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1 RESUMEN

La osteoporosis se caracteriza por pérdida de masa 6sea con alteraciones en la
microarquitectura ésea resultando en un aumento en el riesgo de fractura. Es conocido que el
acido zoledroénico (Z) disminuye la resorcion dsea, mientras que el monofluorofosfato de sodio
(MFP) aumenta la formacion 6sea. Se ha planteado la hipétesis que el efecto del MFP seria
mas efectivo sobre un hueso expuesto a alto estado de remodelacién, debido a los factores de
crecimiento liberados de la matriz 6sea. Sobre esta hipo6tesis se evalué el efecto de un
tratamiento secuencial con MFP y &cido zoledrénico en ratas ovariectomizadas (OVX) con
modificaciones simultaneas de la remodelacion 6sea empleando dietas con diferente
contenido de calcio. Se utilizaron ratas Sprague Dawley de 7 semanas (n=7/grupo). Las ratas
fueron ovariectomizadas, alimentadas con dieta hipocalcica por 30 dias, tratadas con MFP y
dieta hipercélcica por 60 dias y finalmente con &cido zoledrénico y dieta hipercélcica
(OVX.G3) hasta finalizar el tratamiento (150 dias). Se realizaron controles: Sham: cirugia
simulada, OVX: OVX sin tratamiento, OVX.G1: OVX con tratamiento secuencial con MFP y
acido zoledrdénico pero con dieta normocalcica, OVX.G2: OVX con dieta hipo e hipercélcica sin
tratamiento. Se realizaron mediciones bioquimicas de marcadoras de metabolismo éseo tanto
plasméaticas como urinarias a 30, 90 y 150 dias. Luego del sacrificio se extrajeron las tibias, en
las cuales se realiz6 histomorfometria estatica en tibia derecha y se analiz6é la morfometria y
la densidad mineral 6sea en tibia izquierda, y los fémures donde se realizaron

determinaciones biomecanicas.

A 30 dias se hall6 una disminucion del volumen éseo trabecular, un aumento de la fuerza de
fractura cortical con disminucién de la fuerza maxima trabecular en el grupo OVX alimentado
con dieta normocalcica. El grupo OVX tratado con dieta hipocélcica demostré a 30 dias un
aumento del remodelado 6seo, un incremento en el porcentaje de superficie erodada, mayor

namero de osteoclastos y menor fuerza de fractura trabecular.

A 90 dias no se hallaron diferencias en los parametros histomorfométricos ni en las variables

biomecanicas entre los diferentes grupos.

A 150 dias el grupo que recibi6é dieta hipo e hipercalcica y tratamiento con MFP y acido
zoledroénico presento disminucion del remodelado 6seo, aumento de la densidad mineral 6sea

y aumento del volumen éseo trabecular a expensas de un aumento del nimero de trabéculas.



Estos resultados se reflejaron en un aumento de la fuerza de fractura a la compresién y un
aumento de la rigidez del hueso trabecular. A nivel cortical se observd un aumento en la
fuerza de fractura. Las madificaciones en los parametros mencionados no fueron observadas

en los grupos controles.

Se concluye que el tratamiento secuencial con MFP y acido zoledrénico es mas efectivo con
la combinacion de dietas hipo e hipercalcica que el tratamiento secuencial con MFP y &cido

zoledrénico sobre un hueso sin remodelado 6seo aumentado.
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2 INTRODUCCION

2.1 FUNDAMENTACION

La pérdida de masa Osea que conduce a osteopenia y osteoporosis es un serio problema de
salud publica. Son varias las drogas utilizadas para evitar esta pérdida o aumentar la masa
Osea y todas estan orientadas a modificar la remodelacion 6sea, proceso por el cual el hueso
mantiene su estructura y funcion. Los mecanismos de accién de varias de las drogas
actualmente utilizadas aun son motivo de estudio. En general estan orientados a modificar la
resorcion o la formacién ésea, existiendo pocos trabajos en los que se ha intentado modificar

ambos procesos simultaneamente.

El monofluorofosfato de sodio (MFP) es un compuesto con flior (F) en su estructura que
puede generar fluoruro (F), anién que tiene accién osteoformadora por accién directa sobre
los osteoblastos [1]. Se ha demostrado que el MFP tiene mejor biodisponibilidad que el
fluoruro de sodio (NaF) [2]. EI mecanismo de accion del fluoruro se basa en su actividad
inhibidora de una enzima tirosina fosfatasa acida del osteoblasto y se ha demostrado que el
fluoruro actla sélo sobre los precursores de osteoblastos si hay factores de crecimiento
presentes [3]. Por otro lado la unién de MFP a las alfa-macroglobulinas [4] determina que el
MFP tenga un potencial mecanismo de accién sobre los osteoblastos adicional al mencionado
anteriormente, a través de efectos sobre las vias de sefializacion mediadas por proteinas Wnt,

involucradas en la diferenciacion y proliferacién de osteoblastos.

Los bisfosfonatos, por su parte, inhiben la accion de los osteoclastos disminuyendo su
adherencia a la matriz 6sea y aumentando la apoptosis de los mismos [5] asi como actian

positivamente sobre la viabilidad de los osteoblastos y los osteocitos [6].

La remodelacién 6sea es un mecanismo secuencial que comienza con la resorcién a cargo de
los osteoclastos, produciendo una zona de resorcion y liberando citoquinas que producirian la
diferenciacién y proliferacién de los osteoblastos [7]. Luego de una fase de reversion, los
osteoblastos rellenan con matriz ésea el defecto producido por los osteoclastos en un periodo
de tiempo mayor que el empleado para la resorcion y finalmente esta matriz se mineraliza, a
una velocidad dependiente de la presencia de diversos factores como calcio, fosfato,
pirofosfato y diversas proteinas no colagenas. Se denomina Unidad Basica Multicelular (BMU,
Basic Multicellular Unit) a la zona del tejido 6seo donde ocurren estos procesos y es evidente

que una droga osteoformadora no hara efecto durante la fase osteoclastica y lo mismo



ocurrira con una droga anti-resortiva durante la fase de formacion. Un dato adicional es que
las BMU no se encuentran en fase, mientras algunas estan en etapa de resorcion, otras

pueden estar en reversion o formacion.

Ciertos factores hormonales y paracrinos regulan la accién de las células 6seas. La hormona
paratiroidea (PTH), que se libera por el descenso del calcio i6nico del plasma, estimula la
resorcion ésea, por accion indirecta sobre el osteoclasto. La accioén del osteoclasto libera
factores de crecimiento de la matriz 6sea que estimulan la diferenciacién y proliferacion de los
osteoblastos [8]. El aumento de la disponibilidad de calcio deprime la secrecion de PTH, a la
vez que estimula liberacion de calcitonina, que entre otras tiene la funcion de disminuir la

accion de los osteoclastos.

Dado que no existe informacién donde se haya intentado modificar la secuencia de
remodelacion con fines terapéuticos, este proyecto propone modificar secuencialmente
los mecanismos involucrados en la remodelacién 6sea combinando drogas que actlen
en los estadios adecuados para aumentar la masa 6sea y de los resultados obtenidos

obtener informacion sobre el mecanismo de accién del monofluorofosfato.

Se aplicaron las siguientes secuencias a tal fin:

1) Administracion de una dieta hipocélcica de manera de producir un aumento del estado

de resorcion 6sea y liberacion de factores de crecimiento.

2) Cambio a una dieta hipercalcica a fin de proveer calcio en forma adecuada para la
accion osteoformadora del MFP, el cual se administr6 conjuntamente. El
mantenimiento de este tratamiento por un intervalo de tiempo conduciria a la accion

sostenida de osteoblastos y al relleno de los defectos producidos por los osteoclastos.

3) Al final de este proceso se suspendié el MFP pero se mantuvo la dieta hipercélcica
hasta el final del experimento de manera de contribuir al proceso de mineralizacién del
tejido 6seo neoformado. En este periodo se incorpor6 el bisfosfonato a modo de

contribuir al mantenimiento de bajos niveles de resorcion.

Esta situacion no podria mantenerse indefinidamente debido a que el tejido éseo perderia la

capacidad de remodelacion, proceso que contribuye a mantener las propiedades del tejido. La



repeticion de las secuencias mencionadas contribuiria a mantener la estructura y aumentar la

masa 6sea.

Se realizaron experimentos en ratas normales y con osteoporosis inducida por ovariectomia.
El efecto de los tratamientos a lo largo del tiempo se evalué a través de la realizacién de
diferentes estudios como marcadores bioguimicos de remodelado éseo, densitometria ésea,
histomorfometria estatica 6sea, inmunohistoquimica, andlisis morfométrico y biomecénica de

los huesos a nivel cortical y trabecular.

A continuacion se detallan los fundamentos tedricos existentes que sustentan este trabajo de

tesis.

2.2 ESTRUCTURA Y FUNCION DEL TEJIDO OSEO

El hueso esta formado por tejido 6éseo, hematopoyético, adiposo, vasos sanguineos, nervios y

en las articulaciones presenta cartilago hialino.

Los huesos presentan dos tipos de tejido 6seo: tejido compacto o cortical y trabecular o
esponjoso. Al realizar un corte transversal del hueso el tejido compacto se reconoce como una
capa densa, formando la capa externa del hueso. Mientras que en el interior del hueso puede
reconocerse un tejido formado por finas espiculas anastomosadas, con aspecto de esponja,
siendo este el tejido trabecular.

El tejido 6seo esta formado por células y matriz extracelular mineralizada. Las principales
células que intervienen en el proceso de formacion 6sea son: las células osteoprogenitoras las
cuales contribuyen a mantener la poblacion de osteoblastos; los osteoblastos encargados de
sintetizar la matriz ésea; los osteocitos organizados en el interior de la matriz 6sea; las células

planas protegiendo la superficie 6sea; y los osteoclastos involucrados en la resorcion 6sea.

Células osteoprogenitoras. Derivan de las stem cells y pueden diferenciarse a células
madres hematopoyéticas o células madres mesenquimaticas, estds ultimas representan un
15% del total, dando origen a osteoblastos, aunque también pueden diferenciarse a

condrocitos, adipocitos o fibroblastos.

Aproximadamente el 90% de la fraccién orgénica del hueso estd constituido por coldgeno
siendo el colageno tipo | el mas abundante, aunque también se encuentran el tipo Il y V. Las
proteinas no colagenas de la matriz son la osteocalcina, la osteopontina y la sialoproteina

dsea, entre otras.
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Osteoblastos. Los preosteoblastos se encuentran cerca de la superficie 6sea pudiendo
detectarse quimicamente por la actividad de la enzima fosfatasa alcalina, la cual es uno de los
marcadores mas tempranos de su fenotipo. El osteoblasto maduro se distingue por cambios
morfoldgicos y ultraestructurales, caracterizado por la presencia de gran nucleo y aparato de
Golgi, y un extenso reticulo endoplasmatico rugoso. Son los encargados de secretar colageno
tipo | y proteinas especializadas de la matriz 6sea. Estas sustancias secretadas, antes de

sufrir mineralizacion se conocen como osteoide [9].

Células planas. Sobre la superficie 6sea quiesciente, descansa una capa de células planas,
los osteoblastos adelgazados. Estas células éseas inactivas separan la superficie Osea
endéstica de la médula 6sea o yacen en el periostio directamente sobre la superficie
mineralizada. Tanto osteoblastos como las células planas estan en estrecho contacto entre
ambas a través de uniones adherentes. Las caderinas, proteinas transmembrana
dependientes de calcio, forman parte de estas uniones, y junto con las uniones estrechas y los

desmosomas unen a las células anclando sus citoplasmas [9].

Osteoclastos. El osteoclasto es una célula multinucleada encargada de la resorcion 6ésea que

se origina de la linea hematopoyética monocitica macrofagica.

Durante varios afios se pens6 que los osteoclastos no presentaban receptores de PTH y sus
acciones eran indirectas mediadas por osteoblastos. Dempster y col [10] demostraron por
inmunohistoquimica, Western blot, medicion de expresion de ARNm y tratamiento con PTH en
cultivos de osteoclastos, que PTH presenta un efecto directo en osteoclastos, y este es

mediado por el receptor tipo 1 para PTH (PTH1R), ademas de actuar via osteoblasto.

Otro hecho clave es la capacidad que tiene el osteoclasto en crear un microambiente con la
matriz 6sea subyacente. Este compartimiento es acidificado debido a la presencia de una
bomba de protones (H*/ATPasa) acoplada a un canal de cloruro (Cl) y a un intercambiador
CI/HCOg, este ultimo a nivel de la membrana basolateral, llevando el pH a 4,5 [11]. El &cido
disuelve el componente 6seo mineralizado, exponiendo a las proteinas de la matriz, las cuales
son degradadas por enzimas como catepsina K, fosfatasa acida tartrato resistente (TRAP),

metaloproteasas y gelatinasa (Figura 1) [12].
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Figura 1. Mecanismos de resorcion 6sea producidos por osteoclastos.

Abreviaturas: Cl: cloruro; ACII: anhidrasa carbonica IT; HCOy: bicarbonato.

La integrina avp3 es la principal integrina vinculada a la resorcion Osea [13]. Esta tiene la
capacidad de reconocer secuencias de aminoacidos Arg-Gli-Asp, los cuales estan presentes
en la mayoria de las proteinas dseas, como osteopontina y sialoproteina. De esta forma el
osteoclasto se adhiere a la superficie 6sea. Otra de las caracteristicas del osteoclasto es la
presencia de una membrana festoneada, hecho que se debe a la disposiciéon en anillo y

polarizacion de las fibrillas de actina, conocido como anillo de actina [14].

El osteoclasto migra hacia la zona de resorcion gracias a la formacion de lamelipodios que se
originan por la reorganizacién del citoesqueleto de actina. Son claves en este proceso las

proteinas codificadas por el protoncogen c-Src y proteinas de la familia GTPasa Rho [15].

Osteocitos. Los osteocitos componen el 90 a 95% de la totalidad de las células 6seas del
esqueleto adulto y son las principales células en responder a estimulos mecanicos y enviar
sefiales que activen la resorcién o formacion ésea en un proceso denominado modelacién
Osea [16]. Estas son el ultimo estadio de diferenciacion de los osteoblastos y se encuentran
rodeados de matriz ésea. Debido a su disposicion en el tejido éseo pueden percibir estimulos
mecanicos y hormonales los cuales inician la reparacion y remodelacién del tejido 6seo. Los
osteocitos estan comunicados entre si a través de uniones gap formados a su vez por la union
de dos hemicanales en células adyacentes, cada uno compuesto de seis moléculas de

conexina, siendo la conexina 43 la mas importante a nivel éseo [17,18]. Estos canales
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normalmente cerrados se abren de forma transitoria ante determinados estimulos que
aumentan la concentracion intracelular de calcio regulando la transcripcion de genes que

involucran a la prostaglandina E2, ciclooxigenasa 2, kinasas, Runx2 y 6xido nitrico [16].

Sintesis de la matriz ésea. Para la formacién ésea los precursores osteoblasticos deben
migrar desde la médula 6sea hacia la superficie 6sea, diferenciarse a osteoblastos maduros y
depositar matriz 6sea. Varios factores como factor de crecimiento fibroblastico (FGF-2), factor
de crecimiento transformante B (TGF-B) y proteinas 6seas morfogenéticas-2 (BMP-2) no s6lo
son potentes agentes quimiotacticos para precursores osteoblasticos sino que presentan
también efectos en su crecimiento y diferenciaciéon [19]. Estos factores junto con integrinas y
proteinas de la matriz extracelular como osteopontina, sialoproteina ésea, vitronectina,

colageno tipo | y fibronectina, son fundamentales en estos ultimos dos efectos [20].

La sintesis de la matriz 6sea por osteoblastos se inicia gracias a la interaccion célula-célula y
célula-matriz por medio de varios tipos de proteinas de adhesion. Entre ellas, las integrinas
contactan proteinas de la matriz extracelular con proteinas estructurales del citoesqueleto
mediante sefiales que modulan la diferenciacion celular, la organizacion del citoesqueleto, la
adhesion celular y cambios en la forma celular [21]. Las integrinas B1 juegan un rol clave en la
diferenciacion de osteoblastos al unirse a varias proteinas colagenas e inducir sefiales que
llevan a la expresion de genes fenotipicos de osteoblastos [22]. La interaccién entre el
colagéno tipo | de la matriz con las integrinas a1pl o a2B1 activa la via de sefializacion que
involucra a la MAPK [21].

En base a estudios realizados in vitro, la sintesis de la matriz 6sea puede dividirse en tres
estadios: proliferacion, maduracién y desarrollo de matriz extracelular y mineralizacion. La
expresion de genes vinculados a colageno tipo |, fosfatasa alcalina, osteopontina,
osteocalcina, sialoproteina 6sea, péptido relacionado a PTH (PTHrp) y el receptor de PTH
estan regulados asincrénicamente en funcion de la diferenciacién de las células progenitoras,
los cambios en la matriz ésea y la mineralizacién del osteoide. Asi, la fosfatasa alcalina y el
receptor de PTH son marcadores tempranos en las células osteoprogenitoras que aumentan a
medida que los osteoblastos maduran y depositan matriz 6sea, disminuyendo en su transicion
a osteocitos; mientras que la osteocalcina es un marcador tardio asociado a la mineralizacion
del osteoide [21].

Los osteoblastos son los responsables de la mineralizacién de la matriz extracelular cuando

inducen la expresion de fosfatasa alcalina y proteinas 6seas especializadas que hacen a la
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matriz extracelular competente para el depdésito mineral. La mineralizacion se produce por una
sobreexpresion de varias proteinas no coldgenas (osteocalcina, osteopontina, sialoproteina
0sea). El calcio (Ca) y fosfato (P) contenido en las proteinas podria regular el depésito de

mineral ordenado, la cantidad de cristales de hidroxiapatita y el tamafio de los mismos.

2.2.1 Remodelacion 6sea

La remodelaciéon 6sea es un proceso por el cual el tejido 6seo mantiene una continua
renovaciéon de su matriz ésea organica y mineral, para lo cual requiere del acoplamiento entre
osteoclastos y osteoblastos. La remodelacion 6sea consta de 5 fases: activacion, resorcion,

reversion, formacion y mineralizacion [7,23] (Figura 2).

Una de las actividades de los preosteoblastos, osteoblastos y osteocitos es la produccién de
factores paracrinos y autécrinos para la regulacion del reclutamiento de células
osteoprogenitoras, el crecimiento de preosteoblastos, el control de la resorcién 6sea y de la

mineralizacién de la matriz.

Ese microambiente 6seo es por lo tanto esencial para dos componentes de la
osteoclastogénesis: por un lado para la maduracién y fusion de las células mononucleares

precursoras de los osteoclastos y por otro lado para la actividad de los mismos.

En la fase de activacion, las células mononucleadas precursoras de osteoclastos, se reclutan
en cercania a la superficie 6sea cubierta por células planas, para posteriormente fusionarse y
formar grandes células multinucleadas, los osteoclastos. La formacién, activacion, y actividad
de los osteoclastos estan reguladas por citoquinas secretadas localmente y también por

factores sistémicos [24,25].

Durante la fase de resorcion 6sea, gracias a la actividad de los osteoclastos se produce por
un lado un descenso del pH en el espacio comprendido entre el osteoclasto y matriz 6sea
[11], y por otro lado la liberacion de enzimas que producen la degradacion de esta matriz. Esta
fase presenta una duracion estimada en 10 dias [26]. Si bien los osteoclastos son las células
que producen la resorcion Osea, hay evidencia in vivo e in vitro, que las células
mononucleadas pueden producir también resorcion 6sea [10]. La fase de resorcion 6sea
finaliza con la apoptosis de los osteoclastos y continua con la fase de reversion, cuya duracion
es similar a la anterior. Durante esta fase, la laguna de resorcién es poblada por células
mononucleares, que incluyen a los monocitos, a osteocitos que fueron liberados del hueso
cuando los osteoclastos lo oradaron y preosteoblastos que son reclutados para comenzar

luego la formacién Osea. Durante esta fase de reversion hay importantes sefales de
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acoplamiento entre las células que permiten que los osteoclastos sean reemplazados por
osteoblastos. Una de las hipétesis es que ciertos factores actuarian en estas sefiales como lo
son los factores de crecimiento derivados de la matriz, como factor de crecimiento
transformante B (TGF-B, transforming growth factor-g), factor de crecimiento simil insulina |
(IGF-I, insulin-like growth factor I), factor de crecimiento simil insulina Il (IGF-II, insulin-like
growth factor Il), proteinas O6seas morfogenéticas (BMP, bone morphogenetic proteins),
factores de crecimiento derivado de las plaquetas (PDGF, platelet-derived growth factors) y

factor de crecimiento fibroblastico (FGF, fibroblast growth factor).

NORMAL

Osteoclasto Osteoblasto

ACTIVACION RESORCION INVERSION FORMACION REPOSO

Figura 2. Ciclo de remodelacion 6sea en condiciones normales

En la fase de formacién los osteoblastos inicialmente sintetizan la matriz organica y luego
regulan su mineralizacion. Cuando la matriz organica es secretada los osteoblastos
comienzan la mineralizacion mediante liberacion de pequefias vesiculas, llamadas vesiculas
de matriz, que aportan condiciones adecuadas para iniciar el depdsito de minerales por
concentracion de Ca y fosfato y a su vez por degradacion enzimatica de inhibidores de la
mineralizacion como pirofosfato y proteoglicanos presentes en la matriz extracelular. A medida
gue la formacién continda, los osteoblastos quedan embebidos en la matriz y se transforman a
osteocitos. Estos a través de importantes uniones presentes entre ellos tienen la propiedad de
detectar cambios mecanicos y asi transmitir informacion y adecuar el modelado segun las
necesidades. Cuando los osteoblastos cumplen su funcién, un 50 a 70% muere por apoptosis,
una fraccion se transforma en osteocitos o quedan en la superficie como células planas. Las
células planas sirven principalmente para regular el flujo de iones entre el espacio extracelular
y el hueso, actuando como una barrera hemato-6sea. Se ha descripto que ante determinadas
circunstancias como el estimulo por PTH o fuerzas mecénicas, las células planas pueden

volver a convertirse en osteoblastos [27,28]. El resultado neto de cada ciclo de remodelacion
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Osea es la produccion de una nueva osteona, siendo este proceso similar en hueso cortical y

trabecular.

Para la formacién de tejido éseo es indispensable la maduracién de los osteoblastos. Para
esto requiere una serie de factores que intervienen en su diferenciacién, incluyendo
hormonas, factores de crecimiento, proteinas morfogenéticas, citoguinas, proteinas de la
matriz ésea, factores transcripcionales y proteinas co-reguladoras. Todas ellas actdan
coordinadamente para regular la expresion temporal de genes que intervienen en la

activacion, supresion y modulacion.

Desbalances hormonales, cambios en la actividad fisica, modificaciones en la alimentacién y
la presencia de otras patologias pueden maodificar la relacién entre resorcién y formacion,
conduciendo en la mayoria de los casos a pérdida de la masa 6sea. La pérdida de masa 6sea

conduce a la osteoporosis entre otras (Figura 3).

OSTEOPOROSIS

Osteoclasto Osteoblasto

ACTIVACION RESORCION INVERSION FORMACION REPOSO

Figura 3. Ciclo de remodelacion 6sea en osteoporosis. Puede observarse un aumento de la
actividad osteoclastica, con actividad osteoblastica que no alcanza a reparar los defectos 6seos

producidos por estos tltimos.

2.2.2 Diferenciacion de osteoblastos

El control de las células osteoblasticas y su proliferacion a partir de precursores son
determinantes sobre la masa 6sea. Los osteoblastos derivan de células mesenquiméaticas
especializadas en cuya maduracion tienen un rol muy importante genes como el factor de

union al core alfa-1 (Cbfal, core-binding factor alpha-1) y osterix (Osx). Dos sefiales son las
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mas importantes para la diferenciacion del linaje de los osteoblastos: las BMP y el sistema

Whnt'. Otros reguladores importantes son el IGF-1y la leptina [29].

Las BMP son miembro de la superfamilia del TGF-f, el cual incluye activinas e inhibinas.
Cuando las BMP se unen a los receptores predimerizados tipo | y Il (RI-RIl), las proteinas
Smad " 1 y 5 son fosforiladas, se asocian a Smad 4, y se traslocan al nlcleo para regular la
transcripcién genética. Otra via utilizada por estas proteinas involucra la unién al RIl, una
kinasa intriseca que fosforila y activa al RI. Este complejo formado activa a la proteina kinasa
activada por mitdbgenos (MAPK, mitogen activated protein kinase) para también regular la

transcripcion génica y de esta forma llevar a la osteoblastogénesis [30].

Otra de las cascadas de sefializacion intracelular que controla la osteoblastogénesis es el
sistema Wnt/B-catenina [31]. Los osteoblastos expresan el receptor LRP (low-density
lipoprotein receptor-related protein: proteina relacionada con el receptor de lipoproteina de
baja densidad) en sus isoformas LRP5 y LRP6. Esta demostrado que mutaciones que
ocasionan pérdida de funcion de LRP5, co-receptor del ligando Wnt, causa pérdida de masa
Osea [32] mientras que mutaciones que producen mayor actividad producen mayor masa dsea
[33]. La via cano6nica Wnt estimula la osteoblastogénesis al estimular la proliferacién
preosteoblastica y su diferenciacion y al reducir la apoptosis de osteoblastos. La accion de
Wnt sobre el osteoblasto requiere la heterodimerizacion del receptor LRP5/6 y el receptor
Frizzled. En ausencia de dimerizacién de los receptores, la enzima glucégeno sintetasa kinasa
3 (GKS-3B, glycogen synthase kinase 38) se encuentra formando un agregado molecular con
las proteinas axina y proteina supresora del gen de la poliposis colénica familiar (APC). En
estas circunstancias GKS-33 fosforila a [-catenina, favoreciendo su degradacién por
proteosomas. Cuando se produce la heterodimerizaciéon de LRP y Frizzled, se producen
sefiales intracelulares que inhiben a la enzima GKS-3B lo cual produce un estado no
fosforilado de B-catenina, la que se acumula en citoplasma y seria traslocada al ntcleo donde
interactlla con co-activadores produciendo la expresion de genes que determinan la

diferenciacion y proliferacion del osteoblasto [34] (Figura 4).

Esta via Wnt es regulada por antagonistas extracelulares naturales como las proteinas
relacionadas al factor soluble Frizzled (sFRP1), Dickkopf 1 (Dkk1), el factor de crecimiento de

tejido conectivo y esclerostina. Las caderinas son una familia de proteinas transmembrana

"'wnt: Homdlogo en mamiferos de wingless (un gen en drosofila) que induce la diferenciacién de las células
formadoras de hueso.

" Smad: Proteinas intracelulares que traducen sefiales extracelulares por accion del ligando TGF hacia el nucleo
activando la transcripcion de genes.
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calcio dependientes que ademas de intervenir en la adhesion celular también regulan la via
Whnt. Esta demostrado que N-caderina al interactuar con LRP5 y axina regula negativamente

la via Wnt mediante degradacion de p-catenina [34].

CONDICIONES BASALES SENALES Wnt ANTAGONISTAS Wnt

LRPSy LRP6 Frizzled

xmm;mmr:

Axina
(e D (a0 \
@ GSK-38
\ p-Catenina ‘ \
p-Catenina B-Catenina
Proteosoma &‘i
5 T & Ty 5 TR I
rd

Transcripcion

Frizzled

I—P Expresion génica

Figura 4. Via de senalizacion intracelular Wnt/f catenina. Abreviaturas: LRP5 y LRP6:
proteina relacionada con el receptor de lipoproteina de baja densidad; APC: proteina supresora del
gen de la poliposis colonica familiar; GSK-3: glucogeno sintetasa kinasa 3; TCF4: factor4 de células T;
LEFi1: factor 1 de unién potenciador linfoide; Dkki: Dickkopf 1, sFRP1: proteina 1 soluble relacionada a
Frizzled, y Kremen: antagonistas extracelulares Wnt. El complejo AM-MFP podria ser activador de la

via Wnt al reconocer receptores LRP. Modificado de Canalis et al [30].

El IGF-I, es sintetizado en higado, hueso y otros tejidos, dependiente de PTH [35] teniendo
por funcion principal mediar el efecto de la hormona de crecimiento sobre el crecimiento
longitudinal éseo. IGF-I primariamente induce la diferenciacion de los osteoblastos y previene

Su apoptosis [23].
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La via Wnt/B-catenina presente también en osteocitos, transmite sefiales de carga mecanica
gue se presentan en las células de la superficie 6sea. Se ha demostrado que la presencia de
estas sefiales reducen los niveles de esclerotina en tejido 6seo [16]. Como ya se menciond
otro de los factores que aumenta las conexiones intracelulares y la expresion de conexina 43
son los niveles de prostaglandinas E,. Al actuar sobre su receptor aumenta la concentracion

intracelular de AMP ciclico y proteina kinasa A.

Estas conexiones citoplasméticas entre las células adyacentes, la superficie 6sea y la médula
O0sea lo mantienen metabdlica y eléctricamente acoplado, siendo fundamentales para su
maduracion, actividad y viabilidad. A su vez tienen la posibilidad de reclutar osteoclastos para
estimular la resorcion 6sea y regular la diferenciacion de las stem cells [16]. No presentan
actividad para fosfatasa alcalina, pero producen grandes cantidades de osteocalcina,
galectina-3 y CD44, receptor en la adhesion celular para hialuronidato y varias proteinas de la
matriz involucradas en la formacion de extensiones celulares, en la regulacion del depdsito de

minerales y en la ostedlisis mediada por vacuolas lisosémicas.

2.2.3 Diferenciacion de osteoclastos

Dos citoquinas son esenciales para la osteoclastogénesis: RANKL (ligando del receptor
activador del factor nuclear kB), miembro de la familia de TNF y el M-CSF (factor estimulante
de las colonias de monocitos) que contribuye a la proliferacion, sobrevida y diferenciacion de
los precursores osteoclasticos. Otras citoquinas y factores como interleuquina-1 (IL-1),
interleuquina-6 (IL-6), PTH, 1,25-dihidroxivitamina D y calcitonina regulan su diferenciacién y
activacion [8]. Los osteoblastos expresan RANKL el cual se une a su receptor, RANK
(receptor activador del factor nuclear kB) presente en precursores osteoclasticos, induciendo
asi su fusién y diferenciacion a células maduras (Figura 5). Cuando RANKL se une a RANK
recluta TRAF-6 (factor asociado al receptor de TNF). Este ultimo activa al factor nuclear «B
(NF-xB) el cual induce inicialmente a NFATcl (factor nuclear de células T activadas), como
también lo hacen sefiales mediadas por Ca y el complejo proteina activadora AP-1 que

contiene c-Fos [36].

Por su parte los osteoblastos también sintetizan osteoprotegerina (OPG) que al unirse a
RANKL impide la interaccion RANK/RANKL y por lo tanto su diferenciacion a osteoclastos. Es
asi como el balance entre RANKL y OPG es determinante de la formacién y la actividad de los

osteoclastos [37].

19



Célula

Madre
Monocito /
Macréfago / ‘

Receptor
de M-CSF

N

Precursor de
osteoclasto

Osteoblasto
M-CSF
Ostegblasto
RANKL
PG

RANK

Osteoclasto

Figura 5. Diferenciacién de osteoclastos a través de RANK/RANKL y M-CSF. OPG al
unirse a RANKL inhibe la activacion osteoclastica via RANK/RANKL. Abreviaturas: OPG:
osteoprotegerina; RANK: receptor activador del factor nuclear kB; RANKL: ligando del receptor
activador del factor nuclear kB; M-CSF: factor estimulante de las colonias de monocitos; PU.1: factor

de transcripcion PU.1.

2.2.4 Regulacion del remodelado 6seo

Multiples polipéptidos, hormonas y citoquinas regulan la diferenciacion, crecimiento, actividad
y apoptosis de los osteoblastos [30]. Estos pueden tener efectos bifasicos o conductas
opuestas en diferentes células.

PTH: La PTH es una proteina de 84 aminoacidos sintetizada por las glandulas paratiroides y

cuya secrecion aumenta ante disminuciones de la calcemia. A nivel éseo estimula el
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crecimiento de las células osteoprogenitoras, mientras inhibe la apoptosis de los osteoblastos
y osteocitos. También induce proliferacion de osteoclastos con el consecuente aumento de la
resorcion 6ésea. A nivel renal estimula una mayor reabsorcion de Ca por estimulacion de
receptores asociados a adenilil ciclasa en las células de los tabulos renales. Ademas estimula
en el rifidn la actividad de la enzima 25-hidroxivitamina D-1-a-hidroxilasa lo cual conduce a un
incremento de 1,25(0OH), vitamina D y como consecuencia una mayor absorcién de Ca a nivel

intestinal.

Péptido relacionado a PTH (PTHrp): Actlda localmente como factor paracrino y autocrino. Se
aislé inicialmente de tumores asociados a hipercalcemia tumoral de origen humoral. De forma
similar a la PTH, el PTHrP estimula la actividad osteoclastica y la resorcion 6sea, asi como la
reabsorcion tubular y aumento de la absorcién intestinal de calcio, acciones que conducen a
hipercalcemia. En tejidos especificos, como el hueso, mediante su dominio N-terminal
interactia con el receptor tipo | de PTH (PTH1R), presentando un papel importante en la
formacion 6sea, mediante la estimulacién celular, la sobrevida y la diferenciacién de
osteoblastos [38]. Ratones homocigotos knock out para PTH presentan un aumento de la
formacion 6sea asociado a sobre-expresion de PTHrp, mientras que ratones knock out para

PTHrp presentan una notable disminucién de la masa 6sea [39].

Glucocorticoides (GCs): Es conocido que los glucocorticoides actian a través de dos vias
diferentes. Las acciones clasicas se producen a través de la via genémica [40], pero algunos
de los efectos de los GCs se producen en fraccion de segundos o minutos, los cuales no
podrian explicarse por esta via [41,42]. Por lo tanto, se postula que estos efectos rapidos se
producen a través de diferentes mecanismos no genémicos. Los GCs inducen disminucién de
la masa Gsea, debido a sus amplios efectos en diferentes niveles del organismo: disminuyen
la absorcién intestinal de calcio [43], aumentan su excrecién renal [44], disminuyen la
liberacion de estrdégenos y testosterona [45], disminuyen la fuerza muscular [46], modifican

factores 6seos locales y alteran la actividad y diferenciacion de las células 6seas.

Vitamina D: La radiacion solar ultravioleta B entre 290 a 315 nm convierte al 7-
dehidrocolesterol en provitamina D la cual se convierte posteriormente en vitamina D. Luego
esta es metabolizada a nivel hepatico por accion de la enzima 25-hidroxilasa en 25-
hidroxivitamina D. La 25-hidroxivitamina D es metabolizada a nivel renal por la enzima 25-

hidroxivitamina D-1-a-hidroxilasa a su forma activa 1,25(0OH), vitamina D. Los niveles de esta
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forma activa son regulados por la concentracion plasmética de PTH, Cay P. Otro de los
factores que puede regularla es el factor de crecimiento fibroblastico 23 (FGF-23). Este ultimo
es secretado por los osteocitos, y hace que el cotransportador Na*/P sea internalizado en las
células renales e intestinales suprimiendo la sintesis de 1,25(OH), vitamina D. La enzima 25-
hidroxivitamina D-24-hidroxilasa puede catabolizar tanto a 25(OH) vitamina D como a
1,25(0OH), vitamina D a su forma biolégicamente inactiva [47]. Aunque son varios los
metabolitos relacionados a la vitamina D, cuando se determina su concentracion sanguinea el

metabolito que se mide es la 25(0OH) vitamina D.

Esteroides sexuales: Los receptores clasicos para estrdgenos o andrégenos estan presentes
en condrocitos, células del estroma de la médula ésea, osteoblastos y osteoclastos lo cual
indica que en parte sus acciones son mediadas directamente. Ambos presentan efectos
proapoptéticos en osteoclastos y antiapoptéticos en osteoblastos y osteocitos [45,48]. La
disminucion de estrégenos induce un aumento de la produccion de citoquinas como IL-6,
TNF-o e IL-1 las cuales al actuar sobre células del estroma y precursores osteoclasticos
regulan la expresion de RANKL, M-CSF y osteoprotegerina [49]. De esta forma la pérdida de

estrégenos, comun en la menopausia, produce pérdida de masa Osea.

Leptina: Presenta efectos duales en tejido 6seo. En la etapa temprana de la vida puede
estimular el crecimiento 6seo mediante estimulos angiogénicos y osteogénicos sobre las
células precursoras del estroma. Por el contrario en tejido 6seo adulto con alto remodelado

puede disminuir el crecimiento por estimulacion de la expresion de osteoprotegerina [50].

2.2.5 Mineralizacion del tejido 6seo

La nucleacion y la mineralizacion del fosfato de calcio estan reguladas por parametros fisicos
y quimicos. La hidroxiapatita le proporciona la rigidez mecanica y la resistencia de carga al
hueso. Los cristales de hidroxiapatita son extremadamente pequefios, con menos de 200 A, y
pueden contener numerosas impurezas como carbonato, magnesio y fosfato acido. La matriz
organica le otorga elasticidad y flexibilidad, siendo importante también en la organizacion
estructural como en el remodelado 6seo. Componentes especificos, tanto celulares como de
la matriz extracelular, han sido implicados en el comienzo de la mineralizacion o en la
formacion del denominado sitio de nucleaciéon. Estos sitios de nucleacién pueden estar en

varios lugares como en mitocondrias, fibras colagenas, estructuras interfibrilares y vesiculas
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de la matriz. Si bien muchos autores han publicado que estas vesiculas de matriz son el sitio
mas probable donde comienza la nucleacioén, hay resultados controvertidos [51]. Las vesiculas
de matriz extracelular liberadas por los condrocitos y osteoblastos facilitan la mineralizacion
Osea por liberacion de Cay P. A su vez hay enzimas que pueden degradar inhibidores de la
mineralizacibn como lo son el ATP, el pirofosfato y los proteoglicanos. La presencia de un
ndcleo de mineralizacién formado por proteinas, fosfolipidos acidos, Ca y fosfato inorganico,
puede inducir a la formacion de apatita. La formacién del nucleo del cristal es uno de los
pasos que mas energia demanda a pesar del pequefio tamafio del mismo. En esta nucleacién
intervienen las proteinas colagenas y las no colagenas, especialmente la sialoproteinas 6sea
y la proteina de la matriz dentina-1. Su naturaleza aniénica hace posible su union al calcio en
solucion o en la superficie de apatita. Las enzimas también pueden regular la mineralizacién,
particularmente la fosfoprotein-fosforilasa y la fosfatasa alcalina. Esta dltima hidroliza los
ésteres fosforicos aumentando la concentracion local de P, y por lo tanto aumenta el grado de
mineralizacion. La nucleacion es seguida del agregado de otros iones que contribuyen al
crecimiento del cristal, denominada nucleacion secundaria. Al unirse a uno o mas iones
contribuyen al crecimiento de los cristales regulando el tamafio, la forma o el nimero de los
mismos. En este proceso intervienen nuevamente las proteinas no colagenas. También iones
como el Mg?*, el Sr** pueden ser incorporados directamente en el mineral 6seo sustituyendo
al Ca, siendo estos cristales mas pequefios y menos perfectos que los formados
naturalmente. El Cd*" tiene un efecto similar. El carbonato (COs*) es otra de las impurezas
dentro del mineral 6seo como lo es también el citrato. Mientras que cada una de estas
impurezas hace a los cristales mas pequefios, mas imperfectos y mas solubles, el flaor
aumenta el tamafio de los mismos, y disminuye la solubilidad de los cristales de apatita. A
causa del mayor tamafio de los cristales los hace mas resistentes a la degradacion de los
osteoclastos [52]. Los bisfosfonatos se pueden unir a la superficie de los cristales de apatita y

de esta forma bloquean su disolucion, entre otros efectos que se mencionaran mas adelante.

2.2.6 Marcadores de remodelado 6seo

El tejido 6seo es un tejido metabdlicamente activo en continuo estado de remodelacion. El
tejido 6seo trabecular representa aproximadamente el 20% de la masa 6sea, y el 80% de la
superficie 6sea, y es metabdlicamente mas activo que el hueso cortical por presentar un
estado de remodelacibn 6sea mayor. Cada afio un 25% del hueso trabecular sufre

remodelacién 6sea, mientras que solo la presenta un 2 a 3% del hueso cortical [53].
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Las células involucradas en este proceso son los osteoblastos y los osteoclastos. Dentro de
las funciones de estas células se encuentran la secrecién de proteinas colagenas y no
coldgenas de la matriz 6sea y enzimas proteoliticas. Algunos de estos compuestos son
liberados al plasma y excretados a nivel renal, pudiendo cuantificarse, y de esta forma pueden

reflejar el estado de remodelacion ésea.

2.2.6.1 Marcadores de formacién 6sea

Los marcadores de formacion 6sea mas comunmente medidos son la fosfatasa alcalina, la

osteocalcina y el propéptido del colageno tipo I.

Fosfatasa alcalina total y 6sea. La fosfatasa alcalina es una enzima producida por gran
variedad de células de diferentes tejidos. El 95% de su actividad plasmatica total corresponde
a las isoformas hepéticas y 6sea. En pacientes con funcion hepética normal, la actividad de la
fosfatasa alcalina total (FAt) aumentada corresponderia a la isoforma ésea siendo Gtil como
marcador de formacion désea [54]. La fosfatasa alcalina Osea (FA0) representa
aproximadamente el 40% de la actividad total y los valores de FAo se correlacionan con los
indices de mineralizacion 6sea [53]. Ambas isoformas derivan de un mismo gen y difieren en
las modificaciones postraduccionales de glucosilacion y sialilacion. Los métodos utilizados
para su medicibn son frecuentemente laboriosos y con poca precision, basados en
inactivacion enzimatica por calor, inhibiciéon quimica o electroforesis [53,55]. La precipitacion
de la FAo con lectinas de germen de trigo es una técnica simple para cuantificar FAo0, sin
embargo presenta poca reproducibilidad debido a la variacién en los lotes de la lectinas de
germen de trigo [56]. Cuando se utilizan anticuerpos para medir FAo hay cierta reactividad

cruzada con la isoforma hepética.

Osteocalcina. Es una proteina no colagena de 49 aminoacidos y un peso molecular de 5800
Da producto de la actividad de los osteoblastos y odontoblastos. Es la mas abundante de las
proteinas no coldgenas 6seas. En su estructura presenta tres residuos acidos glutamicos que
por carboxilacion hepatica dependiente de vitamina K los convierte en residuos y-
carboxiglutamato. La mayor parte de la osteocalcina, mas del 90% en jovenes y mas del 70%
en adultos, se incorpora a la matriz 6sea donde se une a hidroxiapatita, teniendo un rol muy
importante en la organizacién de la matriz extracelular y s6lo una pequefia fraccion se libera.

Su vida media plasmatica es de pocos minutos siendo rapidamente metabolizada, liberada a
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circulacion y depurada a nivel renal [53,54]. Si bien la FAo y la osteocalcina son marcadores
de formacién Gsea, no siempre sus cambios plasmaticos son paralelos a los cambios 6seos
de remodelado [57]. La osteocalcina puede ser medida por diferentes equipos comerciales
para inmunoensayo, aunque no se pueden realizar comparaciones entre ellos debido a que
reaccionan contra diferentes epitopos de la molécula. Durante el almacenamiento de las
muestras se puede producir el clivaje de la proteina en el fragmento N-terminal. Por lo tanto
los equipos comerciales que miden la molécula intacta y los fragmentos N-terminales son mas

fiables que los que miden sélo proteina intacta [58].

Propéptidos del colageno tipo I. El colageno tipo I, sintetizado como precursor, representa casi
el 90% de la matriz organica 0sea y es sintetizado por osteoblastos y secretado hacia la
matriz. Esta molécula de procoldgeno presenta los péptidos amino y carboxiloterminal
(péptido amino terminal -PINP- y péptido carboxiloterminal -PICP-), los cuales son clivados
por endoproteasas especificas. Posterior al clivado la molécula de coladgeno adquiere la triple
hélice caracteristica del colageno maduro, y es incorporado a la matriz 6sea [54]. EL PICP
presenta puentes disulfuro intercatenarios que mantienen a la molécula presentando un peso
molecular de 100 kDa, por lo que no filtra a nivel renal. Su vida media es de unos 6 a 8
minutos y es captado por las células endoteliales hepaticas mediante receptores de manosas.
Si bien los niveles de PICP se correlacionan con las determinaciones histomorfométricas no
es lo suficientemente sensible para detectar pequefios cambios en el remodelado 6seo como
los que ocurren en la menopausia [59]. ElI PINP circula en plasma como dos péptidos de
diferente tamafio molecular, de 100 y 30 kDa, siendo esta ultima probablemente un producto
de la degradacién. La mayoria de los inmunoensayos reconocen ambos fragmentos, aunque
los que miden la molécula intacta también son Gtiles en detectar cambios de remodelado 6seo
[53,60,61]. Como ambos fragmentos amino y carboxiloterminal son generados desde el
colageno tipo | recién sintetizado se consideran como medidas cuantitativas del colageno tipo

I, y por lo tanto marcadores de formacién ésea.

Sialoproteina 6sea. Esta proteina es una fosfoproteina glicosilada de unos 80 KDa presente
en hueso, sintetizada por osteoblastos y que participaria en la mineralizacion 6sea. A pesar de
su sintesis por osteoblastos sus concentraciones reflejan mejor estados de resorcion Gsea
que de formacion, razén que no es comprendida aun. Puede ser detectada por inmunoensayo
[62].
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Determinacion simultdnea de la formacion y resorcién 6sea. Recientemente se ha publicado
una nueva metodologia para la determinacion de la formacion y resorcion ésea en forma
simultanea [63]. Esta técnica se realiza luego de una dosis de fluoruro y emplea un modelo
matematico basado en la farmacocinética del fluoruro. La resorcion y la formacién Gsea se
estiman mediante la captacion de fluoruro por el hueso y su velocidad de eliminacién,
respectivamente. El analisis ROC mostré que la sensibilidad, especificidad y el area bajo la
curva ROC no fueron diferentes respecto de la determinacién de deoxipiridinolina y fosfatasa

alcalina 6sea, marcadores 6seos ya conocidos.

2.2.6.2 Marcadores de resorcion 6sea

Fosfatasas acidas. Hay unas seis isoenzimas de fosfatasas &cidas. Los osteoclastos y los
macroéfagos activados expresan grandes cantidades de TRAP tipo 5. Solo dos isoenzimas han
sido demostradas en osteoclastos. Una es sensible a tartrato como todas las otras
isoenzimas, y la otra de menor peso molecular es resistente a tartrato. La TRAP esta presente
en el borde festoneado de los osteoclastos y se libera durante la resorcion 6sea [64]. Dos
subformas de la TRAP estan descriptas, la banda 5a, que contiene &acido sialico y la banda 5b,
que no lo contiene. La subforma 5b es sintetizada y secretada por osteoclastos a la

circulacion, siendo considerada la TRAP plasmatica un marcador de resorcion osea.

Como se mencioné anteriormente durante la resorcion 6ésea los osteoclastos secretan
catepsina K la cual libera NTx (telopeptido N terminal del colageno tipo 1) y CTx (telopéptido C
terminal del colageno tipo 1) de las fibras colagenas, mientras que las metaloproteasas
secretadas no liberan ni NTx ni CTx y si estan vinculadas a la liberacion de TRAP 5b, hecho
demostrado en pacientes con cancer de mama y presencia de metastasis [65]. Si bien la
subforma 5b puede ser medida por inmunoensayo [66,67] los métodos colorimétricos pueden
medir ambas subformas, 5a y 5b [54]. A temperatura ambiente TRAP pierde mas del 20% de
su actividad por hora, hecho importante cuando se mide por colorimetria. Su concentracién

aumenta en mujeres postmenopausicas y con alto remodelado éseo [53,64,65].

Hidroxiprolina. La hidroxiprolina representa entre el 12 a 14% del contenido aminoacidico del
colageno maduro. Si bien la mitad del colageno corporal se halla en hueso la hidroxiprolina
también puede ser derivada del componente C1q del complemento y de la dieta. Cuando hay

activacion del complemento la hidroxiprolina urinaria puede representar hasta el 40%. EI 85 a
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90% es liberada desde el hueso, filtrada por rifion, reabsorbida y oxidada a nivel hepético.
Como consecuencia solo el 10 a 15% aparece en orina. De la fraccion presente en orina el
10% proviene de péptidos de procolageno recién sintetizados o de moléculas que son
degradadas en vez de depositarse en matriz 6sea [54]. En orina el 90% de la hidroxiprolina
aparece en forma de péptido, una pequena fraccion de forma libre y el resto como
polipéptidos. La hidroxiprolina puede ser cuantificada por métodos colorimétricos o por
cromatografia liqguida de alta presion (HPLC). Sus niveles urinarios no se correlacionan
adecuadamente con el estado de remodelacién ésea, siendo influidos por la degradacién de la
elastina, por el complemento y por dietas con alto contenido de coladgeno, como las carnes
[53].

Hidroxilisina. Aminoacido presente en el colageno el cual no es reutilizado en su sintesis. Este
estd presente bajo dos formas: como galactosil hidroxilisina y como glucosil-galactosil-
hidroxilisina [54]. Ninguna estd presente en péptidos de procolageno por lo tanto no es
liberada durante la formacion ésea. A diferencia de hidroxiprolina la dieta no influye en su
excrecion, y estos no son metabolizados nuevamente por lo tanto son eliminados por orina sin

cambios [53].

Enlaces cruzados del coldgeno. La molécula de colageno es estabilizada por enlaces
cruzados entre el final de una de las cadenas de colageno y la porciéon helicoidal de la
adyacente. Los mas importantes son piridinolina y deoxipiridinolina (Dpd) [53]. Un 40% de
estos enlaces cruzados son liberados del hueso durante la resorcion 6sea sin uniones a
estructuras polipeptidicas, mientras que el 60% restante se liberan unidos a péptidos

constituyendo los enlaces cruzados telopéptidos del colageno tipo | (NTx y CTx).

La piridinolina esta ampliamente distribuida en hueso y cartilago, predominando en cartilago,
mientras que deoxipiridinolina esta presente en hueso, dentina, aorta y ligamentos,
constituyendo cerca del 21% del total de los enlaces cruzados del colageno éseo [68]. Tanto
piridinolina como deoxipiridinolina estan ausentes en las fibras coldgenas de la piel y no son
influenciados por la dieta [69] siendo mejores marcadores del estados de remodelado 6seo
qgue hidroxiprolina [70]. Como estas moléculas estan presentes en el colageno maduro su
excrecion refleja degradacién de ese colageno y no representa por lo tanto nuevo colageno
formado. Pueden medirse por HPLC, utilizando detector fluorométrico luego de hidrdlisis o se
puede realizar medicion total. La fraccién libre puede ser medida por inmunoensayo utilizando

anticuerpos monoclonales en muestras plasmaticas o urinarias. La excrecion de estas
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moléculas esté incrementada en estados de remodelacion ésea aumentada donde predomina
la resorcién, como el hiperparatiroidismo e hipertiroidismo siendo de importancia para el
monitoreo de la respuesta terapéutica en situaciones clinicas de alto remodelado 6seo [71].

Se ha hallado correlacion entre sus niveles e histomorfometria [53].

El colageno tipo | forma enlaces cruzados en dos regiones, una en el extremo aminoterminal y
otra en la regién carboxiloterminal [54]. Durante la resorcién Osea, las fibras colagenas se
degradan liberando los enlaces cruzados unidos a estos telopéptidos, denominados NTx al
correspondiente al extremo aminoterminal o N-terminal y CTx al proveniente del extremo
carboxiloterminal o C-terminal. Estos componentes se pueden detectar en suero y orina por
cromatografia o por inmunoensayo. Los ensayos solo detectan péptidos que contienen
isoaspartil (B-aspartil). Esta isomerizacion es dependiente del tiempo y de las condiciones
ambientales, por lo que se desprende que la interpretacion de los resultados es compleja y
requiere del conocimiento del indice de B-isomerizacion del colageno tipo I. Otros ensayos
miden formas no isomerizadas (aCTx) y B-isomerizadas (BCTx). El indice aCTx/BCTx es mas
alto en nifios que en adultos, y el mismo disminuye a medida que aumenta la edad 6sea [72].
Asi el indice aCTx/BCTx puede reflejar diferentes estados de remodelacion en enfermedades
metabdlicas dseas, como es el caso de pacientes con enfermedad de Paget, situaciéon en la
cual esta aumentado y por el contrario, disminuido en pacientes bajo tratamiento con
bisfosfonatos [73]. Esta demostrado que la medicién de marcadores de resorciéon son Utiles
también en evaluar el estado de remodelaciébn ésea en pacientes con enfermedades
reumatoldgicas como artritis reumatoidea y lupus eritematoso sistémico [74] lo cual permitiria
hacer controles para monitoreo terapéutico cada tres meses en vez de esperar un afio para

evaluacion por densitometria [75].

Determinacion simultanea de la formacién y resorcién 6sea. Como se describié previamente,
recientemente se ha publicado una nueva metodologia para la determinacion de la formacion
y resorcién 6sea en forma simultanea [63] que emplea un modelo matematico basado en la

farmacocinética del fluoruro.

Utilidad de los marcadores 6seos

Bjarnason y Christiansen [76] estudiaron a 153 mujeres con tres afios de evolucion de estado
postmenopausico tratadas con estrégenos y placebo, y hallaron que los marcadores de

remodelacién ésea presentaban una correlacion significativa acorde con el tratamiento ya a
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las dos semanas de comenzada la terapéutica, mientras que a los seis meses los cambios
estaban completamente establecidos. Delmas y col [77] en un estudio similar evaluaron 569
mujeres en estado postmenopausico temprano y también encontraron correlacién entre los
marcadores de remodelado 6seo y la terapéutica a los seis meses. En ambos estudios
hallaron que los marcadores de resorcibn Osea tienen una respuesta mas rapida que los

marcadores de formacion Osea.

Varios factores fisioloégicos pueden afectar la concentracibn y excrecién urinaria de los
marcadores de remodelado 6seo. Algunos como la hidroxiprolina urinaria son afectados por la
dieta mientras que otros presentan un ritmo diurno como la osteocalcina, piridinolina,
deoxipiridinolina, NTx y CTx [78]. Otros marcadores de formacién ésea no sufren tanta
variacién por su larga vida media. En el caso de la osteocalcina los valores mas altos se
hallan a las 4:00 AM mientras que los méas bajos a las 5:00 PM, con una variacion entre
ambas de un 15%. La excrecién urinaria de deoxipiridinolina es un 61% mas alta durante la
noche respecto a valores matinales estando relacionado con cambios en la secrecion de PTH.
Similares variaciones evidencian CTx y NTx. A su vez el coeficiente de variacion en una
misma persona es grande siendo para la eliminacion urinaria de hidroxiprolina del 25 a 53%,
para deoxipiridinolina del 23%, para galactosil hidroxilisina del 38%, para NTx entre el 16 a
23% y del 19 al 23% para CTx. También se hallan diferencias en la concentracion plasmética
si bien presentan menos variacion que las mediciones urinarias. Para osteocalcina estas
diferencias son del 20 a 63%, para PINP del 10%, para CTx del 3% y NTx del 13% [53].

Por todas estas variaciones no existe un criterio uniforme acerca de cuél es el momento
Optimo para realizar la toma de la muestra para posterior medicién. Sin embargo lo mas
aceptado es la medicién de los marcadores en orina de 24 horas, o0 en la segunda muestra
urinaria de la mafiana realizando posteriores mediciones de igual forma y a igual hora [53]. El
seguimiento mediante la medicion periddica cada tres a seis meses da cuenta de la respuesta

a la terapéutica administrada cuando hayamos un descenso de los mismos [74,75].

2.3 OSTEOPOROSIS Y TRATAMIENTO

La osteoporosis es un importante problema de salud publica, problema que ha aumentado
desde el siglo XIX por el aumento de la sobrevida de la poblacién. La osteoporosis afecta a
mas de 200 millones de personas en el mundo y se estima que entre el 30 y el 50% de las
mujeres postmenopausicas desarrollaran esta enfermedad [79]. Estudios realizados en

Argentina revelan que 2 de cada 4 mujeres mayores de 50 afios de edad tienen osteopenia y
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1 de cada 4 tiene osteoporosis. En promedio, ocurren anualmente alrededor de 320 fracturas
de cadera cada 100.000 mujeres, y 125 fracturas cada 100.000 varones de mas de 50 afios

de edad, con un cociente mujer/hombre de 2,56 [80].

Los mecanismos que intervienen en su fisiopatogénesis son multiples y todos convergen a un
mismo factor comun que es la pérdida de masa ésea con alteracién de la microarquitectura y
de la estructura Osea [81]. La resistencia a la fractura est4 determinada por la solidez del
hueso, la cual depende de las propiedades geométricas (tamafo, forma, conectividad de
trabéculas), la actividad de las células en el tejido y las propiedades materiales del mismo.
Estas Ultimas incluyen el contenido mineral, la composicion mineral y el tamafio del cristal
mineral, y el contenido de matriz asi también como su composicion [82]. Para que se
produzca osteoporosis podemos deducir que hay un desbalance en el remodelado 6seo,

producido por una excesiva resorcion ésea o una inadecuada formacion.

Si bien la osteoporosis postmenopdausica es la causa mas comun de osteoporosis, multiples

son las entidades capaces de producir pérdida de la masa 6sea.

El diagnéstico de osteoporosis segun la Organizacion Mundial de la Salud se basa en los
valores de DMO obtenidos por DXA. Se considera diagnéstico de osteoporosis la presencia
de valores de T-score menores a -2,5 en mujeres postmenopausicas y hombres mayores a 50
afios. En mujeres premenopausicas y hombres menores de 50 afios, se consideran valores de
Z-score menores a -2,0 [80,83]. En niflos se requiere el hallazgo de baja masa Osea
evidenciada por DXA, es decir valores de Z-score menores a -2,0 junto con la presencia de al
menos una fractura de huesos largos en miembros inferiores, dos de huesos largos en
miembros superiores o fractura por compresion vertebral. En estos casos el hallazgo
Unicamente de valores de Z-score menores a -2,0 nos indican que estos nifios presentan baja
masa 6sea para la edad cronol6gica debiéndose hacer una correcta prevenciéon para evitar la

pérdida de masa Gsea [84].

Los modelos animales juegan un rol importante para mejorar el conocimiento de la etiologia,
fisiopatologia, diagnéstico, prevencion y terapéutica de la osteoporosis [85]. La ovariectomia
(OVX) en ratas es el modelo animal de pérdida de masa 6sea postmenopausica mas utilizado
y aceptado ya que las caracteristicas de dichas pérdidas son comparables a los de la mujer
postmenopausica [86]. En este modelo se observa un rapido aumento de la remodelacion
Osea luego de la OVX lo cual lleva a un balance 6seo negativo donde la resorcion sobrepasa
la formacion. Este efecto es observado al dia 14 post OVX y a los 30 dias ya estan

establecidos todos los cambios Oseos [87]. El modelo de osteoporosis inducida por
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glucocorticoides permite el estudio de la remodelacion désea con funcién estrogénica

conservada considerandose un modelo de osteoporosis por envejecimiento [88].

Diferentes dosis de calcio y vitamina D fueron aconsejadas a lo largo de los afios. El efecto
del tratamiento solo con calcio a dosis de 1.000 mg/dia y vitamina D 400 Ul/dia fue evaluado
en una de las ramas del estudio Women’s Health Iniciative (WHI), realizado con mujeres con
osteoporosis postmenopausica comparado con placebo, durante un periodo de 7 afios [89].
En esta rama del estudio se demostré6 que el calcio y vitamina D redujeron la fractura de

cadera en mujeres postmenopausicas.

Actualmente para lograr mantener la masa 6sea todos los pacientes deben recibir la
administracién de calcio elemental 1.500 mg/dia, vitamina D a dosis no menores de 800
Ul/dia, junto con actividad fisica regular [90]. Estos tres pilares son la mejor forma de
prevencion. Oliveri y Plantalech [91,92] han demostrado que gran parte de la poblacion
argentina, estudiada en diferentes latitudes, presenta déficit e insuficiencia de vitamina D. Es
por eso que se aconseja la medicion plasmatica de 25(OH) vitamina D y mantener niveles
plasmaticos mayores a 30 ng/ml.

Otras terapéuticas disponibles para el tratamiento de la osteoporosis postmenopausica son:
raloxifeno, un modulador selectivo del receptor estrogénico; ranelato de estroncio, farmaco
con accién dual que aumenta la formacion 6sea y disminuye la resorcion ésea; calcitonina
sintética de salmon, PTH recombinante, farmaco anabdlico al administrarse de forma diaria
subcutdnea; denosumab, anticuerpo monoclonal anti RANKL; bisfosfonatos y MFP. Estos
ultimos dos farmacos debido a que son los utilizados en esta tesis se detallan en profundidad

a continuacion.

2.3.1 Bisfosfonatos

Los bisfosfonatos son drogas que actlan disminuyendo el remodelado Gseo. Aunque
conocidas desde hace tres décadas sus mecanismos de accidbn no han sido dilucidado
completamente. Los bisfosfonatos contienen dos grupos fosfatos unidos a una cadena
carbonada simple, formando una estructura P-C-P con dos estructuras quimicas unidas al
atomo de carbono, que llamaremos R1 y R2. Los de primera generacion: etidronato,
clodronato y tiludronato no contienen nitrdgeno en su cadena lateral R2 a diferencia de los de
segunda generacion: alendronato, risedronato, ibandronato y pamidronato y del de tercera

generacion como el &cido zoledrénico [5].

31



La presencia de nitrégeno en su cadena lateral modifica notablemente su mecanismo de
accion promoviendo la apoptosis de los osteoclastos, hecho demostrado tanto in vitro como in

Vivo.

Por su estructura quimica los bisfosfonatos inhiben las vias intracelulares que involucran al
pirofosfato o fosfato. Se conoce que inhiben varios tipos de tirosina fosfatasas, y que inhiben
enzimas de la sintesis de escualeno. Los bisfosfonatos nitrogenados inhiben los pasos a la
sintesis del colesterol interfiriendo en la formacion de geranil geranil pirofosfato por competir
con farnesil pirofosfato o isopentenil pirofosfato en uno o varios pasos enzimaticos de esa via.
El farnesil pirofosfato y el geranil pirofosfato se encuentran disminuido desde la via del
mevalonato siendo importante sustratos en la prenilacion de proteinas G monoméricas
involucradas en la funcién del citoesqueleto y en el trafico vesicular, como Rho, Rac, Cdc42 y
Rab [93,94] (Figura 6). Los bisfosfonatos nitrogenados inhiben la farnesil pirofosfato sintetasa
y la geranil geranil pirofosfato sintetasa de forma dosis dependiente relacionandose con su
potencia anti-resortiva [95]. Rho, Cdc42 y Rac estan involucradas en la reorganizacion del
citoesqueleto que llevan a la polarizacion celular, a la formacion de un anillo rico en actina y
del borde festoneado. Rab participa en el trafico vesicular [93,96]. Para la activacién de los
osteoclastos se produce una reorganizacion del citoesqueleto que lleva a la polarizaciéon
celular y a la formacién de un anillo rico en actina y en el borde festoneado, procesos que

también son inhibidos por los bisfosfonatos [93].

Es conocido que el tratamiento con bisfosfonatos previene la apoptosis de osteoblastos y
osteocitos. Los hemicanales de conexina 43 pero no los canales gap, presentes en osteocitos,
son esenciales para la transmision de las sefiales de sobrevida de los osteocitos [97],
mediante la induccion de la activacion de ERK1/2 [98]. Estudios recientes demostraron que la

proteina B-arrestina es necesaria para que ERKs sean retenidas en el citoplasma [18].

La eficacia de los bisfosfonatos como farmacos anti-resortivos en el tratamiento de la
osteoporosis postmenopausica fue evaluada en varios ensayos clinicos. En la actualidad los
bisfosfonatos mas utilizados en la practica clinica para mujeres con osteoporosis
postmenopausica son el alendronato, risedronato e ibandronato. Esta demostrado que el
alendronato en dosis de 10 mg/dia administrado durante tres afios aumenta la DMO en
columna lumbar un 8,8%, un 5,9% en cuello femoral y un 7,8% en trocanter respecto del
placebo [99]. En el mismo trabajo se demostr6é que el alendronato redujo un 48% la incidencia

de nuevas fracturas vertebrales.
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Figura 6. Mecanismo de accién de los bisfosfonatos. Las flechas (=) indican reacciones

quimicas y las flechas (---| ) indican procesos inhibitorios.

El risedronato en dosis de 5 mg/dia redujo la incidencia de nuevas fracturas vertebrales en un
41% mientras que disminuyé un 39% la incidencia de fracturas no vertebrales, ambos
respecto del grupo tratado con placebo cuando se evaluaron mujeres con osteoporosis
postmenopausicas con antecedente de una fractura previa, a los tres afios del seguimiento. El
aumento en el grupo que recibioé risedronato de la DMO en columna lumbar, cuello femoral y
trocanter fue de 5,4%, 1,6% y 3,3% respectivamente; mientras que en el grupo tratado con

placebo fue de 1,1%, -1,2% y -0,7% respectivamente [100].

El ibandronato administrado por via oral a dosis de 2,5 mg/dia redujo la incidencia de fracturas

vertebrales en un 62% y un 50% cuando se administré intermitentemente, respecto del
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placebo. En estos pacientes hubo un aumento de la DMO en columna lumbar del 5,5%, 5,7%
y del 1,3%, en los grupos tratados con ibandronato diariamente, intermitentemente y placebo,
respectivamente. Si bien no hubo diferencias en la incidencia de fracturas no vertebrales a
tres afos en los diferentes grupos, un analisis posterior demostré reducir un 69% la incidencia
de fracturas no vertebrales en un grupo de pacientes que presentaban en cuello femoral DMO
con T-score menor a -3,0 [101]. El risedronato disminuy6 la incidencia de fractura de cadera
en mujeres ancianas con diagnéstico de osteoporosis pero no lo hizo en aquellas que se
administrd solo por la presencia de factores de riesgo [102]. Puede ser administrado via oral a
dosis de 150 mg mensuales o via endovenosa 2 mg cada 2 meses 0 3 mg cada tres meses.
El pamidronato es otro bisfosfonato que puede ser administrado por via endovenosa a dosis

de 30 a 60 mg cada tres meses dependiendo del cuadro clinico del paciente.

El acido zoledrénico es el bisfosfonato mas potente hasta el momento y ha demostrado ser
efectivo en el tratamiento de la hipercalcemia maligna, de la enfermedad de Paget y
recientemente en la osteoporosis. La dosis de 4 mg/afio administrada por via endovenosa ha
demostrado que en pacientes con osteoporosis postmenopausica reduce un 70% la incidencia
de fracturas vertebrales, un 41% la incidencia de fracturas de cadera y un 25% las de
fracturas no vertebrales, en pacientes tratados durante tres afios. Estos pacientes presentaron
un aumento de la DMO en columna lumbar del 6,71%, en cadera total del 6,02% y en cuello
femoral del 5,06% [103].

2.3.2 Fluoruro de sodio y monofluorofosfato de sodio

El fluoruro tiene accidn mitogénica sobre las células éseas, y de esta manera produce
incremento de la masa 6sea. Su farmacocinética y farmacodinamia han sido ampliamente
investigadas y actualmente existe un soélido conocimiento sobre los mismos [104]. El
mecanismo de accidén sobre el osteoblasto es explicado por dos modelos [1]. EI de mayor
sustento experimental se basa en la actividad inhibitoria sobre la tirosin fosfatasa acida del
osteoblasto [3,105], encargada de desfosforilar proteinas involucradas en la transduccién de
sefiales de receptores de tirosin kinasa intrinseca relacionadas a la accion de factores de
crecimiento. El otro modelo propone que la accion podria ser llevada a cabo por mecanismos
que involucran a las proteinas G triméricas asociadas a adenilil ciclasa y fosfolipasa C
[106,107]. En ambos casos el fluoruro prolongaria el efecto de factores de crecimientos sobre
las células involucradas. Ademas de actuar sobre los osteoblastos, el fluoruro es incorporado
al mineral éseo formando fluorapatita o es excretado por orina [108]. Existen algunos trabajos

en los que no se ha hallado el mencionado efecto sobre las células éseas [109]. Las drogas
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mas utilizadas como fuente de fluoruro en terapéutica clinica son el fluoruro de sodio (NaF)
[110,111] y el monofluorofosfato de sodio (MFP) [112,113]. Trabajos previos de comparacion
farmacocinética luego de la administracion de NaF o MFP no mostraron diferencias entre
ambas drogas. En estos trabajos se demostré que la Unica especie con fldor presente en el
plasma es el anion fluoruro. En estos trabajos la técnica analitica utilizada solo determinaba
fluoruro [114,115,116]. Trabajos posteriores demaostraron que la farmacocinética del MFP es
diferente de la del NaF [2,117] (Figura 7). En estos experimentos se utilizé plasma de rata y el
ultrafiltrado del mismo. La determinacion de flior se realizd por potenciometria directa
utilizando un electrodo de i6n especifico y destilacion isotérmica del flior. Esta técnica permite
medir no solo el anién fluoruro sino también el fldor ligado por enlaces labiles al tratamiento
con &cido fuerte [118,119,120]. En estos experimentos se demostr6é que a igualdad de dosis,
el hueso de ratas tratadas con MFP presenta un contenido de flior 6seo superior al de las
ratas tratadas con NaF. Hallazgos més recientes demostraron que el mayor contenido de flior
0seo no se debe al i6n fluoruro sino a proteinas con fltor ligado por enlaces resistentes a los
acidos [121,122]. Se ha demostrado que la biodisponibilidad de flior cuando se administra
MFP es el doble de la biodisponibilidad de fllor si se utiliza NaF en dosis equimolares. Esta
propiedad permite disminuir la dosis de flior a la mitad, con el beneficio adicional de disminuir
la presentacion de efectos colaterales indeseables. Estos efectos se presentan cuando la

concentracion plasmatica de fluoruro supera los 10 pmol/l [123].

Dosis oral Dosis oral
v v
HIGADO
NaF PLASMA HUESO MFP PLASMA
estomago l Bstﬁmagul
NaF MFP—p c2MMFP iy «2MNFP
<4 EMERGIA
l PEPTIDOS : LIZOSOMAS
] | RERTIDOS g usosomes
et
intestino fes Ir: MFP_’ A
NaF
I§|:; «2MNVFP PEPTIDOS
PA HA COP_LUOR
+ HA 'T OSTEOBLASTOS
l cg+ - —|T——*F —*
—T» —
F F FA
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Figura 7. Farmacocinética del NaF (panel izquierdo) y del MFP (panel derecho). Abreviaturas:
NaF: fluoruro de sodio; F-: fluoruro; MFP: monofluorofosfato; HA: hidroxiapatita; FA: fluorapatita;

a2M: alfa-2-macroglobulina.
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Como se menciond en el parrafo anterior, al administrar NaF, en plasma se encuentra al anion
fluoruro, Unica especie detectable. En cambio, luego de la administracion oral de una dosis de
MFP, ademas del anién fluoruro, se encuentra en plasma una fraccion de fllor ligado a
proteinas. Esta fraccion se origina en el plasma, como consecuencia de una fraccion de MFP
que se absorbe en el estbmago sin sufrir hidrdlisis [117] y se liga a las alfa-macroglobulinas
(Figura 7). La fraccion de proteinas con fltor ligado también se encuentra presente en el

plasma de seres humanos tratados con MFP [124] (Figura 8).

[FLUOR] pMOL/L

Figura 8. Fluoruro (m) y fldor unido a proteina en plasma ( A ) de pacientes luego de una dosis oral de
7,5 mg de flior como MFP [124].

Las alfa-macroglobulinas (AM) son las proteinas plasmaticas que ligan MFP. Estas proteinas
pierden su actividad biolégica cuando se ligan al MFP in vitro e in vivo [4]. La absorcion de
MFP y la formacién del complejo AM-MFP se encuentra aumentada en ratas tratadas con
MFP y Ca, situacion en la que aumenta la absorcion intestinal del MFP debido a inhibicién de
la enzima fosfatasa alcalina intestinal [125]. EI complejo AM-MFP es biolégicamente activo
con respecto al metabolismo 6seo, debido a que su catabolismo genera fluoruro iénico que
vuelve al espacio extracelular [2]. En sujetos tratados crénicamente con MFP, luego de 10
horas de una dosis de MFP, solo se encuentra elevada la fraccion de fluor ligada a las
proteinas [126]. Una ventaja adicional del MFP es que la fraccién de flior ligada a las
proteinas, a diferencia del NaF que produce inhibicién transitoria de la secrecion de insulina
[127,128,129], no tiene efecto negativo sobre la secrecion de esta hormona [130], efecto

indeseable presente en los tratamientos con NaF.

El complejo AM-MFP es captado in vivo e in vitro por receptores presentes en higado y hueso

de rata. Posteriormente, ambos tejidos liberan péptido/s de menor peso molecular [131]. En
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plasma de pacientes tratados con MFP se encuentran péptidos de peso molecular similar
[126]. Dado que estos péptidos se encuentran solo en el tratamiento con MFP se sospecha
gue los mismos podrian deberse al metabolismo del complejo y que quedan retenidos en la

matriz 6sea en el proceso de remodelacion del tejido calcificado [121].

Ademas de péptidos con flior de peso similar al de las especies obtenidas in vivo, se
encuentran en la matriz 6sea otros péptidos de mayor peso molecular con flior ligado por un
enlace resistente a la hidrélisis acida. Al suspender el tratamiento en ratas en crecimiento,
estos péptidos disminuyen su concentracibn aumentando los péptidos de menor peso
molecular y el fluoruro ligado a la fluorapatita, no produciéndose modificacién del contenido
total de fluoruro. Se postula que estas transformaciones producirian un aumento local de la

concentracion de fluoruro, lo que estaria actuando como estimulo del crecimiento 6seo.

Es conocido que el receptor LRP reconoce a la alfa-macroglobulina luego de su inactivacion,
proceso que puede ser llevado a cabo por la union a proteinasas o a moléculas como el MFP
[4,131]. El complejo AM-MFP es captado por el tejido 6seo. El efecto del MFP sobre el hueso
podria en parte atribuirse al fluoruro liberado por su hidrdlisis. Sin embargo, el mecanismo no
parece ser igual al ejercido por el fluoruro, ya que al suspender el tratamiento, la masa 6sea
de los animales se mantiene elevada, respecto de los controles y los animales tratados con
NaF, en los que la masa 6sea se asemeja a los controles luego de 30 dias [132]. Se conoce
que el proceso de diferenciacion de osteoblatos depende de la interaccion de las proteinas
Wnt con los receptores LRP5/6 y Frizzled. La interaccion Wnt LRP5/6-Frizzled produce
aumento intracelular de la proteina p-catenina no fosforilada, la cual se trasloca al nucleo y
activa ciertos genes claves para la diferenciacion a osteoblastos. Los resultados mencionados
en los parrafos anteriores sugieren una posible interaccion del complejo AM-MFP con el
receptor LRP5/6 de precursores osteoblasticos. Esta interaccion podria aumentar la afinidad
entre LRP5/6 y el receptor Frizzled, disminuir la accién de proteinas inhibidoras del receptor
LRP5/6 como son las proteinas Dkk y esclerostina o la relacién del receptor LRP con el co-
receptor Kremen. En cualquiera de estas situaciones la accion de Wnt sobre los niveles de -

catenina no fosforilada serian mayores.

El fluoruro era uno de los agentes osteoformadores mas potentes utilizados para el
tratamiento de la osteoporosis. El primero en ser utilizado fue el NaF que presentaba muchos
efectos adversos tales como dolores epigastricos, gastritis, hemorragias gastricas, dolor en
miembros inferiores y fracturas por estrés. Los efectos a nivel gastrico se producian por las

acciones del acido fluorhidrico generado luego de la interaccién del NaF con el pH acido del
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estobmago. Posteriormente se utiliz6 MFP como prodroga del fldor. Este no origina &cido

fluorhidrico y es por eso que es bien tolerado.

Ringe y col [133] realizaron un estudio prospectivo, con seguimiento a tres afios, con 134
mujeres con osteoporosis postmenopausica. Las pacientes fueron divididas en tres grupos: un
grupo recibi6 MFP y Ca intermitentemente (durante 3 meses y un mes de descanso), el
segundo grupo recibi6 MFP y Ca continuo y el dltimo grupo solo recibié Ca. Estos
investigadores hallaron un aumento del 12,6%, 19,5% y un descenso del 1,6% en la DMO en
columna lumbar en cada uno de los grupos mencionados. En cuanto a nuevas fracturas
vertebrales estas se desarrollaron en un 18%, 27% y en el 67% de los pacientes
respectivamente. Las fracturas no vertebrales ocurrieron en un 18%, 31% y en un 56%

respectivamente.

Otro estudio fue realizado en 60 mujeres postmenopausicas [134] las cuales recibieron
MFP/Ca y terapia de reemplazo hormonal. A los 3 afios la DMO de columna lumbar fue un
15,6% mayor; un 8,3% de los pacientes presentaron nuevas fracturas vertebrales y un 10%
fracturas no vertebrales respecto del grupo placebo.

Otros resultados son controvertidos. El trabajo realizado por Meunier y col [135] prospectivo,
randomizado, fue realizado con 354 mujeres osteoporéticas con antecedente de fracturas
vertebrales osteoporéticas las cuales fueron divididas en tres grupos. flior como NaF, flior
como MFP y placebo. Todos recibieron 1.000 mg Ca y 800 Ul vitamina D,. A los dos afios del
seguimiento el grupo tratado con MFP present6 un aumento del 10,8% de la DMO en columna
lumbar mientras que en el otro grupo fue del 2,4%. Cuando evaluaron nuevas fracturas no
vertebrales estas no fueron diferentes entre ambos grupos (1,9% en el grupo placebo y 1,4%

en los grupos que recibieron fldor) para fractura de cadera.

Varios trabajos estudiaron la asociacién de MFP a otras drogas. Asi se evallo la eficacia de
MFP combinada con raloxifeno en mujeres con osteopenia, osteoporosis postmenopausica y
osteoporosis severa [136]. En este trabajo un grupo recibi6 raloxifeno 60 mg/dia y 20 mg F/dia
como MFP, y el otro placebo durante 18 meses. Todos recibieron 1.000 mg/dia de Ca y 500
Ul/dia de vitamina D. El primer grupo aumento6 un 1,37% mientras que el segundo aumento un
0,33% la DMO en cuello femoral, un 0,89% y -0,42% en cadera total, y un 8,80% y 5,47% en
columna lumbar respectivamente. No hubo diferencias significativas en la incidencia de

fracturas vertebrales y no vertebrales entre ambos grupos.

Otro estudio evallo etidronato y MFP. El etidronato fue administrado junto con Ca y vitamina

D en un grupo, comparado con MFP, Ca y vitamina D en otro. Las nuevas fracturas
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vertebrales ocurrieron en el 12% de los pacientes del primer grupo y en el 35% del segundo
[137].

A pesar del aumento sobre la DMO en columna lumbar el MFP se utiliza muy poco en la
atencion clinica del paciente con osteoporosis debido al advenimiento de nuevas terapias

osteoformadoras, como la teriparatida [30].

En sintesis, el MFP tiene efecto osteoformador y menos efectos adversos que el NaF pero su
mecanismo de accion es aun parcialmente conocido. Dado que estd demostrado que la
accion del fluoruro sobre la diferenciacion y proliferacibn osteoblastica se produce en
presencia de factores de crecimiento, nuestra hipétesis es que el efecto del MFP seria mas
efectivo sobre un hueso expuesto a alto estado de remodelacion, debido a los factores de
crecimiento liberados de la matriz désea. La administracion de dieta hipercalcica
simultaneamente con MFP y la posterior administracion de &cido zoledronico contribuirian a
mantener el efecto osteoformador del MFP.

MINERALIZACION € Y FORMACION ()SEA'

2) Dieta hipercdicica
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+ 3) Acido zoledrénico
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Figura 9. Modelo de accién hipotético del MFP y el acido zoledroénico en forma secuencial

A
®
<
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acompanado de modificaciones en el calcio de la dieta. Los nitmeros indican el orden de
aplicacion del tratamiento. Las flechas (-- 2) indican procesos estimulatorios, las lineas (--- |) indican

procesos inhibitorios y las flechas (T ) indican aumento de actividad o concentracién.
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3 OBJETIVOS

3.1 GENERALES

Investigar el mecanismo de accion del MFP sobre la estructura y resistencia 6sea utilizando
un tratamiento que involucra variaciones en la velocidad de remodelado 6seo y la

combinacién con una droga anti-resortiva.

3.2 ESPECIFICOS

En funcion del mecanismo de accién hipotético se plantean los siguientes objetivos

especificos:
1. Evaluar los parametros bioguimicos durante un tratamiento con MFP y modificaciones
en el remodelado 6seo.
2. Evaluar parametros morfométricos 6seos.
3. Evaluar la densidad mineral 6sea.
4. Evaluar los pardmetros histomorfomeétricos del tejido 6seo.

5. Evaluar los parametros biomecanicos del hueso y del tejido éseo.
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4 MATERIALES Y METODOS

Con el fin de investigar el mecanismo de accion del MFP se realizaron:

A. Modelo de osteoporosis postmenopausica: Se trabajé sobre un modelo de osteoporosis

inducida por ovariectomia.

B. Modificacion en el contenido de calcio de la dieta: Las ratas fueron alimentadas con
dietas con diferente contenido de calcio. Un grupo recibié dieta normocalcica (0,9 g Ca/100 g
de dieta = 0,9%), y otro dieta hipocélcica (0,2%) e hipercalcica (2%). La administracion inicial
de dieta hipocalcica (del dia cero hasta el dia 30) y la posterior alimentacién con dieta

hipercalcica (del dia 90 al dia 150) se denominara dieta secuencial.

C. Tratamientos farmacold6gicos con diferente mecanismo de accién: Los animales

recibieron en forma secuencial:

1. Monofluorofosfato de sodio (MFP): se administr6 a dosis de 400 umol/kg/dia por

sonda orogastrica del dia 31 al dia 90.

2. Acido zoledroénico (Z): se administré a dosis de 1,5 pg/kg/mes por via subcutanea del
dia 91 al dia 150.

41 ANIMALES

Se utilizaron ratas hembra de la linea Sprague Dawley de 7 semanas de vida provistas por el
Bioterio Central de la Facultad de Ciencias Médicas de la Universidad Nacional de Rosario.
Los animales fueron alimentados con dieta balanceada para roedores (Gepsa, Buenos Aires,
Argentina) contenido fésforo: hasta 0,8% y calcio hasta 1,2% y agua ad libitum. Se utilizaron
también dietas hipocalcica e hipercélcica en algunas de las etapas de los experimentos (Ver
7.1). Para el manejo de los mismos se siguieron las guias de NIH (National Institute of Health,
USA) y CCAC (Canadian Council on Animal Care guidelines, Canadd) [138,139].
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4.2 GRUPOS EXPERIMENTALES

El experimento tuvo una duracién total de 150 dias y se emplearon 21 ratas por grupo
experimental. Para evaluar la evolucién de cada tratamiento en cada grupo experimental un
subgrupo fue sacrificado a los 30 dias (n=7), otro a los 90 dias (n=7) y luego al finalizar el

tratamiento a los 150 dias (n=7). Se realizaron 5 grupos experimentales:

Sham: ratas a las cuales se les realiz6 cirugia simulada de ovariectomia, alimentadas con
dieta normocalcica (NCaD); OVX: ratas ovariectomizadas (OVX) alimentadas con NCabD;
OVX.G1: ratas OVX alimentadas con NCaD, tratadas con MFP desde el dia 31 al dia 90 y con
Z desde el dia 91 al 150; OVX.G2: ratas OVX alimentadas con dieta hipocalcica (LCaD) desde
el dia 0 al dia 30 y con dieta hipercalcica (HCaD) desde el dia 31 al dia 150, sin tratamiento
farmacologico; y OVX.G3: ratas OVX alimentadas con LCaD desde el dia 0 al dia 30 y con
HCaD desde el dia 31 al dia 150, tratadas con MFP desde el dia 31 al dia 90 y con Z desde el
dia 91 al 150. Los grupos tratados (OVX.G1 y OVX.G3) recibieron MFP 400 umol/kg/dia por

sonda orogastricay Z 1,5 ug/kg/mes SC. La Tabla 1 resume los tratamientos aplicados.

Tabla 1. Grupos experimentales

Sham OVvX OVX.Gl O0OVX.G2 O0OVX.G3
Ovariectomia - + + + +
LCaD (0,2%) desde el dia 0 al dia 30 - - - + +
HCaD (2%) desde el dia 31 al dia 150 - - - + +
MFP (400 umol/kg/dia) desde el dia 31 al dia 90 - - + - +
Z (1,5 pg/kg/mes) desde el dia 91 al dia 150 - - + - +

+ Indica el tratamiento aplicado

OVX y OVX.G1 fueron alimentados con NCaD hasta el dia 30, es por esto que en los
resultados se muestran como un Unico grupo llamado OVX3o.NCaD (n=14). De modo similar,
OVX.G2 y OVX.G3 fueron alimentados con LCaD hasta el dia 30 y se muestran como un
anico grupo: OVXzo.LCaD (n=14). Posteriormente ambos grupos fueron divididos en dos

grupos: con y sin tratamiento farmacoldgico.

La remodelacion 6sea fue estudiada a los 30, 90 y 150 por medidas bioquimicas y por
histomorfometria 6sea. Al finalizar el experimento se obtuvieron muestras de sangre por
puncion cardiaca, se sacrificaron los animales (Ver 4.3.3) y se extrajeron las tibias y fémures,

a los cuales posteriormente se les realizé extraccion de los tejidos blandos con bisturi.
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Para evaluar el efecto de la administracién de dietas con diferente contenido de calcio sobre
las glandulas paratiroides se realiz6 extraccién de las mismas luego de realizar una incisién
medial en cuello, aperturas de los correspondientes planos musculares y aponeuroticos, y
mediante la utilizacién de lupa se extrajeron ambas glandulas para evaluar comparativamente

el peso de las mismas y la histologia.

Las tibias izquierdas fueron colocadas en acetona durante una semana con el objetivo de
eliminar la materia grasa. Posteriormente se secaron a 60°C durante 7 dias hasta peso
constante. Con ellas se determiné la densidad mineral total del hueso por DXA (Ver 4.5) y se

obtuvieron medidas morfométricas (Ver 4.8).

Las tibias derechas fueron colocadas en formol durante 72 horas, luego se colocaron en acido
etilendiaminotetraacético (EDTA) al 10% pH 7 durante 35 dias. Posteriormente se realiz6 la
técnica histolégica habitual (Ver 4.6.1) para realizar determinaciones histomorfométricas (Ver
4.6) e inmunohistoquimica (Ver 4.7). Ambos fémures fueron colocados en solucion fisiologica
y guardados a -20 °C. Con ellos se realizaron determinaciones biomecanicas (Ver 4.9).

Se realizaron determinaciones bioquimicas (Ver 4.4) tales como calcemia, fosfatemia,
calciuria, fosfatasa alcalina (FAt), fosfatasa alcalina ésea (FA0), deoxipiridinolina urinaria
(Dpd) y hormona paratiroidea (PTH).

4.3 MODELO QUIRURGICO DE OVARIECTOMIA

Se realiz6 la ablacion bilateral de los ovarios [140] bajo anestesia general (Ver 4.3.1). Luego
de alcanzado un estado de anestesia adecuado se rasuro la zona a incidir, se desinfectd con
iodopovidona y se aplicé una dosis intramuscular de ceftriaxona (3 mg/100 g peso corporal)
en la pata trasera izquierda. La cirugia se realiz6 utilizando material estéril a través de una
laparotomia paramediana bilateral. Se ligé la arteria ovarica y el extremo proximal del Gtero
antes de la extirpacién de cada ovario. Se cerrd el plano muscular abdominal con sutura
continua y la piel con hilo de nylon 5.0 y punto simple. Finalmente se colocé un collar Isabelino
para evitar la autoinjuria, el cual se retir6 pasadas 72 horas. Luego de la cirugia los animales
recibieron una dosis de analgésico (Ver 4.3.2) y se mantuvieron en jaulas individuales. El éxito
de la ovariectomia se evalu6 al final del experimento mediante la presencia de atrofia del Gtero
en los grupos ovariectomizados determinado por el peso del mismo utilizando una balanza
analitica de sensibilidad 0,1 mg. El peso del Gtero se expresé en mg por 100 gramos de peso

corporal.
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Para realizar la cirugia simulada (grupo Sham) se realizaron los mismos procedimientos

detallados previamente sin la extirpacion de ovarios.

4.3.1 Anestesia

Se realizé preanestesia por inyeccién subcutanea en el flanco derecho de una mezcla de 1,2
mg xilazina/100 g peso corporal y 3 mg ketamina/100 g de peso corporal. Luego de alcanzado
un grado adecuado de narcosis y sedacion se inyectd por via SC, en la pata trasera derecha,
clorhidrato de lidocaina (0,6 ml al 2%) y 5 minutos después en el mismo sitio se inyectaron 3

mg ketamina/100 de peso corporal [141].

4.3.2 Analgesia

Antes de la cirugia o procedimiento experimental potencialmente doloroso para el animal se
inyectd por via subcutanea 2,5 mg de diclofenac/100 g de peso corporal. Se evalu6 el dolor a
través del estado de movilidad, agresividad y reaccién al contacto y se repitié la dosis a
intervalos requeridos no menor a 12 horas [142].

4.3.3 Eutanasia

Se realiz6 sometiendo en primer término al animal a anestesia inhalatoria con éter sulfurico,
hasta obtener una profunda anestesia y analgesia. Luego se realizé una inyeccion
intracardiaca de 1 ml de KCI saturado que produce un paro cardiorespiratorio instantaneo
[143].

4.4 DETERMINACIONES BIOQUIMICAS

441 Calcemia

La calcemia se determiné con un equipo comercial CaColor AA (Wiener Lab. Rosario). El
método se fundamenta en la reaccion del calcio con o-cresolftaleina complexona a pH 10,8,
dando un complejo de color magenta que se mide espectrofotométricamente a 570 nm. Para
la determinacién se utilizaron 5-15 pl de muestra y simultdneamente se construyé una curva
de calibracion de tres puntos (3,3, 6,6 y 10 mg/dl) utilizando una solucién patron de 10 mg
Ca/dl. La medicion de la absorbancia es proporcional a la concentracién de calcio en la

solucién, la que se determind utilizando un espectrofotémetro Perkin Elmer Lambda 11.
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4.4.2 Fosfatemia

El fésforo inorgéanico se midio utilizando un equipo comercial Fosfatemia UV AA (Wiener Lab.
Rosario). El método se fundamenta en la reaccién del fosforo con el molibdato en medio acido
y la formacién de un complejo fosfomolibdico. Para la determinacion se utilizé 5 pl de plasma
0 suero y simultdneamente se procesé una solucién patrén de 4 mg/dl de fosfato, con la que
se construydé una curva de calibracion. La absorbancia a 340 nm es proporcional a la
concentracion de fésforo inorganico en la muestra, la que se determind utilizando un

espectrofotdmetro Perkin Elmer Lambda 11.

4.4.3 Calciuria

La calciuria fue determinada utilizando un espectrofotometro de absorcion atébmica Arolab MK
Il. La orina se diluy6d 1/5 con agua destilada fijando la concentracion de SrCl, en 1% para
eliminar interfirientes. Se utilizé una curva de calibraciéon con concentraciones de calcio 0-100
pug/ml y la llama utilizada se obtuvo por mezcla de acetileno: aire en proporcion 1,5:1. Con los
valores de concentracion de calcio y la diuresis de 24 h se obtuvieron los resultados que se
expresaron en pg Ca/dia.

4.4.4 Fosfatasa alcalina total

La actividad de la fosfatasa alcalina plasmatica total (FAt) se determiné utilizando un equipo
comercial ALP 405 linea liquida (Wiener Lab. Rosario). Se utilizaron 5 pl de muestra y 0,5 ml
de reactivo. La técnica se fundamenta en la medida del cambio de absorbancia a 405 nm,
generado por la hidrélisis del p-nitrofenilfosfato en medio alcalino por la enzima fosfatasa
alcalina. Los resultados se obtienen en unidades/litro (U/l) y las medidas de absorbancias se

realizaron en un espectrofotdmetro Perkin Elmer lambda 11.

4.45 Fosfatasa alcalina 6sea

La fosfatasa alcalina 6sea (FA0) se determind por diferencia entre la actividad de fosfatasa
alcalina total y la actividad de fosfatasa alcalina remanente después de precipitacion con

lectina de germen de trigo [144]. Los resultados se obtienen en unidades/litro (U/l).
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4.4.6 Deoxipiridinolina urinaria

La deoxipiridinolina (Dpd) urinaria se determind por radioinmunoensayo (RIA) (DPD RIA,
Immunodiagnostic Systems, Boldon, UK). La técnica consiste en la competencia entre
deoxipiridinolina marcada con '?°| y la deoxipiridinolina de la muestra o las soluciones
estandar, por un anticuerpo anti-deoxipiridinolina fijado al tubo. Luego de dos horas de
incubacién a 20 °C, se decanta el sobrenadante y se determina la radioactividad fijada al tubo.
La radiactividad sigue una funcién inversa de la concentracién de deoxipiridinolina en la

muestra. Los resultados se expresaron en nmol/nmol creatinina urinaria de 24 h.

4.4.7 Hormona paratiroidea

Se realizé medicién de la concentracion de PTH sérica con la utilizacion de un kit IRMA para
PTH de rata (Immunotopics, Inc. San Clemente CA, USA). Se colocaron 200 ul del estandar o

la muestra, con 100 pul de anticuerpo de rata anti-PTH marcado con 125

Con una pinza
adecuada se coloco una esfera plastica conteniendo el anticuerpo a cada tubo, se cubrieron
con un papel film y fueron incubados durante 24 horas a temperatura ambiente. Pasado este
tiempo se aspir6 el contenido de cada tubo, luego fueron lavados cada uno con 2 ml de
solucion acuosa y aspirados nuevamente, procedimiento que se realiz6 tres veces
consecutivas. Cada esfera se colocé en un contador gamma (Alfanuclear modelo Cmos)

durante tres minutos para medir la radioactividad. Los resultados se expresaron en pg/ml.

4.4.8 Fluoremia

La medicién de la concentracién de flior plasmatico se realizé por potenciometria directa
utilizando un electrodo de i6n especifico ORION 94-09 y un electrodo de referencia de
Ag/AgCI conectados a un conversor analégico digital. La determinacion se fundamenta en la
relacion lineal existente entre los mV desarrollados por los electrodos y el logaritmo de la
concentracion de fluoruro en las muestras o patrones utilizados. Previo a la determinacion
potenciométrica, el flor se aisl6 de las muestras por destilacién isotérmica, tratando la
muestra con acido fosférico concentrado durante 24 horas a 60 °C y recuperando el acido
fluorhidrico desprendido de la muestra sobre NaOH sélido depositado en la tapa de la camara
de destilacion isotérmica. Luego de la destilacién isotérmica, la trampa de NaOH se ajusto a
pH 5,5 con 60 ul de &cido acético glacial diluido 1/120. Este procedimiento requiri6 muestras
de plasma o suero de 20-100 ul y simultaneamente con las muestras se procesaron testigos
de NaF de concentraciones 10° M - 10° M [120].
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4.5 DETERMINACION DE DENSIDAD MINERAL OSEA

La medida de densidad mineral 6sea (DMO, mg Ca/cm?) y del contenido mineral 6seo (CMO,
mg Ca/g peso corporal) fueron obtenidas por analisis de las tibias izquierdas realizadas con

equipo DXA (software para pequefios animales, Lunar DPX).

4.6 HISTOMORFOMETRIA OSEA

4.6.1 Preparacion de muestras histol6gicas

Fijacion y descalcificacion: La tibia derecha se fij6 con formol-PBS al 10% durante 72 horas
[145]. Posteriormente se descalcifico en EDTA 10% por 35 dias a 4 °C. Inclusion en parafina:
Para la inclusion en parafina se realizé en primera instancia una deshidratacion mediante
pasajes sucesivos en alcoholes de concentracién creciente para facilitar la penetracion del
agente inclusor, posteriormente se llevd a cabo la aclaracion mediante el pasaje en xilol y
finalmente la inclusion propiamente dicha mediante la utilizacion de parafina a una
temperatura de 60 °C. Preparacion del blogue: La realizacion del bloque de parafina se llevé a
cabo empleando moldes pléasticos y anillos de inclusion. Cortes: Se realizaron cortes de 5 um
con un micrétomo (Minot-Mikrotm Typ 1212. Leitz, Wetzlar, Germany) con cuchilla especial
para tejidos duros (Microtome Blades N35H. Feather Safety Razor Co, Ltd, Medical Division,
Japon) y fueron adheridos a un portaobjeto mediante albimina glicerinada de Mayer.
Coloracién: Se realizaron tinciones del tejido con hematoxilina-eosina, realizandose en primer
término la eliminacion de la parafina con xilol y seguidamente la rehidratacién mediante una
serie de soluciones alcohdlicas de graduacién decreciente. Finalmente se cubrié con un cubre

objeto montado con balsamo de Canada.

También se procesaron muestras histoldgicas de glandulas paratiroides. Se realiz6 la técnica
histolégica descripta anteriormente excepto que los cortes fueron realizados con cuchilla para
tejidos blandos (Microtome Blades S35. Feather Safety Razor Co, Ltd, Medical Division,
Japon).
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4.6.2 Andlisis de imagenes digitales. Determinacion de parametros histomorfo-

métricos a 40x

Se procedié a la digitalizacién de las imagenes obtenidas de los preparados histologicos
descriptos en 4.6.1 mediante un microscopio (Olympus, Zeizz, West Germany) con una

cadmara fotogréafica adaptada (Olympus SP-350, China).

Se tomaron fotografias a 40x de la epifisis proximal de la tibia a fin de evaluar el hueso
trabecular en un area de 2 mm?. Para ello se seleccioné una regién de interés (ROI) de 2 mm
de largo y 1 mm de ancho a un mm del cartilago de crecimiento. Esta imagen fue recortada y
posteriormente analizada con un software especifico ImageJ 1.40 (NIH, Maryland, USA)

(Figura 10).

Figura 10. Microfotografia a 40x. A: Extremo proximal de la epifisis de tibia derecha. El area

seleccionada corresponde al ROI para estudios histomorfométricos. B: ROI seleccionado.

Sobre el ROI seleccionado en las microfotografias a 40x y con la aplicacion del software
anteriormente descrito se procedié a delimitar cada una de las trabéculas observadas (Figura
11). Asi se determind, como describié Parfitt et al. [26], volumen tisular total: TV (um?),
volumen 6seo trabecular: BV (um?); y superficie 6sea trabecular: BS (um). Aclaracion: dada
que las medidas se hacen en figuras en dos dimensiones, los volimenes se expresan en pm?
y las areas en ym. Con estos valores se calcularon diferentes parametros histomorfométricos
cuyos nombres, abreviatura, férmula de céalculo y unidades se muestran a continuacion en la
Tabla 2.
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La precision del software en determinar el BV/TV fue medida en nuestras condiciones de

trabajo. El coeficiente de variacién (CV) intra ensayo fue del 1,03% y el CV interensayo del

1,07%.
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Figura 11. Imagen con ROI seleccionado con delimitacion de las trabéculas (izquierda) y

valores de BV y BS (derecha) obtenidos con el programa.

Tabla 2. Histomorfometria 6sea de hueso trabecular (40x). Se incluyen los nombres en inglés

de cada variable ya que las abreviaturas utilizadas mundialmente derivan de dichos nombres.

Nombre Inglés Abreviatura Unidad Formula
Volumen tisular total Total tissue volume TV |.|m2 medida directa
Volumen éseo trabecular ~ Trabecular bone volume BV pm?® medida directa
Superficie 0sea trabecular Trabecular bone surface BS pum medida directa
Volumen 6seo Bone volume BVITV adimensional BV*100/TV
Grosor trabecular Trabecular thickness Th.Th pum 2/(BS/BV)
Numero de trabéculas Trabecular number Th.N 1/mm (BVITV)/(Tb.Th)
Separacion trabecular Trabecular separation Th.Sp pum (1/Th.N)-Th.Th
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4.6.3 Andlisis de iméagenes digitales. Determinacién de parametros histomorfo-

métricos a 400x

Del ROI seleccionado a 40x aumentos se obtuvieron 4 microfotografias a 400x (Figura 12).

Figura 12. Microfotografia a 40x aumentos. Se observa el ROI seleccionado previamente del
extremo proximal de la epifisis de tibia derecha y dentro de ella cuatro sectores los cuales se obtienen

con microfotografias a 400x.

En cada microfotografia 400x se determind:

1) superficie total (TA): superficie de las ROIs seleccionadas sin discriminar tipo de tejido; 2)
superficie O0sea cubierta por osteoblastos (Ob.S); 3) superficie 6sea trabecular (BS); 4)
superficie erodada (ES): superficie 6sea trabecular que se encuentra erodada incluyendo
lagunas activas con osteoclastos y lagunas en fase de reversion; 5) nimero de osteoclastos
(N.Oc) en el area total. Con dichas mediciones y aplicando férmulas conocidas se calcularon

otros parametros histomorfométricos que se detallan en Tabla 3 y Figura 13.
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Tabla 3. Histomorfometria 6sea de hueso trabecular (400x)

Nombre Inglés Abreviatura Unidad Formula
Superficie 6sea total Total bone surface TA um? medida directa
Superficie 6sea trabecular Trabecular bone BS pm medida directa

surface
Superficie 6sea cubierta por Bone surface covered Ob.S um medida directa
osteoblastos by osteoblast
Superficie erodada Eroded surface ES pm medida directa
Numero de osteoclastos Osteoclast number N.Oc adimensional medida directa
Superficie cubierta por Surface covered by Ob.S/BS adimensional Ob.S/BS*100
osteoblastos osteoblast
Porcentaje de superficie Eroded surface of ES/BS adimensional ES/BS*100
erodada trabecular surface
NUmero de osteoclastos por Osteoclast number per N.Oc/mm® 1/mm? N.Oc/TA

unidad de superficie 6sea

total

unit of total bone

surface

Osteoblastos : L

\

inactivos

Osteoblastos,
activos

S Osteotﬂastos

Figura 13. Microfotografia obtenida a 400x de una de las areas seleccionadas. Las flechas

muestran osteoblastos inactivos, osteoblastos activos y osteoclastos.
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4.7 INMUNOHISTOQUIMICA

Para los estudios histoquimicos se sigui6 el procedimiento histolégico descripto anteriormente.
A diferencia de la técnica histolégica descripta, el colado de los preparados se realiz6 con cola
vinilica, en dilucién 1/10, dejandolos secar 90 minutos a temperatura ambiente. Una vez
adheridos los cortes a los portaobjetos se dejaron secar 12 horas en estufa de 60 °C. La
desparafinacion se realizé iniciando los pasajes en xilol durante 30 minutos, luego metanol
durante 2 minutos. Al paso anterior se le agreg6 agua oxigenada de 4 volimenes dejandolo
en recipiente tapado durante 30 minutos. A continuacion se procedio a la inmersién en etanol
96% y etanol 70% durante 10 minutos cada uno. Se realizaron 3 lavados en buffer Tris salino
0,05 M, pH 7,6 durante 5 minutos cada uno. Posteriormente se realiz6 el desblogueo
antigénico en un horno de microondas colocando los portaobjetos en citrato de sodio 10 g/l
durante 10 minutos a 100 °C. Luego de dejarlos enfriar 15 minutos se procedi6é al lavado 3
veces en buffer Tris salino 0,05 M, pH 7,6 durante 5 minutos cada uno. Los preparados
histolégicos fueron incubados con anticuerpo primario, un anticuerpo policlonal anti alfa-
macroglobulina producido en cobayo, en dilucion 1/10000, durante 60 minutos. Luego fueron
realizados 3 lavados con buffer Tris salino de 5 minutos cada uno. Posteriormente se
incubaron con anticuerpo secundario de conejo anti-IgG de cobayo conjugado con peroxidasa,
en dilucién 1/1000, durante 60 minutos, se realizaron 3 lavados con buffer Tris salino 5
minutos cada uno. Los preparados fueron incubados con 3,3'-diaminobenzidina (DAB) hasta
observar la aparicion macroscépica de la coloracion. Finalmente se procedié a un nuevo
lavado y montaje con glicerina. Luego de obtener imagenes digitales mediante un microscopio
(Olympus, Zeizz, West Germany) con una camara fotografica adaptada (Olympus SP-350,
China) se procedid a determinar la densidad o6ptica integrada (DOI) a nivel trabecular,
peritrabecular y de los osteocitos de un grupo ovariectomizado tratado con MFP (OVX.G3y) Y

un grupo control no tratado con MFP (OVXg).

4.8 ANALISIS MORFOMETRICO

El andlisis morfométrico de las tibias se llevo a cabo sobre un corte transversal de 1 mm de
espesor. Las tibias izquierdas extraidas fueron medidas longitudinalmente con un calibre
(Calibre Mitutoyo absolute digimatic) con precisiéon de 0,01 mm. Posteriormente se les realiz6
un corte transversal de 1 mm a nivel del 50% de su longitud ésea con una sierra (IsoMet,
Buehler Ltd. lllinois. USA). Luego se observaron los cortes al microscopio éptico a 40x y se

obtuvieron imagenes digitales con una camara fotografica (Olympus SP-350, China).
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Empleando el software ImageJ 1.40 (NIH, Maryland, USA) se procedi6 a realizar las

determinaciones morfométricas a nivel cortical como se observa en la Figura 14 [132].

Se determind en forma directa el perimetro periostico (mm) (Figura 14A) y el perimetro
endédstico (mm) (Figura 14B). También se determiné el area de corte transversal y el area
medular y por la diferencia entre dichos valores se calculé el area de tejido cortical (mm?). El
diametro medular (mm) (Figura 14D) y el diametro 6éseo (mm) (Figura 14E) se obtuvieron de 4
determinaciones realizadas sobre 4 lineas imaginarias que dividen el &rea de corte transversal
en 8 partes de igual tamafio. El ancho cortical (mm) (Figura 14C) se obtuvo de 8
determinaciones realizadas sobre las mismas lineas imaginarias y el valor fue corroborado por

la diferencia entre el ancho total y el ancho medular.

El area cortical fue calculada como la diferencia entre el area de corte transversal y el area

medular.

Tabla 4. Medidas en hueso cortical

Nombre Inglés Abreviatura unidad
Perimetro peridstico Periosteal perimeter Ps.Pm mm
Perimetro enddstico Endocortical perimeter Ec.Pm mm
Area de corte transversal Cross-sectional area CS.Ar mm?®
Area medular Medullary area Me.Ar mm?
Area de tejido cortical Cortical bone area CB.Ar mm?*
Ancho cortical Cortical width Ct.Wi mm

A. Perimetro
periéstico

B. Perimetro
enddéstico

C. Ancho
cortical

D. Diametro
medular

E. Diametro
6seo

Figura 14. Esquema de las determinaciones morfométricas sobre el tejido cortical
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4.9 ESTUDIOS BIOMECANICOS

Se realizaron estudios biomecéanicos de ambos fémures con un equipo disefiado para tal fin el
cual mide la fuerza realizada sobre un hueso en funcion del desplazamiento del mismo. La
fuerza se midié con una discriminacién de 0,01 Newton a través de una celda de carga, lo cual
equivale a un error de 0.01% y permiti6 medir desplazamientos con una precisién de 10 pm.
Los estudios biomecanicos incluyeron la realizacion de 2 tipos de ensayos: ensayo de flexion
a tres puntos que permitié evaluar el tejido cortical y ensayo de compresion que permitio

evaluar el hueso trabecular.

Ensayo de flexién a tres puntos

Para la realizacion del ensayo de flexion a tres puntos inicialmente se determind la longitud de
cada fémur y se realiz6 una marca al 50% de la diafisis. En este sitio se ejercio la fuerza
empleando un punto de apoyo superior. Para la realizacion del ensayo el hueso fue colocado
en un soporte metalico de 2 puntos de apoyo inferiores con una separacion de 11 o 12 mm en
funcion de la longitud del fémur quedando asi establecidos los tres puntos de apoyo del
ensayo [146].

Punto de apoyo
superior

Fémur

Puntos de apoyo
inferiores

Celda de carga

Figura 15. Ensayo de flexién a tres puntos

El voltaje desarrollado por la celda de carga es proporcional a la fuerza aplicada en el rango
de 0 a 200 N. El voltaje es medido por un conversor analégico digital cuya sefal es transferida

a una computadora a través de un puerto RS232 y un software de disefio propio (Biomedical
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Data Acquisition Suite 1.0, Rosario, Argentina) permite transformar los datos en pares fuerza-
desplazamiento. A medida que se realiza el ensayo un software grafica los valores de fuerza
(N) producida sobre el hueso por unidad de desplazamiento (mm). En la curva (Figura 16)
pueden evidenciarse diferentes sectores: el primero lineal que corresponde a la zona elastica
del hueso, luego se produce un aplanamiento de la curva que corresponde a la zona plastica
alcanzando la fuerza maxima que puede soportar el hueso donde la acumulacion de
microfracturas termina produciendo la fractura del hueso. La fuerza méaxima soportada por el
hueso y la fuerza de fractura no necesariamente coinciden. El punto donde cambia la curva de
lineal a plastica se denomina “yield point”. De la pendiente de la zona lineal se obtiene la
rigidez del hueso y del &rea bajo la curva hasta el punto de fractura se obtiene la energia
absorbida. Todos estos parametros evallan las propiedades mecanicas del hueso como

organo.
Propiedades mecanicas del érgano
Fuerza maxima
200
Zona Fuerza de fractura
plastica
__ 150
Z Yield point
L]
o E .
@ nergia
g 100 absorbida
rigidez
50
‘.I
o n
0 05 1 15 2

Desplazamiento {mm)

Figura 16. Curva fuerza (N) vs desplazamiento (mm), ensayo biomecanico de flexién a 3

puntos.

También se pueden obtener parametros que evallan las propiedades mecanicas del tejido.

Para ello se obtiene el estrés (o esfuerzo) a partir de la siguiente férmula:

Estrés = Fuerza * distancia de separacion de los puntos de apoyo * radio externo del hueso/(4*CSMI)
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El CSMI o momento de inercia de seccién transversal se obtiene a través de la siguiente

formula:
CSMI = & * (diametro externo® — diametro interno®) / 64

El diametro interno y externo se obtuvieron de un corte transversal de 1,5 mm de espesor
(sierra IsoMet. Buehler Ltd. lllinois. USA) a nivel del 50% de la diafisis femoral, luego de
realizado el ensayo de flexién. El corte de 1,5 mm de espesor fue colocado en microscopio
40x sobre fondo negro y se obtuvieron fotografias con una camara fotografica (Olympus SP-
350, China). Sobre la imagen digital se determind el diametro interno y externo en la misma

direccién de la fuerza realizada sobre el hueso.

A partir de los valores de desplazamiento se obtiene la deformacién a partir de la siguiente

férmula:
Deformacién = (12*radio externo*desplazamiento*loe) / (distancia de separacion de puntos de apoyo)2

De la gréfica de estrés vs deformacidn, se obtiene el modulo de Young que es la pendiente de

la zona lineal de la gréfica.

Ensayo de compresién

Luego de realizado el ensayo de flexiobn se realiz6 otro corte transversal de 2,5 mm de
espesor (sierra IsoMet, Buehler Ltd. Illinois. USA) del extremo distal del fémur para realizar el
ensayo de compresion sobre el hueso trabecular (Figura 17). El corte se coloco sobre una
base plana de metal apoyado sobre la celda de carga. La fuerza se ejercié con un cono de

compresion de superficie plana de 7.068 mm?[147].
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Corte transversal Celda de carga
de 2,5 mm

Figura 17. Ensayo de compresion. Izquierda: corte transversal sobre la superficie plana sobre la

celda de carga. Derecha: corte transversal luego del ensayo.

El software, al igual que en el ensayo de flexion, grafica los valores de fuerza (N) producida
sobre el hueso por unidad de desplazamiento (mm). En la curva pueden evidenciarse
diferentes sectores: una primer zona lineal y luego una serie de picos que representan el
tejido trabecular que va cediendo (Figura 18). La pendiente de la zona lineal hasta el punto de
primer fractura trabecular evalla la rigidez del hueso y el punto mencionado indica la fuerza
de fractura. El area bajo la curva obtenida hasta ese punto indica la energia absorbida. De la
grafica también se obtiene la fuerza maxima de fractura. El médulo de Young se obtiene de la

siguiente férmula:
Médulo de Young = rigidez * grosor del corte transversal/area del cono de compresién /1000

Del ensayo de compresion se obtienen rigidez, fuerza méxima, fuerza de fractura, energia

absorbida. El estrés y médulo de Young se calculan a partir de datos obtenidos.
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Fuerza (N)

>é=uerza de fractura

rigidez

1 Energia absorbida

Deéplazamiento {mm)

Figura 18. Curva fuerza (N) vs desplazamiento (imm), test de compresién y variables

biomecanicas calculadas.

Tabla 5. Resumen de variables biomecanicas evaluadas

Denominacién

Formula

Significado

PROPIEDADES MECANICAS DEL ORGANO

Fuerza de fractura (N)
Fuerza maxima (N)
Rigidez (N/mm?)

Energia absorbida (mJ)

Deformacién (mm)

Pendiente de la zona lineal de la

grafica fuerza vs desplazamiento.

Area bajo la curva de la grafica
fuerza vs desplazamiento al
producirse la fractura

Deformacién = d/L * 10°

Resistencia del hueso
Maxima fuerza aplicada
Fuerza aplicada para
producir unidad de
desplazamiento

Resistencia a la fractura

Desplazamiento relativo al
grosor de la pieza

investigada
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PROPIEDADES MECANICAS DEL TEJIDO OSEO

Estrés (MPa) Estrés=F /A Resistencia del tejido 6seo
Médulo de Young (GPa) Pendiente de la zona lineal de la Rigidez del material

gréfica estrés vs deformacion

Abreviaturas: d: desplazamiento; L: distancia de separacién de puntos de apoyo; F: fuerza; A: area

del accesorio que ejerce la fuerza.

Analisis estadistico

Los analisis estadisticos fueron realizados con el software R 2.14.0 [148]. Se realiz6 el test de
normalidad de Kolmogorov-Smirnov, y el test de homogeneidad de variancias de Bartlett. En
el caso en el cual la distribucién fue normal y las variancias homogéneas se aplicaron test
paramétricos (t de Student para la comparacion de dos grupos, y andlisis de la variancia a un
criterio de clasificacion (ANOVA) para datos independientes, post test LSD, para la
comparacion de mas de dos grupos) y los resultados se expresaron como mediazSEM. Si la
distribucion no fue normal y/o las variancias homogéneas se aplicaron test no paramétricos
(Mann-Whitney para la comparacion de dos grupos y Kruskal-Wallis, post test Dunns, para la
comparacion de mas de dos grupos) y los resultados se expresaron como mediana y [rango].

Se consider6 diferencias significativas cuando p<0,05.
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RESULTADOS



5 RESULTADOS

Con el fin de simplificar la presentacion de los resultados, los mismos se presentaran

agrupados por tiempo en que se realizo la eutanasia respecto del inicio del experimento.

51 EVALUACION A LOS 30 DIAS

Las mediciones a los 30 dias se realizaron para evaluar el cambio en el remodelado 6seo
inducido por el diferente contenido de calcio de las dietas, la pérdida de masa 6sea por efecto

de la ovariectomia y validar el modelo experimental.

5.1.1 Peso uterino

Finalizado el tiempo experimental de cada rata se obtuvieron los Uteros y se pesaron. Este
dato fue utilizado para incluir los animales definitivamente en los grupos experimentales. El
peso de los Uteros fue significativamente mas bajo en ratas OVX (25,6+2,7 mg/100 g peso
corporal) comparado con el grupo Sham (171,3+13,1 mg/100 g peso corporal); prueba t de
Student para datos independientes, p<0,05.

5.1.2 Determinaciones bioquimicas

Los resultados de las determinaciones bioquimicas se muestran en la Tabla 6. De acuerdo a
lo esperado a los 30 dias hallamos que el grupo que recibid dieta hipocéalcica (OVXzo.LCaD)
presentd mayor estado de resorcién 6sea. Aunque las diferencias en los niveles de Dpd no
son estadisticamente significativas, los niveles en OVX3,.LCaD son mas altos respecto del
grupo que recibié dieta normocalcica (OVXz,.NCaD). Los niveles de FAo fueron menores en el
grupo OVXso.LCaD respecto del grupo OVXsz.NCaD. El indice FAo/Dpd en el grupo
OVX3p.LCaD mostrd un valor 15 veces menor respecto de los grupos Shamsgy OVX3o.NCaD

lo que nos indica un aumento en la proporcion de BMU en estado de resorcién.

No se hallaron diferencias en la calcemia y la calciuria. La fosfatemia en el grupo que recibio
dieta hipocélcica (OVX3..LCaD) fue més baja que en el grupo que recibié dieta normocalcica
(OVX30.NCaD) y que el grupo Shams,. La PTH se hall6 aumentada en el grupo OVX3,.NCaD
por efecto de la ovariectomia, mientras que no sucedié lo mismo en el grupo OVXz,.LCaD.

Esto se deberia a que la dieta baja en calcio administrada tenia bajo contenido de fésforo con
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el objetivo de lograr un estado de alta remodelacion sin incrementar la PTH para evitar una

mayor pérdida de masa 6sea por efecto de la hormona.

Tabla 6. Determinaciones bioquimicas a 30 dias

30 dias Shams, OVX3p.NCaD OVXzp.LCaD
Calcemia (mg/dl)* 9,75+0,36 10,41+0,56 10,57+0,74
Fosfatemia (mg/dl)* 8,52+0,09 a 8,70+1,18 6,58+0,41 a
Calciuria (mg/24-h)* 0,30+0,08 0,44+0,09 0,52+0,11
Dpd (nmol/mmol 197,20 224,40 285,50

creatinina)**

FAo (U/l)*
Relacién FAo/Dpd*
PTH (pg/ml)*

[168,10-877,90]
93,96+34,42 a
0,28
18,52+4,05 a

[198,80-626,30]
71,45+24,43 b
0,24
26,84+9,24 b

[16,00-2366,00]
12,246,63 a,b
0,017
10,58+1,56 a,b

Abreviaturas: FAo: fosfatasa alcalina 6sea; PTH: parathormona.Letras iguales indican diferencias
significativas.*Los resultados se expresan como mediatSEM. ANOVA, post test LSD, p<0.05. **Los

resultados se expresan como mediana [rango], Mann-Whitney test.

5.1.3 Glandulas paratiroideas

El peso de las glandulas paratiroides no mostré diferencias significativas entre ambos grupos
alimentados con contenido de calcio diferente (OVXs.NCaD: 0,42+0,17 mg/100g peso
corporal; OVXzo.LCaD: 0,28+0,26 mg/100g peso corporal). El analisis histolégico de las

glandulas paratiroides tampoco mostré diferencias entre ambos grupos.

5.1.4 Histomorfometria 6sea

A los 30 dias se observ6 una disminucién en el BV/TV en los grupos alimentados con dieta
normocalcica e hipocalcica (OVX3,.NCaD y OVX3,.LCaD) comparados con el grupo Shams,
debido al efecto de la ovariectomia (Figura 19). Esta diferencia se debi6 a una disminucion en
el nimero de trabéculas sin diferencias en el espesor trabecular. Acorde a los marcadores
bioquimicos de remodelado 6seo, el analisis histomorfométrico en el grupo alimentado con
dieta hipocalcica (OVXs3.LCaD) presentd mayor resorcion ésea con un aumento significativo
en el porcentaje de superficie erodada (ES/BS) y el numero de osteoclastos (Tabla 7) con

respecto al grupo alimentado con dieta normocalcica (OVX3.NCaD). Sin embargo, la
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disminucion en los niveles de FA0 no correlacion6 con la ausencia de cambios observados en
Ob.S/BS.

30+ b 45-
a
’ 404
—_Q ! T
35+
~ 20- a b E 304
NS
< - — 2 254
S <
2 £ -
0 104 ﬁ 154
104
5
c ) v c ) L)
Sham OVX;oNCaD OVXzLCaD Sham OVX3NCaD OVX;,LCaD
7+ a,b
J T 300- "
—_— 5_ a a
E L b T 200- '
E - = a,b
z ¥ @ '
g, g 100-
14
0 0

Sham  OVXgNCaD OVXsoLCaD Sham  OVX,NCaD OVX,LCaD

Figura 19. Histomorfometria 6sea 40x. Abreviaturas: BV/TV: volumen 6seo trabecular; Th.Th:
espesor trabecular; Th.N: nimero de trabeculas; Tbh.Sp: separacion trabecular. Los resultados se
expresan como mediatSEM. ANOVA, post test LSD, p<0.05. Letras iguales indican diferencias

significativas.

Tabla 7. Histomorfometria 6sea 400x

30 dias Shamgyg OVX3o.NCaD OVXzo.LCaD
Ob.S/BS (%) 13,45+1,33 18,41+2,76 20,00+2,79
ES/BS (%) 6,38+2,36 7,45+1,05 a 12,41+1,90 a
N.Oc/mm? 1,06+0,49 0,19+0,19 a 3,06+1,08 a

Abreviaturas: Ob.S/BS(%): porcentaje de superficie cubierta por osteoblastos; ES/BS (%): porcentaje
de superficie erodada; N.Oc/mm? niimero de osteoclastos. Los resultados se expresan como

mediatSEM. ANOVA, post test LSD, p<0.05. Letras iguales indican diferencias significativas.
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A modo ilustrativo se muestran imagenes de cortes histoldgicos de los tratamientos donde se
puede observar la disminucion del niumero de trabéculas en los grupos ovariectomizados
alimentados con dieta normocalcica e hipocalcica (OVXz,.NCaD y OVX3,.LCaD) respecto del

grupo Shamys, (Figura 20).

Figura 20. Volumen 6seo trabecular (BV/TV). Imagenes representativas (40x) de cortes
histoldgicos de rata. A. Shams,. B. Grupo ovariectomizado alimentado con dieta normocalcica
(OVX30.NCaD). C. Grupo ovariectomizado alimentado con dieta hipocélcica (OVXs,.LCaD). Los

asteriscos indican, a modo de ejemplo, las trabéculas éseas.

5.1.5 Morfometria cortical
A los 30 dias la ovariectomia condujo a un mayor perimetro enddstico y mayor perimetro
periéstico con conservacion del ancho cortical comparado con el grupo Shamg,, siendo

estadisticamente significativo en el grupo ovariectomizado alimentado con dieta hipocalcica
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(OVX3.LCaD) (Tabla 8). Adicionalmente OVXz..LCaD mostré mayor area cortical, mayor
didmetro medular y mayor didmetro total comparado con el grupo Shams,. Los grupos

ovariectomizados solo mostraron diferencias en el area cortical.

Tabla 8. Morfometria cortical

30 dias Shamgg OVX3p.NCaD OVX3p.LCaD
Perimetro endéstico (mm) 4,22+0,22 a 4,85+0,16 5,02+0,12 a
Perimetro periéstico (mm) 8,09+0,15 a 8,74+0,32 9,00+0,11 a
Ancho cortical (mm) 0,61+0,03 0,60+0,03 0,64+0,01
Area cortical (mmz) 3,51+0,19 a 3,76+£0,29 b 4,11+0,08 a,b
Didmetro medular (mm) 1,254+0,07 a 1,424+0,05 1,48+0,03 a
Didmetro total (mm) 2,47+0,05 a 2,62+0,08 2,75+0,03 a

Los resultados se expresan como mediatSEM. ANOVA, post test LSD, p<0.05.

Letras iguales indican diferencias significativas.

5.1.6 Estudios biomecéanicos

El hueso cortical fue evaluado por el ensayo de flexién a tres puntos (Tabla 9). Si bien ambos
grupos ovariectomizados presentaron mayor fuerza de fractura y fuerza maxima que el grupo
Shamgg, s6lo en el grupo ovariectomizado alimentado con dieta normocalcica (OVXszo.NCaD)
esta diferencia fue estadisticamente significativa. Los resultados coinciden con las medidas
morfométricas mostradas en el apartado anterior. El hecho de que los grupos OVX presenten
mayor fuerza de fractura se explica por el hecho de que la OVX induce una pérdida 6sea
fundamentalmente a nivel trabecular y es el tejido cortical el que modifica sus propiedades
para evitar la fractura. EI CSMI aumenté en los grupos ovariectomizados y fue
significativamente menor en el grupo que recibié dieta hipocalcica (OVX3y.LCaD) respecto del
grupo con dieta normocalcica (OVX3,.NCaD).

El tejido trabecular se evalué a través del ensayo de compresion (Tabla 10) y mostr6é que el
grupo ovariectomizado alimentado con dieta hipocélcica (OVXz,.LCaD) presenté menor fuerza
de fractura, menor fuerza méxima y menor rigidez respecto del grupo Shamsz,. OVX3..LCaD
presentd menores valores que el grupo ovariectomizado alimentado con dieta normocélcica
(OVX30.NCaD) en las variables mencionadas con diferencias significativas en fuerza de

fractura y fuerza maxima.
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Tabla 9. Ensayo de flexion a tres puntos a los 30 dias

30 dias Sham OVXzo.NCaD OVX3p.LCaD
Fuerza de fractura (N)* 127,80+6,98 a 147,50+4,52 a 141,20+5,06
Fuerza maxima de fractura (N)* 141,20+5,13 a 158,00+4,87 a 150,00+4,89
Rigidez (N/mm)** 460,50 556,50 476,30

[329,50-792,40] [440,50-704,60] [228,30-1125]
Energia absorbida (mJ)* 103,948,9 116,7+8,8 103,8+6,0
CSMI (mm4)* 4,87+0,35 a 6,48+0,21 a,b 5,70+£0,26 b
Estrés maximo (MPa)* 131,60+8,21 116,50+3,31 123,90+4,62
Médulo de Young (GPa)** 3,04 2,29 2,02
[1,58-4,07] [1,54-3,40] [1,27-7,00]

Abreviaturas: CSMI: momento de inercia de seccion transversal. Letras iguales indican diferencias
significativas. *Los resultados se expresan como mediatSEM. ANOVA, post test LSD, p<0.05. **Los

resultados se expresan como mediana [rango], Mann-Whitney test.

Tabla 10. Ensayo de compresion a los 30 dias

30 dias Sham OVX3p.NCaD OVX3p.LCaD
Fuerza de fractura (N)** 57,02 52,18 18,29
[36,60-114,0] a [13,99-41,96] [3,23-41,96]a
Fuerza méaxima (N)** 92,52 62,40 38,19
[52,72-142,00] a [15,06-121,6] a [9.68-60,25] a
Rigidez (N/mm)** 773,80 476,70 164,60
[375,50-2447,00]a,b [218,40-1509,00]a [24,60-467,00]b
Energia absorbida (mJ)* 2,5+0,9 3,0+0,6 1,6+0,3
Médulo de Young (GPa)** 0,27[0,13-0,86] a,b  0,17[0,08-0,53] a  0,06[0,008-016] b

Letras iguales indican diferencias significativas.*Los resultados se expresan como mediatSEM.

ANOVA, post test LSD, p<0.05.**Los resultados se expresan como mediana [rango],Mann-Whitney test.
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5.2 EVALUACION A 90 DIAS

A los 90 dias se realizaron determinaciones con el fin de evaluar el efecto osteoformador del
MFP.

5.2.1 Determinaciones bioquimicas

La fluoremia fue menor en el grupo alimentado con dieta secuencial y tratado con MFP
(OVX.G349=145,2+35,80 uM) versus el grupo alimentado con dieta normocalcica y tratado con
MFP (OVX.G14,=216,3+48,72 uM). Este resultado indicé una mayor captacion de flaor por el
hueso en el grupo que recibié dieta secuencial (OVX.G3q) respecto del grupo con dieta
normocalcica (OVX.G1ly), aun cuando ambos grupos recibieron MFP. Este resultado es

consistente con un estado de mayor formacion dsea.

5.2.2 Histomorfometria 6sea
No se observaron diferencias significativas en los pardmetros histomorfométricos éseos entre

los grupos experimentales a nivel de la cantidad y distribucion del tejido 6seo (Tabla 11).

Tabla 11. Histomofometria 6sea 40x

90 dias OVXgo OVX.G1g OVX.G2g OVX.G3g
BVITV (%) 18,5645,74 18,53+7,15 18,98+1,81 21,19+6,62
Th.Th (um) 50,28+11,09 48,6519,14 60,69+6,17 55,68+9,960
Th.N (1/mm) 3,74+1,17 3,73+£1,09 3,2940,42 3,44+0,60
Th.Sp (um) 236,8+77,49 243,5+£115,6 278,8+45,9 243,9457,29

Los resultados se expresan como mediatSEM. ANOVA, post test LSD (p>0,05)

Abreviaturas: BV/TV: volumen 6seo trabecular; Th.Th: espesor trabecular; Th.N: nimero de trabéculas;

Th.Sp: separacion trabecular.

Luego de 90 dias de tratamiento no se hallaron diferencias significativas en los parametros

celulares evaluados (Tabla 12).
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Tabla 12. Histomorfometria 6sea 400x

90 dias OVXgo OVX.G1g OVX.G290 OVX.G3gg
Ob.S/BS (%) 21,72+ 4,48 20,74+ 2,49 19,60+1,85 18,62+2,89
ES/BS (%) 10,84+1,91 21,55+10,46 19,51+4,23 18,08+3,55
N.Oc/mm? 2,05+£0,95 3,92+1,40 1,35+1,15 1,05+0,35

Los resultados se expresan como mediatSEM. ANOVA, post test LSD (p>0,05)
Abreviaturas: Ob.S/BS(%): porcentaje de superficie cubierta por osteoblastos; ES/BS (%): porcentaje

de superficie erodada; N.Oc/mm?: niimero de osteoclastos.

5.2.3 Estudios biomecanicos

El tratamiento con MFP en el grupo ovariectomizado alimentado con dieta normocalcica
(OVX.G1g) no mostré mejores parametros biomecéanicos respecto del grupo ovariectomizado
alimentado con dieta normocalcica (OVXg), con excepcion de mayor estrés maximo indicando
que existiria una mayor resistencia del tejido 6seo, que no se refleja en una mayor fuerza de
fractura del hueso investigado debido a una disminucion en variables arquitecténicas como el
CSMI (Tabla 13). Sin embargo, se observé que OVX.G1lg, presenté menor fuerza de fractura y
menor CSMI que OVXg evidenciando que el tratamiento con MFP no mejoraria los
parametros biomecanicos e incluso los afectaria negativamente. El grupo ovariectomizado
alimentado con dieta secuencial que no recibié tratamiento farmacolégico (OVX.G2q) si
mostré un aumento significativo en la rigidez y el médulo de Young respecto del grupo
ovariectomizado alimentado con dieta normocalcica (OVXg). El grupo ovariectomizado
alimentado con dieta secuencial y tratado con MFP (OVX.G3y), si bien no mostré diferencias
estadisticas respecto del grupo OVXg,, presentdé mayor rigidez, estrés maximo y modulo de

Young.

En el ensayo de compresion el grupo alimentado con dieta secuencial y tratado con MFP
(OVX.G3gy) no mostré mejorias en ninguno de los parametros biomecénicos analizados. Solo
el grupo ovariectomizado alimentado con dieta secuencial que no recibié tratamiento
farmacologico (OVX.G24) mostré mayor fuerza de fractura, fuerza maxima y rigidez (Tabla 14)

respecto de OVXg.
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Tabla 13. Ensayo de flexién a 3 puntos

90 dias

OVXgo

OVX.G1go

OVX.G240

OVX.G3g

Fuerza de fractura (N)*
Fuerza maxima de fractura (N)*
Rigidez (N/mm)*

Energia absorbida (mJ)**

CSMI (mm*)*
Estrés maximo (MPa)*

Médulo de Young (GPa)*

173,4048,12 a
180,40+6,70
615,5:62,3 a

127,80

[70,60-248,30]
7,20£0,22 a

132,7049,06 a
3,10+0,31 a

149,3+6,32 a,b,c
168,80+3,46
642,9199,3 b

112,00
[52,20-127,90]
4,7340,32 a,b,c

176,70+10,56 a,b,c

4,77+0,52

175,20+4,79 b
184,10+3,34
1021,0488,90 a,b
112,90
[64,96-174,10]
7,50+0,55 b
137,7046,70 b
5,09+0,45 a

168,50+3,94 ¢
183,30+4,63
835,5+116,3

145,00

[44,20-184,30]
6,64+0,36 C

148,90+6,95 ¢

4,66+0,61

Abreviaturas: CSMI: momento de inercia de seccion transversal. Letras iguales indican diferencias

significativas.*Los resultados se expresan como mediatSEM. ANOVA, post test LSD, p<0.05.**Los

resultados se expresan como mediana [rango],Kruskal-Wallis, post test Dunns.

Tabla 14. Ensayo de compresion

90 dias OVXgo OVX.Glgo OVX.G2qg OVX.G3g
Fuerza de fractura (N)* 27,8915,83 a 38,29+4,96 56,17+7,23 a,b 18,30+4,56 b
Fuerza maxima de fractura (N)* 44,22+7,61 a 48,57+6,93 89,0345,76 a,b 33,62+2,86 b
Rigidez (N/mm)** 193,00 335,00 515,40 45,50
[92,30-454,00] a | [45,30-650,40] | [71,60-1683]ab | [33,48-385,00]b
Energia absorbida (mJ)** 1,52 4,38 4,48 1,09
[0,75-2,60] a,b [0,84-12,84]a,c [0,55-7,96]b,d [0,25-5,84]d,c,d
Médulo de Young (GPa)** 0,07 0,12 0,18 0,02
[0,03-0,16]a [0,02-0,23] [0,02-0,59]a,b [0,01-0,13]b

Letras iguales indican diferencias significativas.*Los resultados se expresan como media+tSEM.

ANOVA, post test LSD, p<0.05.**Los resultados se expresan como mediana [rango],Kruskal-Wallis,

5.2.4 Morfometria cortical

post test Dunns.

El grupo que recibi6é dieta secuencial y MFP (OVX.G3g) mostr6 mayor perimetro enddstico

respecto al grupo ovariectomizado (OVXgo). A pesar de que no se hall6 aumento estadistico

en el perimetro peridstico en OVX.G3g Vs OVXg, este aumento fue suficiente para que se

observe un incremento significativo del ancho y area cortical en OVX.G3g. El grupo

alimentado con dieta secuencial pero que no recibi6 MFP (OVX.G2y) mostr6 cambios

72



similares mientras que no sucedié lo mismo con el grupo alimentado con dieta normocalcica
que recibié MFP (OVX.G1g) lo cual estaria indicando que el MFP no influye positivamente en
la adaptacion a la ovariectomia a menos que se acomparie de modificaciones del contenido

de calcio de la dieta (Tabla 15).

Tabla 15. Morfometria cortical 9o dias

90 dias OVXgg OVX.Glg OVX.G2qg OVX.G3gg

Perimetro endéstico (mm) 4,95+0,17 a,b 5,14+0,21 c,d 5,62+0,18 a,c 5,32+0,18 b,d

Perimetro periéstico (mm) 8,87+0,13 8,29+0,21 10,32+0,23 9,88+0,20
Ancho cortical (mm) 0,61+0,01 a,b,c | 0,49+0,02 a,d,e | 0,65+0,01 b,d,f | 0,71+0,01 c,e,f
Area cortical (mmz) 3,92+0,1a,b,c 2,99+0,21 a,d,e 4,82+0,13 b,d 5,06+0,18 c,e
Diametro medular (mm) 1,45+0,05 1,49+0,08 1,56+0,06 1,58+0,05
Didmetro total (mm) 2,67+0,04 a,b 2,47+0,08 c,d 2,87+0,06 a,c 3+0,06 b,d

Los resultados se expresan como mediatSEM, ANOVA, post test LSD, p<0.05.

Letras iguales indican diferencias significativas.

5.2.5 Inmunohistoquimica

Se determind la densidad 6ptica integrada a nivel trabecular, peritrabecular y en osteocitos
luego de realizar inmunohistoquimica para detectar la presencia de alfa-macroglobulina en el
grupo que recibi6 tratamiento con MFP (OVX.G3g) en comparacibn con el grupo
ovariectomizado que no recibi6 MFP (OVXg). El tratamiento con MFP present6 aumento de la
densidad Optica integrada de forma estadisticamente significativa a nivel peritrabecular
(p=0,019) y en osteocitos (p=0,040) respecto del control sin diferencias a nivel de las

trabéculas Oseas (Figura 21).
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Figura 21. Medicion de alfa-macroglobulina en el tejido 6seo. t de Student para datos

independientes; * indica diferencia significativa (p<0,05) respecto del grupo ovariectomizado (OVXy),

OVXyo OVX.G100

Figura 22. Imagenes representativas de inmunohistoquimica. Izquierda: grupo
ovariectomizado alimentado con dieta normocélcica (OVXy,). Derecha: grupo ovariectomizado

alimentado con dieta secuencial y tratado con MFP (OVX.G340)
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5.3 EVALUACION A LOS 150 DIAS

5.3.1 Determinaciones bioquimicas

A los 150 dias los niveles de FAo y Dpd mostraron una pequefia disminucién en el grupo
ovariectomizado alimentado con dieta normocélcica y tratado con MFP/Z (OVX.G1;s50) y €en el
grupo ovariectomizado alimentado con dieta secuencial y tratado con MFP/Z (OVX.G3;s50)
indicando una disminucién en el remodelado 6seo (Tabla 16). El indice FAo/Dpd en el grupo
alimentado con dieta secuencial y tratado con MFP/Z (OVX.G315) fue dos veces mas alta que
en el grupo alimentado con dieta normocalcica y tratado con MFP/Z (OVX.G1l:5) como
consecuencia del aumento en los niveles de FAo indicando alta actividad de los osteoblastos.
Contribuy6 también al aumento de la relacién FAo/Dpd en el grupo OVX.G3;50, l0S menores
valores hallados en Dpd. Esta relacién esta indicando una mayor tasa de formacién y menor

tasa de resorcion en el grupo con dieta secuencial y tratamiento farmacoldgico (OVX.G3s0).

La calciuria fue mas alta en los grupos que recibieron dieta secuencial (OVX.G2:5 Yy
OVX.G3:5) 0 Unicamente tratamiento farmacolégico (OVX.Glisg) respecto del grupo
ovariectomizado (OVXis9) aunque solo se hallaron diferencias significativas en el grupo
ovariectomizado alimentado con dieta secuencial y tratado con MFP/Z (OVX.G3150). No hubo
diferencias en calcemia, fosfatemia o PTH a los 150 dias.

Tabla 16. Determinaciones bioquimicas a 150 dias

150 dias OVX150 OVX.G159 OVX.G2;159 OVX.G3159
Calcemia (mg/dl) 9,62+0,50 10,32+0,35 9,52+0,32 10,34+0,53
Fosfatemia (mg/dl) 5,69+1,04 5,84+0,94 8,23+0,48 7,42+0,53
Calciuria (mg/24-h) 0,5940,14 a 1,35+0,29 1,81+0,36 1,61+0,26 a
Dpd (nmol/mmol creatininuria) 97,44+34,34 40,34+4,06 52,23+4,01 34,00+4,23
FAo (U/l) 110,904+25,79 a,b,c 23,34+13,61a | 28,70t14,21 b | 44,37+21,87 ¢
Relacién FAo/Dpd 1,14 0,58 0,55 1,30
PTH (pg/ml) 11,69+46,57 11,81+1,93 22,30+7,35 35,67+13,27

Abreviaturas: Dpd: deoxipiridinolina urinaria; FAo: fosfatasa alcalina 6sea; PTH: hormona paratiroidea.

Los resultados se expresan como mediatSEM, ANOVA, post test LSD, p<0.05.

Letras iguales indican diferencias significativas.
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5.3.2 Histomorfometria 6sea

Luego de 150 dias se observé un aumento en el BV/TV en el grupo ovariectomizado
alimentado con dieta secuencial y tratado con MFP/Z (OVX.G3:5) respecto del grupo
ovariectomizado (OVXis), del grupo ovariectomizado alimentado con dieta normocélcica
tratado con MFP/Z (OVX.G1;50) y del grupo ovariectomizado alimentado con dieta secuencial
sin tratamiento farmacologico (OVX.G2;5,). Esta diferencia fue a expensas de un aumento en
el numero de trabéculas sin modificacion del espesor trabecular (Figura 23 y Figura 24).

Este aumento podria ser consecuencia de una disminucion en el numero de osteoclastos, el
cual fue de dos veces a los 90 dias y de tres veces a los 150 dias cuando se comparan con el
grupo OVXis (Tabla 17).

OVXiso  OVX.Glyy OVX.G250 OVX.G3s0

Y
1
(1]

L

Tb.N (1/mm)
N

-
i

o
1

OVX;so  OVX.Glysy OVX.G25p OVX.G3s,

£ 304

e}
= 204
104

0+
OVX;5p  OVX.Gl5, OVX.G250 OVX.G3s

Figura 23. Histomorfometria 40x. Los resultados se expresan como mediatSEM, ANOVA, post
test LSD, p<0.05. Abreviaturas: BV/TV: volumen 6seo trabecular; Th.Th: espesor trabecular; Th.N:

namero de trabéculas; Th.Sp: separacion trabecular. Letras iguales indican diferencias significativas.
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El grupo ovariectomizado alimentado con dieta normocélcica y tratado con MFP/Z
(OVX.G1;50) y el grupo ovariectomizado alimentado con dieta secuencial sin tratamiento
farmacologico (OVX.G2i50) no mostraron aumento en el BV/TV, lo que indica que el
tratamiento con MFP/Z y diferente consumo de Ca tiene una respuesta favorable en el hueso
trabecular, y este efecto no es consecuencia del contenido de Ca en la dieta o el tratamiento

farmacoldgico individualmente (Figura 23).

Figura 24. Imagenes representativas 40x. A. Grupo ovariectomizado alimentado con dieta
normocalcica (OVX50). B. Grupo ovariectomizado alimentado con dieta normocalcica y tratado con
MFP/Z (OVX.G1.50). C. Grupo ovariectomizado alimentado con dieta secuencial, sin tratamiento
farmacologico (OVX.G2;50). D. Grupo ovariectomizado alimentado con dieta secuencial y tratado con
MFP/Z (OVX.G3150).

Tabla 17. Histomorfometria 6sea 400x

150 dias OVXis0 OVX.G1l5 OVX.G2150 OVX.G3150
Ob.S/BS (%) 16,17+2,71 13,39+3,41 24,16£2,72 19,34+4,48
ES/BS (%) 5,09+0,96 a 9,21+3,08 6,49+1,78 10,45+2,54 a
N.Oc/mm? 0,90£0,25 2,06£0,74 2,45£1,23 0,28+0,18

Abreviaturas: Ob.S/BS(%): porcentaje de superficie cubierta por osteoblastos; ES/BS (%): porcentaje
de superficie erodada; N.Oc/mm?: nimero de osteoclastos. Los resultados se expresan como

mediatSEM. ANOVA, post test LSD, p<0.05. Letras iguales indican diferencias significativas.
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A continuacion se observan microfotografias representativas del grupo ovariectomizado
alimentado con dieta normocélcica (OVXiso) y del grupo ovariectomizado alimentado con dieta
secuencial y tratado con MFP/Z (OVX.G3;50). En la Figura 25 se observa diferente grado de
mineralizacién en los grupos tratados con MFP respecto del grupo alimentado con dieta

normocalcica (OVXisp).

Figura 25. Im4agenes representativas 400x. A. Grupo ovariectomizado alimentado con dieta
normocilcica (OVX,50) B. Grupo ovariectomizado alimentado con dieta secuencial y tratado con MFP/Z
(OVX.G3150). La tinci6n diferente observada en el interior de las trabéculas da una idea del diferente

grado de mineralizacion.

En la Figura 26 se observan en el grupo ovariectomizado alimentado con dieta secuencial y
tratado con MFP/Z (OVX.G3:5) osteoblastos y osteoclastos, ambos de mayor tamafio

respecto de los grupos que no recibieron tratamiento farmacologico.
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Figura 26. Imagenes representativas 400x. A-B-C Imagenes del grupo ovariectomizado
alimentado con dieta normocélcica (OVX,50). D-E-F Imagenes del grupo ovariectomizado alimentado
con dieta secuencial y tratado con MFP/Z (OVX.G3150). Con flechas se observan las diferencias en el
tamafo celular de osteoblastos y osteoclastos entre los grupos mencionados. También es sefialada un

area de resorcion inactiva (B) y osteoblastos inactivos (D).

5.3.3 Morfometria cortical

Luego de 150 dias la morfometria cortical no mostré diferencias significativas entre el grupo
ovariectomizado alimentado con dieta secuencial y tratado con MFP/Z (OVX.G315) Yy €l resto
de los grupos. Solo se hall6 diferencia significativa en el ancho cortical en el grupo
ovariectomizado (OVXiso) ¥ el grupo alimentado con dieta secuencial que no recibio

tratamiento farmacoldgico (OVX.G2;5) (Tabla 18).

Tabla 18. Morfometria cortical 150 dias

150 dias OVXi50 OVX.G1l5 OVX.G2;5 OVX.G315
Perimetro endéstico (mm) 4,72+0,10 4,87+0,22 4,99+0,14 4,71+0,16
Perimetro periéstico (mm) 9,49+0,09 9,31+0,25 9,47+0,11 9,39+0,16
Ancho cortical (mm) 0,7440,01 a 0,70+0,01 0,69+0,01 a 0,71+0,02
Area cortical (mmz) 4,83+0,09 4,62+0,17 4,52+0,08 4,61+0,14
Didmetro medular (mm) 1,37+0,03 1,42+0,06 1,46+0,04 1,37+0,04
Diametro total (mm) 2,86+0,03 2,81+0,06 2,83+0,04 2,79+0,04

Los resultados se expresan como mediatSEM. ANOVA, post test LSD, p<0.05.

Letras iguales indican diferencias significativas.
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5.3.4 Estudios biomecanicos

En el ensayo de flexion a 3 puntos que evalla el tejido cortical mostré diferencias en la fuerza
méxima y fuerza de fractura. Esta ultima fue un 19,7% mayor en el grupo ovariectomizado
alimentado con dieta secuencial y tratado con MFP/Z (OVX.G3:5) respecto del grupo
ovariectomizado (OVXjsp), indicando mayor resistencia a la fractura lo que se puede explicar
por mejores propiedades del material evaluado por el médulo de Young con una distribucion
del material similar evaluadas por CSMI. Los grupos OVX.Gljso (alimentado con dieta
normocalcica y tratado con MFP/Z) y OVX.G2i50 (alimentado con dieta secuencial sin
tratamiento farmacoldgico) no mostraron diferencias respecto del grupo ovariectomizado

(OVXis0). El resto de los parametros no mostro diferencias entre los grupos (Tabla 19).

Tabla 19. Ensayo de flexion a 3 puntos 150 dias

150 dias

OVX15O

OVX.Gl;59

OVX.GZ]_SO

OVX.G3150

Fuerza de fractura (N)*
Fuerza maxima de fractura
(N)*

184,20+4,87 a
197,10+4,40 a

194,60+5,87 b
206,30+7,77 b

195,8+44,27 c
200,60+4,18 c

220,50+4,13 a,b,c
227,00+5,04 a,b,c

o 854,80 1058,00 730,10 944,90
Rigidez (N/mm)**
[367,70-2232,00] | [629,30-3049,00] | [412,10-2485,00] | [443,70-3748,00]
Energia absorbida (mJ)* 113,90+9,90 a 95,80+13,30 77,40£9,50 a 83,30£7,60
CSMI (mm*)* 6,76+0,38 7,2510,50 6,3240,29 6,70£0,34
Estrés maximo (MPa)* 161,80+8,39 154,90+6,71 170,40+5,68 183,70+9,42
4,33 4,89 4,26 6,13

Médulo de Young (GPa)**

[1,22-14,39] [3,84-1260,00] [2,35-12,86] [2,49-28,14]

Abreviaturas: CSMI: momento de inercia de seccion transversal. Letras iguales indican diferencias

significativas.*Los resultados se expresan como mediatSEM. ANOVA, post test LSD, p<0.05.**Los

resultados se expresan como mediana [rango],Kruskal-Wallis, post test Dunns.

Por otro lado, el ensayo de compresion mostré un descenso en fuerza de fractura, fuerza
méxima, rigidez, deformacion y médulo de Young en el grupo ovariectomizado (OVXjsp)
respecto del grupo Sham;sy (datos no mostrados), confirmando el efecto negativo de la
ovariectomia sobre el tejido trabecular. El tratamiento con MFP y Z en ratas alimentadas con
dieta secuencial (OVX.G31s50) luego de 150 dias de tratamiento mostré un incremento en la
fuerza de fractura, fuerza maximay rigidez (Tabla 20) lo que se explica por el incremento en el
volumen 6seo trabecular medido por histomorfometria. Un aumento en el médulo de Young,
sin diferencia en la energia absorbida, también fue observado en el grupo OVX.G3:5, respecto

del grupo OVXjsp.
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Tabla 20. Ensayo de compresion

150 dias OVXis0 OVX.Gl;59 OVX.G2;150 OVX.G3159
Fuerza de fractura (N)** 19,90 23,67 21,52 40,34
[9,68-65,63] [20,44-39,81] | [3,28-50,56]a [9,68-78,54]a
Fuerza maxima de fractura (N)* 55,7145,47 46,13+3,72 a 55,8545,86 71,77+6,00 a
Rigidez (N/mm)** 184,10 235,30 188,30 572,70
[32,62-726,40]a | [123,30-77,40] | [38,32-575,00] | [131,10-702,00]a
Energia absorbida (mJ)** 1,65[0,44-9,09] | 1,61[1,15-2,83] | 1,55[0,13-5,51] | 1,69[0,55-6,61]
Médulo de Young (GPa)** 0,06[0,01-0,26]a | 0,08[0,04-0,20] | 0,07[0,01-0,56] | 0,20[0,05-0,60]a

Letras iguales indican diferencias significativas.*Los resultados se expresan como mediatSEM.

ANOVA, post test LSD, p<0.05.**Los resultados se expresan como mediana [rango], Kruskal-Wallis,

5.3.5 Contenido y densidad mineral 6sea por DXA

post test Dunns

El analisis densitométrico realizado por DXA mostrd una disminucion del 7,5% en la DMO en

el grupo ovariectomizado (OVXis0) comparado con Shamisg. Los grupos que recibieron

tratamiento farmacoldgico mostraron un aumento estadisticamente significativo en la DMO

comparado con OVX;so. El grupo alimentado con dieta normocalcica y tratado con MFP/Z

(OVX.G1i50) aumentd un 16,2% mientras que el grupo gue recibid dieta secuencial y tratado
con MFP/Z (OVX.G3150) aument6 un 9,8%. El CMO (mg Ca en tibia/g peso corporal) mostré

similares resultados: OVXiso (0,90+0,08) presentd menor CMO comparado con Shamjsg

(1,31+0,06), mientras que OVX.Gliso (1,28+0,04) y OVX.G3159 (1,14+0,08) mostraron un

aumento comparado con OVXs,. Por ultimo, la DMO y el CMO en el grupo que solo recibié

modificaciones en el contenido de calcio en la dieta (OVX.G2;50) fueron similares a OVX s,
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6 DISCUSION

La deficiencia de estrogenos causada por la ovariectomia produce pérdida de masa 6sea en

ratas [149] y est4 aceptada como modelo experimental de osteoporosis [86].

Tanto la menopausia fisiolégica como la inducida por ovariectomia producen un aumento del
remodelado 6seo con un aumento tanto de la resorcion 0sea como de la formacion 6sea,
predominando el primer proceso. Como consecuencia de esto es que se observa una
disminucion en la DMO [150].

Son numerosas las drogas utilizadas para lograr detener la pérdida de masa O6sea o recuperar
la masa perdida. En general los tratamientos utilizan una Unica droga ya sea osteoformadora
0 anti-resortiva, aunque se han descripto tratamientos combinados [151,152]. El MFP es una
droga que contiene fllor en su estructura, elemento que tiene accion osteoformadora. Los
resultados de efecto espontaneo del flor sobre la masa ésea evidencian este poder
osteoformador y los estudios del mecanismo de accién avalan su accion osteogénica [3]. Si
bien el mecanismo molecular que desata esa respuesta es conocido no se ha podido reflejar
en efectos beneficiosos reproducibles sobre la masa 0sea. Esta tesis propuso disefiar una
combinacién farmacolégica y dietaria para lograr un efecto positivo sobre la masa 0sea, la
microarquitectura y finalmente sobre las propiedades biomecanicas del hueso sometido a ese
tratamiento. El objetivo principal de esta tesis fue, a través de este tratamiento, dilucidar parte
del mecanismo de accibn del MFP y la combinacibn necesaria de otros factores
farmacoldgicos, cambios en el contenido de calcio en la dieta y tiempos de administracién de
cada uno de esos factores. Un punto clave en el tratamiento con fldor, evidenciado por
trabajos de Lau y col [3] es que el fluoruro tiene accién osteoformadora si su llegada a los
precursores de osteoblastos coincide con la presencia de factores de crecimiento.
Normalmente esto no es tenido en cuenta en los experimentos descriptos en la bibliografia.

Este ha sido el punto central a probar en esta tesis.

De forma similar a lo propuesto por Black y col. [153], nosotros propusimos un tratamiento con
una droga anabdlica seguida de una terapia anti-resortiva. En vez de PTH, utilizamos MFP
como droga anabdlica [134,154,155] y en vez de alendronato utilizamos &cido zoledrdnico
como droga anti-resortiva. Ademas propusimos realizar cambios secuenciales en el contenido
de calcio en la dieta administrando una dieta con bajo contenido de calcio inicialmente

seguido de la administracion de una dieta con alto contenido de calcio. La administracion de
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una dieta con bajo contenido de calcio durante los primeros 30 dias tuvo como objetivo
aumentar el estado de remodelacion 6sea. Como consecuencia de esto se produciria un
aumento en la liberacion de citoquinas y esto estimularia la diferenciacién y proliferacion
osteoblastica. Ha sido demostrado que el fluoruro tiene efecto como droga anabdlica solo si

los factores de crecimiento estan presentes en el medio [3].

Como se esperaba, a los 30 dias, hallamos que el grupo que recibié dieta hipocalcica
(OVX30.LCaD) presenté un aumento del remodelado éseo y una disminucién en la formacion
O0sea confirmada por un incremento en la Dpd y una disminucion en los niveles de FAo,
respectivamente. El indice FAo/Dpd fue 15 veces mas bajo en el grupo ovariectomizado que
recibié dieta hipocalcica (OVXzp.LCaD) comparado con Shams, y con el grupo que recibié
dieta normocalcica (OVXs,.NCaD) indicando un claro predominio de la actividad osteoclastica
por sobre la actividad osteoblastica. Cuando se evalué el porcentaje de superficie erodada
(ES/BS) y el numero de osteoclastos por histomorfometria también se observé un aumento
estadisticamente significativo en el grupo ovariectomizado alimentado con dieta hipocalcica
(OVX3p.LCaD) por sobre los otros grupos. La superficie 6sea cubierta por osteoblastos
(Ob.S/BS) no difirié entre los grupos experimentales, lo que estaria indicando que la actividad
osteoblastica esta disminuida aunque su numero permanecidé constante. La observacion
histolégica de los osteoblastos no permitié inferir menor actividad de los mismos. Sin embargo
los niveles de FAo 4-6 veces menor estarian evidenciando un menor nimero de precursores
osteoblastos ingresando a la etapa activa de estas células o que los osteoblastos no son tan
activos. Este tratamiento creé en el grupo OVXzo.LCaD un ambiente con predominio de la
resorcion 6sea y mayor disponibilidad de factores de crecimientos liberados de la matriz 6sea
en el proceso de resorcién. La aplicacion de un tratamiento osteoformador con fluoruro
encontraria un ambiente molecular mas propicio en el grupo ovariectomizado alimentado con
dieta hipocéalcica (OVX3.LCaD) que en grupo ovariectomizado alimentado con dieta

normocalcica (OVXzo.NCabD).

Posteriormente administramos dieta hipercélcica junto con MFP como droga anabdlica
durante 60 dias. El objetivo de cambiar la dieta a una condicion hipercalcica fue reducir la
actividad osteoclastica a través de un descenso de los niveles de PTH y proveer una
apropiada concentracion de calcio para la mineralizaciébn, aumentando la absorcion
gastrointestinal de MFP. Parte de la accion del MFP se debe a su unién a las proteinas
plasmaticas y esta fraccion es dependiente de la hidrdlisis intestinal del MFP por accion de la
enzima fosfatasa alcalina. Esta enzima es inhibida por calcio, proceso que aumenta la fraccion

de MFP ligado a las proteinas [125]. Luego de 60 dias de tratamiento con MFP se observo un
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claro efecto osteoformador, reflejado en los valores de fluoremia. El grupo que recibio dieta
secuencial y tratamiento con MFP (OVX.G3y) mostré6 menor fluoremia que el grupo que
recibi6 s6lo MFP sin dieta secuencial (OVX.Glg) aun cuando ambos recibieron dosis
equivalentes de MFP. La menor fluoremia en tratamientos con flior se asocié a mayor
captacion de flaor por el hueso como consecuencia de un estimulo en la formacién 6sea [128].
Sin embargo este efecto no se reflejo en las mediciones histomorfométricas del hueso
trabecular, que si bien tuvo valores mas elevados que los otros grupos, no fueron
estadisticamente significativas. La fuerza de fractura en el grupo que recibi6 dieta secuencial y
tratamiento con MFP (OVX.G3y) fue mayor que la del grupo tratado con MFP sin dieta
secuencial (OVX.Glg), pudiéndose explicar por una mayor area cortical. Llamo la atencion
que el mismo resultado haya sido obtenido en el grupo que recibié dieta secuencial sin
tratamiento farmacoldgico (OVX.G2y). Podria argumentarse que el resultado sobre los
pardmetros biomecénicos seria mas consecuencia de cambios en la dieta que del tratamiento
farmacologico. Dado que luego del tratamiento con acido zoledronico que se aplico a
continuacién se observO una notable mejoria de los parametros histomorfométricos y
biomecanicos en el grupo OVX.G3 por sobre los otros grupos, la combinacion MFP y dieta
secuencial ha creado una condicion para que la recuperacion de hueso perdido por la

ovariectomia se revierta.

Por ultimo el tratamiento fue rotado los Ultimos 60 dias a &cido zoledrénico como droga anti-
resortiva manteniendo la dieta hipercalcica. Tanto FAo como Dpd mostraron una pequefa
disminucién en los grupos tratados con MFP/Z (OVX.G1:50 Yy OVX.G3150) independientemente
de la dieta administrada. La relacién FAo/Dpd fue 2 veces mas alta en el grupo que recibié
dieta secuencial y tratamiento con MFP/Z (OVX.G3:5) que en el grupo que solo recibié
tratamiento farmacolégico (OVX.G150) lo cual indica un predominio en la formacién Osea
posiblemente por la accién sostenida del MFP que se hallaria ligado a las proteinas 6seas y
que, como se postuld en trabajos previos, produce una accion sostenida del fluoruro sobre los

precursores osteoblasticos [121]..

Al evaluar los pardmetros histomorfométricos, el volumen éseo trabecular, espesor trabecular
y numero de trabéculas en el grupo que recibié dieta secuencial y tratamiento con MFP/Z
(OVX.G3150), se hallaron valores similares al grupo Shamis,, EI mantenimiento de estos
paramétros histomorfométricos seria en parte una consecuencia de la disminucién en el
namero de osteoclastos observados a los 90 dias (2 veces) y a los 150 dias (3 veces). El
grupo que recibié dieta normocélcica y tratamiento con MFP/Z (OVX.G150) y el grupo que

solo recibi6 dieta secuencial (OVX.G2;5) no mostraron aumento en el volumen Oseo
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trabecular. Estos resultados indican que el efecto sobre el hueso no se debe Unicamente a la
administracién de dieta secuencial como tampoco se debe Unicamente al tratamiento
farmacoldgico. El hecho que luego del tratamiento completo el volumen Gseo trabecular haya
alcanzado los valores del grupo sin ovariectomia, esta indicando que ha existido un fuerte
estimulo osteoformador, ya que a los 30 dias fue evidente la pérdida de masa dsea en el
grupo con dieta hipocalcica (OVXs..LCaD). Si bien a los 90 dias este el grupo tratado
(OVX.G3g) no evidencié aumento del volumen éseo trabecular respecto de los otros grupos,
el resultado al final de los 150 dias de tratamiento demuestra que el MFP ha tenido mas
efecto sobre la masa Osea si fue precedido por una dieta hipocdlcica en lugar de dieta

normocalcica.

A pesar de que el grupo que solo recibié dieta secuencial (OVX.G2:5) no logré prevenir la
pérdida de masa 6sea comparada con el grupo Sham;sg, OVX.G2150 mostré incremento en el
volumen 6seo comparado con el grupo OVX;s0 aunque no fue de la magnitud del incremento
hallado en el grupo que recibié dieta secuencial y tratamiento con MFP/Z (OVX.G3150). El
incremento del BV/TV en OVX.G315, a expensas del nimero de trabéculas estaria indicando
que el aumento del volumen G6seo se debidé a una recuperacion del nimero de trabéculas.
Esto podria estar explicando porque a 90 dias no se observé aumento de la superficie 6sea
cubierta por osteoblastos. El estimulo osteoformador del MFP podria estar ocurriendo en
precursores osteoblasticos que actuarian en sitios que no son las trabéculas existentes. De
esta manera los 60 dias de tratamiento con MFP crearia nuevos sitios de osificacion que a
posteriori darian lugar a nuevas trabéculas. La investigacion de células precursoras de
osteoblastos a través de estudios histo e inmunohistoquimicos podrian confirmar esta
hip6tesis. Es importante remarcar también que a los 150 dias el grupo que recibié dieta
secuencial y tratamiento con MFP/Z (OVX.G3:5) mostré una relacion FAo/Dpd dos veces
mayor que el grupo que recibié solo tratamiento con MFP/Z (OVX.Gliso) y solo dieta
secuencial (OVX.G2150) como consecuencia de valores mas altos de FAo y menores de Dpd.
Si bien se aproxima a los valores del grupo OVX;s, los valores de Dpd y FAo son mas bajos
indicando una menor tasa de remodelado 6seo con predominio osteoformador. La disminucion
en los niveles de Dpd y en el nimero de osteoclastos en el grupo que recibié dieta secuencial
y tratamiento con MFP/Z (OVX.G3:5) fue consistente con la inhibiciobn de los osteoclastos
causada por el acido zoledrénico. Los valores de superficie erodada mayores en el grupo
OVX.G315, con respecto a OVX.150 ha sido interpretada con el conocimiento que en las BMU el
tiempo de accion de los osteoblastos es mucho mayor al tiempo de accion de los osteoclastos

[156], por lo tanto llevaria mas tiempo observar una disminucion en la superficie erodada. En
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OVX.G3,5 los valores de superficie erodada fueron consistentes con un bajo niumero de

osteoclastos.

La fuerza 6sea depende de las propiedades materiales del material, del contenido mineral del
tejido y de las caracteristicas estructurales de tejido como el tamafio, la forma y la arquitectura
tridimensional. EI aumento observado en la fragilidad 6sea que ocurre con la edad es el
resultado de la pérdida de la densidad mineral ésea como asi también de cambios 6seos

estructurales que podrian influir en la fuerza ésea.

Acorde al analisis histomorfométrico el estudio biomecénico mostré mayor resistencia ésea en
el grupo que recibié dieta secuencial y tratamiento con MFP/Z (OVX.G3150) comparado con el
grupo ovariectomizado (OVXsp). Los animales del grupo OVX.G3:5, mostraron mayor fuerza
de fractura, fuerza maxima vy rigidez. Esto estaria indicando que el hueso resistiria fuerzas
mas grandes con menor deformacién. Esto se reflejé en una menor energia absorbida. Si bien
los huesos resistirian mayores fuerzas y menores deformaciones al ser sometidos a la accion
de fuerzas, la menor energia absorbida de los mismos no debe ser menospreciada. Los
estudios biomecanicos realizados prueban los huesos en una forma en que la fuerza es
aplicada de una manera gradual. EI comportamiento biomecénico ante fuerzas aplicadas con
otros patrones de regularidad y velocidad no puede ser anticipado por lo hallado en este
estudio. La combinacion de un tratamiento osteoformador seguido de una droga anti-resortiva
junto con la administracién de una dieta con diferente contenido de calcio luego de 150 dias
mostré un incremento en la fuerza de fractura en el hueso cortical indicando una mayor
resistencia a la fractura lo cual puede ser explicada por una mejor propiedad del material
evaluada por el médulo de Young con similar distribucién del material evaluada por el CSMI.
La evaluacién del hueso trabecular mostrd que el grupo que recibié dieta secuencial y tratado
con MFP/Z (OVX.G3:5) presentdé mayor fuerza de fractura, fuerza maxima vy rigidez, lo cual
podria ser explicado por un aumento en el volumen 6seo y en el nimero de trabéculas en la

evaluacién por histomorfometria.

El tratamiento sin cambios en el contenido de calcio en la dieta (OVX.G1:5) mostr6 un
incremento en la DMO (16,2%) mayor que el grupo ovariectomizado que recibié dieta
secuencial y tratado con MFP/Z (OVX.G350) (9,8%). La menor DMO en el grupo OVX.G3;50
respecto del grupo OVX.Gl;s, podria explicarse por una mayor calciuria en el grupo
OVX.G3,5, (Tabla 16). Sin embargo, este resultado lejos de ser perjudicial para el hueso se
reflej6 en un aumento de volumen 6éseo trabecular (BV/TV = OVX.Glis: 13,38% vs
OVX.G350: 22,49%) y especialmente sobre la fuerza de fractura del tejido 6seo cortical y
trabecular (fuerza de fractura cortical = OVX.G1150: 193,9 N vs OVX.G350: 227,3 N; fuerza de
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fractura trabecular = OVX.G13s0: 26,63 N vs OVX.G3150: 42,42 N). El grupo con tratamiento
secuencial con MFP/Z pero que no recibié modificaciones en el contenido de calcio en la dieta
(OVX.G2150) mostré un aumento en la DMO, sin embargo las propiedades histomorfométricos
y biomecénicas fueron menores respecto del grupo que recibié secuencial y fue tratado con
MFP/Z (OVX.G35).

El &cido zoledronico ha sido eficaz en el tratamiento de la osteoporosis en ratas OVX
aumentando la DMO, la tasa de formacibn de hueso y mejorando los pardmetros
histomorfométricos y biomecénicos [157,158]. En mujeres postmenopausicas el tratamiento
con acido zoledrénico durante 36 meses produjo un incremento del 6,02% en la DMO en
cadera total, del 5,06% en cuello femoral y del 6,71% en columna lumbar. Aunque los datos
con la aplicacién de un tratamiento secuencial muestran mayores incrementos en la DMO
(9,8%) que publicaciones previas donde se ha utilizado solo el acido zoledrénico no podemos

atribuir estas diferencias al tratamiento secuencial.

Si bien los resultados de nuestro trabajo no tienen un impacto clinico inmediato sugiere que el
tratamiento secuencial con una droga anabdlica seguido de una droga anti-resortiva podria
ser un tratamiento a tener en cuenta para el tratamiento de la osteoporosis postmenopausica.
Los resultados de esta tesis sugieren que de aplicarse un tratamiento con MFP y acido
zoledronico en forma secuencial, deberia anticiparse una dieta hipocalcica o inducir un

aumento del remodelado 6seo.

En sintesis, esta tesis demuestra que el tratamiento secuencial con MFP y &cido zoledrénico,
combinado con cambios en el contenido de calcio en la dieta, aumenta la masa 6sea
trabecular, la DMO y las propiedades biomecanicas. Para implementacion en pacientes mas

estudios son necesarios.

La aplicacion a pacientes requeriria un estudio previo del estado de remodelado 6seo, tanto a
nivel de formacion como de resorcion. En base a los resultados de esta tesis, la aplicacion
consecutiva de MFP y acido zoledrénico tendria mejores efectos si el remodelado se
encuentra aumentado. Por otra parte la aplicacién de un tratamiento osteoformador con MFP
u otro compuestos que libere fluoruro no tendria efecto si previamente se aplic6 un
tratamiento anti-resortivo y los marcadores bioquimicos indican una baja velocidad de

remodelado 6seo.

Finalmente podemos resumir el tratamiento farmacolégico con MFP y acido zoledrénico
consecutivos y una dieta con variacion en la concentraciéon de calcio (Figura 27): un periodo

previo con dieta hipocélcica, produciria un aumento del remodelado 6seo y la liberacién de
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factores de crecimiento. Luego e inmediatamente de este periodo, la administracion de MFP
estimularia la diferenciacion y proliferacion osteoblastica que conduciria a un aumento del
namero de trabéculas, el restablecimiento del volumen éseo y las propiedades mecéanicas del
hueso tanto a nivel cortical como trabecular. El tratamiento con &cido zoledrénico luego del
MFP contribuiria a mantener la masa 6sea disminuyendo el nUmero de osteoclastos, pero con
un mantenimiento de la actividad osteoblastica.

MINERALIZACION € A FORMACION ésmf

2) Dieta hipercdicica

Kererrnnnnnnnns Citoquinas €+——— ( Osteoblasto

N

Precursor
osteocldastico

» 3) Acido zoledrénico

Osteoclastos

f RESORCION OSEA —> Citoquinas f --------------- >

e 1) Dieta hipocdicica

Precursor
osteobldstico

Figura 27. Modelo de accion hipotético del MFP y el acido zoledrénico en forma
secuencial acompaiiado de modificaciones en el contenido de calcio de la dieta. Los
ntimeros indican el orden de aplicacién del tratamiento. Las flechas (-- =) indican procesos
estimulatorios, las lineas (---| ) indican procesos inhibitorios y las flechas (T ) indican aumento de

actividad o concentracion.
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7 ANEXO

7.1 PREPARACION DE DIETAS CON DIFERENTE CONTENIDO DE CALCIO

Dieta hipocélcica

Las dietas para roedores denominadas AIN-93 (American Institute of Nutrition, reformuladas
en el afo 1993 [159]) se clasifican en AIN-93G, dieta que es utilizada para ratas en fase de
crecimiento y durante la reproduccion, y AIN-93M dieta utilizada para mantener ratas adultas
con crecimiento estable. Las dietas preparadas por nuestro laboratorio corresponden a AlN-
93G. Se empleé para ajustar la cantidad de nutrientes excepto el contenido de calcio, el cual
fue variable en funcién del disefio experimental. La composicion de las dietas fue la siguiente
(Tabla 21): proteinas = albumina 70 g/kg y caseina 100 g/kg, lipidos = 70 g/kg, hidratos de
carbono = almidén de maiz 397,5 g/kg y sacarosa 114,9 g/kg, fibras = celulosa microcristalina
50 g/kg, minerales = 35 g/kg de una mezcla de minerales fue preparada a partir de drogas de
calidad analitica, vitaminas = se utilizaron 10 g/kg de una mezcla de vitaminas detallada en la
Tabla 22.

Calcio. El contenido de calcio fue variable segun el grupo experimental. Para la dieta
hipocélcica se agregd carbonato de calcio anhidro 2 g Ca/kg, para la dieta nhormocélcica se
adicion6 9 g Ca/kgy para la dieta hipercalcica se adicion6 20 g Ca/kg. Cuando se determiné el
contenido de Ca en muestras al azar se obtuvieron las siguientes concentraciones de Ca:
dieta hipocalcica = 0,16+0,05 g%, dieta normocalcica = 0,87+0,23 g%, dieta hipercalcica =
1,05+0,20 g%.
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Tabla 21. Ingredientes utilizados en la preparacion de dietas sintética para ratas (en

gramos de ingrediente por kilogramo de dieta a preparar)

Ingredientes g/kg
Almidén de Maiz 397,5
Caseina 100
AlbUmina 70
Sacarosa 1149
Aceite de girasol 70
Celulosa 50
Mix de minerales 35
Mix de vitaminas 10
Calcio Variable segun grupo experimental

Tabla 22. Mezcla de vitaminas recomendada para la preparacion de alimento

Vitaminas a/Kg
Acido nicotinico 3
Pantotenato de calcio 1,6
Piridoxina-HCI 0,7
Tiamina-HCI 0,6
Riboflavina 0,6
Acido félico 0,2
Biotina 0,02
Vitamina B12 2,5
Vitamina E (500 IU por gramo) 15
Vitamina A (500000 Ul por gramo) 0,8
Vitamina D3 (400000 Ul por gramo) 0,25
Vitamina K1 0,075
Azucar impalpable 975
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7.2 CORRECCION DE VARIABLES BIOMECANICAS EN FUNCION DEL PESO
CORPORAL

Dado que la OVX puede producir cambios en el peso corporal y el peso corporal influye sobre
las variables biomecanicas se evallo el efecto de los tratamientos y dietas aplicadas sobre el
peso corporal. Se analiz6 si existi6 diferencia de pesos entre los grupos experimentales a los
diferentes dias de tratamiento. Constatada la diferencia, se hallé la funcién que relaciona (si
existe) cada variable biomecanica con el peso utilizando todos los animales. Luego se corrigio

en los casos necesarios el valor de la variable biomecéanica con la funcién del peso.

Las comparaciones entre tratamiento a los diferentes dias se realizé utilizando la variable

corregida por peso o no, dependiendo si existié asociacion entre la variable y el peso o no.

ANALISIS DEL PESO ENTRE GRUPOS A DIFERENTES DIAS DE TRATAMIENTO

Variable respuesta: peso
Variables determinantes:
Tratamiento (Sham, OVX, OVX+MFP, OVX+MFP+Z)

Dieta (30 dias normocélcica, 30 dias hipocélcica, 90 dias normocélcica, 90 dias

secuencial, 150 dias normocalcica, 150 dias secuencial)

Andlisis a 30 dias (edad animales: 79 dias)

Se realiz6 un analisis ANOVA a dos criterios de clasificacion donde se evalué el peso en

funcién del tratamiento (Sham, OVX) y la dieta (normocalcica, hipocalcica).

No se hallaron diferencias de pesos asociadas a tratamiento (p=0,110) o dieta (p=0,109).

Anélisis a 90 dias (edad animales: 139 dias)

Se realiz6 un analisis ANOVA a dos criterios de clasificacion donde se evaluo el peso en

funcion del tratamiento (Sham, OVX, OVX+MFP) y la dieta (hormocalcica, secuencial).

Se hallaron diferencias de peso asociado al tratamiento (p=0,002), mientras que no hubo

diferencia de peso asociada a la dieta (p=0,056)
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Andlisis a 150 dias (edad animales: 199 dias)

Se realiz6 un analisis ANOVA a dos criterios de clasificacién donde se evalu6 el peso en

funcién del tratamiento (Sham, OVX, OVX+MFP+2Z) y la dieta (normocalcica, secuencial).

Se hallaron diferencias de peso asociado al tratamiento (p=9,97e™°), y también del peso

asociado a la dieta (p=0,014)

Dado el analisis anterior se buscaron las funciones de ajuste de las variables biomecanicas

con el peso para los dias 90 y 150.

En todos los casos se utilizaron modelos lineales:

Variable = a + b * peso

Donde
a = intercepcion

b = pendiente

A continuacion se detalla la funcién lineal de ajuste para cada variable.

Ensayo de flexion:

e Fuerza de fractura = 53,1 + 0,327 * peso (intercepcién y pendiente diferentes de cero,
p<0,01).

¢ Fuerza maxima = 63,5 + 0,33 * peso (intercepcion y pendiente diferentes de cero,
p<0,01).

¢ Rigidez = no hay relacion.
e Energia absorbida = no hay relacién en pendiente.
e Mddulo de Young = no hay relacion.

e Estrés = 64,9 + 0,229 * peso (intercepcion y pendiente diferentes de cero, p<0,01).
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Ensayo de compresion:

e Fuerza de fractura = 73,1 — 0,09 * peso (intercepcion y pendiente diferentes de cero,
p<0,01)

¢ Fuerza maxima = no hay relacién
¢ Rigidez =996 — 1,47 * peso (intercepcién y pendiente diferentes de cero, p<0,01).
e Energia absorbida = no hay relacion

e Modulo de Young = 0,35 — 0,0005 * peso (intercepcion y pendiente diferentes de cero,
p<0,01)

Para aquellas variables biomecénicas que se hallé una asociacion con el peso se utilizé la
funcion para realizar la correccién del valor de la variable biomecanica ajustandola al peso.

A continuacion se grafica un ejemplo (fuerza de fractura del ensayo de flexion) del

procedimiento seguido para la correccion:

Fuerza de fractura =53.1 + 0.327 * peso

Fuerza de
fractura

fuerza de fractura,

fuerza de fractura corregida

peso promedio  peso, Peso

Figura 28. Ejemplo del procedimiento seguido para la correccion de las variables
biomecanicas. En este caso se muestra fuerza de fractura del ensayo de flexion.

Pendiente = fuerza de fractura, — fuerza de fractura corregida / (peso, — peso promedio)

Fuerza de fractura corregida = fuerza de fractura; — pendiente * (peso; — peso promedio)
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ABREVIATURAS
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8 ABREVIATURAS

ADN
Ag
AgCl
AM
AM-MFP
ATP
BMP
BMU
BS

BV
BVITV
Ccr

Ca
Cbfal
cm
CMO
COs™
CsSMI
CTx
CcVv
Dkk 1
DMO
Dpd
DXA
EDTA
ES/BS

FA
FAt

FAO
FGF

Acido dexoxirribonucleico

Plata

Cloruro de plata

Alfa-macroglobulinas

Complejo alfa-macroglobulina-monofluorofosfato de sodio
Adenosin trifosfato

Bone morphogenetic proteins - Proteinas 6seas morfogenéticas
Basic multicellular unit- Unidad basica multicelular

Perimetro 6seo

Area ocupada por hueso

Porcentaje de tejido 4seo

Cloruro

Calcio

Core-binding factor alpha-1- Factor de unién al core alfa-1
Centimetro

Contenido mineral 6seo

Carbonato

Momento de inercia de seccion transversal

C-Telopeptides of type | collagen — C-telopéptido del colageno tipo |
Coeficiente de variacion

Dickkopf 1

Densidad mineral 6sea

Deoxipiridinolina

Dual X ray energy absorptiometry - Absorciometria de rayos X de doble energia
Ethylenediaminetetraacetic acid - Acido etilendiaminotetraacético
Porcentaje de superficie erodada

Fluor

Fluoruro

Fluorapatita

Fosfatasa alcalina total

Fosfatasa alcalina 6sea

Fibroblast growth factor - Factor de crecimiento fibroblastico
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FGF23

GC
GGHYL
GHYL
GKS3
HA
HCOg3
HPLC

MAPK
M-CSF
MFP

NaF

NaOH
NF-xB
NFATc1
N.OC/mm?
NTX

OBA

OBl
Ob.S/BS
oC

OMS

Fibroblast growth factor 23 - Factor de crecimiento fibroblastico 23
Gramos

Glucocorticoides

Glucosil-galactosil-hidroxilisina

Galactosil hidroxilisina

Glycogen synthase kinase 30 - glucdgeno sintetasa kinasa 3
Hidroxiapatita

Bicarbonato

High-performance liquid chromatography — Cromatografia liquida de alta
performance

Insulin-like growth factor | - Factor de crecimiento simil insulina |
Insulin-like growth factor Il - Factor de crecimiento simil insulina Il
Interleuquina-1

Interleuquina-6

Intramuscular

Intravenoso

Cloruro de potasio

KDaltons

Low-density lipoprotein receptor—related protein- Proteina relacionada con el
receptor de lipoproteina de baja densidad

Mitogen activated kinase-like protein - Proteina kinasa activada por mitdgenos
Monocite colony-stimulating factor — Factor estimulante de colonias de monocitos
Monofluorofosfato de sodio

Fluoruro de sodio

Hidroxido de sodio

Nuclear Factor xB - Factor nuclear kB

Nuclear factor of activated T cells — Factor nuclear de células T activadas
NUmero de osteoclastos

N-Telopeptides of type | collagen — N-telopéptido del colageno tipo |
Osteoblasto activo

Osteoblasto inactivo

Porcentaje de superficie cubierta por osteoblastos

Osteoclasto

Organizacién mundial de la salud
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OPG
Osx
OVX

PDGF
PINP

PICP

PTH
PTHrp
PTH1R
PYD
RANK
RANKL

RIA
RI-RII
ROI
Runx2

SC
SOG
SrCl,
Tb.N
Th.Sp
Tb.Th
TGF-B
TNF-a
TRAF-6
TRAP
TV
wnt

Osteoprotegerina

Osterix

Ovariectomia

Fosfato

Platelet-derived growth factors - Factor de crecimiento derivado de las plaquetas
Amino-terminal propeptide of type | procolagen - Propéptido aminoterminal del
colageno tipo |

Carboxi-terminal propeptide of type | procolagen - Propéptido carboxiterminal del
colageno tipo |

Parathyroid hormone - Hormona paratiroidea

Péptido relacionado a la hormona paratiroidea

Receptor tipo 1 para PTH

Pyridinium - Piridinolina

Receptor activator of nuclear factor-xB -Receptor activador del factor nuclear kB
Receptor activator of nuclear factor-xb ligand - Ligando del receptor activador del
factor nuclear B

Radioinmunoanalisis

Receptores predimerizados tipo 1 y Il

Region de interés

Runt related transcription factor 2 — Factor de transcripcion 2 relacionado al gen
runt

Subcutaneo

Sonda orogastrica

Cloruro de estroncio

Numero de trabéculas

Separacion trabecular

Grosor trabecular

Transforming growth factor-g - Factor de crecimiento 8 transformante

Tumor necrosis factor-« - Factor de crecimiento tumoral o

TNF receptor-associated factor — Factor asociado al receptor de TNF
Tartrate-resistant acid phosphatase - Fosfatasa tartrato acido resistente

Area total de tejido 6seo analizado

Wingless- gen en drosofila

Acido zoledrénico
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9 RESULTADOS PUBLICADOS

Los resultados obtenidos durante la realizacion de esta tesis han dado a lugar a:
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Brance ML, Brun LR, Di Loreto V, Lupo M, Rigalli A. Sequential treatment with

monofluorophosphate and zoledronic acid in osteoporotic rats. Climacteric 2014; 17(4):478-85.
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Brance ML, Lupo M, Arias L Brun LR, Rigalli A. Effect of monofluorophosphate (MFP) and
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