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ABREVIATURAS

AL: Alendronato de sodio

MFP: Monofluorofosfato de Sodio

FA: Fosfatasa alcalina

FAO: Fosfatasa alcalina 6sea

GAGs: Glucosaminoglucanos

BSP I: Osteopontina

GH: Gonodotropina humana

BMP: Proteinas morfogenéticas dseas
TGF: Factor de transformacion de crecimiento
OPG: Osteoprotegerina

TRAP: Fosfatasa acida tartrato resistente
Dpd: Desoxipiridinolina

CTX: Telopéptido C-terminales del colageno
NTX: Telopéptido N-terminales del colageno
IL: Interleucinas

TNFa: Factor de necrosis tumoral a

PTH: Parathormona

M-CSF: Factor estimulador de colonias de macréfagos

URO: Unidad de remodelacion 6sea
N: Newton

mm: Milimetro

mJ: miliJoule

NaF: Fluoruro de Sodio

Kg: Microgramos

mM: miliMol

KCL: Cloruro de Potasio

OD: Densidad optica

DMO: Densidad mineral 6sea

sd: Standard desviation



RESUMEN

Introduccion:  Estudios previos han demostrado que los bisfosfonatos, como Alendronato de sodio (AL), son
potentes inhibidores de la resorcion 6sea y aumentan la densidad mineral del hueso. El fluoruro administrado como
Monofluorfosfato de Sodio (MFP) estimula la formacién e incrementa el volumen del hueso, efecto especificamente
debido a la estimulacién de la actividad osteoblastica. Objetivo : Evaluar el efecto del tratamiento combinado de AL
via subcutaneay de MFP via oral sobre la regeneracion tisular de cavidades 6seas neoformadas en tibias de ratas.
Materiales y métodos : Las férmulas farmacéuticas se prepararon con una dosificacion de 0,5 mg/kg de peso para
AL y de 5 mM para MFP. El ensayo de citotoxicidad se realizé por medio del Método de captacion de rojo neutro.
Este colorante penetra en las membranas celulares y se fija a la matriz lisosomal. Es posible asi distinguir entre
células viables, dafiadas o muertas de acuerdo a la acumulacién del rojo neutro dentro del lisosoma. Para este
ensayo se utilizo la linea celular VERO cuyas células fueron cultivadas en un Medio Esencial Minimo (MEM)
suplementado con 10% de suero fetal bovino a una densidad celular de 70% a 80% de confluencia. La viabilidad
celular se estim6 a través de la extraccion del colorante presente en vacuolas celulares. Para analizar la toxicidad de
MFP se realizaron ensayos “in vivo". Se midié peso corporal, glucosa sanguinea y relacién ceniza/matriz. Se
emplearon sesenta y cuatro ratas macho de la linea Wistar de peso 160 + 20 g, y se dividieron en 4 grupos de 16
ratas cada uno. El grupo C recibié6 semanalmente 0,3 ml/100g de peso corporal de solucién salina via subcutanea
cercana a la intervencion quirdrgica y actué como grupo control. El grupo A recibié semanalmente 0,5 mg de AL/Kg
de peso corporal por via subcutanea profunda en el miembro posterior izquierdo. El grupo M fue tratado con MFP
en el agua de bebida durante el tiempo que dur6 el experimento y en las areas de la cirugia los animales recibieron
una inyeccion subcutanea de solucion salina como el grupo control. El grupo AM recibi6 tratamiento combinado con
AL subcutaneo y MFP por via 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 dias. En la cirugia se realiz6 una incision longitudinal en ambas
tibias y a través del decolado se llegé 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 ninglin material. Se tomaron radiografias de
cada tibia a 0, 15, 30, 60 y 90 dias y fueron analizadas con el Software Image Pro Plus version 4.1 de Media
Cibernetics. También se evalu6 fosfatasa alcalina (FA) en sangre mediante métodos colorimétricos en los mismos
tiempos. Los animales fueron sacrificados a los 15, 30, 60 y 90 dias. Se recolectaron ambas tibias y ademas los
fémures para ser utilizados en ensayos biomecéanicos. Se realizaron estudios histopatoldgicos previa descalcificacion
de las tibias con EDTA y su inclusion en parafina. Los cortes fueron tefiidos con HE y observados con microscopia
Optica (MO). Los estudios estadisticos se realizaron a través del andlisis de la variancia a dos y tres criterios de
clasificacion (tratamientos, tiempo, tibia problemal/tibia contralateral). El nivel de significacion fue p<0.01.
Resultados: Se observd que a concentraciones menores a 10 pg/ml de AL la viabilidad celular fue cercana al 100
%. A medida que aumentaron las concentraciones por encima de los 10 pg/ml la viabilidad celular comenzé 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 radiograficos demostraron que AL
desde el dia 0 comenzé a aumentar la densidad 6ptica (OD), siendo el valor mas alto a los 60 dias, declinando hacia
el dia 90, donde los valores se estabilizaron. MFP se comporté de manera similar a AL, aunque la OD promedio fue
menor. El tratamiento combinado incrementd 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 andlisis histol6gico
demostr6 que AL y MFP presentaron mayor actividad osteogénica observandose trabéculas mas gruesas y
anastomosadas, con mayor relevancia en el tiempo 60 y estabilizandose al tiempo 90. La histomorfometria revel6 un
aumento del porcentaje de hueso trabecular a través del tiempo para AL y MFP siendo el mas evidente el tiempo 60.
El tratamiento combinado no fue estadisticamente diferente al grupo control. Los ensayos biomecanicos
demostraron para AL y MFP un aumento en la rigidez a los 60 dias. El tratamiento combinado no mostré diferencias
significativas para dicho parametro. En cuanto a la fuerza de fractura y la energia absorbida, no hubo diferencias
entre los grupos. Conclusiones: AL via subcutanea a bajas dosis no es citotoxico y MFP por via oral a dosis de 5
mM no afecta la viabilidad celular. El aumento de FA se corresponde con un aumento de la actividad osteoblastica.
AL y MFP aumentaron la OD significativamente como asi también el nimero y grosor de las trabéculas analizadas al
MO. La rigidez fue aumentada por AL y MFP. El tratamiento combinado de AL y MFP no demostré sinergismo en los
tiempos de la experiencia probablemente debido a un efecto antagénico. Palabras clave: Bisfosfonatos, alendronato,
MFP, fluoruro, actividad osteoblastica.



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 1%,15" 30", 60" and 90"
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 15", 30", 60™ and 90" 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 pg/ml, the cell viability was near to 100%. When
there was a higher concentration, above 10 ug/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 O, 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.



INTRODUCCION

El tejido éseo es uno de los tejidos mas resistentes y rigidos del organismo. Es el
principal constituyente de los huesos junto a otros tejidos conjuntivos (hematopoyético,
cartilaginoso, adiposo, vasos, nervios). El tejido 6éseo provee soporte mecénico, sirve de
sustento y proteccion 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. Ademas sirve de almacenaje activo de la medula ésea
interaccionando con células precursoras de la hematopoyesis. EI componente mineral esta
formado por cristales de hidroxiapatita: Ca;o(PO,4)s(OH),. Los depositos de calcio y fosfato,
pueden ser movilizados del tejido 6seo a la sangre segln sea necesario para mantener la
calcemia y la fosfatemia dentro de valores normales. Es un sistema dinamico, ya que mantiene
su estructura gracias a un equilibrio entre actividades opuestas
(remineralizacion/desmineralizacion) sufriendo modificaciones durante toda su vida.
Histol6gicamente es una variedad de tejido conectivo especializado constituido por células y
una matriz 6sea mineralizada compuesta a su vez por una matriz organica y sales minerales,

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

Estructuralmente, el tejido 6seo comprende dos variedades:

1) El tejido 6seo esponjoso: estd constituido por una red tridimensional de espiculas de
tejido Oseo, ramificadas y anastomosadas, que delimitan un laberinto de espacios
intercomunicados ocupados por la medula O6sea. Estas reciben el nombre de

trabéculas.(3)

2) El tejido 6seo compacto: se presenta como una masa solida y continua de tejido éseo en

la cual los espacios donde se aloja la médula 6sea sélo pueden percibirse al microscopio.(4)

En el hombre adulto normal, los tejidos 6éseos esponjoso y compacto tienen una distribucién

topografica precisa en el esqueleto:

A) Huesos largos (fémur, humero, etc.): se distinguen anatdmicamente tres regiones; una
parte media, cilindrica y alargada, llamada diéfisis , dos extremidades habitualmente abultadas,
llamadas epifisis y las zonas de union entre la diafisis y las epifisis, llamadas metéfisis. (5)
(Figura 1)

La diafisis esta constituida por un cilindro hueco de pared densa formada por tejido 6seo
compacto (cortical) que rodea a una cavidad central en la que se halla la médula 6sea (cavidad

medular). Este cilindro esta formado por unidades estructurales llamadas “osteones”. Cada



ostedn esta integrado por hileras circulares de osteocitos alojados en cavidades llamadas
lagunas osteociticas 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 6seas, también dispuestas concéntricamente alrededor del conducto
longitudinal llamado canal ostednico. El tamafio de los osteones es variable y pueden incluir de
4 a 20 laminillas 6seas concéntricas. Los espacios que quedan entre ellas, estan llenos de
restos de osteones anteriores y constituyen los sistemas de laminillas intersticiales. Un
cierto numero de laminillas paralelas entre si de tejido éseo compacto constituyen los
sistemas de laminillas circunferenciales internos y externos, que revisten a su vez, las
superficies interna y externa del cilindro 6seo compacto de la diéfisis. En el seno de este
tejido 6seo compacto se halla una red anastomoética de conductos que contienen los vasos
sanguineos y nervios rodeados por una pequefia cantidad de tejido conjuntivo laxo. Los
canales ostednicos se conectan entre si y se comunican con la cavidad medular y el
periostio mediante los canales transversos, los cuales atraviesan las laminillas 6seas de
los canales ostednicos y se distinguen de ellos por no presentar laminillas concéntricas.
Los canales transversos también poseen vasos sanguineos, de manera que entre ellos y
los canales ostednicos se establece una rica red vascular a través del tejido 6seo

compacto.(6)

i —:7 Tejido Subcondral
. >
Epifisis b
o Tejido Esponjoso

Médula Osea

Diafisis

Tejido Co

Metafisis

Tejido Subcondral

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

La epifisis esta esencialmente constituida por tejido 6seo esponjoso recubierto periféricamente
por tejido 6seo compacto y por una fina capa de tejido cartilaginoso hialino (cartilagos
articulares). Los espacios comprendidos entre las trabéculas del tejido 6seo esponjoso de las

epifisis comunican directamente con la cavidad medular de la diafisis.



Las metéfisis unen a cada epifisis con la diafisis y son zonas constituidas por columnas de
tejido 6seo esponjoso. Durante el desarrollo del hueso largo, la metafisis estd separada de la
epifisis por el cartilago epifisiario que permite el crecimiento en longitud del hueso. Este
cartilago pasa a llamarse linea epifisiaria en el adulto y no produce mas crecimiento en

largo.(7)

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

largos.(Figura 2)

Apofisis espinosa

Apéfisis costiforme

Arco vertebral

Orificio vertebral

Cuerpo vertebral

Figura 2: Vértebra lumbar. Descripcion de sus partes anatdmicas

(Extraida del libro de Anatomia Humana de Rouviere. 92 Edicion)

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

externa de tejido 6seo compacto, rodeando a una capa central de tejido esponjoso.(8)(Figura 3)

Vista anterior del hueso frontal

Vista inferior del hueso frontal

Figura 3: llustracion de un hueso plano, en este caso el hueso frontal, con su vista anterior e inferior
(Extraida del libro de Anatomia Humana de Rouviere. 92 Edicién)



PERIOSTIO Y ENDOSTIO

Ya sea hueso largo, corto o plano y el tejido 6seo que lo constituya sea esponjoso o
compacto, esta 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 cartilagos
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 coladgenas, que penetran
en el tejido éseo subyacente y aseguran la adherencia del periostio al hueso. Estas fibras se
calcifican parcialmente y se denominan fasciculos colagenos perforantes. La vascularizacion
del periostio y médula ésea asegura la nutricion de las células del tejido 6seo. De alli 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 circulacion de
los vasos menores se continda con la del periostio.
El endostio es una fina capa de tejido conjuntivo que tapiza las paredes de todas las
cavidades vascularizadas del tejido 6seo, es decir, las trabéculas éseas del tejido esponjoso,
los canales ostéonicos y transversos del hueso compacto y los espacios medulares de los

huesos largos. Consta de células de revestimiento 6seo, acompafiados de fibras colagenas.(9)

HISTOLOGIA DEL TEJIDO OSEO

Histolégicamente, el tejido 6seo estad constituido por células y por una matriz dsea,

siendo ésta ultima formada por una matriz organica y sales minerales.

Se distinguen tres tipos celulares:

a) Osteoblastos , células responsables de la formacion del tejido.
b) Osteocitos , células que controlan la actividad osteoblastica/osteoclastica.

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

Actualmente, se prefiere hablar de dos familias de células o lineas celulares, la osteoblastica y
la osteoclastica, cada una de las cuales contiene células en diferentes estadios de

diferenciacion.



Dentro de la linea celular osteoblastica se evidencian basicamente cuatro tipos celulares

distinguibles de acuerdos a criterios morfolégicos e histoquimicos:

1) Células osteoprogenitoras

Son células mesenquimaticas indiferenciadas pero determinadas para dar origen a cierta linea
celular. Su capacidad de proliferacion, migracion y diferenciacion estaria estimulada por una
sustancia denominada proteina morfogenética del hueso (BMP). Se consideran células
bipotenciales, ya que cuando proliferan en un ambiente con apropiado riego sanguineo originan
preosteoblastos y luego osteoblastos, mientras que si lo hacen en una region avascular

formaran condroblastos.

Estas células son pequefias 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 ésea y en general muy préximas a la superficie

del tejido éseo.

2) Células de revestimiento 6seo

Son denominadas por algunos autores osteoblastos inactivos. Forman una capa continua que
recubre las superficies del tejido 6seo en reposo, o0 sea, no sujeto a formacidén ni resorcion. Son
células aplanadas, con una de sus caras en contacto con la matriz calcificada del tejido éseo y

ligeramente basofilas, con nlcleos prominentes. Poseen pocas organelas.

Tienen la capacidad de transformarse rapidamente en osteoblastos, aunque también cumplen
otras funciones. Por estar interconectadas entre si y con los osteocitos subyacentes, serian
intermediarias nutricionales para osteocitos, y a la vez, separarian funcionalmente el liquido

tisular 6seo del medio extratisular.(10)

3) Osteoblastos

Poseen un cuerpo celular cubico o prismético del que nacen expansiones citoplasmicas mas o
menos alargadas. En ciertos casos, se disponen a lo largo de zonas preexistentes de tejido
6seo, formando un borde similar a un epitelio denominado "borde osteoide”. El nlcleo es
redondeado y contiene un voluminoso nucléolo. El citoplasma es rico en estructuras que ponen
en evidencia su importante funcién de sintesis proteica y glucoproteica. Dichas estructuras son:
numerosos ribosomas libres, reticulo endoplasmatico granular abundante, aparato de Golgi

bien desarrollado, numerosas mitocondrias.(11)



4)  Osteocitos

Los osteocitos son osteoblastos que han sido completamente rodeados por la matriz 6sea en
vias de mineralizacion. Su cuerpo celular es fusiforme y da nacimiento a numerosas y finas
prolongaciones mas o menos alargadas. El nlacleo es ovalado y el citoplasma contiene los

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

Dentro de la linea celular osteoclastica se encuentran los osteoclastos y sus precursores

inmediatos.

Osteoclastos

Son células muy voluminosas de forma generalmente redondeada con la particularidad de
poseer varios nucleos. El polo celular que se halla en contacto con el tejido 6seo 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 hidroliticas, vesiculas, vacuolas, abundantes mitocondrias, ribosomas
libres y escaso reticulo endoplasmético granular. Tienen capacidad de desplazarse y se los
observa adosados a las superficies 6seas en resorcion, ubicados en depresiones de la

matriz excavadas por accion enzimatica, llamadas lagunas de resorcion.(13)

MATRIZ OSEA

Consta de una matriz organica impregnada de sales minerales, principalmente célcicas.
La matriz organica (osteoide) estd formada casi exclusivamente de fibras colagenas tipo |. El
coldgeno representa aproximadamente el 95 % del peso de la matriz organica del hueso
seco. La sustancia fundamental en la que se encuentran las fibras es poco abundante,
conteniendo glucosaminoglucanos sulfatados y glucoproteinas, ademas de proteinas
diversas, agua y electrdlitos. Las sales minerales principales del tejido éseo son el carbonato
y el fosfato célcico que se encuentran en forma de fosfato calcico amorfo y de cristales de
hidroxiapatita. En total, el tejido 6seo de un adulto contiene el 99% del calcio total del or-

ganismo y aproximadamente el 85% del fosforo total del organismo.(14)



HISTOFISIOLOGIA CELULAR Y TISULAR

Las células que le dan la estructura y le proporcionan la funciéon 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 regulaciébn de la dinamica osteocelular depende de factores intrinsecos autécrinos,
paracrinos y sistémicos endocrinos. Todas las rutas que la regulan, van encaminadas a una
coordinacién fina entre los procesos de proliferacion y apoptosis de los osteoblastos y
osteoclastos, como asi también los procesos de formacion y resorcion 6sea.

Los osteoblastos trabajan coordinadamente con los osteoclastos formando la “unidad
remodeladora o de remodelamiento 6seo” (URO). También son llamadas células biosintéticas
Oseas porque fabrican la mayoria de los componentes organicos estructurales, es decir las
proteinas. La gran mayoria de las proteinas celulares, incluyendo las 6seas, estdn modificadas
con carbohidratos, por lo cual podemos definirlas como “glucoconjugados”. Estos
glucoconjugados dependiendo del tipo de carbohidratos se clasifican en glucoproteinas y
proteoglucanos. Estos ultimos se caracterizan por su modificacion con carbohidratos del tipo
acido sidlico, 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 coldgeno (principalmente del tipo 1), y
asociados (tipo V y Xll) y componentes amorfos no fibrilares como osteoadherina
(osteomodulina), osteoglicina (factor inductor 6seo), sialoproteinas 6seas: BSP | (osteopontina)
y BSP Il y osteonectinas.(16) El colageno tipo | es la estructura donde se depositan las sales
minerales de calcio y fosforo (cristales de hidroxiapatita). Este depdsito de sales se realiza en
medio basico, y este proceso es catalizado por la enzima fosfatasa alcalina (isoenzima 6sea),
la cual es sintetizada por los osteoblastos. El osteoide posee también glucoproteinas como la
fibronectina y trombospondinas, y proteoglucanos como decorin, biglycan y la fibromodulina,

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

REGULACION DE LA FORMACION OSEA

Las células implicadas en la formacion oOsea, sufren un proceso de diferenciacion
mediante la interaccién 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 osteoblastica, las que
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representan un papel mas importante son la gonodotropina humana (GH) y sus mediadores y

las hormonas sexuales.

Las células del linaje osteoblastico segregan diversos factores de crecimiento: unos acttan
como mitdgenos y otros como modificadores funcionales. Las proteinas morfogenéticas 0seas
(BMP), miembros de la superfamilia del factor de transformacion de crecimiento (TGF), tienen
la funcion de inducir la diferenciacion de las células osteoblasticas, incrementando un pool de

células maduras, reguladas a su vez, por factores locales.(19) (Figura 4)
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Figura 4: Mecanismos de formacién 6sea

REGULACION DE LA RESORCION OSEA

El osteoclasto, responsable de la resorcion désea, se encuentra en contacto con la
superficie calcificada, en una cavidad creada por él mismo, llamada laguna de resorcién. Se
encuentra fundamentalmente en la superficie endosteal y en los canales ostednicos, aunque
excepcionalmente en la superficie peridstica. 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 acida tartrato resistente (TRAP) que participaran en el
proceso de disolucién del mineral y degradacion de la matriz organica, proceso que en conjunto
se conoce como resorcion 6sea. Este proceso libera moléculas como la desoxipiridinolina (Dpd)
y los telopéptidos C-terminales (CTX) y N-terminales del colageno (NTX). Por lo tanto, los
niveles de estas moléculas y de TRAP, estiman el proceso de resorcion ésea. Los CTX son
péptidos de la region no helicoidal del colageno tipo I, mientras que los NTX son péptidos de la
region N-terminal.(20,21,22)

Para ejercer su accién en el proceso de resorcion, los osteoclastos se movilizan hacia la zona a
resorber y se adhieren a la superficie 6sea mineralizada por el ribete en cepillo sellando los
bordes del &rea mediante proteinas llamadas integrinas. Las integrinas del osteoclasto

reconocen la secuencia RGD (arginina-glicina-acido aspartico) existente en el colageno. A este
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nivel el pH &acido y enzimas proteoliticas como colagenasas, metaloproteasas, catepsina K y
glucuronidasas, van a producir la resorcion del hueso mediante la degradacion de la matriz
organica y solubilizacion mineral. Se intercambia bicarbonato por cloruro que posteriormente es
transportado por un canal de cloruro a la laguna de resorcién. La anhidrasa carbonica Il genera
protones a partir de dioxido de carbono y agua, los protones se liberan hacia la laguna de
resorcion por intermedio de una bomba generando un entorno 4cido que favorece la resorcion 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 estrogenos 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 interaccion inicia una cascada de sefializacion que produce la diferenciacion y
proliferaciébn de osteoclastos, con la consecuente degradacion de la matriz 6sea. Ademas, el
osteoblasto produce osteoprotegerina (OPG), una proteina homologa al receptor RANK,
actuando como un receptor sefiuelo y disminuyendo la accién de RANKL sobre el receptor
RANK. (26,27) (Figura 5)
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Figura 5: Acople y funcionamiento del Sistema RANK/RANK-L/OPG

Para la osteoclastogénesis también es necesario el factor estimulador de colonias de
macrofagos (M-CSF), que puede sintetizar los osteoblastos, que se liga al receptor C-FMS,
incrementando la replicacion de los osteoclastos. El papel de las citoquinas sigue siendo

controvertido; asi las interleuquinas IL-1, IL6, el factor de necrosis tumoral a (TNFa) y Pg E2
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parecen incrementar la activacion osteoclastica; sin embargo el factor de transformacién de
crecimiento (TGF ) reduciria la pérdida ésea, incrementando la apoptosis de osteoclastos. Las
hormonas sistémicas, que estimulan la resorcion 0sea, generalmente no actian directamente

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

Tanto la PTH, 1,25-dihidroxivitamina D3 y las hormonas tiroideas, aumentan la expresion de
RANKL en osteoblastos, pudiendo en algunos casos inhibir la sintesis de OPG y producir un

incremento de la resorcion 6sea.(29)

El efecto de los estrégenos parece ser indirecto, a través de la regulacién 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 sintesis de IL1, IL6, Pg E2, GM-CSF y TNFa, impidiendo la diferenciacion y
activacion de los preosteclastos.(30,31,32) También incrementa la apoptosis de osteoclastos

activados y la sintesis de TGFp.

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

fendmeno rapido de regulacion (downregulation) de sus receptores.(33)(Figura 6)
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Figura 6: Mecanismos de regulacion de la resorcion dsea

OSTEOGENESIS

La formacién y desarrollo del tejido 6seo se produce a través de la sustitucion de un
tejido conectivo preexistente. Este reemplazo de un tejido por otro se produce por dos

procesos, que son la osificacion intramembranosa y la osificacion endocondral. El lugar donde
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se inicia el proceso de histogénesis 6sea se denomina centro de osificacion.(34)

Osificacion intramembranosa:  Este proceso se controla por sefiales de polipéptidos de las
familias Wnt, del factor de crecimiento fibroblastico y del factor de crecimiento transformante-[3.
(TGFB). Posteriormente, se utiliza calcio en el proceso de mineralizacién y los osteoclastos
inician el remodelado del tejido 6se0.(35) Muchas trabéculas individuales aumentan de tamafio
por aposicion y al final se fusionan para formar un centro de osificacién primaria. Los
osteoblastos quedan atrapados dentro del osteoide calcificado, transformandose en osteocitos.
El depdsito continuo de osteoide determina la oclusion 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 osificacion membranosa.(36)

Osificacion endocondral:  El hueso se forma reemplazando el cartilago hialino preexistente. El
mecanismo de deposicién de matriz 6sea durante la osificacién endocondral es esencialmente
el mismo que en la intramembranosa. Se establece una red trabecular principal y a
continuacion, se transforma en hueso maduro. La osificacion endocondral es caracteristica de

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

RECAMBIO TISULAR OSEQ: Modelado, Remodelado y Reg eneracién

Modelado 6seo

El mecanismo por el cual se forma el tejido 6seo y se renueva constantemente antes
que cese el crecimiento se denomina modelado 6seo. Las alteraciones del modelado pueden
causar deformidades 6seas. A nivel del hueso, en la zona de la metéfisis, el crecimiento dseo
se asocia a fendbmenos de resorcién en la superficie externa y de formacion en la interna,
mientras que en las diéfisis, ocurre lo contrario. Este proceso permite que los distintos huesos
conserven su forma durante el proceso de crecimiento. El modelado 6seo estd programado
genéticamente pero existen factores mecénicos de caracter local que pueden influir sobre el

mismo.(39)
Remodelado 6seo

En la génesis del hueso, tanto por osificacion intramembranosa u osificacion
endocondral, ambos procesos conducen a la formacién de un mismo tipo de hueso, que luego

se mantiene por el proceso de remodelacion 6sea. Esta remodelacién 6sea se realiza a partir

14



de dos procesos basicos que son: la resorcion o remocion de tejido éseo y la formacion de

nuevo tejido en su lugar.

Mediante el remodelado se consigue renovar el hueso entre un 5 y un 15% en un afio 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
0seo (URO). (40). En el adulto, cerca de un 8% del tejido 6seo 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 éseo.(41) La diferencia
entre el volumen de hueso formado y el de hueso resorbido por unidad de tiempo, se denomina
balance 6seo. Si la resorcion y la formacién son idénticas, el balance es igual a 0 y el volumen
total de hueso no variara en funcion del tiempo. Si la formacion y la resorcién no son iguales, la

masa 0sea se modificara en sentido positivo o negativo.

La maxima cantidad de masa 0sea se alcanza a los 30 afios de edad y depende de factores
genéticos y ambientales. De los 30 a 40 afios, el balance es igual a cero y la masa permanece
estable. A partir de los 40 afos 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 afios de la menopausia. Esta pérdida fisiolégica de masa
Osea determina que al inicio de la octava década, los hombres hayan disminuido su masa 6sea
en un 20% y las mujeres en un 30%. La densidad 6sea y el riesgo de fractura a edades
avanzadas reflejan el contenido mineral méximo de los huesos durante el periodo de madurez

del esqueleto (masa 6sea maxima) y la velocidad subsecuente de pérdida de hueso.(42)

Los propdsitos fundamentales de la remodelacién son fortalecer el tejido 6seo mediante la
reparacion 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 remodelacion 6sea: remodelacion cortical y remodelacion trabecular:

Remodelacién del hueso cortical: Implica la resorcion de osteones antiguos seguido por la

organizacion de osteones nuevos. Los osteoclastos forman un tanel de resorcién centrifuga que
es rellenado centripetamente por osteoblastos. Para que ocurra este fendémeno, los
precursores de los osteoclastos son reclutados al canal ostednico y se diferencian a
osteoclastos, los cuales, empiezan el proceso de resorcién 6sea de la laminilla interna y las
consecutivas en direccidn a la laminilla externa. Luego los osteoblastos invierten el proceso de
resorcion organizando una capa dentro de la cavidad de resorcibn y comienzan a secretar
osteoide. Finalmente, los osteoblastos contindan depositando osteoide y al final quedan

atrapados dentro de la matriz 6sea mineralizada para convertirse en osteocitos.(44)
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Las lineas de cementacion son el marcador del inicio de la remodelacion. Las fuerzas externas
gue actuan sobre los osteones pueden producir microfracturas. Cuando existe un defecto en la
arquitectura del ostedn, la microfractura se extiende y puede producir una fractura Osea
completa. Las microfracturas de los osteones se pueden reparar mediante el proceso de

remodelacién osteoblasto-osteoclasto.(45)

Remodelaciéon _del hueso trabecular: Tiene lugar en la superficie 6sea a diferencia de la

remodelacién del hueso cortical, que se produce en forma de tuneles. La superficie enddstica
de las trabéculas se remodela por este mecanismo, que es similar al de la remodelacion del

hueso cortical.

El proceso de resorcion puede llegar a incrementar la fragilidad del hueso, mas all4 de lo
esperable, simplemente por la disminucion de la densidad mineral. Como el proceso de
formacion désea requiere mas tiempo que el de resorcidén, si la remodelacion ésea esta
aumentada, se compromete la mineralizacidn, con posterior incremento de la fragilidad del
hueso.(46)

Regeneracion 6sea

La regeneracion tisular es la respuesta que consigue la restitucion ad-integrum del tejido
tras un trauma, diferencia sustancial con la reparacion, que es el proceso de formacién de un
tejido cicatrizal, con caracteristicas diferentes al original. En este sentido el hueso es un tejido
gue se regenera tras una lesion. La regeneracion 0sea origina una respuesta en la que estan
involucrados los vasos sanguineos, las células y la matriz extracelular.(47) Luego de un
trauma, se produce una respuesta inflamatoria y un hematoma inicial. Las células del coagulo
liberan interleukinas y factores de crecimiento, originando la migracién de linfocitos,
macréfagos, precursores de osteoclastos y células mesenquimales pluripotenciales. Estas
sefiales moleculares promueven la diferenciacion hacia células endoteliales, fibroblastos,
condroblastos y osteoblastos, dando origen a un nuevo tejido que reemplazara al coagulo.
Todo ello esta 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 sintesis

proteica y la mineralizacion.(48)

MARCADORES BIOQUIMICOS DEL PROCESO FORMACION / RESO RCION OSEA

En distintas patologias del tejido 6seo, por lo general hay un desacople en el proceso de

remodelado, bien por incremento de la resorcion, disminuciéon de la formacion o ambos
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procesos simultdneamente. En afios recientes se han encontrado componentes celulares y

extracelulares que reflejan especificamente tanto la resorcién como la formacion de hueso.

Marcadores de formacion 6sea

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

procede del tejido éseo, el 40% del tejido hepatico y 10 % del tejido intestinal.

2) Fosfatasa alcalina especifica 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: proteina sintetizada por los osteoblastos maduros, odontoblastos y
condrocitos. Se determina por inmunoensayo en plasma. Es un marcador sensible y

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

4)  Propéptidos de procolageno, amino y carboxiterminales del coldgeno tipo 1: Son
fragmentos que proceden de la ruptura del colageno recién formado, a través de
endoproteinasas. Reflejan la fase colagena de la formacién 6sea. Se determinan por

inmunoensayo en plasma.(51)

Marcadores de resorcion 6sea

1)  Hidroxiprolina: Aminoacido presente en todos los tipos de colageno liberados tras la
ruptura enzimatica. No es especifico ya que difiere por la ingesta y la excrecion en
orina.(52)

2) Puentes de piridinolina y desoxipiridinolina: Estos puentes unen a las moléculas de
colageno tipo 1. Cuando el colageno 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 degradacién del colageno. Pueden

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

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

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

5) B Cross Laps (CTX): Telopéptido carboxilo-terminal del colageno tipo I. Es uno de los
marcadores 6seos que presenta mayor sensibilidad y especificidad. Puede evaluarse en

suero 6 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 funcion, el esqueleto es la base de la postura, de la locomocion, de la
resistencia a la carga diaria y de la proteccion de los 6rganos internos. La calidad del tejido
depende de multiples factores como la cantidad, conectividad y orientacion de las trabéculas, la

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

Las fuerzas que pueden actuar sobre el tejido éseo son de tres tipos: tensidén, compresion y
torsion. Ademas pueden ser aplicadas de forma perpendicular a la superficie dsea (fuerza

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

Existen dos tipos de parametros que caracterizan la biomecanica 6sea, aquellos que definen la
funcién del hueso y aquellos que describen la calidad del material 6seo. Cuando se aplica una
fuerza perpendicular, los huesos largos (constituidos mayoritariamente por tejido GOseo
compacto) responden a las fuerzas aplicadas sobre su superficie siguiendo un patron
caracteristico representado en una curva de fuerza (Newton = N) vs desplazamiento (mm)
(Figura 7). La primera fase es elastica y depende de la rigidez del hueso (fase 1). En esta fase,
la deformacién es temporal y se mantiene solo durante el tiempo de aplicacion de la fuerza tras
lo cual, el hueso recupera su forma original. Si la fuerza aumenta comienza la fase plastica y el
hueso, aunque se recupera parcialmente, queda deformado (fase 2). Por ultimo, cuando la

fuerza aplicada es superior a la resistencia del tejido se produce la fractura (fase 3).
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Figura 7: Curva de fuerza (N) vs desplazamiento (mm)

A partir de este gréafico se pueden obtener los parametros 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 dafio al tejido es importante, produciendo fallas en su estructura y se
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revela este punto por una abrupta caida en la fuerza, y la fuerza maxima (N), que es el valor
mayor de esta variable y seria la responsable de un dafio irreversible que conduce a la fractura.
Por ultimo, la energia absorbida (mJ) es el area debajo de la curva desde el reposo hasta el

desplazamiento en el cual el hueso sufre la fractura.(57)(Figura 8)
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Figura 8: Parametros obtenidos en una curva de fuerza (N) vs desplazamiento (mm)

FARMACOLOGIA DEL TEJIDO OSEO

Entre las numerosas patologias que afectan el sistema esquelético, las fracturas ocupan
un capitulo muy importante, y mas aun, cuando el hueso se ve afectado por una patologia de
base como por ejemplo, el sindrome menopéausico.(58,59,60) En Odontologia 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 patoldgicas, ademas de las
fracturas, llevan a la pérdida de tejido 6seo y/o disminucion 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 farmacologia diversos son los esfuerzos que se llevan a cabo para tratar de
detener la pérdida Osea fisioldgica gradual por el pasar de los afios y de incrementar la masa
O0sea en las diversas patologias que cursan con balance 6seo negativo.(66,67) Entre las
acciones llevadas a cabo para mantener la densidad y estructura del esqueleto son variadas
las terapéuticas utilizadas con diferentes farmacos que intervienen en la calcificacion y el

recambio éseo, tal es el caso del calcio, hormona paratiroidea (PTH), vitamina D,(68)
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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 andlogos al pirofosfato en los que se
reemplaza el oxigeno de su estructura quimica por carbono, siendo esta estructura
completamente resistente a la destruccion enzimatica a nivel de la unién P-C-P.(71) Tienen
gran afinidad por los cristales de hidroxiapatita y una vez absorbidos, estos farmacos son
incorporados a la matriz 6sea. La avidez con que los bifosfonatos se unen a los cristales de
hidroxiapatita y previenen su disolucion se evidencia cuando el sitio R1 de su estructura
quimica es modificado para introducirle un grupo hidroxilo (etidronato), o un atomo de cloro
(clodronato). Estas modificaciones aumentan la afinidad por el calcio, de ahi su poderosa
capacidad para quelar iones.(72) La marcada selectividad de los bifosfonatos por el hueso mas
que por otros tejidos le da mucha importancia en la practica clinica médica y odontologica.(73)
Los bifosfonatos de dltima generacidn son mas potentes ya que en su estructura quimica
contienen nitrégeno, como alendronato,(74,75) risedronato, ibandronato y &cido
zoledronico.(76,77,78,79) (Figura 9)
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Figura 9: Principales bifosfonatos utilizados en la practica clinica

A nivel celular actian de manera preferencial en los sitios de resorcion. 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 macréfagos y de esta forma, inhibir
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directamente la resorcion mediada por los mismos.(80) Diversas hipo6tesis sugieren que estos
farmacos mejorarian la calidad 6sea al inhibir la actividad osteoclastica, disminuyendo asi la
resorcion ésea. Dicha situacion modificaria el balance 6seo que opera con el mecanismo de

resorcién/formacion ésea.(81,82,83,84,85,86)

La osteonecrosis maxilar (ONM) es uno de los efectos adversos mas importantes de los
bifosfonatos, siendo el maxilar inferior el mas afectado entre ambos maxilares.(87) Esta
complicacién generalmente se produce cuando los pacientes son tratados con altas dosis de
bifosfonatos intravenosos por enfermedades metastasicas de tejido 0se0.(88,89,90) La
incidencia de esta complicacion es baja y se presenta con dolor en el maxilar, entumecimiento
y disconfort. Como mecanismos patogénicos se han propuesto la marcada inhibicion de la
resorcion osteoclastica con la consecuente menor formacion de unidades multicelulares 6seas,
y el efecto antiangiogénico de los bifosfonatos.(91) El resultado final es la disminucién de la
celularidad y del flujo sanguineo 6seo llevando a una alteracién en la remodelacion y en la
respuesta ante injurias 0seas.(92) La cavidad oral no es aséptica y por lo tanto la necrosis
probablemente resulte de la interaccion entre el huésped y las bacterias residentes en ella.(93)
Los productos bacterianos aumentan a su vez la resorcién y disminuyen la formacién 6sea.
Posiblemente, la razén de ello se deba a que los maxilares son los Unicos huesos del esqueleto
expuestos continuamente a un medio externo séptico (cavidad bucal) a través de los espacios
periodontal y periapical. Ademas, la alta frecuencia de infecciones Gseas de etiologia dentaria
hace necesario un recambio celular mayor en los maxilares del que se requiere en cualquier
otra localizacion. La vascularizacion terminal de los maxilares podria ser otro factor favorecedor
para que se den este tipo de complicaciones, al no existir ningun vaso de gran calibre que

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

La osteonecrosis maxilar ha sido también descrita en pacientes con osteoporosis que reciben
bifosfonatos por via oral.(97,98,99,100) Como se dijo anteriormente, esta complicacion es mas
frecuente en la maxilar inferior y en un alto porcentaje de los casos existe un factor
desencadenante.(101,102) Los procedimientos quirdrgicos odontolégicos tales como
exodoncias, tratamientos periodontales, regularizaciones 6seas, cirugia implantoldgica, etc.
suelen ser la principal causa en pacientes tratados con bifosfonatos por via oral.(103) Sin
embargo, no hay datos sobre la incidencia de osteonecrosis maxilar y el uso de bifosfonatos a

bajas dosis por via subcutanea.(104)

Alendronato es un potente inhibidor de la resorcidon 6sea que incrementa la densidad mineral
del hueso cuando se administra por via subcutanea. 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 radiograficos de tibias de
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ratas a distintos tiempos de administracion subcutanea de Alendronato muestran un aumento

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

Cuando alendronato se administra por via subcutdnea se observan cambios en la morfologia
de osteoclastos, lagunas de resorcion y actividad osteoclastica. Se observa tejido 6seo en
remodelacién con trabéculas conteniendo osteoblastos y osteocitos viables. Los niveles de
fosfatasa alcalina medidos cuando se administra alendronato en forma subcutanea 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 flior mas investigadas en lo referente a su metabolismo. ElI NaF al ser administrado por via
oral se absorbe en estdbmago e intestino, en plasma se encuentra libre y es depurado por rifion
y hueso. En este ultimo, el fluoruro reemplaza al oxhidrilo del cristal de hidroxiapatita formando

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

El MFP se comenzé a utilizar por las ventajas sobre el NaF por su mejor tolerancia gastrica y
compatibilidad con la coadministracion 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 estdbmago e intestino, uniéndose a la alfa-2-macroglobulina plasmética, la que se
inactiva y es depurada por receptores del hueso e higado. Esta proteina 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 flior en el organismo y un efecto sostenido sobre el

incremento de la masa 6sea.(115,116)

El fluoruro es un mitégeno para los osteoblastos (117), estimula la formacién e incrementa el
volumen del hueso, efecto especificamente debido al incremento de la actividad
osteoblastica.(118) En estudios a cerca de la liberacion sostenida de fluoruro, se mostraron
resultados favorables sobre la incidencia de fracturas. El mecanismo de accién del fluoruro se
traduce en la inhibicion de la fosfatasa acida del osteoblasto involucrada en la transmision de
sefiales mediadas por factores de crecimiento y receptores de tirosin-kinasa. La accion del
fluoruro produciria un aumento de la vida media de los intermediarios fosforilados de las

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

La diferenciacién y proliferacion de osteoblastos a partir de células pluripotentes del estroma de
la médula 6sea involucra a las cascadas de sefializacion del sistema Whnt/beta-catenin.(120)
Los osteoblastos poseen expresion del receptor LRP en sus isoformas LRP5 y LRP6.(121) La
accion de Wnt sobre el osteoblasto requiere la heterodimerizacion del receptor LRP5/6 y el
receptor Frizzled. La dimerizacion produce sefales intracelulares que inhiben a la enzima
glucogeno kinasa sintetasa (GSK3) que fosforila a beta-catenina, haciéndola sensible a

ubiquitina ligasas que determinan su posterior degradacién por proteosomas. En consecuencia
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la inhibicion de GSK3 produce un estado no fosforilado de beta-catenina que se acumularia y
seria traslocada al nacleo donde interactia con coactivadores produciendo la expresion de
genes que determinan la diferenciacion y proliferacién del osteoblasto. EI complejo formado por
la alfa-macroglobulina y el MFP es depurado por receptores de la familia LRP, por lo tanto
aunque no esta aun demostrado, se postula que el MFP podria estar realizando su efecto sobre
el tejido 6seo a través de interaccibn con este sistema de sefializacion. También podria

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

Aunque ha sido planteada la hipotesis del uso de drogas que permitan disociar la formacion de
la resorcion o6sea (123), no hay informacion disponible sobre el uso de alendronato
administrado en forma subcutanea ni del tratamiento combinado de alendronato y MFP para
utilizacioén en patologias a nivel éseo. De esta manera, el uso concomitante de bifosfonatos y
MFP podria ser una alternativa terapéutica para dar respuesta a muchas situaciones clinicas en
Odontologia.(124)

El modelo que se utilizar4 en este proyecto permitira verificar si el uso de bisfosfonatos tiene
efecto local al ser administrado préximo a la zona de regeneracion 6sea y si la co-

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

HIPOTESIS

“Los bisfosfonatos tienen afinidad por el tejido calcificado y producen disminucion de la
actividad osteoclastica. Por otro lado el Monofluorofosfato de sodio tiene efecto osteoformador
al estimular la accién osteoblastica. Por lo tanto, Alendronato inyectado en forma subcutanea
en la zona experimental y Monofluorofosfato de sodio administrado por via oral, ejercen efecto

sinérgico en la regeneracion tisular de cavidades 6seas neoformadas”

OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de la administracion combinada de Alendronato por via subcutanea y de
Monofluorofosfato de sodio por via oral sobre la regeneracion tisular de cavidades Oseas

neoformadas en ratas.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

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

regeneracion ésea

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

del tratamiento combinado.

5. Investigar si la inyeccién subcutanea de Alendronato cercana al sitio de la lesién tiene

efecto local o sistémico.

MATERIALES Y METODOS

ANALISIS DE TOXICIDAD

a) Alendronato

El andlisis de toxicidad se realiz6 a través del método de captacion 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 catiénico débil que penetra facilmente las membranas de las
células por difusién pasiva, acumulandose a nivel intracelular en los lisosomas, donde se fija a
los sitios anidnicos 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 asi distinguir entre células viables, dafiadas
o0 muertas de acuerdo a la acumulacion del rojo neutro dentro del lisosoma. Las células se
observaron con un microscopio de contraste de fase para verificar la incorporacion del rojo
neutro. La viabilidad celular se estimé mediante la extraccion del colorante presente en las
vacuolas celulares. El rojo neutro fue extraido con una solucion de agua/etanol/acido acético y

leido a 545 nm.

Para este ensayo se utilizo la linea celular VERO (células derivadas de fibroblastos de rifion de
mono africano) cultivadas en un Medio Esencial Minimo (MEM) suplementado con 10% de
suero fetal bovino a una densidad celular entre 70 a 80 de confluencia. Este ensayo se realizd

por triplicado.

b) Monofluorofosfato de sodio

Se preparé una solucion conteniendo 900 partes por millén de MFP como solucién madre

para usarla en los ensayos de citotoxicidad. Se diluyé la solucién madre en el medio de cultivo
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(Medio esencial minimo) de manera seriada factor 10 para realizar un Screening. Luego de
este procedimiento se observo la presencia de un precipitado cristalino en todas las diluciones,

motivo por el cual no se continué con el ensayo.

No se pudieron realizar los experimentos de citotoxicidad con rojo neutro porque se produjo
precipitacién en el medio de cultivo al agregar el MFP. Por esta razén se realizaron estudios de
toxicidad “in vivo” y se incluyeron parametros que ponen de manifiesto la toxicidad en animales,
teniendo en cuenta tres variables que expresan el estado de salud general, alteraciones
endocrinologicas y nutricionales y la mineralizacion 6sea del animal y cuyos datos son

facilmente inferibles a toxicidad celular.

El estudio se realiz6 en ratas de 21 dias y se prolong6 el tratamiento durante 90 dias. EI MFP
fue administrado en el agua de bebida en una concentracion de 5 mmoles/L y el acceso al
agua fue ilimitado. Simultaneamente los animales recibieron una dieta estdndar para roedores
(Gepsa, Argentina) y fueron mantenidos en jaulas colectivas durante el tiempo que duré la

experiencia.

Al finalizar el periodo de tratamiento se realizd la eutanasia del animal mediante anestesia
general con una solucion de ketamina/xilazina (80 y 12,8 mg/kg de peso corporal
respectivamente) y la administracion de una inyeccion intracardiaca de KCl saturado que
produjo un paro cardiorespiratorio instantaneo. Se obtuvo el fémur, se desgrasé con acetona y
se sec6 a 60°C durante 3 dias. Pasado este periodo se pes6 con una balanza de sensibilidad
0.1 mg obteniéndose el peso seco del mismo. Luego se calcind en una mufla a 550°C durante

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

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

variables:

» Glucosa sanquinea: por método colorimétrico. La glucosa plasmatica es una variable

controlada por multiples hormonas y sus alteraciones se asocian principalmente a
alteraciones del metabolismo glucidico y/o lipidico, alteraciones endocrinoldgicas 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 inespecificas de malestar
o enfermedad. Se justifica la medicion solo para conocer si la ingestion de agua con

MFP puede alterar la ingesta de alimento.

« Relacién ceniza-matriz: se calcula como el cociente entre el peso de las cenizas 0seas,

luego de calcinar el hueso a 560°C y el peso de la matriz 6sea, 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 mineralizacion 0sea, 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.

PREPARACION DE LAS FORMULACIONES

Se prepard una solucion de AL para ser aplicado por via subcutanea. La formula
farmacéutica con AL se prepard con una dosificacion de 0.5 mg/kg de peso corporal. EIl MFP se
administro en el agua de bebida. Se prepararon tubos marcados con 0,72 g de MFP en polvo y
se disolvio el contenido de cada tubo en 1 litro de agua para obtener una solucion 5 mM. Esta
solucion se prepard en el momento de su utilizacion.(127) Teniendo en cuenta que un animal
consume aproximadamente entre 20 y 30 ml de agua por dia, se producird una ingesta de

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

ANIMALES DE EXPERIMENTACION

Los animales que se utilizaron en esta experiencia se mantuvieron en el bioterio de la
Cétedra de Fisiologia de la Facultad de Odontologia 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 durd el
experimento. EI manejo de los animales se realiz6 siguiendo los lineamientos del Nacional
Institute of Health (NIH) para el uso y cuidado de animales de experimentacion (Publication N.
85-23, Rev 1985) y del Comité para el cuidado y uso de animales de experimentacion.

Secretaria de Ciencia y Técnica, Facultades de Ciencias Médicas y Odontologia, UNC.

Se emplearon sesenta y cuatro ratas macho de 50 dias de edad de la linea 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 dias. En el grupo Control (C) los animales recibieron semanalmente 0,3
ml/100 g de peso corporal de solucién salina por via subcutanea en el miembro posterior
izquierdo cercano a la intervencion quirdrgica y agua corriente de red como agua de bebida. El
grupo Alendronato (A) recibié semanalmente 0,5 mg de alendronato/kg de peso corporal por
via subcutanea profunda en el miembro posterior izquierdo. Estos animales tuvieron acceso a
agua corriente de red ad libitum. El grupo Monofluorofosfato de sodio (M) recibi6 MFP 5 mM en
el agua de bebida durante toda la experiencia y en el miembro posterior izquierdo se administro
una inyeccidn subcutdnea de solucion salina como el grupo control. ElI grupo
Alendronato/Monofluorofosfato de sodio (AM) recibié tratamiento combinado con AL

subcutaneo y MFP por via oral en el agua de bebida.
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Al finalizar el experimento se realiz6 la eutanasia de los animales mediante inyeccion

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

PROCEDIMIENTO QUIRURGICO

Al inicio del experimento los animales fueron anestesiados con una solucion de
ketamina/xilazina en relacién 8mg/1.28mg respectivamente por cada 100 g de peso corporal.
(130,131) (Figura 10)

Figura 10: Anestesia general con solucion de ketamina/xilazina

Previa asepsia del campo quirtrgico con yodopovidona y rasurado de la tibia (Figura 11) se
realizé con bisturi Bard Parker y hoja N° 15 una incision longitudinal en ambas tibias y se
decol¢ la fascia muscular hasta llegar a exponer el hueso.(Figura 12) Con una fresa numero 6 y
a rotacién manual para no producir necrosis 0sea, se realizé una cavidad en la parte plana de
cada tibia hasta llegar al hueso medular.(Figura 13) Dicha cavidad no fue rellenada con ningun
material y su regeneracion fue llevada a cabo por su propio coagulo. Luego de realizada la
intervencion quirdrgica, se recolocaron los planos en posicién y se sutur6 la herida con hilo

reabsorbible.(Figura 14)

Figura 11: Aseptizacion y rasurado de la tibia
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Figura 13: Osteotomia de ambas tibias

Figura 14: Sutura con hilo reabsorbible

Los sacrificios para la toma de muestras fueron a los 15, 30, 60 y 90 dias. En todos los
tiempos incluidos el momento 0, se realizaron radiografias de ambas tibias. Ademas, se extrajo
sangre por puncion cardiaca para determinacion de fosfatasa alcalina. La puncién se realiz6

previa asepsia de la region toracica con solucién 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 centrifug6 para

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

Figura 15: Extraccion de sangre por puncion cardiaca

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

y los tiempos en que se realizo la eutanasia.

Rx: obtencion de radiografias, PC: obtencién de mue  stra de sangre por puncion
cardiaca, +: eutanasia

Grupos 0 dias |15 dias 30 dias 60 dias 90 dias

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 realiz6 la amputacion de ambas tibias y fueron colocadas en frascos
estériles y fijadas en formaldehido al 10 %. Posteriormente fueron descalcificadas en EDTA
(10g/100ml) durante 30 dias a 4 °C para luego ser incluidas en parafina. Se realizaron cortes
histologicos paralelos al eje largo de las tibias a nivel de la epifisis proximal, los que fueron
coloreados con Hematoxilina/Eosina (H/E) para el analisis histopatolégico e histomorfométrico
correspondiente. Al momento de la amputacién de las tibias se obtuvo ademas el fémur

izquierdo, que fue conservado en solucion fisiolégica a -20°C, para la realizacion de ensayos

biomecanicos.
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ESTUDIOS RADIOGRAFICOS

Se tomaron radiografias Kodak de ambas tibias inmediatamente posterior a la cirugia y
en cada uno de los tiempos experimentales por técnica de cono corto con tiempo de exposicion
de 0.4 segundos con equipo de rayos X Denimed. Se incluyd un patrén de aluminio o escala
testigo en la toma radiogréfica, para calibrar posteriormente las imagenes. Las muestras fueron
analizadas con el Software Image Pro-Plus v. 4,52 (Media Cybernetics), disefiado para
procesamiento de imagenes y morfometria. Las radiografias se escanearon con un escaner HP
G-3110 a una resolucién de 1200 dpi y a 8 bits de profundidad en la escala de grises. Se
calibraron las imagenes radiograficas midiendo la densidad éptica (OD) de cada escalén del
patrén testigo, ajustando las curvas de densidad optica radiograficas mediante procedimientos
matematicos, con el objetivo de que coincidan las referencias relativas de la escala de todas las
radiografias. Luego se midié la OD de un area eliptica y centrada dentro de la zona del defecto
quirargico como asi también del area circundante a ella (zona peridefecto), sin exceder los 2
mm de distancia entre las areas medidas, evitando el hueso cortical y demas artefactos 6pticos.
(Figura 16a)

Figura 16a: Imagen radiogréfica 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 quirtrgico y 5 medidas de OD de la
zona peridefecto. Se obtuvo la diferencia de densidad 6ptica (OD defecto — OD peridefecto).

Los datos fueron tabulados en planillas Excel para su posterior analisis estadistico.

Se observan en este caso, las imagenes radiograficas correspondientes a 0 dias, donde se
evidencia claramente como se delimitaron las zonas del defecto quirdrgico y las zonas

peridefecto.(Figura 16b)

30



Control Zona peridefecto Alendronato

/

WY,

Zona peridefecto

Figura 16b: Imagenes radiograficas de los distintos grupos a 0 dias

ESTUDIOS BIOQUIMICOS

Se realizé la determinacion de fosfatasa alcalina sobre muestras de sangre obtenidas
por puncion cardiaca en diferentes tiempos. La determinacion bioquimica de la enzima fue por

método colorimétrico.

ESTUDIOS HISTOMORFOMETRICOS

Este estudio se realizo sobre cortes histolégicos de hueso desmineralizado con EDTA a
pH 7 y 4°C durante 30 dias con control radiografico respectivo.

Método de medicion: mediante el software para morfometria Image Pro Plus se delimitaron
las areas ocupadas por hueso trabecular y se calcularon los porcentajes respecto al area total
de la imagen. Se analizaron al menos 5 imagenes de las epifisis proximales de las
tibias.(Figura 17). Este procedimiento se llevd a cabo en cada grupo y etapa (15, 30, 60 y 90
dias) y en ambas tibias.(132,133)
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Figura 17: Corte histolégico de hueso donde se observan las trabéculas delimitadas para el andlisis (H/E 60X)

ESTUDIOS BIOMECANICOS

Los estudios biomecéanicos fueron realizados con apoyo del personal del Laboratorio de
Biologia Osea y Metabolismo Mineral de la Facultad de Ciencias Médicas de la Universidad
Nacional de Rosario. Se utilizé6 un equipo disefiado por el departamento de Ingenieria 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 pistén 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 analégico digital y convertidos a Fuerza (Newton) con un
software especifico (Biomedical data adquisition suite 1.0).(Figura 18) Las muestras de fémures
conservadas en solucién fisiolégica a -20°C fueron descongeladas para su utilizacién. Se
cortaron las epifisis de los huesos con cierra para realizar los ensayos de flexion a tres puntos.
(Figura 19) Ademés se cortaron rodajas de hueso de 2 mm de espesor para realizar los
ensayos de compresion.(Figura 20) Estos parametros biomecanicos seran utilizados como
medida del efecto sistémico producido por las drogas utilizadas.
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Figura 18 Equipo de biomecénica 6sea Figura 19: Hueso fracturado en ensayo de flexion

Figura 20: Obtencion de rodajas de hueso y ensayo de compresion

ESTUDIOS ESTADISTICOS

Previa verificacion de la distribucion normal de las variables utilizadas (Test de
Kolmorow Smirnov), la comparacion de los datos se realizo a través del analisis de la variancia
(ANOVA) a dos y tres criterios de clasificacion (tratamientos : control, AL, MFP, AL+MFP,

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

test post-hoc como el test de Bonferroni y el test de Tukey cuando el analisis de la variancia
detect6 diferencias significativas. Se consideraron diferencias significativas cuando p<0,01.
Tanto para el analisis de datos como para construccién de gréficas y analisis estadisticos se
utilizo el software estadistico R. (Software libre de domino publico). 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 ug/ml y sus respectivas captaciones de
rojo neutro expresado en porcentajes demostraron que a concentraciones menores a 10 pg/ml
la viabilidad celular es cercana a 100 % y a medida que aumentaron dichas concentraciones
por encima de los 10 pg/ml la viabilidad celular comenzé a verse afectada, teniendo un

descenso significativo a un 70%.(Figura 21)

110
concentracion % captacion
(ng/ml) (rojo neutro) 100 @
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2 90
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80 67.9
90 66.6 50
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Concentracion (ug/ml) de Rojo Neutro del medio

Figura 21: Citotoxicidad (Rojo Neutro)

La concentracion de AL afectd el porcentaje de captacion de rojo neutro (ANOVA a un criterio
p<0.01). No se observo diferencias en la captacion hasta 10 ug/ml. Para concentraciones de 20

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

La dosis sugerida por la bibliografia es de 0,5 mg/kg aplicada semanalmente, la cual distribuida
de manera uniforme en todo el organismo equivaldria a 0,5 mg/1000ml, equivalente a 0,5ug/ml.

Si se diera la posibilidad que solo se distribuya en plasma, la dosis de 0,5 mg/kg seria
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equivalente a 0,5/100ml, equivalente a 5pg/ml. Tanto en una u otra posibilidad, ambas dosis se

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

alendronato pg/ml |% captacion

Concentracion que alcanzaria si 0110041

alendronato se distribuyera =

uniformemente en todo el organismo\A 0,1]97,642,1

5(97,9t1,9

10(98,911,4

Concentracion que alcanzariasi

alendronato se distribuyerasolo en el 20 87,9i5,1

espacio plasmatico 40/81 5+1 3
60(76,513,1
80(67,912,1
90(66,617,2

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

b) Monofluorofosfato de Sodio

Se administré6 Monofluorofosfato de Sodio (MFP) en el agua de bebida en una concentracion de

5 mmoles/| durante 90 dias de tratamiento.

No se hallaron diferencias significativas entre el grupo tratado con MFP y el grupo control en las
variables glucosa sanguinea (Gréfico 1), peso corporal (Grafico 2) y relacion ceniza-matriz
hasta 90 dias (Gréfico 3). (ANOVA a 2 criterios p>0.01)
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Gréafico 3: Relacion ceniza-matriz

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

adecuadas y no citotoxicas.

36



ESTUDIOS RADIOGRAFICOS

Se determinaron las medias con sus desvios estandar respectivos para Densidad
Optica (OD) tanto de la tibia problema como la contralateral para todos los grupos en todos los

tiempos.(Tabla 2)

Diferencias de OD
Tiempo Tratamiento n Media + sd
T. Contralateral T. Problema
C 4 -0.038 +£0.026 | -0.032 +0.016
M 4 -0.036 £0.007 | -0.034 £0.010
o A 4 -0.025 £0.014 | -0.019 £0.009
AM 4 -0.029 £ 0.009 | -0.024 +0.008
C 4 -0.023 +£0.006 | -0.023 +0.001
M 4 -0.020 £0.006 | -0.019 +0.010
%0 A 4 -0.013 +£0.002 | -0.003 £0.011
AM 4 -0.010 £0.023 | -0.015%0.021
C 4 -0.012 +0.004 | -0.016 +0.004
M 4 0.010 £0.003 0.007 +0.004
*0 A 4 0.010 £ 0.004 0.017 +0.006
AM 4 0.011 +£0.008 0.005 +0.005
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: Estadistica descriptiva. Diferencias de OD

Se observo a partir del tiempo 0 que a medida que pasé 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.(Gréfico 4, 5y 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
(Grafico 7)

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

grupo control.(Grafico 8)

37



0,020

o
o
3
3

-0,020

-0,040

-0,060

t

Dif. OD (media +- Desv. Std.)

= -0,080

Pata P./ Pata H.

BRI

€]

%

0100-| I Homéloga I Problema
T T T T
A M AM C
Gréfico 4: OD a los 0 dias
0,020 0,020
% 0,000 foo] __ 0,000 % T F E
3.] ©
& 0,020 % § g -0,020] o) P}
"'. =
8 0,040 § § .& -0,0407
g
;-o,oso - E,-o‘oeo-
[}
ws 0,080 | s 0,080
& Pata P. / Pata H. fa Pata P. / Pata H.
0,700-| I Homéloga T Problema 0,100]| I Homdoga I Problema
T T T T T T T T
A M AM C A M AM C
Grafico 5: OD a los 15 dias Gréfico 6: OD a los 30 dias
0,020 § 5 0,020
0,000 = . 0 ® bol 0.00 o ) Q ool
i : 5 == g 1000 (@) o © (e} L
E -0.020] [ E -0,0201
+ 00407 .& -0,0407
E-u‘oso- E,-o‘oso-
8
E‘ -0,0807] 8 0,080
Pata P. / Pata H. fai PataP. / Pata H.
-0.1007]| I Homdloga I Problema -0,1007| I Homdoga I Problema
T T T T T T T T
A M AM (o} A M AM (o}

Grafico 7: OD a los 60 dias

Gréafico 8: OD a los 90 dias

Para determinar si hubo diferencias significativas se realizé un analisis de la variancia a tres

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

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

para la interaccion 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: Andlisis de la variancia a tres criterios de clasificacion

Para poder observar cual de los tratamientos fueron significativos se realizd el test de
Bonferroni (p<0.01) donde A fue diferente al resto a los 15 dias y A, M y AM diferentes a C a
los 60 dias. (Tabla 4)

Diferencias OD
Tiempo Tratamiento Media + sd
Pata

C -0.035 £ 0.020

M -0.035 £ 0.008
15

A -0.022 £0.011

AM -0.026 + 0.009

C -0.023 £ 0.004

M -0.019 £ 0.008
30

A -0.008 + 0.009

AM -0.013 £0.019

C -0.014 £ 0.005

M 0.014 +0.003
60

A 0.009 +0.006

AM 0.018 +0.007

C -0.004 £ 0.002

M 0.001 +0.005
90

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 formacion ésea.
Se determinaron los niveles de FA en ratas puberes y adultas, con el objetivo de comprender

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

Fosfatasa alcalina (U/1)

Ratas Adultas Ratas Puberes
48,80 1080
58,56 1680
55,10 1440
54,90 1500
37,80 1360

51,03 + 8,19 1425 + 196,70

Tabla 5: Comparacion del marcador FA en ratas adultas y puberes

La extraccion de sangre mediante puncién cardiaca se realiz6 en todos los grupos y en tiempos
15, 30, 60 y 90 dias. A continuacion los valores descriptivos para el comportamiento de FA en

los distintos tiempos.

Se hallaron diferencias significativas en las medias de FA a los 15 dias. (ANOVA p<0.01). Se
hallé diferencia significativa entre C y los demdas grupos experimentales (Test Bonferroni
p<0.01) (Tabla 6)

Tratamientos N Media + sd p-valor
A 4 651 + 23
M 4 535+ 11
p<0.01
AM 4 660 + 27
C 4 134+ 5

Tabla 6: FA a los 15 dias

Se hallaron diferencias significativas en las medias de FA a los 30 dias. (ANOVA p<0.01). Se
hallé diferencia significativa entre C y los demas grupos experimentales (Test Bonferroni
p<0.01) (Tabla 7)

Tratamientos N Media + sd p-valor
A 4 853.3 +25.7
M 4 629.6 +21.3
p<0.01
AM 4 873.3+23.0
C 4 160.0+ 4.0

Tabla 7: FA a los 30 dias
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Se hallaron diferencias significativas en las medias de FA a los 60 dias. (ANOVA p<0.01). Se
hall6 diferencia significativa entre C y los demas grupos experimentales (Test Bonferroni
p<0.01) (Tabla 8)

Tratamientos N Media * sd p-valor
A 4 857.0 £ 29.5
M 4 785.3+21.4
p<0.01
AM 4 912.0 £13.0
C 4 90.6+ 6.6

Tabla 8: FA a los 60 dias

Se hallaron diferencias significativas en las medias de FA a los 90 dias. (ANOVA p<0.01). Se
hallé diferencia significativa entre C y los demas grupos experimentales (Test Bonferroni
p<0.01) (Tabla 9)

Tratamientos N Media + sd p-valor
A 4 900.6 +12.1
M 4 841.6 +20.2
p<0.01
AM 4 926.6 + 9.8
C 4 71.0+x 3.6

Tabla 9: FA a los 90 dias

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

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

Fosfatasa alcalina (U/l)

0 dias 15 dias 30 dias 60 dias 90 dias
Etapa

Figura 24: FA en funcién del tiempo

41



HISTOLOGIA

Se realizaron cortes histolégicos de las tibias obtenidas de todos los grupos en los
distintos tiempos de la experiencia y se tomaron fotos a través del microscopio Optico para

analizar el comportamiento 0seo.

A continuacion se observan las caracteristicas de un hueso normal a distintos aumentos, con
un trabeculado homogéneo en cuanto a numero y forma, con osteocitos en el interior de las
trabéculas y osteoblastos recubriéndolas. Los espacios medulares se observan con células

hematicas, células blancas y adipocitos.(Figura 25)

Trabéculas
dseas

Trabécula

Médula A £k S Al Yoy Células
dsea =y ; 2 " ' Adipocitos N p blancas

Figura 25: Hueso normal a distintos aumentos
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Anadlisis histoldgico

El aspecto del hueso a los 15 dias 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 6sea. No se observan diferencias histologicas entre los grupos.(Figura 26)

. . %) J s "' | , .
Médula ésea ] il Médula 6sea

A

Control 40X HE

Médula 6sea

MFP 40X HE Alendronato/MFP 40X HE

Figura 26: Imagenes histologicas a los 15 dias

A los 30 dias 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 anastomosis 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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Trabéculas

Trabéculas

MFP 40X HE Alendronato/MFP 40X HE

Figura 27: Imagenes histologicas a los 30 dias

En el tiempo 60 se mantienen las diferencias entre los grupos y se evidencia un mayor
incremento en el grosor y niumero de las trabéculas para el grupo A y M con respecto a los

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

28)
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Figura 28: Imagenes histolégicas a los 60 dias

Al tiempo 90 las imagenes muestran en todos los grupos trabéculas de aspecto y tamafio

normal.(Figura 29)
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Trabécula

MFP 40X HE Alendronato/MFP 40X HE

Figura 29: Imagenes histolégicas a los 90 dias
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HISTOMORFOMETRIA

Se realizé el analisis histomorfométrico de acuerdo a la descripcion 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)

Porcentaje de hueso trabecular
Tiempo Tratamiento Media  sd
T. Contralateral T. Problema
C 25.0+14.0 28.6 +10.7
G M 27.2+10.9 28.0+ 85
A 282+ 5.8 285+ 3.8
AM 28.8+ 8.9 28.4+10.0
C 276+ 9.8 327+ 6.5
= M 344+ 6.2 343+ 6.2
A 35.2%+ 6.2 347+ 55
AM 31.3+ 83 315+ 2.2
C 33.8%+ 53 334+ 70
59 M 40.3+ 9.8 416+ 6.6
A 40.0+x 9.6 39.8+11.8
AM 344+ 7.0 37.6+11.3
C 365+ 95 36.1+ 8.4
o M 41.1+11.2 43.5+129
A 425+11.7 42.7+11.4
AM 37.6 £10.5 38.8+105

Tabla 10: Estadistica descriptiva. Porcentaje de hueso trabecular

El andlisis de la variancia para el porcentaje de hueso trabecular determiné 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 interaccion 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 clasificacion
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Para determinar cuales de los tratamientos fueron significativos se realizo el test post-hoc de

Bonferroni (p<0.01)(Tabla 12), donde se determino g el grupo Ay M fueron diferentes al resto

a los 60 dias.
. . Porcentaje hueso trabecular
Tiempo Tratamiento .
Media + sd
C 27.0+11.8
M 276+ 95
15
A 284+ 4.7
AM 286+ 9.0
C 304+ 8.0
M 344+ 59
30
A 35.0+ 5.6
AM 314+ 6.7
C 33.6+ 59
M 409+ 8.1
60
A 39.9+10.6
AM 33.3+£12.2
C 36.3+ 8.6
M 425+11.8
90
A 426 £11.1
AM 38.2+10.1

Tabla 12: Test de Bonferroni

En el siguiente grafico se observa un incremento del hueso trabecular en funcion del tiempo

siendo significativos Ay M a los 60 dias. (Grafico 9)
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Gréfico 9: Porcentaje de hueso trabecular en funcién del tiempo
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ESTUDIOS BIOMECANICOS

Ensayo de flexion

Se evalu6 en un ensayo de flexion a tres puntos la resistencia del hueso cortical en la

parte media de la diafisis del fémur (Figura 30), donde se determino:

Energia absorbida hasta el punto de fractura (mJoule)
Fuerza maxima 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 dias).

Figura 30: Ensayo de flexion a tres puntos

En los ensayos de flexion con la variable energia 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)
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Factores p-valor
Tiempo 0,000
Tratamiento 0,071,
Tiempo * Tratamiento 0,624

Tiempo Tratamiento Media + sd n
c 552+106 | 4

M 492113 | 4

15 A 586+131 | 4
AM 546+143 | 4

c 748+152 | 4

M 624+123 | 4

30 A 740+141 | 4
AM 700+204 | 4

c 86,2+109 | 4

M 680+118 | 4

60 A 76,6+163 | 4
AM 684+238 | 4

c 90,6+147 | 4

M 780+208 | 4

0 A 982+227 | 4
AM 1082+226 | 4

Tabla 13: Andlisis de la variancia para la variable energia absorbida

En los ensayos de flexion con la variable fuerza maxima, 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)

Factores p-valor
Tiempo 0,000
Tratamiento 0,617
Tiempo * Tratamiento 0,786

Tiempo Tratamiento Media + sd n
C 68,6 £ 15.2 4

M 56,2 +13.1 4

15 A 74,2 £16.6 4
AM 71,4+12.7 4

C 81,2+ 9.1 4

M 79,4 £11.7 4

30 A 842+12.1 4
AM 78,6 £ 23.4 4

C 118,8 £17.9 4

M 100,4 +18.8 4

60 A 106,6 +19.3 4
AM 108,4 +14.8 4

C 137,0 £16.7 4

M 145,6 +32.8 4

20 A 140,8 +20.7 4
AM 150,4 +24.6 4

Tabla 14: Andlisis de la variancia para la variable fuerza maxima

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)



Factores p-valor
Tiempo 0,000
Tratamiento 0,653
Tiempo * Tratamiento 0,831

Tiempo Tratamiento Media + sd n
C 68,2 +14.3 4

M 55,8 +13.1 4

= A 78,8 +16.7 4
AM 71,0+13.2 4

C 80,0 +11.2 4

M 78,2+12.2 4

=0 A 83,0+12.3 4
AM 77,4 £25.4 4

C 118,4 +17.9 4

M 100,0 +19.8 4

a0 A 106,2 +17.3 4
AM 108,0 + 14.3 4

C 135,8 +16.7 4

M 144,4 +34.8 4

<l A 139,6 +21.7 4
AM 149,2 +25.8 4

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

En cuanto a la variable rigidez, se determiné que las variables tiempo y tratamientos fueron
significativas.(ANOVA p<0.01). (Tabla 16)

Factores p-valor
Tiempo 0,008
Tratamiento 0,001
Tiempo * Tratamiento 0,107

Tiempo Tratamiento Media + sd n
C 111,8 +19.0 4

M 107,2 +20.4 4

5 Ta 1178+191 | a
AM 134,2 +30.2 4

C 119,2 +23.2 4

M 169,2 +27.4 4

=t A 139,0 £39.3 4
AM 162,6 +23.4 4

C 171,2 +43.9 4

M 219,4 +68.8 4

60 A 199,2 +23.3 4
AM 183,4 +46.3 4

C 170,8 +41.7 4

M 255,8+71.8 4

%0 A 268,6 +88.7 4
AM 189,8 +21.8 4

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

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

el grupo Cy AM a los 60 y 90 dias.(Test de Bonferroni p<0.01)
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Ensayo de compresion

Se evalud en un ensayo de compresion la resistencia del hueso trabecular en rodajas
de epifisis (Figura 31), donde se determind:

Fuerza de fractura (newton)
Energia 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 dias).

Figura 31: Ensayo de compresion

En los ensayos de compresion de la variable fuerza de fractura se determin6é que tanto el
tiempo, los tratamientos y la interaccion 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 dias. El
grupo AM fue significativamente mayor que C a los 15 y 30 dias y el grupo A lo fue con
respecto a C a los 90 dias.(Test de Bonferroni p<0.01)(Tabla 17)
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Factores p-valor
Tiempo 0,001
Tratamiento 0,000
Tiempo * Tratamiento 0,000

Tiempo Tratamiento Media + sd n
C 33+ 15 4

M 455+ 6.4 4

= A 31,8+ 2.7 4
AM 46,8+ 4.7 4

C 8,8+ 22 4

M 131,5+20.4 4

=0 A 38,8+ 5.3 4
AM 75,5+ 5.4 4

C 2,3+ 15 4

M 140,0 + 18.8 4

a0 A 88+ 1.3 4
AM 14,5+ 2.0 4

C 6,0+ 1.6 4

M 94,3 +17.5 4

<l A 67,3+ 3.8 4
AM 22,3+ 3.7 4

Para la variable energia absorbida se determind que tanto el tiempo, los tratamientos y la

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

interaccion de las variables fueron significativas (ANOVA p<0.01) La energia absorbida en

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

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

Tiempo Tratamiento Media + sd n
C 0.6+0.4 4
M 43+04 4
e A 1.7+0.4 4
AM 47+0.4 4
C 0.7+0.3 4
M 11.0+x0.1 4
30 A 18.2+0.6 4
AM 7.5+0.6 4
C 0.6+0.4 4 Factores p-valor
M 13.1+01 4 Tiempo 0,000
60 A 1.8+2.2 4 Tratamiento 0,000
AM 0.9+0.2 4 Tiempo * Tratamiento 0,000
C 0.7+0.3 4
M 11.0+x0.1 4
=l A 53+05 4
AM 1.9+0.3 4

Tabla 18: Andlisis de la variancia y Test de Bonferroni para la variable energia absorbida
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La rigidez en el grupo M fue significativamente mayor que C a los 30, 60 y 90 dias. El grupo
AM fue diferente a C a los 15 dias mientras que A lo fue con respecto a C a los 30, 60 y 90
dias.(Tabla 19)

Tiempo Tratamiento Media + sd n
C 120,0 + 21.5 4
M 2025+ 94 4
15
A 119,3+ 21.7 4
AM 213,0+ 12.3 4
C 100,8 = 17.6 4
M 232,5+17.0 4
30 A 2248+ 7.0 4
AM 177,3+£22.4 4
Factores p-valor
C 28,3+£16.5 4 -
Tiempo 0,000
M 277,5+21.8 4 -
60 Tratamiento 0,000
A 289,3+31.3 4 - -
Tiempo * Tratamiento 0,000
AM 95,8 +12.0 4
C 26,3+ 7.6 4
M 3885+ 55 4
%0 A 208,3 +22.8 4
AM 84,5+ 13.7 4

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

El objetivo de esta investigacion fue estudiar el efecto de la administracion combinada
de Alendronato (AL) por via subcutanea y de Monofluorofosfato de Sodio (MFP) por via oral
sobre la regeneracion tisular de cavidades Oseas neoformadas, a través de distintas
variables: citotoxicidad, analisis radiografico, niveles plasmaticos de fosfatasa alcalina,

histologia e histomorfometria y ensayos biomecénicos.

Es importante destacar que esta investigacion se realiz6 en animales sanos para asi poder
transferir los resultados a la investigacion clinica para el tratamiento de patologias 6seas en
cavidad oral en todo tipo de pacientes, a diferencia de otros autores que dirigen sus modelos
experimentales a animales con patologias de base como osteoporosis, enfermedad de
Paget, etc.(134,135)

Entre los bifosfonatos, AL es uno de los farmacos con mayor potencia en la inhibicion de la
actividad osteoclastica. Cuando el metabolismo 6seo es mas alto, en las regiones de
elevada actividad fisiologica, los bisfosfonatos se concentran en forma selectiva y después
de ser absorbidos, se vinculan a la hidroxiapatita ésea expuesta en las regiones de
resorcion.(136) EI mecanismo de inhibicion de los osteoclastos se ha atribuido a una
disminucion de la actividad celular, a la interferencia de receptores para las proteinas
especificas de la matriz 6sea y a la produccion del factor inhibidor de osteoclastos por los
osteoblastos. Todo esto reduce la vida util y/o el nimero de osteoclastos diferenciados, y

por tal motivo, la reduccién de la resorcién ésea.(137,138,139)

Los resultados de citotoxicidad de ésta experiencia demostraron que la concentracién de AL
modifica el porcentaje de captacién de rojo neutro. No se observo diferencia en la captacion
hasta 10 pg/ml aunque para concentraciones de 20 pg/ml o mayores se observé un
descenso significativo. Se pudo determinar entonces dos rangos de concentracion: Uno (0 a
10 pg/ml) en el que la viabilidad celular no fue afectada y otro (10 a 20 pg/ml) donde
comenz0 a afectarse dicha viabilidad. Esta variable permitié determinar la dosificacion de

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

Para preparar la formulacion subcutédnea de AL, se utilizé 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 0,5pug/ml (2 pmol/litro), la cual esta inmersa en

el rango de concentracion que no afecto 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 sédico: 10°, 10°, y 107 M. Estas concentraciones se basan en los resultados
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observados en un estudio piloto donde las concentraciones superiores a 10° M mostraron
citotoxicidad extrema. Estos resultados demostraron que la formacién de osteoclastos se
inhibié de manera significativa en la concentracion de AL de 10 M, poniendo de manifiesto
gue la citotoxicidad es directamente proporcional a la concentracion 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 demostré que un nivel de concentracién de 10° M es

citotoxico 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, permitié calcular la
concentracién IC50. Los valores de concentracion IC50 obtenidos a partir de ella indican que
el APBP (&cido 1-hidroxi-2-[4-aminofenilletano-1,1-difosfénico) resulta ser el menos toxico
(IC50=15,56 mmol/l), a continuacién se sitia AL (IC50=9,86 mmol/l) y por ultimo el IBP
(&cido  1-hidroxi-2-[3-indolilletano-1,1-difosfonico)(1IC50=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 flor més investigada. EI MFP
se comenzO a utilizar por las ventajas sobre el Fluoruro de Sodio (NaF) por su mejor

tolerancia gastrica y compatibilidad con la coadministracion con calcio.

Rigalli y col (1994) demostraron que la farmacocinética del MFP muestra gran diferencia con
NaF. El MFP se absorbe en estdmago e intestino, uniéndose a la alfa-2-macroglobulina
plasmatica, la que se inactiva y es depurada por receptores del hueso e higado. Esta
proteina 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 fldor en el
organismo y un efecto sostenido sobre el incremento de la masa 6sea. Sobre esta Ultima, el
fluoruro reemplaza al oxhidrilo del cristal de hidroxiapatita formando fluorapatita. (cristal mas
resistente que el de hidroxiapatita). También demostraron que el fluoruro es un mitégeno
para los osteoblastos ya que estimula la formacion e incrementa el volumen del
hueso.(144,145)

En los ensayos de citotoxicidad de éste trabajo, MFP precipitd en el medio de cultivo y se
realizé un ensayo “in vivo” administrando MFP en dosis de 5mM en forma cronica,
estudiando tres variables que expresan el estado general del animal: glucosa plasmatica,
peso corporal y la mineralizacion ésea 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 demostré tener efecto a nivel 6seo produciendo
aumento de la masa 0sea, el nUmero y el grosor de las trabéculas del hueso esponjoso. La
misma dosis produce una aumento de los didmetros internos y externos de la diéfisis 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
concentracion plasmatica de fluoruro luego de su administracion, mientras que el mayor
efecto a nivel 6seo se atribuye a su union a alfa-macroglobulina y su captacion por

receptores presentes en células de dicho tejido.(147)

Roy | Holland (1983), demostré que MFP fue citotoxico 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 flior, producto de la hidrélisis de MFP. En su experiencia

demostré que MFP no tuvo ningun efecto en el crecimiento celular.(148)

Si trazamos una analogia entre crecimiento celular y crecimiento corporal, estos resultados
concuerdan con este trabajo, donde los tratamientos con MFP en forma crénica no afectaron

el crecimiento de los animales.

Rigalli Ay col (1995), concuerdan también con los resultados obtenidos, al demostrar que el
consumo crénico (90 dias) de MFP en dosis similares a los de éste trabajo, no modificaron

el valor de la glucosa sanguinea 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, higado, placenta, intestinos y rifién. Tanto el aumento como la disminucion de esta
enzima en plasma tienen significado clinico. FA libera fosfato inorganico a partir de ésteres
fosforicos, necesario para la mineralizacion del hueso. Es considerada un buen marcador de
la actividad osteoblastica.(150,151)

Los resultados de los estudios de FA se utilizaron como marcador de formacion Osea y
resultaron estadisticamente significativos en funcion del tiempo para los grupos problema
con respecto al control. FA aumentd gradualmente en los tratamientos con AL, MFP y la
combinacion de ambos, incrementado su valor desde el dia 15 con valores promedios a 615
U/l llegando al dia 90 con valores de 889 U/I. El grupo control se mantuvo estable con

valores promedio de 113 U/l desde los 15 a los 90 dias.

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; 0,25y 0,5

mg/kg no alteré la actividad de transaminasas pero si disminuyé los niveles de FA.(153)

La determinacién de FA en sangre es un marcador Gtil para cuantificar la actividad Osea.
Estos resultados concuerdan con los de Walsh y col (2000), quienes concluyen que la

actividad de FA se estabiliz6 al 90 dias en tratamientos con AL.(154)

Sandra Megia Delgado y Alfredo Rigalli (2013) demostraron en concordancia con esta
experiencia que FA se incrementd significativamente a los largo del tiempo (90 dias) en
ratas tratadas con MFP en dosis de 80umol de MFP en 1ml de MFP 80mmol/l.(155)

La causa mas importante de fracturas 6seas, susceptibles de prevencion, es una masa 6sea
reducida. Diversos estudios evaluaron la masa 0sea 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 andlisis de la densidad Optica (OD), permitié establecer la calidad de
hueso formado en el defecto logrado quirdrgicamente, a través de un aumento de la

radiopacidad de esta zona conforme al avance del tiempo.

Radiogréficamente, se determind un aumento en la OD en los grupos problema
comenzando al dia 15 y estabilizdndose al dia 90. El valor mas significativo fue para AL a
los 60 dias. MFP aument6 la OD pero con menor significacion. La combinacion de las
drogas también aumento la OD aunque con menor significacion que AL y MFP por

separado.

No hubo diferencia entre las medias, cuando se analizO6 OD en la tibia problema y
contralateral. Esto sugiere que AL tiene efectos sistémicos y no locales, alin cuando se

administré AL subcutaneo cercano al defecto quirurgico.

Pacifico Lucisano M y col (2013) analizaron la OD en ratas, después de la administracion
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
dias). La comparacion de los grupos con y sin tratamiento con AL reveld un aumento de un
14,9% y 26% en la OD.(157)

Este trabajo demostré un aumento de la OD en forma significativa, aun utilizando dosis
menores a 1lmg/kg de AL, lo cual disminuye potencialmente la aparicibn de efectos

adversos.

Sandra Mejia 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
critico no se modificé a lo largo del tratamiento en ninguno de los grupos experimentales,

aunqgue 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 dias de tratamiento. Esa diferencia no

fue significativa a los 20 y 30 dias de tratamiento.

El estudio histologico del hueso nos permitio analizar la actividad celular osteoblastica y
osteoclastica, presencia de trabéculas con zonas maduras e inmaduras e infiltrado medular.
Esto permitié determinar como se fue remodelando el tejido 6seo en funcion del tiempo. En
cuanto a morfologia trabecular, revel6 diferencias a los 30 dias para todos los grupos
problema con respecto al control. AL y MFP a los 60 dias evidenciaron mayor incremento
en el nimero, grosor y tamafio de las trabéculas, aumento de la actividad osteoblastica y
trabéculas anastomosadas en red. El tratamiento combinado en el tiempo 60 no fue
estadisticamente significativo con respecto al control. No hubo diferencias estadisticas a los

90 dias entre todos los grupos.

Los parametros histomorfométricos de remodelacion 6sea se dividen en: estructurales
(tamafio y cantidad de hueso), de resorcion (porcentaje de osteoclastos, erosién é6sea y
fibrosis peritrabecular), estaticos de formacion ésea (porcentaje de osteoblastos, grosor y
cantidad de osteoide peritrabecular) y dinamicos de formacion 6sea, que indican funcion
celular 6sea “in vivo” (superficie trabecular mineralizada y velocidad de agregacion del

mineral). Estos pardmetros nos permiten cuantificar y cualificar la estructura 6sea.(158)

El analisis histomorfométrico de éste trabajo, revelé un aumento del porcentaje del hueso
trabecular en funcién del tiempo, siendo los més significativos AL y MFP a los 60 dias. No
hubo diferencias estadisticas entre la combinacion 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 6seo al producir una
marcada actividad osteoblastica acompafiada de una disminucién del numero de

osteoclastos, lo que se tradujo en una mejora en la neoformacion ésea.(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 acumulacion de
éstos debajo del osteoclasto, haciendo que se reduzca la actividad cuando se altera el borde
rizado, disminuyendo su superficie de resorcidon, de esta manera decreciendo la
descalcificacion focal realizada por los acidos organicos. Al final del proceso se reduce el

namero de osteoclastos ya que se produce la apoptosis.(160)

Jaime AP y col (2005) no demostraron diferencias significativas histolégicas entre grupos
tratados con AL de sodio topico embebido en una esponja de colageno a razén de 20 mg/ml
y el grupo control. En cuanto al analisis 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 ultimo a dosis subcutaneas de 0,1
mg/kg aumenté el volumen, grosor y numero de las trabéculas con respecto a las tratadas

con estradiol y los controles. La experiencia fue medida a 60 y 90 dias.(162)

Brun LR y col (2010) demostraron que ratas tratadas con 80umol/dia de MFP por 30 dias

incrementaron significativamente la masa 6sea en comparacion con el grupo control.(163)

Diversas condiciones como el trauma, cirugia de reseccidn de quistes o tumores, retiro de
material de osteosintesis, tratamiento de fracturas o la pérdida de porciones de hueso
debido a infecciones, producen defectos de tamafios desiguales. Tanto en los defectos
0seos criticos como no criticos se busca estimular la reparacion completa del defecto de
forma mas activa que siguiendo el curso normal de la consolidacién, mediante la
estimulacion del tejido 6éseo por medio de materiales, factores de crecimiento, drogas o

trasplantes.

Los modelos animales son indispensables para el estudio de nuevos materiales y
estrategias de regeneracion 6sea. En particular, los modelos en rata son econémicos, de
facil manejo y adecuados para diferenciar etapas durante el proceso de regeneracion 6sea

desde el punto de vista biomecanico.(164)

Para valorar el comportamiento biomecéanico del hueso existen diferentes tipos de ensayos
(traccion, compresion, torsion, flexion a tres y cuatro puntos), pero el ensayo de flexion a
tres puntos es el mas adecuado para animales pequefios. Aunque el comportamiento
mecénico 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 biomecanicas del hueso, no son valores homogéneos que se puedan
definir de forma precisa, ello depende de la distribucion mineral, caracteristicas

estructurales, variaciones entre individuos y la funcién del hueso a estudiar.(165)

Las zonas ideales del esqueleto del animal donde se realizan los ensayos biomecanicos son

los cuerpos vertebrales, huesos largos (fémur 6 tibia) y cuello femoral.

Los huesos largos son importantes porque se componen de hueso cortical puro y estan
cubiertos de periostio, pudiendo reaccionar por aposicion peridstica como el hueso humano.
Ademas 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 andlisis con fuerzas mas pesadas.(166) Este
modelo en fémur de rata Wistar es econémico, de facil manipulacion y bajo costo. Se analizo
en este tipo de hueso largo los posibles efectos sistémicos que tuvieran las drogas, para

prevenir efectos adversos en futuros estudios clinicos.
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En este trabajo, los ensayos biomecénicos determinaron un aumento de la rigidez para AL a
los 60 dias asi como también para AL y MFP a los 90 dias. En cuanto a la combinacion de

las drogas, los datos obtenidos no fueron estadisticamente significativos en éste parametro.

Tanto los tratamientos con AL, MFP y la combinacion de ambos no resultaron
estadisticamente significativos cuando se analizaron las variables biomecénicas de fuerza

de fractura, energia absorbida y fuerza maxima 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 combin6 AL con Pg E2.(167)

Yoshiaki A y col (2013) demostraron que AL administrado en dosis de 1 mg/kg, impidié la
disminucion de la densidad mineral 6sea y mantiene las propiedades mecanicas del hueso

después de la ovariectomia.(168)

Giavaresi G y col (1999) demostraron en sus experimentos con MFP en ratas con
osteopenia se logré una mayor resistencia a la carga de compresion pero una mayor
fragilidad a la carga de flexibn. Ademas, la terapia de fluoruro provocé 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 demostré diferencias significativas en muchas de las variables

analizadas.

Si bien esta demostrado que AL es un potente inhibidor de la resorcion osteoclastica y MFP
aumenta notablemente la actividad osteoblastica, 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 combinacion de estas drogas en tiempos
diferentes como asi también de bifosfonatos con otras drogas, de manera tal que puedan
ser Utiles en regeneracion 0sea y en diferentes patologias de la cavidad oral. Este tipo de
investigaciones abrirdn el horizonte para el disefio de nuevos sistemas de farmacos y asi
poder incorporarlos al arsenal terapéutico en la practica odontolégica y sus distintas

especialidades.
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CONCLUSIONES

1. A concentraciones menores a 10 pug/ml de AL, se demostré que la viabilidad celular no
difiere del 100%. A medida que aumentan las concentraciones por encima de los 10 pg/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 concentracion de 0,5 pg/ml

en el ensayo.

2. Los pardmetros in vivo de MFP, tales como peso corporal, glucosa sanguinea y relacion
ceniza matriz demostraron que no hubo alteraciones cuando se usaron concentraciones de

5mM. Dicha concentracién fue utilizada en ésta experiencia.

3. Radiograficamente se observd un incremento en la densidad Optica de todos los grupos
problemas con respecto al control conforme avanza el tiempo, siendo mas evidentes los
tratamientos con AL a los 60 dias. No hubo diferencias entre las tibias problema y

contralateral.

4. El marcador bioquimico FA mostré diferencias significativas de los grupos problema con
respecto al control conforme al avance del tiempo, lo cual expresé un aumento de la

actividad osteoblastica en los grupos tratados con AL, MFP, y la combinacion de ambos.

5. Histologicamente se observo a los 30 dias tanto para AL como para MFP un aumento de
la calidad 6sea a través aumento del grosor de las trabéculas y algunas anastomosis entre
ellas. Se observo también un incremento de osteoblastos revistiendo las trabéculas. AM

también muestra un aumento en el grosor de las trabéculas.

6. Histolégicamente el tiempo 60 fue el mas significativo donde se observé el mayor
incremento en el grosor y numero de las trabéculas para el grupo A 'y M con respecto a los
demés. El grupo AM a los 60 dias mantuvo la morfologia de sus trabéculas como en el

tiempo 30.

7. La histomorfometria revelé un aumento del porcentaje del hueso trabecular de Al y MFP
a los 60 dias con respecto al control. No hubo diferencias entre la tibia problema y la

contralateral.

8. El andlisis de flexion, determind diferencias significativas de AL a los 60 dias en cuanto a
la rigidez, como asi también de AL y MFP a los 90 dias. Este pardmetro permite interpretar
que un hueso mientras mas rigido es, menor deformacién elastica tiene, por lo tanto la

deformacién de éste ante la aplicacion de una fuerza sera menor y la resistencia mayor.
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9. Los andlisis de compresion son mas variables que los de flexion y tuvieron resultados

similares en cuanto a la rigidez siendo Al y MFP diferentes al resto.

10. Existe una correlacion directa entre los analisis radiograficos, bioquimicos, histolégicos,
histomorfométricos y biomecénicos donde las diferencias mayores fueron observadas para
AL Y MFP a los 60 dias

11. El hecho de que se hayan encontrado diferencias significativas en los ensayos
biomecéanicos, pone de manifiesto la accion sistémica de los farmacos y no localizada.
También se puede inferir que estas acciones no fueron deletéreas sino benéficas al

aumentar la rigidez.

12. El analisis del tratamiento combinado demuestra que no hay sinergia ni de suma ni de
potenciacion, ya que los efectos no fueron superiores a los hallados utilizando las drogas por

separado.

13. Probablemente AL antagonizaria al MFP ya que éste Ultimo para actuar necesita de la
presencia de factores de crecimiento liberados localmente en el tejido 6seo (TGF-B) que
estimulan la activaciéon de osteoblastos. Esta citoquina se libera por la accién de los
osteoclastos en su proceso resortivo. Al combinar ambas drogas, AL impediria la liberacién

de estos factores de crecimiento y el efecto del MFP no podria llevarse a cabo.

14. La Osteonecrosis maxilar (ONM) es una complicacién frecuente en el campo
odontologico y aun mas frecuente cuando el bifosfonato es administrado por via endovenosa
y en altas dosis para el tratamiento de la enfermedad de Paget, hipercalcemias, metastasis
Oseas, etc., complicacion que guarda una menor incidencia cuando se utilizan bajas dosis
de este farmaco y la via utilizada es la oral. En ninguna de las muestras analizadas en esta
experiencia se observd osteonecrosis, lo cual pone de manifiesto la menor incidencia de

este efecto adverso con la utilizacion 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
practica odontolégica, donde el hueso constituye el principal sostén de los elementos
dentarios y de estructuras de titanio cuando aquellos se pierden por distintas patologias y
también formando parte esencial del sistema estomatognatico, para que este pueda cumplir

con eficiencia todas sus funciones.
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