Percentage of fat mass was found significantly higher in OVX-Z group compared to other OVX groups
(table 1). There was a higher percentage of fat mass in OVX group (27.7%) as compared to the one in
the SH group (19%), p < 0,005. There were no significant differences observed between the groups

for WB lean mass.
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Whole body and excised femurs BMC
We have found a significant difference for whole body BMC between OVX-Z group and OVX, OVX-E
and OVX-ZE groups (table 1). Whereas we did not found any significant differences for BMD or BMC
at the total excised femurs we observed statistical differences at the two sub-regions as indicated in
table 2. There was no significant effect of exercise but an effect of the zoledronic acid with higher BMD
in the R1 region of OVX-ZE and OVX-Z groups than in OVX-E and OVX groups. In the R2 sub-region
there was also a significant effect of the zoledronic acid on BMC with higher results in the group

treated by zoledronic acid than in OVX or OVX-E groups.

3D uCT trabecular bone microarchitecture
Effects of ovariectomy _: at the end of the study (twelve weeks after ovarian removal) we observed
significant differences in bone volume fraction (- 37.50%), trabecular spacing (+ 31.4%), and structure
model index (+ 51.6%) in OVX groups as compared to SH group. The femoral cancellous bone
osteopenia induced by the ovariectomy was also characterized by changes in connectivity indices with

significantly higher TBPf and BS/TV values in OVX group than in SH group as reported in table 3.

In this study we did not found any additive interaction between the zoledronic acid treatment and

treadmill running exercise on trabecular bone microarchitecture parameters assessed by uCT.

Effects of zoledronic acid :

Both zoledronic acid and zoledronic acid plus exercise were fully protective from estrogen-dependent
bone loss. Indeed, OVX animals showed a — 37.5% overall reduction of trabecular bone volume
fraction versus SH animals whereas the BV/TV was not significantly different in OVX-Z and OVX-ZE
groups versus SH group respectively 24.9%; 25.5% and 26%. Trabecular spacing values were
significantly higher in OVX and OVX-E groups than in OVX-Z and OVX-ZE groups. There were
significant differences concerning Tb.Th, BS/BV, Tb.N, TBPf, DA and SMI between OVX-Z and OVX-
ZE groups on one hand and OVX and OVX-E groups on the other hand as indicated in table 3.

Effects of exercise : The exercise alone did not permit to prevent the loss of cancellous bone induced
by ovariectomy in this study as BV/TV, BS/BV, Tb.Sp, Tb.N, Tb.Th and TBPf, values were not
statistically different between OVX and OVX-E groups. We observed only for DA significant
differences between sedentary rat groups and exercise rat groups (table 2). However, we did not
found any significant inhibition of the effect of zoledronic acid by the effect of exercise on trabecular
bone parameters and we observed only for DA a positive action with the combination of exercise and
zoledronic acid, with a lower DA in OVX-ZE group as compared to the DA values in OVX-E, OVX-Z,
and OVX groups (table 3).

Biomechanics

In this study, ovariectomy did not induce significant decrease in biomechanical properties

showed by the bending test at the femur. In contrast, we observed an effect of exercise with a

91



significantly higher ultimate force in the OVX-E and OVX-ZE groups than in the sedentary rat groups
(OVX and OVX-Z). In addition, there was an additive effect of zoledronic acid and exercise with a
significantly higher ultimate force in the OVX-ZE group than in the OVX and OVX-Z groups,
respectively 143 N versus 120.4 (p < 0.05) and 143 N versus 124.4 (p < 0.05). We have found a
statistically significant effect of zoledronic acid in the energy to ultimate force (table 4). A higher
energy to ultimate force was observed in the OVX-Z group compared to the OVX and OVX-E groups
(p < 0.05) and a higher energy to ultimate force in the OVE-ZE group compared to the OVX-E and
OVX groups (p < 0.05).

Bone turnover

The CTx level was 27.7% higher in OVX group (23.8 ng/ml) than in SH group (18.6 ng/ml), p <0.0005
The CTx levels were significantly lower in OVX-Z and OVX-E groups as compared to the OVX group
(p < 0.05). However the CTX levels in the OVX-ZE were not statistically different from those in the
OVX group but were significantly higher than in the OVX-Z and OVX-E groups (fig 2). In contrast, at
the end of the study, serum osteocalcin levels were not significantly different between the SH group
and the OVX group. The OVX-ZE group displayed higher osteocalcin level than in the OVX, the OVX-
Z and the OVX-E groups. The osteocalcin level was significantly higher in OVX-E group (178.27
ng/ml) versus the OVX and OVX-Z groups (respectively 117.83 and 139.32 ng/ml) (fig 2). As expected
the uncoupling index moved from — 0.26 at baseline to — 4.43 at the end of the study in OVX group. In
OVX-E group the Ul increased from — 0.22 at baseline to + 3.42 at the end of the study. The
uncoupling index moved from — 0.31 to + 0.45 in OVX-Z group.
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Discussion

The salient findings of the present study are the following :

First, we have found that zoledronic acid a single L.V injection 20 pg/kg protected from estrogen-
dependent trabecular bone loss and from microarchitectural deterioration after twelve weeks in
ovariectomized mature rats.

Second, in the present study, the running exercise which was characterized by a daily sixty minutes
exercise on a treadmill with a speed of 15 m/mn for 12 weeks, did not prevent the trabecular bone loss
induced by ovariectomy but had significant effect on the ultimate force and on bone remodelling.

Third, although the higher values for ultimate force and energy to ultimate force were found in rats
treated with zoledronic acid and practicing the running exercise, we did not observe synergetic

interaction between zoledronic acid and exercise.

Zoledronic acid is an heterocyclic bisphosphonate which has been found in vitro assays to be the most
potent antiresorptive agent acting by inhibition of osteoclast-mediated bone resorption. It has been
shown that zoledronic acid a single dose of I.V 100 ug/kg was able to maintain for 180 days the
compressive bone strength at the vertebrae and the degree of bone mineralization in old (18 months
age) Fisher 344 ovariectomized rats (28). In a model of acute stroke in twelve-week-old female
Sprague-Dawley rats a 30 pg/kg 1.V injection of zoledronic acid preserved the bone mass and
biomechanical bone strength at 3 weeks after stroke meanwhile a 6 ug/kg 1.V injection did not (29). In
vivo, uCT examination has been used to assess the efficacy of zoledronic acid a single s.c 20 pg/kg
injection either as a preventive (early) or as a recovering treatment of OVX induced bone loss (30). In
the latter experiment, 30 weeks-old retired breeding Wistar rats were ovariectomized and studied at 16
weeks. Although the early treatment of OVX rats led to a preservation of structural parameters, no
significant differences between groups merged from the three-point bending test (30). Improvement in
biomechanical parameters was found in the bending strength of the femoral shaft in the study by
Gasser et al (31). The 20 pg/kg dose was shown to improve the ultimate strength but not the
toughness in their OVX rats and they concluded that only a 100 ug/kg dose of zoledronic acid fully
prevent the loss of bone strength induced by OVX (31). In our study we have found a significant effect
of the zoledronic acid in the energy to ultimate force as compared to OVX and OVX-E groups at the
femur whether it was assessed at the tibia in the study by Browers et al (30). Our study is also in
agreement with the latter experiment, indeed, we did not found any significant differences between SH
group and the zoledronic acid treated groups for all 3D structural parameters. In their experiment Lee
et al (29)did not found any statistical significant differences three weeks after inducing stroke in
osteocalcin levels among their groups of rats (two groups were treated with zoledronic acid). In
contrast zoledronic acid (30ug/k) inhibited the increase of the CTX value observed in their stroke
vehicle group.

We cannot strictly compare these last results to our study as their rats were two-fold younger, of
different species, and above all not ovariectomized. However we have also found an inhibition by the

zoledronic acid of the elevation of the CTX levels observed in OVX group with no statistical difference
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between OVX-Z and SH groups. Gasser et al (31) in their long term assessment of zoledronic acid
effects on ovariectomized rats have found an increase of plasma osteocalcin levels after OVX. In our
study this was not the case but we also not found a suppression of the bone formation activity as the
plasma osteocalcin levels was not significantly different between SHAM-operated rats and OVX
animals treated with zoledronic acid. In contrast, we confirmed the antiresorptive effects of the
zoledronic acid (29, 31) as the elevated osteoclast activity reflected by the rise in CTX levels in OVX

rats was prevented.

In the present study, serum osteocalcin levels did not raise after OVX, in contrast running exercise
significantly increased serum osteocalcin. In addition, the uncoupling index increased from baseline to
the end of the study confirming that treadmill running exercise stimulated bone formation. These
results are in accordance with previous studies where exercise regimen implicated treadmill running
(32) or jumping training (33). We have found significant main effect for exercise on femoral ultimate
force and cross-sectional area as assessed by three-point bending test at the femur. This is in line
with the data of Fuchs et al (14) who found in seven months old virgin female Fisher 344
ovariectomized rats a benefical effect of treadmill running for ultimate force, modulus and stiffness.
The exercise protocol regimen applied to our rats did not result in preservation of BMC after OVX
during the 12-week study period. Despite the lack of change in BMC and any significant improvement
or preservation in trabecular bone parameters assessed by 3D uCT produced by our running exercise
experiment, exercise training had a positive effect on cross-sectional area at the femur. This effect on
geometry might explain in part the higher ultimate force observed in the exercised rats compared to
the sedentary ones.

Moreover it has been reported that exercise may have a greater impact on architectural and geometric
properties of bone rather than on BMD (34,35).

In most of the reports, treadmill exercise running was shown to be beneficial for the rat skeleton (36).
However bone adaptation to treadmill exercise might vary according to several factors : age, gender,
species of animal, gonadal status (ovariectomized or not), other models of osteopenia, experimental
period, frequency, duration, intensity of exercise. In our study we chose the exercise regimen in line
with previous studies indicating that a 15 m/mn running speed, 60 mn/day, 5 days/week for twelve
weeks would be osteogenic in ovariectomized mature rats (36,37). The running speed and the
corresponding (maximum oxygen consumption) Voonax (38) or maximal aerobic speed (39) are critical
to obtain a beneficial effect in the skeleton. It has been demonstrated that a too vigorous exercise
(VO2 max > 80%) would be less effective than a more moderate one (50-70 % VO, max) (38). The
numbers of days per week during the rats undergo running exercise is another variable (40). A
moderate running load at frequencies of 4 and 5 days per week has been shown to be beneficial in
female Wistar rats, 8 weeks old, for BMD (40).

The bone site where the experiment is assessed might also produce different results. In our study, we

did not evidenced an effect of exercise on BMC at the femur. In numerous studies running exercises
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produced more significant effects on specific bone site at the tibia more than at the femur or vertebrae
(15, 39-42). For instance gain in BMC was shown to be higher at the distal tibia versus the distal femur
in a voluntary exercise in rats (43). The femur is likely to receive less impact (mechanical loading) than
the tibia as it is located more distally from the ground (44,45). Regional differences in the response to

exercise protocol and treatment may be observed (46).

Whereas it was an attractive hypothesis that a concurrent combination of exercise and zoledronic acid
would be superior to either intervention alone, we have found that this intervention did not produce any
significant synergistic interaction. However, highest values of BV/TV, energy to ultimate force, ultimate
force and cross-sectional area, although non significant statistically, were found in OVX-ZE group.

Direct comparison between rat experiment protocols where bisphosphonates and exercise have been
combined (14, 15) might be hazardous because exercise regimen, experimental animals, age at
ovariectomy and bisphosphonates tested were different across studies. Tamaki et al. (14) assessed
the effect of combining treadmill running exercise and etidronate in ovariectomized rats. In the latter
study, rats were split into five groups like in our study. Using histomorphometry, the results showed
an interaction between etidronate treatment and subsequent physical exercise, as evidenced by
increased trabecular bone area of the proximal tibia. A significant interaction was also observed in
BMD at the proximal femur of rats but there were no interaction dependence at the mid and distal
region of the femur nor in the measurement of osteoclast and osteoblast numbers. Alendronate and
treadmill running exercise have been associated to examine their effects on bone mass and strength
(15) in ovariectomized rats. In this latter experiment using a 2 x 2 factorial design, the authors have
found the combined intervention of alendronate and treadmill running exercise to be superior in
preserving the whole body and proximal femur BMC and maintaining bone strength at the hip than
either intervention alone. In our study we failed to demonstrate synergistic interaction or significant
additive effect when combining zoledronic acid and treadmill exercise running. This lack of additive
effect of the combination exercise and zoledronic acid on BMC trabecular bone microarchitecture and
bone strength might be explained by the potency of the antiresorptive effect of zoledronic acid. The
response to the osteogenic effects of exercise might have been blunted by the powerful effect of
zoledronic acid. Such an hypothesis has been mentioned to explain the lack of efficacy in combining
parathyroid hormone with alendronate, the capacity of the antiresorptive drug being superior to the
capacity of formation associated with the PTH treatment (47). In their experimental protocol, Tamaki et
al (14) gave the etidronate before the exercise training of the rat. We propose that, in order to permit
an anabolic window due to the osteogenic effects of exercise, the bisphosphonate would be given in a
second time in order to obtain rather an in sequence treatment than a simultaneous one. This is an
agreement with the study of Rhee et al (48) who have found in an experiment studying the lose,
restore and maintain concept that a sequential therapy with zoledronic acid after rhPTH (1-84) was

consistently effective to treat the ovariectomy-induced bone loss.

Any conclusions with regard to human should be drawn with caution as the running exercise in rats

and humans may give different loading pattern and responsiveness. Besides in human, both studies
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which have tested such an hypothesis to obtain additive effects by combining a bisphosphonate and
exercise training failed to demonstrate a superior action of the combined interventions than either

separate treatment (49,50).

Chilibeck et al set up a randomized trial to study the combined effects of etidronate (ETI) and exercise
(E) in post-menopausal women (49). Forty-eight women, with a mean age of fifty-seven years were
divided into four groups : ETI + E, ETI only, E only and placebo without E. Etidronate was taken over
twelve months at a dose of 400 mg/day during fourteen days, every ninety days. Resistance training
was carried out three times a week, for forty-five minutes. When pooling the data of all ETI groups,
bone density gains at the lumbar spine and whole body significantly outreached those of the placebo
group. However, no interaction or additive effect between ETI and exercise emerged. Uusi Rasi et al
(50) studied the association of physical exercise with a daily intake of 5 mg alendronate in 164
postmenopausal women (age : 54 + 2 years). Daily exercise protocol comprised 20 minutes of jumping
activities, 15 minutes of stretching and other non impact activities. It appeared that alendronate
treatment increased BMD at the lumbar spine and femoral neck, but that exercise alone had no effect.

Besides, no interaction or additive effect between alendronate and exercise could be evidenced.

Overall, our findings suggest that in the present study zoledronic acid prevented the ovariectomized
induced trabecular bone loss and its subsequent trabecular microarchitectural deterioration. Treadmill
exercise running was shown to preserve the bone strength and to induce bone turnover changes in
favour of bone formation. However the combined effects of zoledronic acid and running exercise

applied simultaneously did not produce synergetic or additive effects.
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Figure 1 : The two sub-regions in femur. The first sub-region (R1) corresponded to the femoral distal

metaphysis and excluded the growth plate area. The second sub-region is located more distally and
corresponded to a diaphyseal zone (R2)
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Figure 2 : Changes in bone turnover parameters and uncoupling index in sham-operated (SH) or
ovariectomized (OVX) mature rats treated or not by zoledronic acid (Z) (a single injection 20 pg/kg),
practicing or not a running treadmill exercise (E) for 12 weeks.
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Annexe 2

Combined effects of exercise and zoledronic acid on lipid profile and bone

remodelling in ovariectomized rats

E. Lespessailles’, C. Jaffré', E. Dolléans', C.L Benhamou', D. Courteix?,

Abstract

Exercise (E) and amino-bisphosphonates (BP) are both considered as usefull strategies in the
prevention of post-menopausal bone loss. Exercise reduce lipid levels, and BP may induce increase in
HDL-C. We studied the specific and combined effects of zoledronic acid (Z) and E on lipid profile and
bone remodelling in mature ovariectomized (OVX) rats. The exercise regimen consisted in running on
a treadmill, for 12 weeks. Six-month old female rats were randomly assigned to either a sham-ovx
group (n=12) or one of four OVX groups (n=12): vehicle-treated sedentary (OVX); OVX plus E (OVX-
E); OVX plus Z (i.v. injection 20 ug/kg), (OVX-Z); OVX plus Z and E (OVX-ZE). Total cholesterol (TC),
high-density lipoprotein cholesterol (HDL-C) and bone remodelling markers were measured at
baseline and at the end of the study. We confirmed that both Z and E prevented the increase in bone
resorption resulting from OVX. In addition both exercise and zoledronic acid were shown to
individually improve the atherosclerotic risk index. Therapy with Z resulted in significant increase (+
37.4%) in serum concentration of HDL-C and a trend toward lower TC (- 5.8%) in OVX-Z group as
compared to OVX group. These data might be clinically relevant in menopausal women as some BP

could also have beneficial effects on atherosclerosis without affecting lipid profile.

Key words

Physical activity — rodent — bisphosphonates — atherosclerotic risk index — bone turnover

Introduction

Estrogen deficiency is the major factor in the aetiology of postmenopausal osteoporosis (25,
28). Beside osteoporosis, the loss of ovarian function at menopause is associated with other clinical
conditions including neuro-endocrine disorders (24) or cardiovascular diseases (22). Hormonal-
Replacement Therapy (HRT) has been shown to be efficient in reducing the risk of fracture (11, 45).
However, the benefits of HRT on cardiovascular disease is widely debated, three large trials of
postmenopausal treatment with hormones subsequently failed to show a cardio protective effect of
estrogen (4, 27, 39). Thus, when considering HRT use solely for prevention of osteoporosis “the Food
and Drug Administration recommends that approved non-estrogen treatments should first be carefully
envisaged” (1) and the European Society for Clinical and Economic Aspects of Osteoporosis and

Osteoarthritis does not recommend HRT as a first-line treatment for its prevention and treatment (29).
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In post-menopausal women, Amino-bisphosphonates represent one of the pharmacologic
options for the prevention and treatment of osteoporosis (15). Among bisphosphonates one can
distinguish medication by their molecular mechanisms of action. Etidronate, clodronate, tiludronate
inhibit osteoclast function and induce osteoclast apoptosis by incorporation into intracellular analogs.
These compounds do not interfere with intracellular sterol biosynthesis (17). Amino-bisphosphonates
inhibit the prenylation and function of GTP-binding proteins required for osteoclast function (10).
These last compounds inhibit squalene synthase and hence may be cholesterol lowering agents in
animal (12). Recently, it has been shown that high doses of zoledronic acid given in patients with
smoldering myeloma may modify their lipid profile (21). There was an improvement of the
atherosclerotic risk index with an increase of the HDL-C / LDL-C ratio and a decrease of the TC / HDL-

C ratio.

Non pharmacological prevention of osteoporosis fracture by physical activity and particularly
regular exercises characterized by impact or loading is currently recommended (1, 8, 29). The effects
of regular exercise on lipid profile has been developed in a lot of studies (30, 31, 46). It has been
recently demonstrated that increasing steps walked may have beneficial effects on serum lipids and

thus may decrease the cardio vascular disease risks (38).

There is a large body of evidence that bisphosphonates reduce the bone turnover and
particularly inhibit bone resorption (5, 14), the target cell being the osteoclast. Conversely, physical
activity, and more specifically mechanical stress, has been shown to induce an osteogenic effect
mediated by osteocytes and osteoblasts (9, 36, 40). Based on these assumptions, the present study
aims to investigate both specific and combined effects of zoledronic acid and treadmill exercise on

bone turnover and lipid profile in mature ovariectomized (OVX) rats.

Materials and Methods

Rat groups and treatment

Sixty 6-month old Wistar female rats (Animal Production Center, Olivet, France) were
maintained and acclimatized for two weeks on a 12-h light/12 h dark cycle at 22° + 2°c during the
experiment. Rats were housed in standard cages (two animals by cage) with ad libitum access to food
[a commercial standard diet (AO4, SAFE, France)] and water. Rats were randomized to either sham-
operated (sham; n = 12) or bilateral OVX (n = 48). We did not ration OVX rats in order to mimic real
life conditions in postmenopausal women, knowing that this is usually recommended as obesity
induced by OVX may protect against osteopenia (47).
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Among the rats randomly selected in OVX group, a second randomisation procedure was
done leading to four groups of 12 animals each in addition to the sham-operated group (SH) :0VX
sedentary controls (OVX) ; OVX-exercise (OVX-E); OVX-zoledronic acid (OVX-Z) ; OVX- zoledronic
acid exercise- (OVX-ZE).

Based on previous dose-ranging study, we selected a single i.v. dose of 20 ug/kg zoledronic
acid, as it has been demonstrated it is the minimum dose required to provide long-term bone
protection against the effects of OVX (20). We injected the drug or a physiological saline solution two
days before the OVX surgery. Sham operations were performed by exteriorising the ovaries. Bilateral
ovariectomies were performed under ketamine-xylasine anesthesia. This experiment was conducted
in conformity with the Public Health Service Policy on Human Care and Use of Laboratory Animals.
The procedure for the care and killing of the animals was in accordance with the European Community
Standards on the care and use of the laboratory animals (Ministére de [I'Agriculture, France,
Authorization Inserm 45-001).

Exercise regimen

The exercise regimen consisted in running in an especially home made motor-driven treadmill,
which allowed eight rats to exercise together. The running program was initiated gradually. The
exercise regimen consisted in daily training. During the first four weeks, the speed of the treadmill and
the duration of each running were gradually increased from 8 m/mn for 3 mn — 30 mn to 12 m/mn for
the first two weeks. In the two following weeks, the speed and duration of the running session were
gradually increased to 15 m/mn for sixty minutes. This speed and duration were maintained for 5 days

per week for the rest of the experiment (8 weeks more).

Lipids and bone turnover biomarkers

At baseline and at the end of the study blood was obtained by veinous puncture at the tail.
Blood samples were allowed to clot at 4°c for 20 mn before centrifugation at 3000 rpm for 10 mn. Sera
were stored at — 20°c during 24 h and then archived at — 80°c until analysis. Analyses of total serum
cholesterol (TC), high-density lipoprotein cholesterol (HDL-C), and low density lipoprotein cholesterol
(LDL-C) were determined using a high performance cholesterol colorimetric assay (Hitachi). The inter

and intra-assays were in our laboratory < 10%

Osteocalcin (OC) and C terminal collagen cross-links (CTx) which are respectively biomarkers
of bone formation and resorption were assayed in duplicate by ELISA (Nordic Bioscience Diagnostics,
Herlev Hoved-Gade, Denmark). The within-assay and between assay CV were < 10% in our
laboratory. The intra-assays CV were 5.5% and 5.6 % respectively for OC and CTx. The inter-essays
CV were 5.0 and 5.6 % respectively for OC and CTx.

An uncoupling index (Ul) was calculated to assess the relative balance of the formation and

resorption processes of bone remodelling, as previously described (16). First, the mean + SE of the
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baseline CTx and OC values were determined in each rat. Using the values of the SHAM group, OC
and CTx Z-score [rat value — mean baseline) / SD baseline] were calculated by substracting the Z-
score of the resorption marker from the Z-score of the formation marker. A positive Ul indicates bone
remodelling unbalanced in favor of bone formation, whereas a negative Ul reflects an unbalanced

favouring bone resorption.

Plasma Cytokine TNF-¢

In order to assess the expression of proinflammatory cytokines potentially induced by the
zoledronic acid or the exercise regimen, cytokine TNF-o was measured using immuno assay ELISA
(IBL Hamburg, Deutschland). The intra-essays CV and inter-essays were respectively < 5% and <
10%.

Body weight, fat mass, lean mass and bone mineral content (BMC) measurements

All analyzes were conducted with the Discovery A densitometer (Hologic, Inc, Bedford, MA)
calibrated daily in accordance with the manufacturer's recommendations. The rat whole body (WB)
module was used to provide WB fat mass and WB lean mass. At baseline and at 12 weeks (four
weeks of gradually increased exercise and eight weeks at full regimen ie. paragraph exercise regimen
described above) lean and fat masses were measured by DXA. The root-mean square CV of in vivo
WBBMC, WBBMD and WB fat mass were respectively 1.2%, 0.87%, and 3.8 %. These CVs were

determined from two repeated measures with repositioning on thirty animals.

Statistical analysis

Data are presented as mean + standard deviation (SD) for body weight and body mass ; they
are presented as mean = standard error of the mean (SEM) for serum chemistry. Normal distribution
(Gaussian) of the data were assessed by a Kolmogorov Smirnov test,. The effect of ovariectomy was
determined by comparing the sham-OVX and OVX groups using t test. To compare the main and
combined effects of exercise and zoledronate between the OVX groups for longitudinal data, a two-
way ANOVA with repeated measures was performed. In the event of a significant interaction, exercise
and zoledronate effects were considered synergistic. A one-way ANOVA with post hoc, pair-wise
comparisons using Fisher’s protected least-significant difference(35) was used in case of significant
interactions. In the event of a non-significant interaction, the main effect for each intervention
(zoledronate, exercise) was explored by Newman-Keuls test and intervention effects were considered
additive. The level of significance was set at p < 0.05. All statistical analyses were performed with
software PCSM (OPTIMA-Deltasoft, France).

RESULTS
All the data followed a normal distribution. Significant interaction were found in lipid

parameters, serum CTX and uncoupling index between exercise and zoledronic acid.
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Anthropometrics and densitometry parameters

Body weight in the OVX group was significantly greater than in sham operated rats twelve
weeks post-surgery 386 + 33 g vs 333 + 22 ; p = 0.002. There was a significant difference in
body weight between the OVX-Z group and the two exercised groups (table 1). Percentage
of fat mass was found significantly higher in the OVX-Z group compared to all the OVX groups
(table 1). There was a higher percentage of fat mass in the OVX group (27.7%) as compared
to the one in the SH group (19%), p < 0.005. There were no significant differences observed
between the groups for WB lean mass. We have found a significant difference for whole
body BMC between the OVX-Z group and the OVX, OVX-E and OVX-ZE groups (table 1).

Lipid profile

The OVX group had a higher serum total cholesterol and LDC-C levels compared with the SH group
(table 2). The OVE-E group displayed a significantly lower TC (127.2 mg/dl) than in the OVX group
(144.8 mg/dl)(p <0.05). The OVX-Z group had a tendency toward slightly lower TC than the OVX
group (p < 0.05). There were no statistical differences between the ovariectomized groups concerning
the LDL-C levels (table 2). In contrast, we observed a higher HDL-C levels in the OVX-Z group (53.6
mg/dl) than in the OVX group (33 mg/dl) (p < 0.05). Exercise also markedly increased the HDL-C
(52.3 mg/dl) in the OVX-E group as compared to the OVX group (p < 0.05). However the OVX-ZE
group displayed lower levels of HDL-C than in the OVX-E and OVX-Z groups (table 2). There was a
trend to a higher TC/HDL-C ratio between baseline and the end of the study (2.54 to 3.82) in the OVX-
group p = 0.06 (figure 1A). However this Ratio was significantly lower in the OVX-Z and the OVX-E
groups respectively 2.53 and 2.54 than in the OVX group (p < 0.05). Conversely, the TC/HDL-C ratio
in the OVX-ZE group was not significantly different from in the OVX-group and was higher (3.54) than
in the OVX-Z and the OVX-E groups (table 2 and figure 1A). Likewise, the HDL-C/LDL-C ratio
decreased significantly in the OVX groups between baseline and the end of the study (0.774 vs 0.416
; p< 0.01) (figure 1B). This latter ratio significantly increased the OVX-Z and OVX-E versus the OVX
group. However, again, there was no significant difference in the HDL-C / LDL-C ratio between OVX-
ZE and the OVX group (table 2, figure 1B). This latter ratio significantly increased in the OVX-E groups
as compared to the OVX group (p < 0.05) and there was a trend to a higher HDL-C/LDL-C ratio in the
OVX-Z group than in the OVX group (p = 0.058) (figure 1B).

Plasma Cytokine TNF-«

Ovariectomy was characterized by an increase in TFN-« between baseline and the end of the
study (534.8 £ 14 vs 678.9 + 9 pg/ml ; p <0.001). There was an interaction between exercise and
zoledronic acid concerning the levels of plasma TFN-«. As indicated in table 2 we have found higher
values of TNF-a at the end of the study in the OVX-Z, OVX-E and OVX-ZE groups than in the OVX
group ones. The highest level of the TNF-a. was found in the OVX-ZE group and it was significantly
higher than in the OVX-E group, respectively 721.5 +12.5 vs 697 £ 7 pg/ml ; p < 0.01.

Bone turnover
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The CTx level was 27.7% higher in OVX group (23.8 ng/ml) than in SH group (18.6 ng/ml), p <0.0005
The CTx levels were significantly lower in OVX-Z and OVX-E groups as compared to the OVX group
(p < 0.05). However the CTX levels in the OVX-ZE were not statistically different from those in the
OVX group but were significantly higher than in the OVX-Z and OVX-E groups (table 3). In contrast, at
the end of the study, serum osteocalcin levels were not significantly different between the SH group
and the OVX group. The OVX-ZE group displayed higher osteocalcin level than in the OVX, the OVX-
Z and the OVX-E groups. The osteocalcin level was significantly higher in OVX-E group (178.27
ng/ml) versus the OVX and OVX-Z groups (respectively 117.83 and 139.32 ng/ml) (table 3). As
expected the uncoupling index moved from — 0.26 at baseline to — 4.43 at the end of the study in OVX
group. In OVX-E group the Ul increased from — 0.22 at baseline to + 3.42 at the end of the study.
Results of the Ul in OVX-Z groups are indicated in table 3.

DISCUSSION

The main findings of the present study was that the therapy with zoledronic acid (a single injection)
resulted in a significant increase (+ 37.4 %) in serum concentration of HDL-C and a trend toward lower
TC (- 5.8%) as compared to the vehicle treated ovariectomized mature rats. Moreover, these changes
were associated with a significant decrease of the TC/HDL-C ratio and a trend toward an increase of
the HDL-C/LDL-C ratio. Such parameters are recognized indicators of atherosclerosis risks. These
last results on the lipid profile might have a positive effect on cardiovascular risk if one considers their
extrapolation to human.

However, it is noteworthy that, if specific effects of exercise and zoledronic acid were beneficial for
atherosclerotic risk, the additive effects of these two interventions had produced a paradoxically
negative impact.

To our knowledge, there is only one study in rats with such consideration, i.e. assessment of blood
lipids rodent treated with bisphosphonates (18). In the latter study, female Sprague-Dawley rats
ovariectomized at 11 weeks were treated by alendronate and the authors did not observed any effect
on the serum cholesterol levels after 3 weeks of treatment.

In early postmenopausal women, exercise programs may reduce lipid levels (32). In addition, it has
been noticed that IV amino-bisphosphonates induced, in post-menauposal women with moderate to
severe osteoporosis, significant increase in HDL-C (2). In our study in mature ovariectomized rats, we
investigated the separate and combined effects of treadmill runnig exercise and zoledronic acid on the
lipid profiles.Papers aiming to describe the lipid profile when using bisphosphonates for metabolic
bone disorders are scarce and sometimes conflicting. In human it has been recently reported that in
smoldering multiple myeloma patients zoledronic acid may have an effect on lipid metabolism with a
decrease in both TC and LDL-C (21). Guney et al (23) have also recently reported data suggesting in
49 patients treated for osteoporosis with alendronate a beneficial effect on lipid metabolism. Two other
studies have shown respectively in patients treated by IV pamidronate for Paget's bone disease (34)
and in postmenopausal women with osteoporosis treated by IV neridronate (2) a reduction in LDL-C

and an increase of HDL-C. Specific mechanisms leading to the effects of bisphosphonates on lipid
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metabolism are still unknown. However some bisphosphonates inhibit the squalene synthase enzyme
and cholesterol biosynthesis (12) as it has been demonstrated for the first time in vivo by Amin et al
(3). Indeed squalene synthase is one of the key enzyme in cholesterol biosynthetic pathway but
reduction of plasma cholesterol can also be achieved by inhibiting hydroxy-methyl-glutaryl-coenzyme
A reductase (HMG-CoAR); which is also a key rate-limiting enzyme involved in the cholesterol
biosynthesis and the development of such inhibitors of the HMG-CoAR has led to the family of statins
(44). As statins sometimes induce adverse effects in muscle and liver, researchs of new squalene
synthase inhibitors, which do not suppress the production of mevalonate are still ongoing (26). Recent
studies have highlighted the role of the farnesyl pyrophosphate synthetase (FPPS) as the molecular
target of nitrogen-containing bisphosphonates (5, 14). The FPPS is a distal enzyme of the
mevalonate-squalene pathway and the ability of aminobisphosphonates to inhibit this enzyme is also a

possible mechanism in lowering cholesterol.

Physical exercise was also able in our study to significantly decrease TC (-12%) and increase HDL-C
(+34%) in trained rats as compared to the ovariectomized sedentary rats. Consequently, the TC/HDL-
C and HDL-C/LDL-C ratios were respectively lower and higher in exercised rats than in sedentary rats
as expected (32, 43).

Because exercise and zoledronic acid may have different ways of producing an action on lipid
metabolism (ie increase in aerobic metabolism, oxygen uptake and fatty acid use for muscular energy
supply during exercise (43) and actions on cholesterol biosynthesis with zoledronic acid), we
hypothetized in this study that, , it was possible to observe additive effects of exercise and zoledronic
acid on the lipid profile. This was not the case in our study as we noticed both for TC and HDL-C no
statistical differences between ovariectomized rats treated with vehicle and ovariectomized rats
practicing exercise treated with zoledronic acid. We cannot explain this effect, it is possible that the
expression of certain antioxidant enzyme stimulated by the treadmill running exercise may have been
counteracted by the inflammatory effects induced by the injection of zoledronic acid (42). Indeed it has
been shown that bisphosphonates may have pro inflammatory effects and clinicians do know the
acute-phase response following the first injection of IV aminobisphosphonates in human. We do not
assess in this study the oxydative stress indicators and oxydant status resulting of the exercise
regimen and the biphosphonate therapy. Furthermore we only assess the plasma inflammatory
cytokine TNF-a. In the present study the highest value of TNF-a at the end of the study was found in
OVX-ZE group and this might be a possible explanation of our results in this group. Conversely,
bisphosphonates are also described to have anti-inflammatory effects (13) and clodronate has been
shown to inhibit the in vitro production of super oxide free radicals by polynuclear cells (33). In turn
these last effects may have been counterbalanced by some characteristics of the exercise regimen
applied to the animals. Exercise training may rather reduce TNF-a but it has been shown sometimes

thatTNF-a level was not altered by exercise (38). We have found a mild but significant increase in the

TNF-a level at the end of the study in OVX-E group as compared to OVX group (p = 0.04).
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At the end of the experiment the CTx levels were respectively 18.8% and 19,1% lower in OVX-E and
OVX-Z groups as compared to OVX group. But we can easily distinguish the effects of exercise and
zoledronic acid on the bone turnover as there was a strong negative Ul indicating an imbalance
favoring resorption in OVX group, a strong positive Ul in OVX-E group indicating that bone remodeling
was unbalanced in favour of formation and a mild positive Ul in OVX-Z group indicating that zoledronic
acid effects in this ovariectomized mature rats study prevented the deleterious effects of OVX ie
(increase of bone resorption parameters). Theoretically, it is an attractive hypothesis that a concurrent
combination of exercise and zoledronic acid would be superior to either intervention alone as they act
on different target sales. In the present study the lack of additive effect of the combination exercice
and zoledronic acid on the bone turnover might be explained by the potency of the antiresorptive
effect of the zoledronic acid. The response to the osteogenic effects of exercise might be blunted by
the powerful effect of zoledronic acid. Such an hypothesis has been mentionned to explain the lack of
efficacy in combining parathyroid hormone with alendronate, the capacity of the antiresorptive drug
being superior to a capacity of formation associated with the PTH treatment (7) To our knowledge
there were two studies aiming to combine a bisphosphonate therapy with exercise in rats (19, 41).
Unfortunately none of them have investigated the effects on bone turnover markers.

Surprisingly we observed an increase in weight in OVX-Z group as compared to OVX-E and OVX-ZE
groups. However it has been demonstrated that although differences in body weight are often cited as
the reason for a better lipid profile between active and inactive persons, some data support an
influence of physical activity on lipid profiles independently of the metabolic effect of weight variations

(43) and this may be also the case with the action of zoledronic acid on lipid metabolism.

In this study, we aimed to analyse the individual and combined effects of zoledronic acid and treadmill
exercise on lipid profile and bone remodelling ovariectomized rats. The present results confirmed that
both zoledronic acid and physical exrcise prevent the increase in bone resoption resulting from the
ovariectomy. However we did not find any positive additive effect when combining these two
interventions despite the different mechanisms involved and pathways of action.

Both exercise and zoledronic acid were shown to individuallly improve the atherosclerotic risk index.
The mild reduction in TC and the large increase in HDL-C we observed in OVX-Z and OVX-E groups
may be clinically relevant in menopausal women as some biphsophonates could also have beneficial

effects on atherosclerosis without affecting serum cholesterol or lipid profile (6, 37, 48)
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Figure 1 : Total Cholesterol (TC) / HDL-Cholesterol (HDL-C) ratio (Fig A) and HDL-Cholesterol (HDL-
C) / LDL-Cholesterol (LDL-C) ratio (Fig B) in sham-operated (SH) or ovariectomized (OVX) mature
rats treated or not by zoledronic acid (Z) (a single injection 20 ug/kg), practicing or not a running
treadmill exercise (E) for 12 weeks

2 OVX differences versus SH, ° differences versus OVX, C differences versus OVX-Z, 4 differences
versus OVX-E and ° differences versus OVX-ZE
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7 - Conclusions et perspectives

Dans ce fravail, nous nous sommes intéressés spécifiqguement a I'intérét potentiel d'associer
deux types d'interventions thérapeutiques pour prévenir la perte osseuse, la dégradation
microarchitecturale trabéculaire, la diminution de résistance osseuse et I'excés de résorption
osseuse induit par I'ovariectomie de rates adultes. Nous avions été séduits par I'hypothése
d'une possible interaction positive ou d'un effet additif de ces deux interventions combinées
car l'une des actions thérapeutiques (I'acide zolédronique) était susceptible d'agir sur le
remodelage et la minéralisation en freinant fortement la résorption osseuse et en
reminéralisant I'os, I'autre, I'activité physique, était susceptible d'agir également sur le
remodelage osseux en augmentant, elle, la formation osseuse et en agissant sur des
parametres architecturaux. Les modes d’action de ces deux interventions faisant intervenir
des cibles cellulaires différentes (ostéoclastes pour I'une, triade ostéocyte, ostéoblaste et
cellule bordante pour I'autre) nous paraissaient étre un atout supplémentaire. Si chacune
des interventions prises individuellement s’est révélée conforme & nos attentes (prévention de
la perte osseuse, prévention des dégradations microarchitecturales, freinage de la résorption
osseuse pour I'acide zolédronique et induction d'une augmentation de la formation osseuse,
maintien des propriétés biomécaniques pour I'exercice physique), la combinaison des deux
interventions thérapeutiques n'a apporté aucun bénéfice additionnel ou synergique.

Dans ce fravail, nous avons mis en évidence dans le groupe de rates ovariectomisées traitées
par acide zolédronique, une augmentation du HDL cholestérol et une amélioration du profil
lipidique dans le sens d'une diminution du risque d'athérosclérose. Il pourrait étre intéressant
de confirmer ces données et d'approfondir les investigations en mesurant :

- le LDL oxydé (inducteur de la libération de chimiokines et de
molécules d'adhésion par les cellules endothéliales ayant un
réle pathogéne dans I'athérome).

- les fractions d'HDL pro-inflammatoire et ant-inflammatoire
(dosage avec technique de mesure d'intensité de
fluorescence),

- la composition protéique du HDL dont la myéloperoxydase qui
est associée au stress oxydatif,

- la lipoprotéine Apo A-1 qui est associée a la fonction anti-
inflammatoire du HDL,

- I'anti-TNF o et I'IL6,

de facon d mieux caractériser I'action de I'acide zolédronique sur le profil lipidique chez des

rates ovariectomisées ou non et traitées ou non par I'acide zolédronique.
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Eric Lespessailles

Effets sur le tissu osseux (microarchitecture, densitométrie,
biomécanique et remodelage) et sur le métabolisme lipidique de I’acide
zolédronique et de ’exercice physique chez la rate ovariectomisée

L’objectif de ce travail était d’examiner chez la rate adulte ovariectomisée les effets osseux et sur le
métabolisme lipidique de 1’acide zolécronique et de 1’exercice physique. Dans une premicre étude, les effets
individuels et combinés de ’acide zolédronique 20 pg/kg une injection unique et de 1’exercice physique
(course dur tapis roulant pendant 12 semaines) ont €té examinés sur la densité osseuse au corps entier et au
fémur, ’analyse de la microarchitecture trabéculaires, les propriétés biomécaniques et le remodelage osseux.
Les résultats montrent globalement que 1’acide zolédronique prévient la dégradation microarchitecturale et
I’hyperresorption induite par 1’ovariectomie, que I’exercice physique maintient partiellement les propriétés
biomécaniques et agit sur le remodelage osseux en augmentant la formation osseuse mais qu’aucun bénéfice
additionnel ou synergique n’est trouvé sur le squelette osseux de la combinaison des deux interventions. La
deuxiéme étude s’est intéressée aux effets sur le profil lipidique de 1’action spécifique et combinée des deux
interventions ci-dessus mentionnées. Si I’acide zolédronique et I’exercice de course sur tapis roulant modifient
les taux de cholestérol total et de HDL cholestérol dans le sens d’une amélioration du risque d’athérosclérose,
leurs effets associés ne sont pas synergiques et ont eu un effet paradoxal inverse possiblement expliqué par un
effet pro-inflammatoire de la combinaison des deux interventions.

Mots clés : Acide zolédronique — Exercice Physique — Ostéoporose — Profil Lipidique — Microarchitecture
Osseuse — Densité Minérale Osseuse — Propriétés Biomécaniques - Rats

Specific and combined effects of zoledronic acid and physical
exercice in ovariectomized rats

The aim of this study was to investigate in mature ovariectomized rats the effects on bone tissue and on the
lipids metabolism of zoledronic acid and physical exercise. In this first study, the individual and combined
effects of zoledronic acid (20 pg/kg a single injection) and physical exercise (treadmill running exercise during
twelve week) have been examined on whole body and femur bone mineral density, on trabecular
microarchitecture analysis, on bone strength parameters and on bone turnover. Results showned globally that
zoledronic acid prevented the trabecular microarchitectural changes and the increase in resorption induced by
ovariectomy. Treadmill running exercise particully maintained the bone strength and exerted its action by an
increase in bone formation. However we dit not found any additive or synergistic effect of the two
interventions combined on the rat skeletal status. The second study aimed to assess the specific and combined
effects of zoledronic acid and treadmill running exercise on the lipid profile in this model of ovariectomized
mature rats. If both zoledronic acid and treadmill running exercise modified total cholesterol and HDL
cholesterol with an improvement of the atherosclerosis risk, their combined effects were not synergistic and
furthermore they produced a paradoxical inverse effect possibly explained by a pro-inflammatory effect of the
two interventions combined.

Keywords: Zoledonic acid — Exercise — Osteoporosis — Lipid profil — Bone microarchitecture — Bone Mineral
Density — Mechanical properties - Rats
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