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ABREVIATURAS 
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IL: Interleucinas 
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RESUMEN 
 
 
Introducción:  Estudios previos han demostrado que los bisfosfonatos, como Alendronato de sodio (AL), son 
potentes inhibidores de la resorción ósea y aumentan la densidad mineral del hueso. El fluoruro administrado como 
Monofluorfosfato de Sodio (MFP) estimula la formación e incrementa el volumen del hueso, efecto específicamente 
debido a la estimulación de la actividad osteoblástica. Objetivo : Evaluar el efecto del tratamiento combinado de AL 
vía  subcutánea y de MFP vía oral sobre la regeneración tisular de cavidades óseas neoformadas en tibias de ratas. 
Materiales y métodos : Las fórmulas farmacéuticas se prepararon con una dosificación de 0,5 mg/kg de peso para 
AL y de 5 mM para MFP. El ensayo de citotoxicidad se realizó por medio del Método de captación de rojo neutro. 
Este colorante penetra en las membranas celulares y se fija a la matriz lisosomal.  Es posible así distinguir entre 
células viables, dañadas o muertas de acuerdo a la acumulación del rojo neutro dentro del lisosoma. Para este 
ensayo se utilizó la línea celular VERO cuyas células fueron cultivadas en un Medio Esencial Mínimo (MEM)  
suplementado con 10% de suero fetal bovino a una densidad celular de 70% a 80% de confluencia. La viabilidad 
celular se estimó a través de la extracción del colorante presente en vacuolas celulares. Para analizar la toxicidad de 
MFP se realizaron ensayos “in vivo”. Se midió peso corporal, glucosa sanguínea y relación ceniza/matriz. Se 
emplearon sesenta y cuatro ratas macho de la línea Wistar de peso 160 ± 20 g, y se dividieron en 4 grupos de 16 
ratas cada uno. El grupo C recibió semanalmente 0,3 ml/100g de peso corporal de solución salina vía subcutánea 
cercana a la intervención quirúrgica y actuó como grupo control. El grupo A recibió semanalmente 0,5 mg de AL/Kg 
de peso corporal por vía subcutánea profunda en el miembro posterior izquierdo. El grupo M  fue  tratado con MFP 
en el agua de bebida durante el tiempo que duró el experimento y en las áreas de la cirugía los animales recibieron 
una inyección subcutánea de solución salina como el grupo control. El grupo AM recibió tratamiento combinado con 
AL subcutáneo y MFP por vía oral en el agua de bebida. Estos animales tuvieron acceso a agua corriente de red “ad 
libitum”. El tiempo total de la experiencia fue de 90 días. En la cirugía se realizó una incisión longitudinal en ambas 
tibias y a través del decolado se llegó a exponer el hueso, realizando un defecto circular en la parte plana de cada 
tibia hasta llegar al hueso medular. Dicho defecto no fue rellenado con ningún material.  Se tomaron radiografías de 
cada tibia a 0, 15, 30, 60 y 90 días y fueron analizadas con el Software Image Pro Plus versión 4.1 de Media 
Cibernetics. También se evaluó fosfatasa alcalina (FA) en sangre mediante métodos colorimétricos en los mismos 
tiempos. Los animales fueron sacrificados a los 15, 30, 60 y 90 días. Se recolectaron ambas tibias y además los 
fémures para ser utilizados en ensayos biomecánicos. Se realizaron estudios histopatológicos previa descalcificación 
de las tibias con EDTA y su inclusión en parafina. Los cortes fueron teñidos con HE y observados con microscopía 
óptica (MO). Los estudios estadísticos se realizaron a través del análisis de la variancia a dos y tres criterios de 
clasificación (tratamientos, tiempo, tibia problema/tibia contralateral). El nivel de significación fue p<0.01.  
Resultados:  Se observó que a concentraciones menores a 10 µg/ml de AL la viabilidad celular fue cercana al 100 
%. A medida que aumentaron las concentraciones por encima de los 10 µg/ml la viabilidad celular comenzó a verse 
afectada, aunque nunca por debajo del 70%. No se hallaron diferencias significativas entre el grupo tratado con MFP 
y el grupo control en las variables de toxicidad “in vivo” analizadas. Los estudios radiográficos demostraron que AL 
desde el día 0 comenzó a aumentar la densidad óptica (OD), siendo el valor más alto a los 60 días, declinando hacia 
el día 90, donde los valores se estabilizaron. MFP se comportó de manera similar a AL, aunque la OD promedio fue 
menor. El tratamiento combinado incrementó la OD pero con valores menores al de las drogas por separado. No 
hubo diferencias significativas entre tibia problema y contralateral. Los estudios de fosfatasa alcalina (FA) revelaron  
un aumento gradual de este marcador en los grupos problemas con respecto al control. El análisis histológico 
demostró que AL y MFP presentaron mayor actividad osteogénica observándose trabéculas más gruesas y 
anastomosadas, con mayor relevancia en el tiempo 60 y estabilizándose al tiempo 90. La histomorfometría reveló un 
aumento del porcentaje de hueso trabecular a través del tiempo para AL y MFP siendo el más evidente el tiempo 60. 
El tratamiento combinado no fue estadísticamente diferente al grupo control. Los ensayos biomecánicos 
demostraron para AL y MFP un aumento en la rigidez a los 60 días. El tratamiento combinado no mostró diferencias 
significativas para dicho parámetro. En cuanto a la fuerza de fractura y la energía absorbida, no hubo diferencias 
entre los grupos. Conclusiones:  AL vía subcutánea a bajas dosis no es citotóxico y MFP por vía oral a dosis de 5 
mM no afecta la viabilidad celular. El aumento de FA se corresponde con un aumento de la actividad osteoblástica. 
AL y MFP aumentaron la OD significativamente como así también el número y grosor de las trabéculas analizadas al 
MO. La rigidez fue aumentada por AL y MFP.  El tratamiento combinado de AL y MFP no demostró sinergismo en los 
tiempos de la experiencia probablemente debido a un efecto antagónico. Palabras clave: Bisfosfonatos, alendronato, 
MFP, fluoruro, actividad osteoblástica. 
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ABSTRACT 
 

Introduction: Previous studies have shown that bisphosphonates, such as Alendronate Sodium (AL), are potent 
inhibitors of bone resorption and increment bone mineral density. And that fluoride, such as Monofluorophosphate 
(MFP), estimules bone formation and increases bone mass. This effect is specifically caused by a proliferation in the 
osteoblastic activity. Objective: In this research the effect of the combined treatment of AL, subcutaneously, and of 
MFP, supplied orally, over the tissue regeneration of neo-formed bone cavities is studied.  Materials and methods : 
The pharmaceutical formulations with a dosage of 0.50 mg/kg of the weight for AL and 5 mM for MFP were prepared. 
The cytotoxical trial was made by means of the Neutral Red Method. The cellular line VERO was used, its cells were 
cultivated in a Minimun Essential Medio (MEM) with 10% of fetal bovine serum to a cell density from 70% to 80% of 
confluence.The cell viability was estimated by measuring enzymes present in cell vacuoles in living cells. To analyse 
MFP cytotoxicity “in vivo”, tests were developed measuring corporal weight, glucose blood and the relationship 
ashes/matrix. Sixty-four Wistar male rats 160 ± 20 g of weight were used, and the samples were divided into 4 groups 
of 16 rats each one. A group acted as a group control (C). The animals of this group received a subcutaneously 
dosage of saline solution of 0.3 ml/100g of the corporal weight given weekly, injected near the surgery intervention 
zone. A second group (A) received a deep subcutaneously AL dosage of 0.5 mg of the corporal weight in the left leg. 
A third group (M) received a treatment with MFP in their drinkable water, during all the research time, and was 
injected subcutaneously with saline solution near the surgery intervention zone, same as (C). A fourth group (AM) 
received a combined treatment of AL injected subcutaneously plus a MFP dosage in their drinkable water. All these 
animals had access to running water “ad libitum”. At surgery a longitudinal incision was made in both tibias and the 
bones, through taken off were exposed, a circular defect in the flat part of each tibia was done, until the medullar 
bone was reached. This defect was not filled. Radiographs of each tibia were taken on the 1st,15th,30th, 60th and 90th 
days of the research and were analyzed with the Image Pro Plus Software version 4.1 of the Media Cybernetics. 
Alkaline Phosphatase (ALP) was also tested in blood, by coloring measured methods, during the time periods 
mentioned above. The animals were sacrificed on the 15th, 30th, 60th and 90th days of the research. The tibia and the 
femur were kept to be used in biomechanical trials. Histopathological studies were performed with a preview tibia 
decalcification with EDTA and embedded in paraffin. The sections were stained with HE and observed with optical 
microscopy. The comparison of the data was conducted by analysis of variance with two and three criteria of 
classification (treatment, time and tibia problem/tibia contralateral).  The level of significance was  p<0.01. Results:   It 
was observed for AL that to smaller amount concentration than 10 µg/ml, the cell viability was near to 100%. When 
there was a higher concentration, above 10 µg/ml the cell viability showed a difference, although it was never below 
70%. There were no significant differences for the cytotoxicity in the variables “in vivo” for the MFP. AL radiographic 
studies showed that from day 0, it began increasing the bone mineral density (BMD) average, finding the peak  at day 
60, declining to day 90, where a plateau  level was reached. MFP showed a similar behavior than AL, although BMD 
average was lower. The combined treatment increased the average BMD but with lower values that the drugs 
incorporated alone. There was no significant difference between tibia problem and the contra lateral.  ALP analysis 
showed a gradual rise in the groups A, M and AM compared to group C.  Histology data revealed an improvement in 
the osteogenic activity, showing thicker and anastomosed trabecule for AL and MFP, with a higher relevance in day 
60 and finding a plateau in day 90. Histomorphometry revealed a rise in the trabecular bone percentage through time 
for AL and MFP getting the most evident peak on day 60. The combined treatment did not show significant 
differences to the control. The biomechanical trials found its highest rigid point on day 60. The combined treatment 
was not significant. There were no differences among the groups who were exposed to a biomechanical load 
breaking bone point or to the absorbed energy measurement. Conclusions:  AL placed under skin at a low dosage is 
not cytotoxic, and MFP via oral under a dosage of 5mM, does not affect the cell viability. An increase in ALP 
corresponds to an improvement in the osteoblastic activity. AL and MFP rose not only the BMD, but also the number 
and the thickness of the analyzed trabecules with MO. Bone rigidness was incremented by AL and MFP. This 
combined treatment did not show synergism during the research due to an antagonic effect. Key words : 
Bisphosphonate, alendronate, MFP, fluoride, osteoblastic activity. 
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INTRODUCCION 

          El tejido óseo es uno de los tejidos más resistentes y rígidos del organismo. Es el 

principal constituyente de los huesos junto a otros tejidos conjuntivos (hematopoyético, 

cartilaginoso, adiposo, vasos, nervios). El tejido óseo provee soporte mecánico, sirve de 

sustento y protección de los tejidos blandos y es anclaje muscular y base de los movimientos. 

Constituye un gran reservorio de minerales, entre ellos el calcio, cuyo equilibrio en sangre es 

decisivo para la salud y la vida. Además sirve de almacenaje activo de la medula ósea 

interaccionando con células precursoras de la hematopoyesis. El componente mineral está 

formado por cristales de hidroxiapatita: Ca10(PO4)6(OH)2. Los depósitos de calcio y fosfato,  

pueden ser movilizados del tejido óseo a la sangre según sea necesario para mantener la 

calcemia y la fosfatemia dentro de valores normales. Es un sistema dinámico, ya que mantiene 

su estructura gracias a un equilibrio entre actividades opuestas 

(remineralización/desmineralización) sufriendo modificaciones durante toda su vida. 

Histológicamente es una variedad de tejido conectivo especializado constituido por células y 

una matriz ósea mineralizada compuesta a su vez por una matriz orgánica y sales minerales, 

siendo ambas, las responsables de las propiedades biomecánicas del hueso.(1,2) 

Estructuralmente, el tejido óseo comprende dos variedades: 

1) El tejido óseo esponjoso:  está constituido por una red tridimensional de espículas de 

tejido óseo, ramificadas y anastomosadas, que delimitan un laberinto de espacios 

intercomunicados ocupados por la medula ósea. Éstas reciben el nombre de 

trabéculas.(3) 

2) El tejido óseo compacto: se presenta como una masa sólida y continua de tejido óseo en 

la cual los espacios donde se aloja la médula ósea sólo pueden percibirse al microscopio.(4) 

 

En el hombre adulto normal, los tejidos óseos esponjoso y compacto tienen una distribución 

topográfica precisa en el esqueleto:  

A)  Huesos largos (fémur, húmero, etc.): se distinguen anatómicamente tres regiones; una 

parte media, cilíndrica y alargada, llamada diáfisis , dos extremidades habitualmente abultadas, 

llamadas epífisis  y las zonas de unión entre la diáfisis y las epífisis, llamadas metáfisis. (5) 

(Figura 1) 

La diáfisis está constituida por un cilindro hueco de pared densa formada por tejido óseo 

compacto (cortical) que rodea a una cavidad central en la que se halla la  médula ósea (cavidad 

medular). Este cilindro está formado por unidades estructurales llamadas “osteones”.  Cada 
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osteón está integrado por hileras circulares de osteocitos alojados en cavidades llamadas 

lagunas osteocíticas y dispuestas concéntricamente alrededor de vasos que corren paralelos al 

eje mayor del hueso. Las hileras de osteocitos alternan con la sustancia intercelular que forma las 

llamadas laminillas óseas, también dispuestas concéntricamente alrededor del conducto 

longitudinal llamado canal osteónico. El tamaño de los osteones es variable y pueden incluir de 

4 a 20 laminillas óseas concéntricas. Los espacios que quedan entre ellas, están llenos de 

restos de osteones anteriores y constituyen los sistemas de laminillas intersticiales. Un 

cierto número de laminillas paralelas entre sí de tejido óseo compacto constituyen los 

sistemas de laminillas circunferenciales internos y externos, que revisten a su vez, las 

superficies interna y externa del cilindro óseo compacto de la diáfisis. En el seno de este 

tejido óseo compacto se halla una red anastomótica de conductos que contienen los vasos 

sanguíneos y nervios rodeados por una pequeña cantidad de tejido conjuntivo laxo. Los 

canales osteónicos se conectan entre sí y se comunican con la cavidad medular y el 

periostio mediante los canales transversos, los cuales atraviesan las laminillas óseas de 

los canales osteónicos y se distinguen de ellos por no presentar laminillas concéntricas. 

Los canales transversos también poseen vasos sanguíneos, de manera que entre ellos y 

los canales osteónicos se establece una rica red vascular a través del tejido óseo 

compacto.(6) 

 

 

Figura 1: Representación de un hueso largo, en este caso de un fémur con sus partes constitutivas 

 

La epífisis  está esencialmente constituida por tejido óseo esponjoso recubierto periféricamente 

por tejido óseo compacto y por una fina capa de tejido cartilaginoso hialino (cartílagos 

articulares). Los espacios comprendidos entre las trabéculas del tejido óseo esponjoso de las 

epífisis comunican directamente con la cavidad medular de la diáfisis. 

Diáfisis 

Epífisis 

Metáfisis 
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Las metáfisis unen a cada epífisis con la diáfisis y son zonas constituidas por columnas de 

tejido óseo esponjoso. Durante el desarrollo del hueso largo, la metáfisis está separada de la 

epífisis por el cartílago epifisiario que permite el crecimiento en longitud del hueso. Este 

cartílago pasa a llamarse línea epifisiaria en el adulto y no produce más crecimiento en 

largo.(7) 

B)  Huesos cortos  (vértebras): la estructura es muy parecida a la de las epífisis de los huesos 

largos.(Figura 2) 

 

Figura 2: Vértebra lumbar. Descripción de sus partes anatómicas 

                                              (Extraída del libro de Anatomía Humana de Rouviere. 9ª Edición) 

C)  Huesos planos  (huesos de la bóveda craneal): existe en ellos una tabla interna y una tabla 

externa de tejido óseo compacto, rodeando a una capa central de tejido esponjoso.(8)(Figura 3) 

 

 

 

Figura 3: Ilustración de un hueso plano, en este caso el hueso frontal, con su vista anterior e inferior  

(Extraída del libro de Anatomía Humana de Rouviere. 9ª Edición) 

Vista anterior del hueso frontal 

Vista inferior del hueso frontal 
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PERIOSTIO Y ENDOSTIO 

Ya sea hueso largo, corto o plano y el tejido óseo que lo constituya sea esponjoso o 

compacto, está revestido exteriormente por el periostio e interiormente por el endostio.  

El periostio  reviste la superficie externa de todos los huesos, excepto a nivel de los cartílagos 

articulares. Es un tejido especializado organizado en dos capas. La capa interna contiene cé-

lulas conjuntivas, con potencialidad para formar hueso en determinadas circunstancias, 

adquiriendo entonces el aspecto de osteoblastos. Estas células son denominadas células 

osteoprogenitoras indiferenciadas. La capa externa es rica en fibras colágenas, que penetran 

en el tejido óseo subyacente y aseguran la adherencia del periostio al hueso. Estas fibras se 

calcifican parcialmente y se denominan fascículos colágenos perforantes. La vascularización 

del periostio y médula ósea asegura la nutrición de las células del tejido óseo. De allí se 

originan capilares que corren por las cavidades y conductos de este tejido. Las arterias y venas 

principales penetran y salen de los huesos a través de los agujeros nutricios. La circulación de 

los vasos menores se continúa con la del periostio. 

El endostio  es una fina capa de tejido conjuntivo que tapiza las paredes de todas las 

cavidades vascularizadas del tejido óseo, es decir, las trabéculas óseas del tejido esponjoso, 

los canales ostéonicos y transversos del hueso compacto y los espacios medulares de los 

huesos largos. Consta de células de revestimiento óseo, acompañados de fibras colágenas.(9) 

 

HISTOLOGIA DEL TEJIDO OSEO   

          

           Histológicamente, el tejido óseo está constituido por células y por una matriz ósea, 

siendo ésta última formada por una matriz orgánica y sales minerales. 

 

Se distinguen tres tipos celulares: 

a) Osteoblastos ,  células responsables de la formación del tejido. 

b) Osteocitos , células que controlan la actividad osteoblástica/osteoclástica. 

c) Osteoclastos , células responsables de la resorción del tejido. 

 

Actualmente, se prefiere hablar de dos familias de células o líneas celulares, la osteoblástica y 

la osteoclástica, cada una de las cuales contiene células en diferentes estadios de 

diferenciación. 
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Dentro de la línea celular osteoblástica se evidencian básicamente cuatro tipos celulares 

distinguibles de acuerdos a criterios morfológicos e histoquímicos: 

 

1) Células osteoprogenitoras  

Son células mesenquimáticas indiferenciadas pero determinadas para dar origen a cierta línea 

celular. Su capacidad de proliferación, migración y diferenciación estaría estimulada por una 

sustancia denominada proteína morfogenética del hueso (BMP). Se consideran células 

bipotenciales, ya que cuando proliferan en un ambiente con apropiado riego sanguíneo originan 

preosteoblastos y luego osteoblastos, mientras que si lo hacen en una región avascular 

formarán condroblastos. 

Estas células son pequeñas y fusiformes. Su citoplasma aparece muy claro con H/E. Como 

toda célula no diferenciada presentan relativamente pocas organelas y se ubican en la capa 

ostegénica interna del periostio, en la médula ósea y en general muy próximas a la superficie 

del tejido óseo. 

 

2) Células de revestimiento óseo 

Son denominadas por algunos autores osteoblastos inactivos. Forman una capa continua que 

recubre las superficies del tejido óseo en reposo, o sea, no sujeto a formación ni resorción. Son 

células aplanadas, con una de sus caras en contacto con la matriz calcificada del tejido óseo y 

ligeramente basófilas, con núcleos prominentes. Poseen pocas organelas. 

Tienen la capacidad de transformarse rápidamente en osteoblastos, aunque también cumplen 

otras funciones. Por estar interconectadas entre sí y con los osteocitos subyacentes, serían 

intermediarias nutricionales para osteocitos, y a la vez, separarían funcionalmente el liquido 

tisular óseo del medio extratisular.(10) 

 

3) Osteoblastos 

Poseen un cuerpo celular cúbico o prismático del que nacen expansiones citoplásmicas más o 

menos alargadas. En ciertos casos, se disponen a lo largo de  zonas preexistentes de tejido 

óseo, formando un borde similar a un epitelio denominado "borde osteoide". El núcleo es 

redondeado y contiene un voluminoso nucléolo. El citoplasma  es rico en estructuras que ponen 

en evidencia su importante función de síntesis proteica y glucoproteica. Dichas estructuras son: 

numerosos ribosomas libres, retículo endoplasmático granular abundante, aparato de Golgi 

bien desarrollado, numerosas mitocondrias.(11) 
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4) Osteocitos 

Los osteocitos son osteoblastos que han sido completamente rodeados por la matriz ósea en 

vías de mineralización. Su cuerpo celular es fusiforme y da nacimiento a numerosas y finas 

prolongaciones más o menos alargadas. El núcleo es ovalado y el citoplasma contiene los 

mismas organelas que los osteoblastos, pero en menor abundancia.(12) 

 

Dentro de la línea celular osteoclástica se encuentran los osteoclastos y sus precursores 

inmediatos. 

 

Osteoclastos  

Son células muy voluminosas de forma generalmente redondeada con la particularidad de 

poseer varios núcleos. El polo celular que se halla en contacto con el tejido óseo ya constituido 

presenta numerosas microvellosidades irregulares que se observan con aspecto de borde en 

cepillo y que en la actualidad se denomina borde microvelloso. El citoplasma contiene 

lisosomas con enzimas hidrolíticas, vesículas, vacuolas, abundantes mitocondrias, ribosomas 

libres y escaso retículo endoplasmático granular. Tienen capacidad de desplazarse y se los 

observa adosados a las superficies óseas en resorción, ubicados en depresiones de la 

matriz excavadas por acción enzimática, llamadas lagunas de resorción.(13) 

 

MATRIZ OSEA  

Consta de una matriz orgánica impregnada de sales minerales, principalmente cálcicas. 

La matriz orgánica  (osteoide) está formada casi exclusivamente de fibras colágenas tipo I. El 

colágeno representa aproximadamente el 95 % del  peso de la matriz orgánica del hueso 

seco. La sustancia fundamental en la que se encuentran las fibras es poco abundante, 

conteniendo glucosaminoglucanos sulfatados y glucoproteínas, además de proteínas 

diversas, agua y electrólitos. Las sales minerales  principales del tejido óseo son el carbonato 

y el fosfato cálcico que se encuentran en forma de fosfato cálcico  amorfo y de cristales de 

hídroxiapatita. En total, el tejido óseo de un adulto contiene el 99% del calcio total del or-

ganismo y aproximadamente el 85% del fósforo total del organismo.(14) 
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HISTOFISIOLOGIA CELULAR Y TISULAR 

Las células que le dan la estructura y le proporcionan la función al hueso son los 

osteoblastos, osteocitos y osteoclastos. Las células osteoprogenitoras dan origen a los 

osteoblastos, y estos a los osteocitos. Los osteoclastos, por otra parte, derivan del linaje 

hemato-inmune. 

La regulación de la dinámica osteocelular depende de factores intrínsecos autócrinos, 

parácrinos y sistémicos endocrinos. Todas las rutas que la regulan, van encaminadas a una 

coordinación fina entre los procesos de proliferación y apoptosis de los osteoblastos y 

osteoclastos, como así también los procesos de formación y resorción ósea.  

Los osteoblastos trabajan coordinadamente con los osteoclastos formando la “unidad 

remodeladora o de remodelamiento óseo” (URO). También son llamadas células biosintéticas 

óseas porque fabrican la mayoría de los componentes orgánicos estructurales, es decir las 

proteínas. La gran mayoría de las proteínas celulares, incluyendo las óseas, están modificadas 

con carbohidratos, por lo cual podemos definirlas como “glucoconjugados”. Estos 

glucoconjugados dependiendo del tipo de carbohidratos se clasifican en glucoproteínas y 

proteoglucanos. Estos últimos se caracterizan por su modificación con carbohidratos del tipo 

ácido siálico, aminoazucares sulfatados o ambos, denominados como GAGs 

(glucosaminoglucanos).(15) 

Los glucoconjugados conforman el osteoide, la cual tiene capacidad osteogénica y calcificante. 

Esta matriz posee componentes fibrilares como el colágeno (principalmente del tipo I), y 

asociados (tipo V y XIII) y componentes amorfos no fibrilares como osteoadherina 

(osteomodulina), osteoglicina (factor inductor óseo), sialoproteínas óseas: BSP I (osteopontina) 

y BSP II y osteonectinas.(16) El colágeno tipo I es la estructura donde se depositan las sales 

minerales de calcio y fosforo (cristales de hidroxiapatita). Este depósito de sales se realiza en 

medio básico, y este proceso es catalizado por la enzima fosfatasa alcalina (isoenzima ósea), 

la cual es sintetizada por los osteoblastos. El osteoide posee también glucoproteínas como la 

fibronectina y trombospondinas, y proteoglucanos como decorin, biglycan y la fibromodulina, 

que son comunes a todos los tejidos conectivos del organismo.(17,18) 

 

 

REGULACION DE LA FORMACION OSEA 

Las células implicadas en la formación ósea, sufren un proceso de diferenciación 

mediante la interacción de factores locales y sistémicos, con evidente plasticidad en los 

precursores, que pueden madurar hacia osteoblastos o adipocitos, dependiendo del estimulo a 

que se ven sometidos. Entre las hormonas que regulan la actividad osteoblástica, las que 
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representan un papel más importante son la gonodotropina humana (GH) y sus mediadores y 

las hormonas sexuales. 

Las células del linaje osteoblástico segregan diversos factores de crecimiento: unos actúan 

como mitógenos y otros como modificadores funcionales. Las proteínas morfogenéticas óseas 

(BMP), miembros de la superfamilia del factor de transformación de crecimiento (TGFβ), tienen 

la función de inducir la diferenciación de las células osteoblásticas, incrementando un pool de 

células maduras, reguladas a su vez, por factores locales.(19) (Figura 4) 

 

     Figura 4: Mecanismos de formación ósea 

 

REGULACION DE LA RESORCION OSEA 

El osteoclasto, responsable de la resorción ósea, se encuentra en contacto con la 

superficie calcificada, en una cavidad creada por él mismo, llamada laguna de resorción.  Se 

encuentra fundamentalmente en la superficie endosteal y en los canales osteónicos, aunque 

excepcionalmente en la superficie perióstica. Presentan un borde en cepillo orientado hacia el 

tejido calcificado, delimitando una cavidad entre ellos. Hacia esta cavidad se bombean protones 

y transportan enzimas como la fosfatasa ácida tartrato resistente (TRAP) que participarán en el 

proceso de disolución del mineral y degradación de la matriz orgánica, proceso que en conjunto 

se conoce como resorción ósea. Este proceso libera moléculas como la desoxipiridinolina (Dpd) 

y los telopéptidos C-terminales (CTX) y N-terminales del colágeno (NTX). Por lo tanto, los 

niveles de estas moléculas y de TRAP, estiman el proceso de resorción ósea. Los CTX son 

péptidos de la región no helicoidal del colágeno tipo I, mientras que los NTX son péptidos de la 

región N-terminal.(20,21,22)  

Para ejercer su acción en el proceso de resorción, los osteoclastos se movilizan hacia la zona a 

resorber y se adhieren a la superficie ósea mineralizada por el ribete en cepillo sellando los 

bordes del área mediante proteínas llamadas integrinas. Las integrinas del osteoclasto 

reconocen la secuencia RGD (arginina-glicina-ácido aspártico) existente en el colágeno. A este 

TGF-β 
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nivel el pH ácido y enzimas proteolíticas como colagenasas, metaloproteasas, catepsina K y 

glucuronidasas, van a producir la resorción del hueso mediante la degradación de la matriz 

orgánica y solubilización mineral. Se intercambia bicarbonato por cloruro que posteriormente es 

transportado por un canal de cloruro a la laguna de resorción. La anhidrasa carbónica II genera 

protones a partir de dióxido de carbono y agua, los protones se liberan hacia la laguna de 

resorción por intermedio de una bomba generando un entorno ácido que favorece la resorción de 

la matriz mineralizada.(23,24) 

El osteoclasto tiene en su membrana receptores de calcitonina, pero no de parathormona 

(PTH).(25) Presenta receptores nucleares de estrógenos pero no de vitamina D3. Los 

precursores de los osteoclastos expresan en su membrana el receptor RANK (receptor activador 

de factor nuclear kB), que puede interaccionar con el ligando RANK (RANKL) producida por el 

osteoblasto. Esta interacción inicia una cascada de señalización que produce la diferenciación y 

proliferación de osteoclastos, con la consecuente degradación de la matriz ósea. Además, el 

osteoblasto produce osteoprotegerina (OPG), una proteína homologa al receptor RANK, 

actuando como un receptor señuelo y disminuyendo la acción de RANKL sobre el receptor 

RANK. (26,27) (Figura 5) 

 

Figura 5: Acople y funcionamiento del Sistema RANK/RANK-L/OPG 

 

Para la osteoclastogénesis también es necesario el factor estimulador de colonias de 

macrófagos (M-CSF), que puede sintetizar los osteoblastos, que se liga al receptor C-FMS, 

incrementando la replicación de los osteoclastos. El papel de las citoquinas sigue siendo 

controvertido;  así las interleuquinas  IL-1,  IL6, el factor de necrosis tumoral α (TNFα) y Pg E2 
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parecen incrementar la activación osteoclástica; sin embargo el factor de transformación de 

crecimiento (TGF β) reduciría la pérdida ósea, incrementando la apoptosis de osteoclastos. Las 

hormonas sistémicas, que estimulan la resorción ósea, generalmente no actúan directamente 

sobre los precursores de osteoclastos, sino sobre osteoblastos.(28)  

Tanto la PTH, 1,25-dihidroxivitamina D3 y las hormonas tiroideas, aumentan la expresión de 

RANKL en osteoblastos, pudiendo en algunos casos inhibir la síntesis de OPG y producir un 

incremento de la resorción ósea.(29)  

El efecto de los estrógenos parece ser indirecto, a través de la regulación de diversos 

mediadores, ya que su papel de control en el sistema RANKL-RANK, se lleva a cabo 

exclusivamente incrementando los niveles de OPG, efecto que se potencia con su papel 

supresor sobre la síntesis de IL1, IL6, Pg E2, GM-CSF y TNFα, impidiendo la diferenciación y 

activación de los preosteclastos.(30,31,32) También incrementa la apoptosis de osteoclastos 

activados y la síntesis de TGFβ.  

La calcitonina también influye en la resorción, inhibiendo indirectamente al osteoclasto por un 

fenómeno rápido de regulación (downregulation) de sus receptores.(33)(Figura 6) 

 

Figura 6: Mecanismos de regulación de la resorción ósea 

 

OSTEOGENESIS 

La formación y desarrollo del tejido óseo se produce a través de la sustitución de un 

tejido conectivo preexistente. Este reemplazo de un tejido por otro se produce por dos 

procesos, que son la osificación intramembranosa y la osificación endocondral. El lugar donde 
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se inicia el proceso de histogénesis ósea se denomina centro de osificación.(34) 

 

Osificación intramembranosa:  Este proceso se controla por señales de polipéptidos de las 

familias Wnt, del factor de crecimiento fibroblástico y del factor de crecimiento transformante-ß. 

(TGFβ). Posteriormente, se utiliza calcio en el proceso de mineralización y los osteoclastos 

inician el remodelado del tejido óseo.(35) Muchas trabéculas individuales aumentan de tamaño 

por aposición y al final se fusionan para formar un centro de osificación primaria. Los 

osteoblastos quedan atrapados dentro del osteoide calcificado, transformándose en osteocitos. 

El depósito continuo de osteoide determina la oclusión de los espacios intertrabeculares y se 

forma el hueso compacto. En otras zonas no se produce el engrosamiento de las trabéculas y 

el tejido conjuntivo del espacio intertrabecular se diferencia a tejido hematopoyético. Los 

huesos frontal, parietal, parte de los huesos temporal, occipital, mandibular y maxilar se 

desarrollan mediante osificación membranosa.(36)  

 

Osificación endocondral: El hueso se forma reemplazando el cartílago hialino preexistente. El 

mecanismo de deposición de matriz ósea durante la osificación endocondral es esencialmente 

el mismo que en la intramembranosa. Se establece una red trabecular principal y a 

continuación, se transforma en hueso maduro. La osificación endocondral es característica de 

los huesos largos, la columna vertebral y la pelvis. (37,38) 

 

RECAMBIO TISULAR OSEO:   Modelado, Remodelado y Reg eneración 

Modelado óseo 

El mecanismo por el cual se forma el tejido óseo y se renueva constantemente antes 

que cese el crecimiento se denomina modelado óseo. Las alteraciones del modelado pueden 

causar deformidades óseas. A nivel del hueso, en la zona de la metáfisis, el crecimiento óseo 

se asocia a fenómenos de resorción en la superficie externa y de formación en la interna, 

mientras que en las diáfisis, ocurre lo contrario. Este proceso permite que los distintos huesos 

conserven su forma durante el proceso de crecimiento. El modelado óseo está programado 

genéticamente pero existen factores mecánicos de carácter local que pueden influir sobre el 

mismo.(39) 

Remodelado óseo 

En la génesis del hueso, tanto por osificación intramembranosa u osificación 

endocondral, ambos procesos conducen a la formación de un mismo tipo de hueso, que luego 

se mantiene por el proceso de remodelación ósea. Esta remodelación ósea se realiza a partir 
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de dos procesos básicos que son: la resorción o remoción de tejido óseo y la formación de 

nuevo tejido en su lugar. 

Mediante el remodelado se consigue renovar el hueso entre un 5 y un 15% en un año en 

condiciones normales. Este proceso es llevado a cabo por los osteoclastos y por los 

osteoblastos. La actividad conjunta de ambas células se conoce como unidad de remodelado 

óseo (URO). (40). En el adulto, cerca de un 8% del tejido óseo es renovado anualmente. Esta 

cifra es superior en el joven e inferior en el anciano. El volumen total de hueso que es renovado 

por unidad de tiempo mediante remodelado se denomina recambio óseo.(41) La diferencia 

entre el volumen de hueso formado y el de hueso resorbido por unidad de tiempo, se denomina 

balance óseo. Si la resorción y la formación son idénticas, el balance es igual a 0 y el volumen 

total de hueso no variará en función del tiempo. Si la formación y la resorción no son iguales, la 

masa ósea se modificará en sentido positivo o negativo.  

La máxima cantidad de masa ósea se alcanza a los 30 años de edad y depende de factores 

genéticos y ambientales. De los 30  a 40 años, el balance es igual a cero y la masa permanece 

estable. A partir de los 40 años el balance comienza a ser negativo y la masa disminuye de 

manera progresiva. En el hombre la pérdida se realiza a una velocidad constante mientras que 

en la mujer se acelera durante los años de la menopausia. Esta pérdida fisiológica de masa 

ósea determina que al inicio de la octava década, los hombres hayan disminuido su masa ósea 

en un 20% y las mujeres en un 30%. La densidad ósea y el riesgo de fractura a edades 

avanzadas reflejan el contenido mineral máximo de los huesos durante el periodo de madurez 

del esqueleto (masa ósea máxima) y la velocidad subsecuente de pérdida de hueso.(42) 

Los propósitos fundamentales de la remodelación son fortalecer el tejido óseo mediante la 

reparación de las microfracturas y mantener la homeostasis del calcio. Normalmente, el hueso 

resorbido es reemplazado por el mismo volumen de hueso nuevo. Si el volumen de hueso 

resorbido no es completamente reemplazado por hueso nuevo el tejido se debilita.(43) 

Hay dos formas de remodelación ósea: remodelación cortical y remodelación trabecular: 

Remodelación del hueso cortical: Implica la resorción de osteones antiguos seguido por la 

organización de osteones nuevos. Los osteoclastos forman un túnel de resorción centrifuga que 

es rellenado centrípetamente por osteoblastos. Para que ocurra este fenómeno, los 

precursores de los osteoclastos son reclutados al canal osteónico y se diferencian a 

osteoclastos, los cuales, empiezan el proceso de resorción ósea de la laminilla interna y las 

consecutivas en dirección a la laminilla externa. Luego los osteoblastos invierten el proceso de 

resorción organizando una capa dentro de la cavidad de resorción y comienzan a secretar 

osteoide. Finalmente, los osteoblastos continúan depositando osteoide y al final quedan 

atrapados dentro de la matriz ósea mineralizada para convertirse en osteocitos.(44)  



16 

 

Las líneas de cementación son el marcador del inicio de la remodelación. Las fuerzas externas 

que actúan sobre los osteones pueden producir microfracturas. Cuando existe un defecto en la 

arquitectura del osteón, la microfractura se extiende y puede producir una fractura ósea 

completa. Las microfracturas de los osteones se pueden reparar mediante el proceso de 

remodelación osteoblasto-osteoclasto.(45)  

Remodelación del hueso trabecular: Tiene lugar en la superficie ósea a diferencia de la 

remodelación del hueso cortical, que se produce en forma de túneles. La superficie endóstica 

de las trabéculas se remodela por este mecanismo, que es similar al de la remodelación del 

hueso cortical. 

El proceso de resorción puede llegar a incrementar la fragilidad del hueso, más allá de lo 

esperable, simplemente por la disminución de la densidad mineral. Como el proceso de 

formación ósea requiere más tiempo que el de resorción, si la remodelación ósea está 

aumentada, se compromete la mineralización, con posterior incremento de la fragilidad del 

hueso.(46) 

Regeneración ósea  

La regeneración tisular es la respuesta que consigue la restitución ad-integrum del tejido 

tras un trauma, diferencia sustancial con la reparación, que es el proceso de formación de un 

tejido cicatrizal, con características diferentes al original. En este sentido el hueso es un tejido 

que se regenera tras una lesión. La regeneración ósea origina una respuesta en la que están 

involucrados los vasos sanguíneos, las células y la matriz extracelular.(47) Luego de un 

trauma, se produce una respuesta inflamatoria y un hematoma inicial. Las células del coágulo 

liberan interleukinas y factores de crecimiento, originando la migración de linfocitos, 

macrófagos, precursores de osteoclastos y células mesenquimales pluripotenciales. Estas 

señales moleculares promueven la diferenciación hacia células endoteliales, fibroblastos, 

condroblastos y osteoblastos, dando origen a un nuevo tejido que reemplazará al coágulo. 

Todo ello está regido por una serie de complejas interacciones entre factores de crecimiento, 

hormonas y citoquinas. En este proceso va a ser fundamental el aporte vascular, la síntesis 

proteica y la mineralización.(48) 

 

MARCADORES BIOQUIMICOS DEL PROCESO FORMACION / RESO RCION OSEA 

          En distintas patologías del tejido óseo, por lo general hay un desacople en el proceso de 

remodelado, bien por incremento de la resorción, disminución de la formación o ambos 
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procesos simultáneamente. En años recientes se han encontrado componentes celulares y 

extracelulares que reflejan específicamente tanto la resorción como la formación de hueso. 

 

Marcadores de formación ósea 

1) Fosfatasa alcalina total (FA): Se determina en suero por método colorimétrico. El 50% 

procede del tejido óseo, el 40% del tejido hepático y 10 % del tejido intestinal.  

2) Fosfatasa alcalina específica del hueso (FAO): Se determina en suero mediante 

inmunoensayo con anticuerpos monoclonales. Presenta importante variabilidad 

interindividual, pero baja variabilidad intraindividual. No es influida por la dieta.(49) 

3) Osteocalcina: proteína sintetizada por los osteoblastos maduros, odontoblastos y 

condrocitos. Se determina por inmunoensayo en plasma. Es un marcador sensible y 

especifico de actividad osteoblástica. Los valores no se influyen con la dieta.(50) 

4) Propéptidos de procolágeno, amino y carboxiterminales del colágeno tipo 1: Son 

fragmentos que proceden de la ruptura del colágeno recién formado, a través  de 

endoproteinasas. Reflejan la fase colágena de la formación ósea. Se determinan por 

inmunoensayo en plasma.(51) 

 

Marcadores de resorción ósea    

1) Hidroxiprolina: Aminoácido presente en todos los tipos de colágeno liberados tras la 

ruptura enzimática. No es especifico ya que difiere por la ingesta y la excreción en 

orina.(52) 

2) Puentes de piridinolina y desoxipiridinolina: Estos puentes unen a las moléculas de 

colágeno tipo 1. Cuando el colágeno se metaboliza, estos puentes se liberan. Se mide 

por inmunoensayo y no es modificado por la dieta.(53) 

3)  Puentes de telopéptidos: procedentes de la degradación del colágeno. Pueden 

determinarse en sangre u orina. Siempre deben medirse en ayunas.(54) 

4) Fosfatasa ácida tartrato-resistente (TRAP): Sintetizada y secretada por osteoclastos durante 

la resorción activa del hueso. Se determinan mediante inmunoensayo en plasma.(55) 

5) β Cross Laps (CTX):  Telopéptido carboxilo-terminal del colágeno tipo I. Es uno de los 

marcadores óseos que presenta mayor sensibilidad y especificidad. Puede evaluarse en 

suero ó plasma en forma automatizada.(56) 
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BIOMECANICA DEL TEJIDO OSEO 

          La responsabilidad prioritaria de los huesos es proveer soporte estructural para el 

cuerpo. En cuanto a esta función, el esqueleto es la base de la postura, de la locomoción, de la 

resistencia a la carga diaria y de la protección de los órganos internos. La calidad del tejido 

depende de múltiples factores como la cantidad, conectividad y orientación de las trabéculas, la 

estructura del colágeno, la densidad mineral y el contenido mineral principalmente. 

Las fuerzas que pueden actuar sobre el tejido óseo son de tres tipos: tensión, compresión y 

torsión. Además pueden ser aplicadas de forma perpendicular a la superficie ósea (fuerza 

normal) o de forma oblicua (fuerza de cizallamiento). 

Existen dos tipos de parámetros que caracterizan la biomecánica ósea, aquellos que definen la 

función del hueso y aquellos que describen la calidad del material óseo. Cuando se aplica una 

fuerza perpendicular, los huesos largos (constituidos mayoritariamente por tejido óseo 

compacto) responden a las fuerzas aplicadas sobre su superficie siguiendo un patrón 

característico representado en una curva de fuerza (Newton = N) vs desplazamiento (mm) 

(Figura 7). La primera fase es elástica y depende de la rigidez del hueso (fase 1). En esta fase, 

la deformación es temporal y se mantiene solo durante el tiempo de aplicación de la fuerza tras 

lo cual, el hueso recupera su forma original. Si la fuerza aumenta comienza la fase plástica y el 

hueso, aunque se recupera parcialmente, queda deformado (fase 2). Por último, cuando la 

fuerza aplicada es superior a la resistencia del tejido se produce la fractura (fase 3). 

 

                                          Figura 7: Curva de fuerza (N) vs desplazamiento (mm) 

A partir de este gráfico se pueden obtener los parámetros del hueso investigado. La rigidez 

(N/mm), que es la pendiente de la fase 1 (FASE ELASTICA); la fuerza de fractura (N),  que es 

la fuerza a la cual el daño al tejido es importante, produciendo fallas en su estructura y se 

1 2 3 
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revela este punto por una abrupta caída en la fuerza, y la fuerza máxima (N), que es el valor 

mayor de esta variable y sería la responsable de un daño irreversible que conduce a la fractura. 

Por último, la energía absorbida (mJ) es el área debajo de la curva desde el reposo hasta el 

desplazamiento en el cual el hueso sufre la fractura.(57)(Figura 8) 

 

                  Figura 8: Parámetros obtenidos en una curva de fuerza (N) vs desplazamiento (mm) 

 

FARMACOLOGIA DEL TEJIDO OSEO 

          Entre las numerosas patologías que afectan el sistema esquelético, las fracturas ocupan 

un capítulo muy importante, y más aún, cuando el hueso se ve afectado por una patología de 

base como por ejemplo, el síndrome menopáusico.(58,59,60) En Odontología el hueso 

constituye, entre otros tejidos, una de las principales estructuras de sostén del elemento 

dentario y cobra importancia imprescindible cuando se reemplazan estos elementos por 

implantes o estructuras de titanio.(61,62) Diversas situaciones patológicas, además de las 

fracturas, llevan a la pérdida de tejido óseo y/o disminución de la calidad o densidad de dicho 

tejido.(63,64) Tal es el caso de la osteomielitis, resorciones por quistes y tumores, enfermedad 

periodontal en diferentes estadios y osteoporosis maxilar.(65)  

En el campo de la farmacología diversos son los esfuerzos que se llevan a cabo para tratar de 

detener la pérdida ósea fisiológica gradual por el pasar de los años y de incrementar la masa 

ósea en las diversas patologías que cursan con balance óseo negativo.(66,67) Entre las 

acciones llevadas a cabo para mantener la densidad y estructura del esqueleto son variadas 

las terapéuticas utilizadas con diferentes fármacos que intervienen en la calcificación y el 

recambio óseo, tal es el caso del calcio, hormona paratiroidea (PTH), vitamina D,(68) 

1 2 3 

 
Fuerza máxima 

Fuerza de   

fractura 

Rigidez 

Energía absorbida 
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calcitonina, bifosfonatos, fluoruro de sodio (NaF), monofluorofosfato de sodio (MFP) y 

hormonas sexuales.(69,70) 

Los bifosfonatos son una familia de compuestos análogos al pirofosfato en los que se 

reemplaza el oxígeno de su estructura química por carbono, siendo esta estructura 

completamente resistente a la destrucción enzimática a nivel de la unión P-C-P.(71) Tienen 

gran afinidad por los cristales de hidroxiapatita y una vez absorbidos, estos fármacos son 

incorporados a la matriz ósea. La avidez con que los bifosfonatos se unen a los cristales de 

hidroxiapatita y previenen su disolución se evidencia cuando el sitio R1 de su estructura 

química es modificado para introducirle un grupo hidroxilo (etidronato), o un átomo de cloro 

(clodronato). Estas modificaciones aumentan la afinidad por el calcio, de ahí su poderosa 

capacidad para quelar iones.(72) La marcada selectividad de los bifosfonatos por el hueso más 

que por otros tejidos le da mucha importancia en la práctica clínica médica y odontológica.(73) 

Los bifosfonatos de última generación son más potentes ya que en su estructura química 

contienen nitrógeno, como alendronato,(74,75) risedronato, ibandronato y ácido 

zoledrónico.(76,77,78,79) (Figura 9) 

             

Figura 9: Principales bifosfonatos utilizados en la práctica clínica 

 

A nivel celular actúan de manera preferencial en los sitios de resorción. Tienen efectos directos 

en el osteoclasto a nivel de su citoesqueleto, al provocar la pérdida del borde en cepillo e 

inducir la apoptosis en osteoclastos maduros y macrófagos y de esta forma, inhibir 

R1 
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directamente la resorción mediada por los mismos.(80) Diversas hipótesis sugieren que estos 

fármacos mejorarían la calidad ósea al inhibir la actividad osteoclástica, disminuyendo así la 

resorción ósea. Dicha situación modificaría el balance óseo que opera con el mecanismo de 

resorción/formación ósea.(81,82,83,84,85,86) 

La osteonecrosis maxilar (ONM) es uno de los efectos adversos más importantes de los 

bifosfonatos, siendo el maxilar inferior el más afectado entre ambos maxilares.(87) Esta 

complicación generalmente se produce cuando los pacientes son tratados con altas dosis de 

bifosfonatos intravenosos por enfermedades metastásicas de tejido óseo.(88,89,90) La 

incidencia de esta complicación es baja y se presenta con dolor en el maxilar, entumecimiento 

y disconfort. Como mecanismos patogénicos se han propuesto la marcada inhibición de la 

resorción osteoclástica con la consecuente menor formación de unidades multicelulares óseas, 

y el efecto antiangiogénico de los bifosfonatos.(91) El resultado final es la disminución de la 

celularidad y del flujo sanguíneo óseo llevando a una alteración en la remodelación y en la 

respuesta ante injurias óseas.(92) La cavidad oral no es aséptica y por lo tanto la necrosis 

probablemente resulte de la interacción entre el huésped y las bacterias residentes en ella.(93) 

Los productos bacterianos aumentan a su vez la resorción y disminuyen la formación ósea. 

Posiblemente, la razón de ello se deba a que los maxilares son los únicos huesos del esqueleto 

expuestos continuamente a un medio externo séptico (cavidad bucal) a través de los espacios 

periodontal y periapical. Además, la alta frecuencia de infecciones óseas de etiología dentaria 

hace necesario un recambio celular mayor en los maxilares del que se requiere en cualquier 

otra localización. La vascularización terminal de los maxilares podría ser otro factor favorecedor 

para que se den este tipo de complicaciones, al no existir ningún vaso de gran calibre que 

garantice un correcto aporte sanguíneo colateral.(94,95,96). 

La osteonecrosis maxilar ha sido también descrita en pacientes con osteoporosis que reciben 

bifosfonatos por vía oral.(97,98,99,100) Como se dijo anteriormente, esta complicación es más 

frecuente en la maxilar inferior y en un alto porcentaje de los casos existe un factor 

desencadenante.(101,102) Los procedimientos quirúrgicos odontológicos tales como 

exodoncias, tratamientos periodontales, regularizaciones óseas, cirugía implantológica, etc. 

suelen ser la principal causa en pacientes tratados con bifosfonatos por vía oral.(103) Sin 

embargo, no hay datos sobre la incidencia de osteonecrosis maxilar y el uso de bifosfonatos a 

bajas dosis por vía subcutánea.(104) 

Alendronato es un potente inhibidor de la resorción ósea que incrementa la densidad mineral 

del hueso cuando se administra por vía subcutánea. Estudios in vitro en cuanto a citotoxicidad 

celular demuestran que a dosis normales la viabilidad celular es del 98%, inclusive a dosis altas 

y excesivas, la viabilidad nunca es inferior al 70%.(105). Estudios radiográficos de tibias de 
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ratas a distintos tiempos de administración subcutánea de Alendronato muestran un aumento 

de la radiopacidad notable a lo largo del tratamiento.(106) 

Cuando alendronato se administra por vía subcutánea se observan cambios en la morfología 

de osteoclastos, lagunas de resorción y actividad osteoclástica. Se observa tejido óseo en 

remodelación con trabéculas conteniendo osteoblastos y osteocitos viables. Los niveles de 

fosfatasa alcalina medidos cuando se administra alendronato en forma subcutánea son 

significativamente mayores con respecto al grupo que no se administro alendronato.(107) 

Por otra parte, el fluoruro de sodio (NaF) y monofluorofosfato de sodio (MFP) han sido las sales 

con flúor más investigadas en lo referente a su metabolismo. El NaF al ser administrado por vía 

oral se absorbe en estómago e intestino, en plasma se encuentra libre y es depurado por riñón 

y  hueso. En este último, el fluoruro reemplaza al oxhidrilo del cristal de hidroxiapatita formando 

fluorapatita. (cristal con un pH crítico de 4,5; más resistente que el cristal de hidroxiapatita).  

El MFP se comenzó a utilizar por las ventajas sobre el NaF por su mejor tolerancia gástrica y 

compatibilidad con la coadministración con calcio.(108) Rigalli y col demostraron que la 

farmacocinética del MFP muestra gran diferencia con NaF.(109,110,111,112,113,114) El MFP 

se absorbe en estómago e intestino, uniéndose a la alfa-2-macroglobulina plasmática, la que se 

inactiva y es depurada por receptores del hueso e hígado. Esta proteína se deposita en hueso, 

la que es luego metabolizada a péptidos de menor peso molecular y finalmente a fluoruro, 

determinando una mayor vida media del flúor en el organismo y un efecto sostenido sobre el 

incremento de la masa ósea.(115,116) 

El fluoruro es un mitógeno para los osteoblastos (117), estimula la formación e incrementa el 

volumen del hueso, efecto específicamente debido al incremento de la actividad 

osteoblástica.(118) En estudios a cerca de la liberación sostenida de fluoruro, se mostraron 

resultados favorables sobre la incidencia de fracturas. El mecanismo de acción del fluoruro se 

traduce en la inhibición de la fosfatasa ácida del osteoblasto involucrada en la transmisión de 

señales mediadas por factores de crecimiento y receptores de tirosin-kinasa. La acción del 

fluoruro produciría un aumento de la vida media de los intermediarios fosforilados de las 

cascadas de señalización mediadas por las kinasas (ERK).(119) 

La diferenciación y proliferación de osteoblastos a partir de células pluripotentes del estroma de 

la médula ósea involucra a las cascadas de señalización del sistema Wnt/beta-catenin.(120) 

Los osteoblastos poseen expresión del receptor LRP en sus isoformas LRP5 y LRP6.(121) La 

acción de Wnt sobre el osteoblasto requiere la heterodimerización del receptor LRP5/6 y el 

receptor Frizzled. La dimerización produce señales intracelulares que inhiben a la enzima 

glucógeno kinasa sintetasa (GSK3) que fosforila a beta-catenina, haciéndola sensible a 

ubiquitina ligasas que determinan su posterior degradación por proteosomas. En consecuencia 
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la inhibición de GSK3 produce un estado no fosforilado de beta-catenina que se acumularía y 

sería traslocada al núcleo donde interactúa con coactivadores produciendo la expresión de 

genes que determinan la diferenciación y proliferación del osteoblasto. El complejo formado por 

la alfa-macroglobulina y el MFP es depurado por receptores de la familia LRP, por lo tanto 

aunque no está aun demostrado, se postula que el MFP podría estar realizando su efecto sobre 

el tejido óseo a través de interacción con este sistema de señalización. También podría 

atribuirse el efecto del MFP sobre el hueso, al fluoruro liberado por su hidrólisis.(122) 

Aunque ha sido planteada la hipótesis del uso de drogas que permitan disociar la formación de 

la resorción ósea (123), no hay información disponible sobre el uso de alendronato 

administrado en forma subcutánea ni del tratamiento combinado de alendronato y MFP para 

utilización en  patologías a nivel óseo. De esta manera, el uso concomitante de bifosfonatos y 

MFP podría ser una alternativa terapéutica para dar respuesta a muchas situaciones clínicas en 

Odontología.(124) 

El modelo que se utilizará en este proyecto permitirá verificar si el uso de bisfosfonatos tiene 

efecto local al ser administrado próximo a la zona de regeneración ósea y si la co-

administración con MFP tiene efecto diferente a los hallados con ambas drogas por separado. 

 

HIPOTESIS 

“Los bisfosfonatos tienen afinidad por el tejido calcificado y producen disminución de la 

actividad osteoclástica. Por otro lado el Monofluorofosfato de sodio tiene efecto osteoformador 

al estimular la acción osteoblástica. Por lo tanto, Alendronato inyectado en forma subcutánea 

en la zona experimental y Monofluorofosfato de sodio administrado por vía oral, ejercen efecto 

sinérgico en la regeneración tisular de cavidades óseas neoformadas”  

 

OBJETIVO GENERAL 
 

Evaluar el efecto de la administración combinada de Alendronato por vía  subcutánea y de 

Monofluorofosfato de sodio por vía oral sobre la regeneración tisular de cavidades óseas 

neoformadas en ratas. 

 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

1. Determinar la citotoxicidad de las formulaciones de Alendronato y MFP. 
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2. Obtener las dosis adecuadas de Alendronato y de MFP. 

3. Evaluar el efecto del tratamiento combinado de Alendronato y MFP en el proceso de 

regeneración ósea 

4. Comparar los efectos de la administración de las drogas por separado y los resultados 

del tratamiento combinado. 

5. Investigar si la inyección subcutánea de Alendronato cercana al sitio de la lesión tiene 

efecto local o sistémico. 

 

MATERIALES Y METODOS  

ANALISIS DE TOXICIDAD  

a) Alendronato  

El análisis de toxicidad se realizó a través del método de captación de rojo neutro 

(125,126), basado en la capacidad de  células viables (fibroblastos) de incorporar y de fijar el 

rojo neutro.  

El rojo neutro es un colorante catiónico débil que penetra fácilmente las membranas de las  

células por difusión pasiva, acumulándose a nivel intracelular en los lisosomas, donde  se fija a 

los sitios aniónicos en la matriz lisosomal. Las alteraciones a nivel de la membrana celular, la 

membrana lisosomal o el metabolismo celular pueden producir cambios en el pH lisosomal que 

llegan a ser gradualmente irreversibles. Es posible así distinguir entre células viables, dañadas 

o muertas de acuerdo a la acumulación del rojo neutro dentro del lisosoma. Las células se 

observaron con un microscopio de contraste de fase para verificar la incorporación del rojo 

neutro. La viabilidad celular se estimó mediante la extracción del colorante presente en las 

vacuolas celulares. El rojo neutro fue extraído con una solución de agua/etanol/ácido acético y 

leído a 545 nm.    

Para este ensayo se utilizó la línea celular VERO (células derivadas de fibroblastos de riñón de 

mono africano) cultivadas en un Medio Esencial Mínimo (MEM) suplementado con 10% de 

suero fetal bovino a una densidad celular entre 70 a 80 de confluencia. Este ensayo se realizó 

por triplicado.  

 

b) Monofluorofosfato de sodio 

          Se preparó una solución conteniendo 900 partes por millón de MFP como solución madre 

para usarla en los ensayos de citotoxicidad. Se diluyó la solución madre en el medio de cultivo 
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(Medio esencial mínimo) de manera seriada factor 10 para realizar un Screening. Luego de 

este procedimiento se observó la presencia de un precipitado cristalino en todas las diluciones, 

motivo por el cual no se continuó con el ensayo. 

No se pudieron realizar los experimentos de citotoxicidad con rojo neutro porque se produjo 

precipitación en el medio de cultivo al agregar el MFP. Por esta razón se realizaron estudios de 

toxicidad “in vivo” y se incluyeron parámetros que ponen de manifiesto la toxicidad en animales, 

teniendo en cuenta tres variables que expresan el estado de salud general, alteraciones 

endocrinológicas y nutricionales y la mineralización ósea del animal y cuyos datos son 

fácilmente inferibles a toxicidad celular. 

El estudio se realizó en ratas de 21 días y se prolongó el tratamiento durante 90 días. El MFP 

fue administrado en el agua de bebida en una concentración de 5 mmoles/L y el acceso al 

agua fue ilimitado. Simultáneamente los animales recibieron una dieta estándar para roedores 

(Gepsa, Argentina) y fueron mantenidos en jaulas colectivas durante el tiempo que duró la 

experiencia. 

Al finalizar el período de tratamiento se realizó la eutanasia del animal mediante anestesia 

general con una solución de ketamina/xilazina (80 y 12,8 mg/kg de peso corporal 

respectivamente) y la administración de una inyección intracardíaca de KCl saturado que 

produjo un paro cardiorespiratorio instantáneo. Se obtuvo el fémur, se desgrasó con acetona y 

se secó a 60°C durante 3 días. Pasado este período se pesó con una balanza de sensibilidad 

0.1 mg obteniéndose el peso seco del mismo. Luego se calcinó en una mufla a 550°C durante 

6 hs para eliminar la materia orgánica, obteniéndose de esta manera el peso de cenizas.  

 

Se determinaron durante 90 días de tratamiento con MFP en agua de bebida las siguientes 

variables: 

• Glucosa sanguínea: por método colorimétrico. La glucosa plasmática es una variable 

controlada por múltiples hormonas y sus alteraciones se asocian principalmente a 

alteraciones del metabolismo glucídico y/o lipídico, alteraciones endocrinológicas y 

nutricionales. 

• Peso corporal: con balanza sensibilidad ±1 g. El peso corporal es una medida global del 

estado de salud del animal y sus alteraciones son indicadoras inespecíficas de malestar 

o enfermedad. Se justifica la medición solo para conocer si la ingestión de agua con 

MFP puede alterar la ingesta de alimento. 

• Relación ceniza-matriz: se calcula como el cociente entre el peso de las cenizas óseas, 

luego de calcinar el hueso a 560°C y el peso de la matriz ósea, calculada como la 
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diferencia entre el peso del hueso y el peso de las cenizas. Es un indicador del proceso 

de mineralización ósea, y es indicador de alteraciones nutricionales relacionadas al 

calcio y fosfato o disturbios hormonales relacionados principalmente a funciones de la 

hormona paratiroidea y el calcitriol. 

 

PREPARACIÓN DE LAS FORMULACIONES    

          Se preparó una solución de AL para ser aplicado por vía subcutánea. La fórmula 

farmacéutica con AL se preparó con una dosificación de 0.5 mg/kg de peso corporal. El MFP se 

administró en el agua de bebida. Se prepararon tubos marcados con 0,72 g de MFP en polvo y 

se disolvió el contenido de cada tubo en 1 litro de agua para obtener una solución 5 mM. Esta 

solución se preparó en el momento de su utilización.(127) Teniendo en cuenta que un animal 

consume aproximadamente entre 20 y 30 ml de agua por día, se producirá una ingesta de 

aproximadamente 40 micromoles de MFP/100 g de peso corporal / día. 

 

ANIMALES DE EXPERIMENTACIÓN  

          Los animales que se utilizaron en esta experiencia se mantuvieron en el bioterio de la 

Cátedra de Fisiología de la Facultad de Odontología UNC y fueron alojados en jaulas (4 

animales por jaula) con alimento balanceado y agua de bebida “ad libitum”, a una temperatura 

de 22-26°C, con un ciclo luz-oscuridad de 12hs-12hs durante el tiempo que duró el 

experimento. El manejo de los animales se realizó siguiendo los lineamientos del Nacional 

Institute of Health (NIH) para el uso y cuidado de animales de experimentación (Publication N. 

85-23, Rev 1985) y del Comité para el cuidado y uso de animales de experimentación. 

Secretaría de Ciencia y Técnica, Facultades de Ciencias Médicas y Odontología, UNC. 

Se emplearon sesenta y cuatro ratas macho de 50 días de edad de la línea Wistar de 160±20 g 

de peso corporal y se dividieron en 4 grupos de 16 ratas cada uno. El tiempo total de la 

experiencia fue de 90 días. En el grupo Control (C) los animales recibieron semanalmente 0,3 

ml/100 g de peso corporal de solución salina por vía subcutánea en el miembro posterior 

izquierdo cercano a la intervención quirúrgica y agua corriente de red como agua de bebida. El 

grupo Alendronato (A) recibió semanalmente 0,5 mg de alendronato/kg de peso corporal por 

vía subcutánea profunda en el miembro posterior izquierdo. Estos animales tuvieron acceso a 

agua corriente de red ad libitum. El grupo Monofluorofosfato de sodio (M) recibió MFP 5 mM en 

el agua de bebida durante toda la experiencia y en el miembro posterior izquierdo se administró 

una inyección subcutánea de solución salina como el grupo control. El grupo 

Alendronato/Monofluorofosfato de sodio (AM) recibió tratamiento combinado con AL 

subcutáneo y MFP por vía oral en el agua de bebida. 
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Al finalizar el experimento se realizó la eutanasia de los animales mediante inyección 

intracardíaca de cloruro de potasio bajo anestesia general.(128,129) 

 

PROCEDIMIENTO QUIRURGICO 

         Al inicio del experimento los animales fueron anestesiados con una solución de 

ketamina/xilazina en relación 8mg/1.28mg respectivamente por cada 100 g de peso corporal. 

(130,131) (Figura 10)     

 
Figura 10: Anestesia general con solución de ketamina/xilazina 

 

Previa asepsia del campo quirúrgico con yodopovidona y rasurado de la tibia (Figura 11) se 

realizó con bisturí Bard Parker y hoja Nº 15 una incisión  longitudinal en ambas tibias y se 

decoló la fascia muscular hasta llegar a exponer el hueso.(Figura 12) Con una fresa número 6 y 

a rotación manual para no producir necrosis ósea, se realizó una cavidad en la parte plana de 

cada tibia hasta llegar al hueso medular.(Figura 13) Dicha cavidad no fue rellenada con ningún 

material y su regeneración fue llevada a cabo por su propio coágulo. Luego de realizada la 

intervención quirúrgica, se recolocaron los planos en posición y se suturó la herida con hilo 

reabsorbible.(Figura 14)  

 

Figura 11: Aseptización y rasurado de la tibia 
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Figura 12: Incisión y decolado de planos quirúrgicos 

 
Figura 13: Osteotomía de ambas tibias 

 

 
Figura 14: Sutura con hilo reabsorbible 

 

Los sacrificios para la toma de muestras fueron a los 15, 30, 60 y 90 días. En todos los 

tiempos incluidos el momento 0, se realizaron radiografías de ambas tibias. Además, se extrajo 

sangre por punción cardíaca para determinación de fosfatasa alcalina. La punción se realizó 

previa asepsia de la región torácica con solución de yodopovidona y con aguja 25 x 0,8 mm se 
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extrajo 1 ml de sangre utilizando heparina como anticoagulante. La sangre se centrifugó para 

eliminar las células rojas y blancas y el plasma fue guardado a –20 °C. (Figura 15) 

 

                                         

                                               Figura 15: Extracción de sangre por punción cardíaca 

 

La Tabla 1 muestra los grupos experimentales, los días de tratamiento, las muestras obtenidas 

y los tiempos en que se realizó la eutanasia. 

Rx: obtención de radiografías, PC: obtención de mue stra de sangre por punción 
cardíaca, +: eutanasia  

Grupos 0 días 15 días 30 días 60 días 90 días 
Control (C)   Rx   +PC/Rx  +PC/Rx  +PC/Rx  +PC/Rx  

Alendronato (A)   Rx   +PC/Rx  +PC/Rx  +PC/Rx  +PC/Rx  

MFP (M)  Rx   +PC/Rx  +PC/Rx  +PC/Rx  +PC/Rx  

Alendronato+MFP (AM)   Rx   +PC/Rx  +PC/Rx  +PC/Rx  +PC/Rx  

Tabla 1: Protocolo de trabajo 

 

Luego de la eutanasia se realizó la amputación de ambas tibias y fueron colocadas en frascos 

estériles y fijadas en formaldehído al 10 %. Posteriormente fueron descalcificadas en EDTA 

(10g/100ml) durante 30 días a 4 °C para luego ser incluidas en parafina. Se realizaron cortes 

histológicos paralelos al eje largo de las tibias a nivel de la epífisis proximal, los que fueron 

coloreados con Hematoxilina/Eosina (H/E) para el análisis histopatológico e histomorfométrico 

correspondiente. Al momento de la amputación de las tibias se obtuvo además el fémur 

izquierdo, que fue conservado en solución fisiológica a -20°C, para la realización de ensayos 

biomecánicos.  
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ESTUDIOS RADIOGRAFICOS 

Se tomaron radiografías Kodak de ambas tibias inmediatamente posterior a la cirugía y 

en cada uno de los tiempos experimentales por técnica de cono corto con tiempo de exposición 

de 0.4 segundos con equipo de rayos X Denimed. Se incluyó un patrón de aluminio o escala 

testigo en la toma radiográfica, para calibrar posteriormente las imágenes. Las muestras fueron 

analizadas con el Software Image Pro-Plus v. 4,52 (Media Cybernetics), diseñado para 

procesamiento de imágenes y morfometría. Las radiografías se escanearon con un escáner HP 

G-3110 a una resolución de 1200 dpi y a 8 bits de profundidad en la escala de grises. Se 

calibraron las imágenes radiográficas midiendo la densidad óptica (OD) de cada escalón del 

patrón testigo, ajustando las curvas de densidad óptica radiográficas mediante procedimientos 

matemáticos, con el objetivo de que coincidan las referencias relativas de la escala de todas las 

radiografías. Luego se midió la OD de un área elíptica y centrada dentro de la zona del defecto 

quirúrgico como así también del área circundante a ella (zona peridefecto), sin exceder los 2 

mm de distancia entre las áreas medidas, evitando el hueso cortical y demás artefactos ópticos. 

(Figura 16a) 

 
Figura 16a: Imagen radiográfica de una tibia donde se delimitan la  zona del defecto y la zona peridefecto 

 

Se obtuvieron 5 medidas de OD de la zona del defecto quirúrgico y 5 medidas de OD de la 

zona peridefecto. Se obtuvo la diferencia de densidad óptica (OD defecto – OD peridefecto). 

Los datos fueron tabulados en planillas Excel para su posterior análisis estadístico.  

Se observan en este caso, las imágenes radiográficas correspondientes a 0 días, donde se 

evidencia claramente cómo se delimitaron las zonas del defecto quirúrgico y las zonas 

peridefecto.(Figura 16b) 
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Control Alendronato

MFP Alendronato/MFP

 
Figura 16b: Imágenes radiográficas de los distintos grupos a 0 días 

 

ESTUDIOS  BIOQUIMICOS 

Se realizó la determinación de fosfatasa alcalina sobre muestras de sangre obtenidas 

por punción cardíaca en diferentes tiempos. La determinación bioquímica de la enzima fue por 

método colorimétrico. 

  

ESTUDIOS  HISTOMORFOMETRICOS 

Este estudio se realizó sobre cortes histológicos de hueso desmineralizado con EDTA a 

pH 7 y 4°C durante 30 días con control radiográfico respectivo.  

Método de medición: mediante el software para morfometría Image Pro Plus se delimitaron 

las áreas ocupadas por hueso trabecular y se calcularon los porcentajes respecto al área total 

de la imagen. Se analizaron al menos 5 imágenes de las epífisis proximales de las 

tibias.(Figura 17). Este procedimiento se llevó a cabo en cada grupo y etapa (15, 30, 60 y 90 

días) y en ambas tibias.(132,133)  

Zona peridefecto 

Zona defecto 

Zona peridefecto 
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Figura 17: Corte histológico de hueso donde se observan las trabéculas delimitadas para el análisis (H/E 60X) 

 

ESTUDIOS  BIOMECANICOS 

Los estudios biomecánicos fueron realizados con apoyo del personal del Laboratorio de 

Biología Ósea y Metabolismo Mineral de la Facultad de Ciencias Médicas de la Universidad 

Nacional de Rosario. Se utilizó un equipo diseñado por el departamento de Ingeniería del 

mismo laboratorio, el cual consta de una celda de carga que genera un voltaje proporcional a la 

fuerza aplicada sobre el hueso y el desplazamiento ocasionado por un pistón que tiene un 

avance de 10 micras por segundo. Los datos de voltaje (Volt) y los datos de desplazamiento 

(mm) son adquiridos por un conversor analógico digital y convertidos a Fuerza (Newton) con un 

software específico (Biomedical data adquisition suite 1.0).(Figura 18) Las muestras de fémures 

conservadas en solución fisiológica a -20°C fueron descongeladas para su utilización. Se 

cortaron las epífisis de los huesos con cierra  para realizar los ensayos de flexión a tres puntos. 

(Figura 19) Además se cortaron rodajas de hueso de 2 mm de espesor para realizar los 

ensayos de compresión.(Figura 20) Estos parámetros biomecánicos serán utilizados como 

medida del efecto sistémico producido por las drogas utilizadas. 
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        Figura 18  Equipo de biomecánica ósea  Figura 19: Hueso fracturado en ensayo de flexión 

 

   

Figura 20: Obtención de rodajas de hueso y ensayo de compresión 

 

ESTUDIOS ESTADISTICOS 

Previa verificación de la distribución normal de las variables utilizadas (Test de 

Kolmorow Smirnov), la comparación de los datos se realizó a través del análisis de la variancia 

(ANOVA) a dos y tres criterios de clasificación (tratamientos : control, AL, MFP, AL+MFP, 

tiempos de tratamiento : 0, 15, 30 60 y 90 días y tibias : problema y contralateral). Se utilizaron 

test post-hoc como el test de Bonferroni y el test de Tukey cuando el análisis de la variancia 

detectó diferencias significativas. Se consideraron diferencias significativas cuando p<0,01. 

Tanto para el análisis de datos como para construcción de gráficas y análisis estadísticos se 

utilizó el software estadístico R. (Software libre de domino público). R Development Core Team 

(2011).R: A language and environment for statistical computing. R Foundation for Statistical 

Computing, Vienna, Austria. ISBN 3-900051-07-0, URL http://www.R-project.org/. 
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RESULTADOS 

 

CITOTOXICIDAD 

a) Alendronato 

Las concentraciones crecientes de AL desde 0 a 90 µg/ml y sus respectivas captaciones de 

rojo neutro expresado en porcentajes demostraron que a concentraciones menores a 10 µg/ml 

la viabilidad celular es cercana a 100 % y a medida que aumentaron dichas concentraciones 

por encima de los 10 µg/ml la viabilidad celular comenzó a verse afectada, teniendo un 

descenso significativo a un 70%.(Figura 21) 

 

                                                         Figura 21: Citotoxicidad (Rojo Neutro) 

 

La concentración de AL afectó el porcentaje de captación de rojo neutro (ANOVA a un criterio 

p<0.01). No se observó diferencias en la captación hasta 10 µg/ml. Para concentraciones de 20 

µg/ml o mayores se observó un descenso significativo (HSD Tukey  p<0.01). 

La dosis sugerida por la bibliografía es de 0,5 mg/kg aplicada semanalmente, la cual distribuida 

de manera uniforme en todo el organismo equivaldría a 0,5 mg/1000ml, equivalente a 0,5µg/ml. 

Si se diera la posibilidad que solo se distribuya en plasma, la dosis de 0,5 mg/kg sería 

                                                                                                                    Concentración (µg/ml) de Rojo Neutro del medio 
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equivalente a 0,5/100ml, equivalente a 5µg/ml. Tanto en una u otra posibilidad, ambas dosis se 

encuentran en el primer rango de citotoxicidad.(Figura 22) 

 

 

 

 

 

 

                               

 

                                Figura 22: Porcentaje de captación de Rojo Neutro de Alendronato. 

 

 

b) Monofluorofosfato de Sodio 

 

Se administró Monofluorofosfato de Sodio (MFP) en el agua de bebida en una concentración de 

5 mmoles/l durante 90 días de tratamiento. 

No se hallaron diferencias significativas entre el grupo tratado con MFP y el grupo control en las 

variables glucosa sanguínea (Gráfico 1), peso corporal (Gráfico 2) y relación ceniza-matriz 

hasta 90 días (Gráfico 3). (ANOVA a 2 criterios p>0.01) 

 

alendronato µg/ml % captación

0 100±1

0,1 97,6±2,1

5 97,9±1,9

10 98,9±1,4

20 87,9±5,1

40 81,5±1,3

60 76,5±3,1

80 67,9±2,1

90 66,6±7,2
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Gráfico 1: Glucosa sanguínea 

 

Gráfico 2: Medida general de crecimiento 

 

Gráfico 3: Relación ceniza-matriz 

Los ensayos de citotoxicidad “in vivo” para MFP, demostraron que las dosis empleadas fueron 

adecuadas y no citotóxicas.  

 

 

 

días de tratamiento 

Tratadas. MFP  5 Mm 

días de tratamiento 

Tratadas. MFP  5 Mm 

días de tratamiento 

Tratadas. MFP  5 Mm 

Controles 

Controles 

Controles 
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ESTUDIOS RADIOGRAFICOS 

Se determinaron las medias con sus desvíos estándar respectivos para Densidad 

Optica (OD) tanto de la tibia problema como la contralateral para todos los grupos en todos los 

tiempos.(Tabla 2) 

Tiempo  Tratamiento  n 

Diferencias de OD 
Media  ± sd 

T. Contralateral T. Problema 

15 

C 4 -0.038 ± 0.026 -0.032 ± 0.016 

M 4 -0.036 ± 0.007 -0.034 ± 0.010 

A 4 -0.025 ± 0.014 -0.019 ± 0.009 

AM 4 -0.029 ± 0.009 -0.024 ± 0.008 

30 

C 4 -0.023 ± 0.006 -0.023 ± 0.001 

M 4 -0.020 ± 0.006 -0.019 ± 0.010 

A 4 -0.013 ± 0.002 -0.003 ± 0.011 

AM 4 -0.010 ± 0.023 -0.015 ± 0.021 

60 

C 4 -0.012 ± 0.004 -0.016 ± 0.004 

M 4 0.010 ± 0.003 0.007 ± 0.004 

A 4 0.010 ± 0.004 0.017 ± 0.006 

AM 4 0.011 ± 0.008 0.005 ± 0.005 

90 

C 4 -0.004 ± 0.003 -0.004 ± 0.002 

M 4 -0.003 ± 0.004 0.004 ± 0.004 

A 4 0.001 ± 0.004 0.002 ± 0-003 

AM 4 -0.007 ± 0.006 -0.003 ± 0.005 

Tabla 2: Estadística descriptiva. Diferencias de OD 

 

Se observó a partir del tiempo 0 que a medida que pasó el tiempo, las diferencias de OD entre 

la zona defecto y peridefecto fueron menores y en forma regular entre los grupos 

experimentales y el grupo control. En los tiempos 15 y 30 si bien las diferencias fueron 

menores, por el paso del tiempo, no tomaron valores positivos.(Gráfico 4, 5 y 6).  

En el tiempo 60 las diferencias de OD entre la zona defecto y la zona peridefecto tomaron 

valores positivos para los grupos A, M y AM, quedando el grupo C con valores negativos 

(Gráfico 7)   

En el tiempo 90 los valores se estabilizaron tanto en los grupos experimentales como en el 

grupo control.(Gráfico 8) 
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Para determinar si hubo diferencias significativas se realizó un análisis de la variancia a tres 

criterios de clasificación (tiempo, tratamientos y tibias). Las diferencias fueron significativas 

para el tiempo como era de esperar y para los tratamientos, no así para las tibias, ni tampoco 

para la interacción entre las variables.(Tabla 3) 
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Origen P Valor 

Tiempo p<0.01 

Tratamiento p<0.01 

Tibias p>0.01 

Tratamiento*Tibias p>0.01 

Tratamiento*Tiempo p>0.01 

Tibias*Tiempo p>0.01 

Tabla 3: Análisis de la variancia a tres criterios de clasificación 

Para poder observar cual de los tratamientos fueron significativos se realizó el test de 

Bonferroni  (p<0.01) donde A fue diferente al resto a los 15 días y A, M y AM diferentes a C a 

los 60 días. (Tabla 4)  

Tiempo  Tratamiento  

Diferencias OD 
Media ± sd 

Pata 

15 

C -0.035 ± 0.020 

M -0.035 ± 0.008 

A -0.022 ± 0.011 

AM -0.026 ± 0.009 

30 

C -0.023 ± 0.004 

M -0.019 ± 0.008 

A -0.008 ± 0.009 

AM -0.013 ± 0.019 

60 

C -0.014 ± 0.005 

M 0.014 ± 0.003 

A 0.009 ± 0.006 

AM 0.018 ± 0.007 

90 

C -0.004 ± 0.002 

M 0.001 ± 0.005 

A 0.002 ± 0.001 

AM 0.005 ± 0.003 

 

Tabla 4: Test de Bonferroni 
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ESTUDIOS BIOQUIMICOS 

La Fosfatasa alcalina (FA) es una enzima expresada en la membrana celular de 

osteoblastos y el aumento de dicho marcador se condice con un aumento en la formación ósea. 

Se determinaron los niveles de FA en ratas púberes y adultas, con el objetivo de comprender 

como se comportaba este marcador con el crecimiento del animal. (Tabla 5) 

Fosfatasa alcalina (U/I)  

Ratas Adultas Ratas Púberes 

48,80 1080 

58,56 1680 

55,10 1440 

54,90 1500 

37,80 1360 

51,03 ± 8,19 1425 ± 196,70 
 

Tabla 5: Comparación del marcador FA en ratas adultas y púberes 

La extracción de sangre mediante punción cardíaca se realizó en todos los grupos y en tiempos 

15, 30, 60 y 90 días. A continuación los valores descriptivos para el comportamiento de FA en 

los distintos tiempos. 

Se hallaron diferencias significativas en las medias de FA a los 15 días. (ANOVA p<0.01). Se 

halló diferencia significativa entre C y los demás grupos experimentales (Test Bonferroni 

p<0.01) (Tabla 6) 

Tratamientos N Media  ± sd p-valor 

A 4 651 ± 23 

p<0.01 
M 4 535 ± 11 

AM 4 660 ± 27 

C 4 134 ±   5 

Tabla 6: FA a los 15 días 

Se hallaron diferencias significativas en las medias de FA a los 30 días. (ANOVA p<0.01). Se 

halló diferencia significativa entre C y los demás grupos experimentales (Test Bonferroni 

p<0.01) (Tabla 7)  

Tratamientos N Media  ± sd p-valor 

A 4 853.3 ± 25.7 

p<0.01 
M 4 629.6 ± 21.3 

AM 4 873.3 ± 23.0 

C 4 160.0 ±   4.0 

Tabla 7: FA a los 30 días 
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Se hallaron diferencias significativas en las medias de FA a los 60 días. (ANOVA p<0.01). Se 

halló diferencia significativa entre C y los demás grupos experimentales (Test Bonferroni 

p<0.01) (Tabla 8)  

Tratamientos N Media  ± sd p-valor 

A 4 857.0 ±  29.5 

p<0.01 
M 4 785.3 ± 21.4 

AM 4 912.0 ± 13.0 

C 4   90.6 ±   6.6 

Tabla 8: FA a los 60 días 

Se hallaron diferencias significativas en las medias de FA a los 90 días. (ANOVA p<0.01). Se 

halló diferencia significativa entre C y los demás grupos experimentales (Test Bonferroni 

p<0.01) (Tabla 9)  

Tratamientos N Media  ± sd p-valor 

A 4 900.6 ± 12.1 

p<0.01 
M 4 841.6 ± 20.2 

AM 4 926.6 ±   9.8 

C 4   71.0 ±   3.6 

Tabla 9: FA a los 90 días 

Podemos observar claramente las diferencia significativa de C con respecto a los demás 

grupos para la variable FA (U/I) en función del tiempo.(Figura 24)  

Etapa

90 días60 días30 días15 días0 días

Fo
sf

at
as

a 
al

ca
lin

a 
(U

/I)

1.000

800

600

400

200

0

C

AM

M
A

C

AM

M
A

Droga

 

Figura 24: FA en función del tiempo 
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HISTOLOGIA  

           Se realizaron cortes histológicos de las tibias obtenidas de todos los grupos en los 

distintos tiempos de la experiencia y se tomaron fotos a través del microscopio óptico para 

analizar el comportamiento óseo. 

A continuación se observan las características de un hueso normal a distintos aumentos, con 

un trabeculado homogéneo en cuanto a número y forma, con osteocitos en el interior de las 

trabéculas y osteoblastos recubriéndolas. Los espacios medulares se observan con células 

hemáticas, células blancas y adipocitos.(Figura 25) 

 

  

  

 

Figura 25: Hueso normal a distintos aumentos 
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Análisis histológico  

          El aspecto del hueso a los 15 días no difiere al de un hueso normal. Se observan  las   

trabéculas de aspecto normal con osteocitos en su interior y un leve infiltrado celular en la 

médula ósea. No se observan diferencias histológicas entre los grupos.(Figura 26) 

  

  

 

Figura 26: Imágenes histológicas a los 15 días 

 

A los 30 días se observan algunas diferencias para con respecto al grupo control. Se observa 

tanto para A y MFP un incremento en el grosor de las trabéculas y algunas anastomósis entre 

ellas. Se observa también una mayor cantidad de osteoblastos revistiendo las trabéculas. AM 

también muestra un incremento en el grosor de las trabéculas.(Figura 27) 
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Figura 27: Imágenes histológicas a los 30 días 

 

En el tiempo 60 se mantienen las diferencias entre los grupos y se evidencia un mayor 

incremento en el grosor y número de las trabéculas para el grupo A y M con respecto a los 

demás. El grupo AM mantiene la morfología de sus trabéculas como en el tiempo 30.(Figura 

28)  
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Figura 28: Imágenes histológicas a los 60 días 

 

Al tiempo 90 las imágenes muestran en todos los grupos trabéculas de aspecto y tamaño 

normal.(Figura 29)        
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Figura 29: Imágenes histológicas a los 90 días 
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HISTOMORFOMETRIA 

          Se realizó el análisis histomorfométrico de acuerdo a la descripción en materiales y 

métodos. Se obtuvieron las medias ± sd de todos los grupos experimentales en todos los 

tiempos tanto para la tibia problema como la contralateral.(Tabla 10) 

Tiempo  Tratamiento  

Porcentaje de hueso trabecular 
Media  ± sd 

T. Contralateral T. Problema 

15 

C 25.0 ± 14.0 28.6 ± 10.7 

M 27.2 ± 10.9 28.0 ±   8.5 

A 28.2 ±   5.8 28.5 ±   3.8 

AM 28.8 ±   8.9 28.4 ± 10.0 

30 

C 27.6 ±   9.8 32.7 ±   6.5 

M 34.4 ±   6.2 34.3 ±   6.2 

A 35.2 ±   6.2 34.7 ±   5.5 

AM 31.3 ±   8.3 31.5 ±   2.2 

60 

C 33.8 ±   5.3 33.4 ±   7.0 

M 40.3 ±   9.8 41.6 ±   6.6 

A 40.0 ±   9.6 39.8 ± 11.8 

AM 34.4 ±   7.0 37.6 ± 11.3 

90 

C 36.5 ±   9.5 36.1 ±   8.4 

M 41.1 ± 11.2 43.5 ± 12.9 

A 42.5 ± 11.7 42.7 ± 11.4 

AM 37.6 ± 10.5 38.8 ± 10.5 

Tabla 10: Estadística descriptiva. Porcentaje de hueso trabecular 

El análisis de la variancia para el porcentaje de hueso trabecular determinó que tanto el tiempo, 

como era de prever de acuerdo con el crecimiento de los animales y los distintos tratamientos 

tuvieron diferencias significativas (p<0.01). No hubo diferencias significativas para las tibias ni 

para la interacción de las variables.(Tabla 11) 

Factor p-valor  

Tiempo p<0.01 

Tratamiento p<0.01 

Tibia p>0.01 

Tratamiento*Tibia p>0.01 

Tratamiento*Tiempo p>0.01 

Tibia*Tiempo p>0.01 

Tabla 11: ANOVA a tres criterios de clasificación 
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Para determinar cuáles de los tratamientos fueron significativos se realizó el test post-hoc de 

Bonferroni (p<0.01)(Tabla 12), donde se determinó q el grupo A y M  fueron diferentes al resto 

a los 60 días. 

Tiempo  Tratamiento  
Porcentaje hueso trabecular 

Media ± sd 

15 

C 27.0 ± 11.8 

M 27.6 ±   9.5 

A 28.4 ±   4.7 

AM 28.6 ±   9.0 

30 

C 30.4 ±   8.0 

M 34.4 ±   5.9 

A 35.0 ±   5.6 

AM 31.4 ±   6.7 

60 

C 33.6 ±   5.9 

M 40.9 ±   8.1 

A 39.9 ± 10.6 

AM 33.3 ± 12.2 

90 

C 36.3 ±   8.6 

M 42.5 ± 11.8 

A 42.6 ± 11.1 

AM 38.2 ± 10.1 

Tabla 12: Test de Bonferroni 

En el siguiente gráfico se observa un incremento del hueso trabecular en función del tiempo 

siendo significativos A y M a los 60 días. (Grafico 9) 

  
Gráfico 9: Porcentaje de hueso trabecular en función del tiempo 
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ESTUDIOS BIOMECANICOS 

Ensayo de flexión 

Se evaluó en un ensayo de flexión a tres puntos la resistencia del hueso cortical en la 

parte media de la diáfisis del fémur (Figura 30), donde se determinó: 

  Energía absorbida hasta el punto de fractura (mJoule)  

  Fuerza máxima soportada (Newton)  

  Fuerza de fractura (Newton) 

  Rigidez (Newton/mm)  

Estas variables se evaluaron en los diferentes tratamientos y a lo largo del tiempo (15, 30, 60 y 

90 días). 

 

 

En los ensayos de flexión con la variable energía absorbida, se aprecia que el avance del 

tiempo como era de esperar fue significativo y se debe al crecimiento del animal (ANOVA 

p<0.01), aunque los tratamientos no modificaron ésta variable (ANOVA p>0.01). (Tabla 13) 

 

    Figura 30: Ensayo de flexión a tres puntos 



50 

 

Tiempo  Tratamiento Media  ± sd n 

15 

C 55,2 ± 10.6 4 

M 49,2 ± 11.3 4 

A 58,6 ± 13.1 4 

AM 54,6 ± 14.3 4 

30 

C 74,8 ± 15.2 4 

M 62,4 ± 12.3 4 

A 74,0 ± 14.1 4 

AM 70,0 ± 20.4 4 

60 

C 86,2 ± 19.9 4 

M 68,0 ± 11.8 4 

A 76,6 ± 16.3 4 

AM 68,4 ± 23.8 4 

90 

C 90,6 ± 14.7 4 

M 78,0 ± 20.8 4 

A 98,2 ± 22.7 4 

AM 108,2 ± 22.6 4 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Factores p-valor 

Tiempo 0,000 

Tratamiento 0,071 

Tiempo * Tratamiento 0,624 

Tabla 13: Análisis de la variancia para la variable energía absorbida 

En los ensayos de flexión con la variable fuerza máxima, se aprecia que el avance del 

tiempo como en la variable anterior fue significativo (ANOVA p<0.01), aunque los 

tratamientos no modificaron ésta variable (ANOVA p>0.01). (Tabla 14) 

Tiempo  Tratamiento Media  ± sd n 

15 

C 68,6 ± 15.2 4 

M 56,2 ± 13.1 4 

A 74,2 ± 16.6 4 

AM 71,4 ± 12.7 4 

30 

C 81,2 ±   9.1 4 

M 79,4 ± 11.7 4 

A 84,2 ± 12.1 4 

AM 78,6 ± 23.4 4 

60 

C 118,8 ± 17.9 4 

M 100,4 ± 18.8 4 

A 106,6 ± 19.3 4 

AM 108,4 ± 14.8 4 

90 

C 137,0 ± 16.7 4 

M 145,6 ± 32.8 4 

A 140,8 ± 20.7 4 

AM 150,4 ± 24.6 4 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Factores p-valor 

Tiempo 0,000 

Tratamiento 0,617 

Tiempo * Tratamiento 0,786 

 

Tabla 14: Análisis de la variancia para la variable fuerza máxima 

En los ensayos con la variable fuerza de fractura, se aprecia que el tiempo como en las 

anteriores variables fue significativo (ANOVA p<0.01), aunque los tratamientos no 

modificaron ésta variable (ANOVA p>0.01) (Figura 31). (Tabla 15) 
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Tiempo  Tratamiento Media  ± sd n 

15 

C 68,2 ± 14.3 4 

M 55,8 ± 13.1 4 

A 78,8 ± 16.7 4 

AM 71,0 ± 13.2 4 

30 

C 80,0 ± 11.2 4 

M 78,2 ± 12.2 4 

A 83,0 ± 12.3 4 

AM 77,4 ± 25.4 4 

60 

C 118,4 ± 17.9 4 

M 100,0 ± 19.8 4 

A 106,2 ± 17.3 4 

AM 108,0 ± 14.3 4 

90 

C 135,8 ± 16.7 4 

M 144,4 ± 34.8 4 

A 139,6 ± 21.7 4 

AM 149,2 ± 25.8 4 

 

 

 

 

 

Factores p-valor 

Tiempo 0,000 

Tratamiento 0,653 

Tiempo * Tratamiento 0,831 

Tabla 15: Análisis de la variancia para la variable fuerza de fractura 

 

En cuanto a la variable rigidez, se determinó que las variables tiempo y tratamientos fueron 

significativas.(ANOVA p<0.01). (Tabla 16) 

Tiempo  Tratamiento Media  ± sd n 

15 

C 111,8 ± 19.0 4 

M 107,2 ± 20.4 4 

A 117,8 ± 19.1 4 

AM 134,2 ± 30.2 4 

30 

C 119,2 ± 23.2 4 

M 169,2 ± 27.4 4 

A 139,0 ± 39.3 4 

AM 162,6 ± 23.4 4 

60 

C 171,2 ± 43.9 4 

M 219,4 ± 68.8 4 

A 199,2 ± 23.3 4 

AM 183,4 ± 46.3 4 

90 

C 170,8 ± 41.7 4 

M 255,8 ± 71.8 4 

A 268,6 ± 88.7 4 

AM 189,8 ± 21.8 4 

 

 

 

 

 

 

Factores p-valor 

Tiempo 0,008 

Tratamiento 0,001 

Tiempo * Tratamiento 0,107 

 

Tabla 16: Análisis de la variancia y Test de Bonferroni para la variable rigidez 

El test post-hoc determinó q la rigidez en el grupo A y M fue significativamente mayor que en 

el grupo C y AM a los 60 y 90 días.(Test de Bonferroni p<0.01)  

 



52 

 

Ensayo de compresión 

          Se evaluó en un ensayo de compresión la resistencia del hueso trabecular en rodajas 

de epífisis (Figura 31), donde se determinó: 

Fuerza de fractura (newton) 

Energía absorbida hasta el punto de fractura (mJoule)       

Rigidez (newton/mm) 

Las variables mencionadas se evaluaron en los diferentes tratamientos y a lo largo del 

tiempo (15, 30, 60 y 90 días). 

 

 

Figura 31: Ensayo de compresión 

En los ensayos de compresión de la variable fuerza de fractura se determinó que tanto el 

tiempo, los tratamientos y la interacción de las variables fueron significativas (ANOVA 

p<0.01) El grupo M fue significativamente mayor que el grupo C a los 15, 30, 60 y 90 días. El 

grupo AM fue significativamente mayor que C a los 15 y 30 días y el grupo A lo fue con 

respecto a C a los 90 días.(Test de Bonferroni p<0.01)(Tabla 17) 
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Tiempo  Tratamiento Media  ± sd n 

15 

C 3,3 ±  1.5 4 

M 45,5 ±  6.4 4 

A 31,8 ±  2.7 4 

AM 46,8 ±  4.7 4 

30 

C 8,8 ±  2.2 4 

M 131,5 ± 20.4 4 

A 38,8 ±  5.3 4 

AM 75,5 ±  5.4 4 

60 

C 2,3 ±  1.5 4 

M 140,0 ± 18.8 4 

A 8,8 ±  1.3 4 

AM 14,5 ±  2.0 4 

90 

C 6,0 ±  1.6 4 

M 94,3 ± 17.5 4 

A 67,3 ±  3.8 4 

AM 22,3 ±  3.7 4 

 

 

 

Factores p-valor 

Tiempo 0,001 

Tratamiento 0,000 

Tiempo * Tratamiento 0,000 
 

Tabla 17: Análisis de la variancia y Test de Bonferroni para la variable fuerza de fractura 

Para la variable energía absorbida se determinó que tanto el tiempo, los tratamientos y la 

interacción de las variables fueron significativas (ANOVA p<0.01) La energía absorbida en 

los grupos A, M y AM fue significativamente mayor que el grupo C a los 30 días. El grupo M 

lo fue con respecto a C a los 30,60 y 90 días (Test de Bonferroni p<0.01) (Tabla 18) 

 

Tiempo  Tratamiento Media  ± sd n 

15 

C 0.6 ± 0.4 4 

M 4.3 ± 0.4 4 

A 1.7 ± 0.4 4 

AM 4.7 ± 0.4 4 

30 

C 0.7 ± 0.3 4 

M 11.0 ± 0.1 4 

A 18.2 ± 0.6 4 

AM 7.5 ± 0.6 4 

60 

C 0.6 ± 0.4 4 

M 13.1 ± 01 4 

A 1.8 ± 2.2 4 

AM 0.9 ± 0.2 4 

90 

C 0.7 ± 0.3 4 

M 11.0 ± 0.1 4 

A 5.3 ± 0.5 4 

AM 1.9 ± 0.3 4 

 

 

 

 

 

Factores p-valor 

Tiempo 0,000 

Tratamiento 0,000 

Tiempo * Tratamiento 0,000 

 

 

Tabla 18: Análisis de la variancia y Test de Bonferroni para la variable energía absorbida 
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La rigidez en el grupo M fue significativamente mayor que C a los 30, 60 y 90 días. El grupo 

AM fue diferente a C a los 15 días mientras que A lo fue con respecto a C a los 30, 60 y 90 

días.(Tabla 19) 

 

Tiempo  Tratamiento Media  ± sd n 

15 

C 120,0 ±  21.5 4 

M 202,5 ±    9.4 4 

A 119,3 ±  21.7 4 

AM 213,0 ±  12.3 4 

30 

C 100,8 ±  17.6 4 

M 232,5 ± 17.0 4 

A 224,8 ±   7.0 4 

AM 177,3 ± 22.4 4 

60 

C 28,3 ± 16.5 4 

M 277,5 ± 21.8 4 

A 289,3 ± 31.3 4 

AM 95,8 ± 12.0 4 

90 

C 26,3 ±   7.6 4 

M 388,5 ±   5.5 4 

A 208,3 ± 22.8 4 

AM 84,5 ± 13.7 4 

 

 

 

 

Factores p-valor 

Tiempo 0,000 

Tratamiento 0,000 

Tiempo * Tratamiento 0,000 

Tabla 19: Análisis de la variancia y Test de Bonferroni para la variable rigidez 
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DISCUSION 

          El objetivo de esta investigación fue estudiar el efecto de la administración combinada 

de Alendronato (AL) por vía  subcutánea y de Monofluorofosfato de Sodio (MFP) por vía oral 

sobre la regeneración tisular de cavidades óseas neoformadas, a través de distintas 

variables: citotoxicidad, análisis radiográfico, niveles plasmáticos de fosfatasa alcalina, 

histología e histomorfometría y ensayos biomecánicos. 

Es importante destacar que esta investigación se realizó en animales sanos para así poder 

transferir los resultados a la investigación clínica para el tratamiento de patologías óseas en 

cavidad oral en todo tipo de pacientes, a diferencia de otros autores que dirigen sus modelos 

experimentales a animales con patologías de base como osteoporosis, enfermedad de 

Paget, etc.(134,135) 

Entre los bifosfonatos, AL es uno de los fármacos con mayor potencia en la inhibición de la 

actividad osteoclástica. Cuando el metabolismo óseo es más alto, en las regiones de 

elevada actividad fisiológica, los bisfosfonatos se concentran en forma selectiva y después 

de ser absorbidos, se vinculan a la hidroxiapatita ósea expuesta en las regiones de 

resorción.(136) El mecanismo de inhibición de los osteoclastos se ha atribuido a una 

disminución de la actividad celular, a la interferencia de receptores para las proteínas 

específicas de la matriz ósea y a la producción del factor inhibidor de osteoclastos por los 

osteoblastos. Todo esto reduce la vida útil y/o el número de osteoclastos diferenciados, y 

por tal motivo, la reducción de la resorción ósea.(137,138,139) 

Los resultados de citotoxicidad de ésta experiencia demostraron que la concentración de AL 

modifica el porcentaje de captación de rojo neutro. No se observó diferencia en la captación 

hasta 10 µg/ml aunque para concentraciones de 20 µg/ml o mayores se observó un 

descenso significativo. Se pudo determinar entonces dos rangos de concentración: Uno (0 a 

10 µg/ml) en el que la viabilidad celular no fue afectada y otro (10 a 20 µg/ml) donde 

comenzó a afectarse dicha viabilidad. Esta variable permitió determinar la dosificación de 

droga a utilizar de manera óptima para no producir toxicidad  en animales.  

Para preparar la formulación subcutánea de AL, se utilizó la dosis de 0,5mg/kg, concordante 

a la sugerida por la literatura.(140) Esta dosis distribuida en todo el organismo es 

equivalente a 0,5mg/l, equivalente a su vez a 0,5µg/ml (2 µmol/litro), la cual está inmersa en 

el rango de concentración que no afectó la viabilidad celular. 

Vera de Fatima Padrao Correia y col (2006), en sus trabajos de citotoxicidad en fibroblastos 

de ligamento periodontal en humanos emplean tres diferentes concentraciones de 

alendronato sódico: 10-5, 10-6, y 10-7 M. Estas concentraciones se basan en los resultados 
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observados en un estudio piloto donde las concentraciones superiores a 10-5 M mostraron 

citotoxicidad extrema. Estos resultados demostraron que la formación de osteoclastos se 

inhibió de manera significativa en la concentración de AL de 10-5 M, poniendo de manifiesto 

que la citotoxicidad es directamente proporcional a la concentración de AL, en concordancia 

con este trabajo.(141) 

Estos resultados concuerdan también, con los de estudios anteriores llevados a cabo por 

Sommercorn y col (2000), quien demostró que un nivel de concentración de 10-5 M es 

citotóxico para los osteoblastos.(142) 

Parra J y col (2007) concuerdan con los resultados de este trabajo, donde la curva dosis-

respuesta para la viabilidad celular relativa de tres bifosfonatos, permitió calcular la 

concentración IC50. Los valores de concentración IC50 obtenidos a partir de ella indican que 

el APBP (ácido 1-hidroxi-2-[4-aminofenil]etano-1,1-difosfónico) resulta ser el menos tóxico 

(IC50=15,56 mmol/l), a continuación se sitúa AL (IC50=9,86 mmol/l) y por último el IBP 

(ácido 1-hidroxi-2-[3-indolil]etano-1,1-difosfónico)(IC50=6,25 mmol/l). Los niveles de 

citotoxicidad mostrados por estos tres Bifosfonatos se  consideran bajos.(143) 

El fluoruro  administrado como MFP, es una de las sales con flúor más investigada. El MFP 

se comenzó a utilizar por las ventajas sobre el Fluoruro de Sodio (NaF) por su mejor 

tolerancia gástrica y compatibilidad con la coadministración con calcio.  

Rigalli y col (1994) demostraron que la farmacocinética del MFP muestra gran diferencia con 

NaF. El MFP se absorbe en estómago e intestino, uniéndose a la alfa-2-macroglobulina 

plasmática, la que se inactiva y es depurada por receptores del hueso e hígado. Esta 

proteína se deposita en hueso, la que es luego metabolizada a péptidos de menor peso 

molecular y finalmente a fluoruro, determinando una mayor vida media del flúor en el 

organismo y un efecto sostenido sobre el incremento de la masa ósea. Sobre esta última, el 

fluoruro reemplaza al oxhidrilo del cristal de hidroxiapatita formando fluorapatita. (cristal más 

resistente que el de hidroxiapatita).También demostraron que el fluoruro es un mitógeno 

para los osteoblastos ya que estimula la formación e incrementa el volumen del 

hueso.(144,145) 

En los ensayos de citotoxicidad de éste trabajo, MFP precipitó en el medio de cultivo y se 

realizó un ensayo “in vivo” administrando MFP en dosis de 5mM en forma crónica, 

estudiando tres variables que expresan el estado general del animal: glucosa plasmática, 

peso corporal y la mineralización ósea de dicho animal. No se hallaron diferencias 

significativas en ninguna de las tres variables entre los grupos tratados con MFP y los 

controles que recibieron agua de red.  
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La dosis equivalente a 5mM de MFP demostró tener efecto a nivel óseo produciendo 

aumento de la masa ósea, el número y el grosor de las trabéculas del hueso esponjoso. La 

misma dosis produce una aumento de los diámetros internos y externos de la diáfisis de los 

hueso largos. Por otra parte no ha mostrado efectos adversos como los observados con el 

fluoruro de sodio (NaF). Mientras que la misma dosis de NaF produce hiperglucemia 

asociada  a hipoinsulinemia, el MFP no presenta dicho efecto.(146) La menor cantidad de 

efectos adversos del MFP respecto del fluoruro de sodio se atribuye a la menor 

concentración plasmática de fluoruro luego de su administración, mientras que el mayor 

efecto a nivel óseo se atribuye a su unión a alfa-macroglobulina y su captación por 

receptores presentes en células de dicho tejido.(147) 

Roy I Holland (1983), demostró que MFP fue citotóxico para las células sensibles al fluoruro 

en cultivo, pero no a las células resistentes al fluoruro, lo que indica que la citotoxicidad de 

MFP es debido a los iones de flúor, producto de la hidrólisis de MFP. En su experiencia 

demostró  que MFP no tuvo ningún efecto en el crecimiento celular.(148) 

Si trazamos una analogía entre crecimiento celular y crecimiento corporal, estos resultados 

concuerdan con este trabajo, donde los tratamientos con MFP en forma crónica no afectaron 

el crecimiento de los animales. 

Rigalli A y col (1995), concuerdan también con los resultados obtenidos, al demostrar que el 

consumo crónico (90 días) de MFP en dosis similares a los de éste trabajo, no modificaron 

el valor de la glucosa sanguínea en ayunas.(149) 

La fosfatasa alcalina (FA) es una enzima clasificada dentro de las hidrolasas, que se 

encuentran presentes en casi todos los tejidos del organismo, siendo particularmente alta en 

huesos, hígado, placenta, intestinos y riñón. Tanto el aumento como la disminución de esta 

enzima en plasma tienen significado clínico. FA libera fosfato inorgánico a partir de ésteres 

fosfóricos, necesario para la mineralización del hueso. Es considerada un buen marcador de 

la actividad osteoblástica.(150,151) 

Los resultados de los estudios de FA se utilizaron como marcador de formación ósea y 

resultaron estadísticamente significativos en función del tiempo para los grupos problema 

con respecto al control. FA aumentó gradualmente en los tratamientos con AL, MFP y la 

combinación de ambos, incrementado su valor desde el día 15 con valores promedios a 615 

U/I llegando al día 90 con valores de 889 U/I. El grupo control se mantuvo estable con 

valores promedio de 113 U/I desde los 15 a los 90 días.  

Ingarashi K y col (1997) demostraron en sus estudios que 3 aminobifosfonatos, entre ellos 

AL, no produjeron efectos inhibitorios en el crecimiento celular y todos provocaron un 

aumento de FA en concordancia también con este trabajo.(152) 
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Por el contrario, Goes P y col (2012), demostraron que AL en dosis de 0,01; 0,05; 0,25 y 0,5 

mg/kg no alteró la actividad de transaminasas pero si disminuyó los niveles de FA.(153) 

La determinación de FA en sangre es un marcador útil para cuantificar la actividad ósea. 

Estos resultados concuerdan con los de Walsh y col (2000), quienes concluyen que la 

actividad de FA se estabilizó al 90 días en tratamientos con AL.(154) 

Sandra Megía Delgado y Alfredo Rigalli (2013) demostraron en concordancia con esta 

experiencia que FA se incrementó significativamente a los largo del tiempo (90 días) en 

ratas tratadas con MFP en dosis de 80µmol de MFP en 1ml de MFP 80mmol/l.(155) 

La causa más importante de fracturas óseas, susceptibles de prevención, es una masa ósea 

reducida. Diversos estudios evaluaron la masa ósea en los sitios de fractura, y demuestran 

un aumento del riesgo de fracturas, que se relaciona con la densidad mineral.(156) 

En este trabajo, el análisis de la densidad óptica (OD), permitió establecer la calidad de 

hueso formado en el defecto logrado quirúrgicamente, a través de un aumento de la 

radiopacidad de esta zona conforme al avance del tiempo.  

Radiográficamente, se determinó un aumento en la OD en los grupos problema 

comenzando al día 15 y estabilizándose al día 90. El  valor más significativo fue para AL a 

los 60 días. MFP aumentó la OD pero con menor significación. La combinación de las 

drogas también aumento la OD aunque con menor significación que AL y MFP por 

separado.  

No hubo diferencia entre las medias, cuando se analizó OD en la tibia problema y 

contralateral. Esto sugiere que AL tiene efectos sistémicos y no locales, aún cuando se 

administró AL subcutáneo cercano al defecto quirúrgico. 

Pacífico Lucisano M y col (2013) analizaron la OD en ratas, después de la administración 

sistémica de AL, utilizando dosis de 1 mg/kg por semana. En su trabajo demostraron una 

OD significativamente mayor que el grupo control después de 8 semanas de tratamiento (60 

días). La comparación de los grupos con y sin tratamiento con AL reveló un aumento de un 

14,9% y 26% en la OD.(157)  

Este trabajo demostró un aumento de la OD en forma significativa, aún utilizando dosis 

menores a 1mg/kg de AL, lo cual disminuye potencialmente la aparición de efectos 

adversos. 

Sandra Mejía Delgado y Alfredo Rigalli (2013) también demostraron efectos de MFP en la 

OD, en similitud con este trabajo. Observaron que la OD del hueso circundante al defecto no 

crítico no se modificó a lo largo del tratamiento en ninguno de los grupos experimentales, 

aunque si demostraron un aumento significativo la OD del hueso formado en el defecto, en 
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el grupo tratado con MFP respecto al control a los 10 días de tratamiento. Esa diferencia no 

fue significativa a los 20 y 30 días de tratamiento. 

El estudio histológico del hueso nos permitió analizar la actividad celular osteoblástica y 

osteoclástica, presencia de trabéculas con zonas maduras e inmaduras e infiltrado medular. 

Esto permitió determinar cómo se fue remodelando el tejido óseo en función del tiempo. En 

cuanto a morfología trabecular, reveló diferencias a los 30 días para todos los grupos 

problema con respecto al control.  AL y MFP a los 60 días evidenciaron mayor incremento 

en el número, grosor y tamaño de las trabéculas, aumento de la actividad osteoblástica y 

trabéculas anastomosadas en red. El tratamiento combinado en el tiempo 60 no fue 

estadísticamente significativo con respecto al control. No hubo diferencias estadísticas a los 

90 días entre todos los grupos.  

Los parámetros histomorfométricos de remodelación ósea se dividen en: estructurales 

(tamaño y cantidad de hueso), de resorción (porcentaje de osteoclastos, erosión ósea y 

fibrosis peritrabecular), estáticos de formación ósea (porcentaje de osteoblastos, grosor y 

cantidad de osteoide peritrabecular) y dinámicos de formación ósea, que indican función 

celular ósea “in vivo” (superficie trabecular mineralizada y velocidad de agregación del 

mineral). Estos parámetros nos permiten cuantificar y cualificar la estructura ósea.(158) 

El análisis histomorfométrico de éste trabajo, reveló un aumento del porcentaje del hueso 

trabecular en función del tiempo, siendo los más significativos AL y MFP a los 60 días. No 

hubo diferencias estadísticas entre la combinación de las drogas y el grupo control. No hubo 

diferencias entre las medias de la tibia problema y tibia contralateral.  

Virga y col (2009) demostraron los efectos de AL sobre el tejido óseo al producir una 

marcada actividad osteoblástica acompañada de una disminución del número de 

osteoclastos, lo que se tradujo en una mejora en la neoformación ósea.(159) 

De la misma manera, hay estudios que determinaron que los bifosfonatos, a nivel del 

osteoclasto, se unen a los cristales de apatita del hueso y que hay una acumulación de 

éstos debajo del osteoclasto, haciendo que se reduzca la actividad cuando se altera el borde 

rizado, disminuyendo su superficie de resorción, de esta manera decreciendo la 

descalcificación focal realizada por los ácidos orgánicos. Al final del proceso se reduce el 

número de osteoclastos ya que se produce la apoptosis.(160) 

Jaime AP y col (2005) no demostraron diferencias significativas histológicas entre grupos 

tratados con AL de sodio tópico embebido en una esponja de colágeno a razón de 20 mg/ml 

y el grupo control. En cuanto al análisis histomorfométrico tampoco observaron diferencias 

entre los grupos.(161) 
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En concordancia con este trabajo, Da Paz L. y col (2001) demostraron en su experiencia de 

tratar ratas ovariectomizadas con estradiol y AL,  que éste último a dosis subcutáneas de 0,1 

mg/kg aumentó el volumen, grosor y número de las trabéculas con respecto a las tratadas 

con estradiol y los controles. La experiencia fue medida a 60 y 90 días.(162) 

Brun LR y col (2010) demostraron que ratas tratadas con 80µmol/día de MFP por 30 días 

incrementaron significativamente la masa ósea en comparación con el grupo control.(163) 

Diversas condiciones como el trauma, cirugía de resección de quistes o tumores, retiro de 

material de osteosíntesis, tratamiento de fracturas o la pérdida de porciones de hueso 

debido a infecciones, producen defectos de tamaños desiguales. Tanto en los defectos 

óseos críticos como no críticos se busca estimular la reparación completa del defecto de 

forma más activa que siguiendo el curso normal de la consolidación, mediante la 

estimulación del tejido óseo por medio de materiales, factores de crecimiento, drogas o 

trasplantes. 

Los modelos animales son indispensables para el estudio de nuevos materiales y 

estrategias de regeneración ósea. En particular, los modelos en rata son económicos, de 

fácil manejo y adecuados para diferenciar etapas durante el proceso de regeneración ósea 

desde el punto de vista biomecánico.(164) 

Para valorar el comportamiento biomecánico del hueso existen diferentes tipos de ensayos 

(tracción, compresión, torsión, flexión a tres y cuatro puntos), pero el ensayo de flexión a 

tres puntos es el más adecuado para animales pequeños. Aunque el comportamiento 

mecánico del hueso es complejo, se ha simplificado de diferentes maneras con la finalidad 

de proponer modelos que se aproximen a su comportamiento “in vivo”.  

Las propiedades biomecánicas del hueso, no son valores homogéneos que se puedan 

definir de forma precisa, ello depende de la distribución mineral, características 

estructurales, variaciones entre individuos y la función del hueso a estudiar.(165) 

Las zonas ideales del esqueleto del animal donde se realizan los ensayos biomecánicos son 

los cuerpos vertebrales, huesos largos (fémur ó tibia) y cuello femoral. 

Los huesos largos son importantes porque se componen de hueso cortical puro y están 

cubiertos de periostio, pudiendo reaccionar por aposición perióstica como el hueso humano. 

Además el fémur de rata tiene la ventaja, como el del ser humano, de ser gran portador de 

cargas, por lo cual se lo puede someter a análisis con fuerzas más pesadas.(166) Este 

modelo en fémur de rata Wistar es económico, de fácil manipulación y bajo costo. Se analizó 

en este tipo de hueso largo los posibles efectos sistémicos que tuvieran las drogas, para 

prevenir efectos adversos en futuros estudios clínicos. 
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En este trabajo, los ensayos biomecánicos determinaron un aumento de la rigidez para AL a 

los 60 días así como también para AL y MFP a los 90 días. En cuanto a la combinación de 

las drogas, los datos obtenidos no fueron estadísticamente significativos en éste parámetro.             

Tanto los tratamientos con AL, MFP y la combinación de ambos no resultaron 

estadísticamente significativos cuando se analizaron las variables biomecánicas de fuerza 

de fractura, energía absorbida y fuerza máxima soportada.  

Lauritzen DB y col (/1993) demostraron que no hubo diferencias significativas en cuanto a 

fuerza y rigidez en los animales tratados con AL con respecto al control. Si hubo diferencias 

cuando se combinó AL con Pg E2.(167) 

Yoshiaki A y col (2013) demostraron que AL administrado en dosis de 1 mg/kg, impidió la 

disminución de la densidad mineral ósea y mantiene las propiedades mecánicas del hueso 

después de la ovariectomía.(168) 

Giavaresi G y col (1999) demostraron en sus experimentos con MFP en ratas con 

osteopenia se logró una mayor resistencia a la carga de compresión pero una mayor 

fragilidad a la carga de flexión. Además, la terapia de fluoruro provocó un aumento de la 

rigidez del hueso debido a la presencia de fluorapatita.(169) 

Todas las variables estudiadas en éste trabajo demuestran que Al fue la droga con mayor 

efecto. MFP también demostró diferencias significativas en muchas de las variables 

analizadas.  

Si bien está demostrado que AL es un potente inhibidor de la resorción osteoclástica y MFP 

aumenta notablemente la actividad osteoblástica, en éste trabajo no hubo evidencia de 

sinergia en el tratamiento combinado de ambas drogas. No obstante, es necesario 

concentrar esfuerzos y continuar trabajando en la combinación de estas drogas en tiempos 

diferentes como así también de bifosfonatos con otras drogas, de manera tal que puedan 

ser útiles en regeneración ósea y en diferentes patologías de la cavidad oral. Este tipo de 

investigaciones abrirán el horizonte para el diseño de nuevos sistemas de fármacos y así 

poder incorporarlos al arsenal terapéutico en la práctica odontológica y sus distintas 

especialidades.  
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CONCLUSIONES 

 

1. A concentraciones menores a 10 µg/ml de AL, se demostró que la viabilidad celular no 

difiere del 100%. A medida que aumentan las concentraciones por encima de los 10 µg/ml la 

viabilidad celular se vio afectada, aunque nunca por debajo del 70%, por lo que la dosis a 

emplear de AL fue de 0,5 mg/kg de peso correspondido con la concentración de  0,5 µg/ml 

en el ensayo. 

2. Los parámetros in vivo de MFP, tales como peso corporal, glucosa sanguínea y relación 

ceniza matriz demostraron que no hubo alteraciones cuando se usaron concentraciones de 

5mM. Dicha concentración fue utilizada en ésta experiencia. 

3. Radiográficamente se observó un incremento en la densidad óptica de todos los grupos 

problemas con respecto al control conforme avanza el tiempo, siendo más evidentes los 

tratamientos con AL a los 60 días. No hubo diferencias entre las tibias problema y 

contralateral. 

4. El marcador bioquímico FA mostró diferencias significativas de los grupos problema con 

respecto al control conforme al avance del tiempo, lo cual expresó un aumento de la 

actividad osteoblástica en los grupos tratados con AL, MFP, y la combinación de ambos. 

5. Histológicamente se observó a los 30 días tanto para AL como para MFP un aumento de 

la calidad ósea a través aumento del grosor de las trabéculas y algunas anastomosis entre 

ellas. Se observó también un incremento de osteoblastos revistiendo las trabéculas. AM 

también muestra un aumento en el grosor de las trabéculas. 

6. Histológicamente el tiempo 60 fue el más significativo donde se observó el mayor 

incremento en el grosor y número de las trabéculas para el grupo A y M con respecto a los 

demás. El grupo AM a los 60 días mantuvo la morfología de sus trabéculas como en el 

tiempo 30. 

7.  La histomorfometría reveló un aumento del porcentaje del hueso trabecular  de Al y MFP 

a los 60 días con respecto al control. No hubo diferencias entre la tibia problema y la 

contralateral. 

8.  El análisis de flexión, determinó diferencias significativas de AL a los 60 días en cuanto a 

la rigidez, como así también de AL y MFP a los 90 días. Este parámetro permite interpretar 

que un hueso mientras más rígido es, menor deformación elástica tiene, por lo tanto la 

deformación de éste ante la aplicación de una fuerza será menor y la resistencia mayor. 
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9. Los análisis de compresión son mas variables que los de flexión y tuvieron resultados 

similares en cuanto a la rigidez siendo Al y MFP diferentes al resto. 

10. Existe una correlación directa entre los análisis radiográficos, bioquímicos, histológicos,  

histomorfométricos y biomecánicos donde las diferencias mayores fueron observadas para 

AL Y MFP a los 60 días 

11. El hecho de que se hayan encontrado diferencias significativas en los ensayos 

biomecánicos, pone de manifiesto la acción sistémica de los fármacos y no localizada. 

También se puede inferir que estas acciones no fueron deletéreas sino benéficas al 

aumentar la rigidez. 

12. El análisis del tratamiento combinado demuestra que no hay sinergia ni de suma ni de 

potenciación, ya que los efectos no fueron superiores a los hallados utilizando las drogas por 

separado. 

13. Probablemente AL antagonizaría al MFP ya que éste último para actuar necesita de la 

presencia de factores de crecimiento liberados localmente en el tejido óseo (TGF-β) que 

estimulan la activación de osteoblastos. Esta citoquina se libera por la acción de los 

osteoclastos en su proceso resortivo. Al combinar ambas drogas, AL impediría la liberación 

de estos factores de crecimiento y el efecto del MFP no podría llevarse a cabo. 

14. La Osteonecrosis maxilar (ONM) es una complicación frecuente en el campo 

odontológico y aun más frecuente cuando el bifosfonato es administrado por vía endovenosa 

y en altas dosis para el tratamiento de la enfermedad de Paget, hipercalcemias, metástasis 

óseas, etc., complicación que guarda una menor incidencia cuando se utilizan bajas dosis 

de este fármaco y la vía utilizada es la oral. En ninguna de las muestras analizadas en esta 

experiencia se observó osteonecrosis, lo cual pone de manifiesto la menor incidencia de 

este efecto adverso con la utilización de dosis adecuadas de AL. 

16. Los resultados obtenidos demuestran que Al y MFP poseen efectos antiresortivos y 

osteoformadores respectivamente y que dichos efectos son netamente benéficos en la 

práctica odontológica, donde el hueso constituye el principal sostén de los elementos 

dentarios y de estructuras de titanio cuando aquellos se pierden por distintas patologías y 

también formando parte esencial del sistema estomatognático, para que este pueda cumplir  

con eficiencia todas sus funciones.  
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