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CL12. Estudio histomorfométrico del efecto de alendronato y monofluorfosfato en hueso de ratas
Aramburu G, Virga C, Aguzzi A, Hubert S, Rigalli A

Catedra de Farmacologia y Terapéutica. Departamento de Patologia Oral. Facultad de Odontologia. Uni-
versidad Nacional de Cordoba.

Introduccion: estudios previos han demostrado que los bifosfonatos, como el alendronato de so-
dio (AL), son potentes inhibidores de la resorcién ésea y aumentan la densidad mineral del hueso. El
fluoruro administrado como monofluorfosfato de sodio (MFP) estimula la formacién e incrementa el
volumen del hueso, efecto especificamente debido a la estimulacién de la actividad osteoblastica.
Objetivo: estudiar el efecto del tratamiento combinado de alendronato via subcutanea y de MFP via
oral sobre la regeneracion tisular de cavidades 6seas neoformadas. Materiales y métodos: se prepa-
raron las férmulas farmacéuticas con una dosificacion de 0,5 mg/kg de peso para AL y de 5 mM para
MFP. Sesenta y cuatro ratas macho de la linea Wistar 160+20 g de peso, se dividieron en 4 grupos
de 16 ratas cada uno. El primer grupo actué como grupo control (C). Los animales de este grupo
recibieron semanalmente 0,3 ml/100 g de peso corporal de solucién salina via subcutanea cercana
a la intervencidén quirurgica. El segundo grupo (AL) recibié semanalmente 0,5 mg de AL/kg de peso
corporal por via subcutanea profunda en el miembro posterior izquierdo. El tercer grupo (MFP) fue
tratado con MFP en el agua de bebida durante el tiempo que duré el experimento y en las areas de
la cirugia los animales recibieron inyeccién subcutanea de solucioén fisiolégica como el grupo control.
El cuarto grupo (AL+MFP) recibié tratamiento combinado con AL subcutaneo y MFP por via oral en el
agua de bebida. Estos animales tuvieron acceso a agua corriente de red ad libitum. En la cirugia se
realizé una incision longitudinal en ambas tibias y a través del decolado se llegd a exponer el hueso,
realizando un defecto circular en la parte plana de cada tibia hasta llegar al hueso medular. Dicho
defecto no fue rellenado. Los sacrificios para la toma de muestras fueron a los 15, 30, 60 y 90 dias.
Los estudios histopatolégicos se realizaron previa descalcificacién de las tibias con EDTA y su inclu-
sién en parafina. Los cortes fueron tefiidos con HE y observados con microscopia optica (MO). Los
estudios estadisticos se realizaron a través del andlisis de la variancia a dos y tres criterios de clasi-
ficacion (tratamientos, tiempo, tibia problema/tibia contralateral). El nivel de significacién fue p<0,01.
Resultados: el analisis histolégico demostré que AL y MFP presentaron mayor actividad osteogénica
y se observaron trabéculas mas gruesas y anastomosadas, con mayor relevancia en el tiempo 60 y
estabilizandose al tiempo 90. La histomorfometria revelé un aumento del porcentaje de hueso trabe-
cular a través del tiempo para AL y MFP; el méas evidente fue el tiempo 60. El tratamiento combinado
no resulté estadisticamente diferente del control. Conclusiones: el analisis del tratamiento combinado
demuestra que no hay sinergia ni de suma, ni de potenciacién, ya que los efectos no fueron superiores
a los hallados utilizando los farmacos por separado.

CL13. Eje 6seo-vascular: regulacién de la vascularizacion por farmacos antirresortivos

Cutini PH, Rauschemberger MB, Massheimer VL

Catedra de Bioguimica Clinica Il, Departamento de Biologia, Bioquimica y Farmacia. Universidad Nacional
del Sur (UNS). Bahia Blanca. Instituto de Investigaciones Bioldgicas y Biomédicas del Sur (INBIOSUR).
CONICET-UNS.

La vascularizacién 6sea es indispensable en todas las etapas de la vida del hueso: formacién,
modelacién, remodelacion y consolidacién de fracturas. La angiogénesis es el proceso de formacion
de nuevos vasos sanguineos a partir de la vasculatura preexistente. Comprende los eventos de mi-
gracién y proliferacién de células endoteliales (CEs), con posterior formacién y organizacion de otros
grupos celulares en estructuras tubulares para, finalmente, madurar en vasos sanguineos estables. El
factor de crecimiento de endotelio vascular (VEGF) es el regulador principal de la angiogénesis que
responde a varios estimulos tales como hipoxia/isquemia, estrogenos y 6xido nitrico (NO). A nivel
6seo promueve el flujo canalicular, la mineralizacién del cartilago y el aporte de células progenitoras
de medula ésea. El objetivo de este trabajo fue investigar los efectos de farmacos empleados en la
patologia ésea sobre eventos moleculares y celulares involucrados en la neovascularizacion: sintesis
de VEGF, produccién de NO, proliferacion y migracién de CE. Para tal fin seleccionamos el bifosfonato
alendronato (AL) y el modulador selectivo del receptor de estrogenos (SERM) raloxifeno (Rx). Como
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sistema experimental se emplearon cultivos primarios de CEs obtenidos a partir de anillos de aortas
de ratas Wistar, tratados in vitro con Rx o AL. Primeramente se evalué la produccion de VEGF en CEs.
Empleando una técnica de inmunoensayo (ELISA), determinamos la produccién de VEGF en sobre-
nadantes de cultivos de CEs. Demostramos que 24 horas de tratamiento con AL 5 pM o Rx 10 nM
indujo un marcado estimulo sobre la sintesis del factor de crecimiento, siendo mayor el incremento
cuando las células recibieron tratamiento con el bifosfonato (21,03+0,58; 33,26+1,62; 27,32+0,12 pg
VEGF/mg proteina, control; AL 5 uM; Rx 10 nM, respectivamente, p<0,05). Teniendo en cuenta que las
acciones del Rx son mediadas por el receptor de estrégenos (RE), empleando la técnica de RT-PCR
estudiamos la accién de un activador natural del RE, el estrégeno estrona, sobre la sintesis del ARNm
de VEGF. Dos horas de tratamiento de las células con el estrégeno (10 nM) estimuld 2 veces con res-
pecto al control la expresion del ARNm del factor de crecimiento (p<0,05). El estudio de los efectos
del AL y Rx sobre la produccion de NO endotelial, regulador de la sintesis de VEGF, se realizé em-
pleando el método colorimétrico de Griess. Observamos que ambos farmacos indujeron un estimulo
significativo sobre la sintesis del vasoactivo con respecto a la condicion control (31,3+2,9; 52,3+4,6;
51,2+3,9 nmol de NO/mg proteina, control; Rx 10 nM; AL 5 uM, p<0,05). Para evaluar la accién de
los agentes antirresortivos sobre la proliferacion se empled el ensayo colorimétrico de reduccién de
la sal de tetrazolio MTT. Luego de 24 horas de tratamiento de las CEs con el SERM Rx observamos
un acentuado estimulo del crecimiento celular (75 y 94% con respecto al control, Rx 1y 10 nM, res-
pectivamente, p<0,001). Similares resultados se obtuvieron en tratamientos con Rx en tiempos mas
prolongados (72 y 96 horas). La migracion de CEs se estudié mediante la técnica wound healing. El
tratamiento durante 72 horas con Rx 10 nM indujo un estimulo significativo sobre la migracién celular
(304+29 vs. 370+25 células/campo; control vs. Rx 10 nM; p<0,05). En cambio, el tratamiento con el
bifosfonato no modificé la proliferacion y migracién de las CEs. Basandonos en estos resultados con-
cluimos que los farmacos anticatabodlicos Rx y AL ejercen efectos potencialmente favorables sobre la
formacién de nuevos vasos sanguineos, aunque en forma diferencial. En las condiciones ensayadas,
el SERM modula tanto los eventos celulares como moleculares, mientras que el bifosfonato solo lo
haria a nivel molecular.

CL14. Valores de referencia de densidad mineral 6sea para ambos sexos de personas de 4 a 19 anos
de Mendoza, Republica Argentina

Saravi FD, Polanco Dominguez G, Mampel A, Echeverria Ml, Vargas AL

Escuela de Medicina Nuclear e Institutos de Fisiologia y de Genética, Facultad de Ciencias Médicas, Uni-
versidad Nacional de Cuyo, Mendoza, Republica Argentina.

Introduccién: en pacientes pediatricos, la densidad mineral ésea (DMO) puede afectarse en tras-
tornos hereditarios, como osteogénesis imperfecta; congénitos, como mielomeningocele, o adquiri-
dos, como celiaquia, trastornos de la conducta alimentaria, artritis reumatoidea juvenil o tratamiento
glucocorticoide. Para el diagnéstico y el seguimiento se requieren valores de referencia apropiados
de Z-score. Contar con valores de referencia regionales aumenta la fiabilidad de las comparaciones,
dadas las diferencias étnicas, nutricionales y de estilo de vida que pueden existir entre poblaciones
diferentes. Ademas, las bases de datos de los equipos de densitometria omiten valores de referencia
para la cadera. Se presentan valores de referencia de DMO de cuerpo entero, columna lumbar y ca-
dera para varones y mujeres de 4 a 19 afios de la provincia de Mendoza. Métodos: los sujetos fueron
reclutados como controles sanos de dos estudios clinicos (ambos aprobados por la Comision de
Bioética de la Facultad de Ciencias Médicas), referidos por pediatras o provenientes de la comunidad.
Se excluyeron sujetos cuyos valores de peso o talla eran mayores que el percentilo 95 o inferiores al
percentilo 5 segun valores de referencia nacionales y aquellos con condiciones o tratamientos que
pueden modificar la masa corporal, la composicién del tejido blando o el contenido mineral éseo. La
muestra incluyd 300 sujetos (137 varones). Los valores obtenidos fueron clasificados segun la edad
en bienios. Los sujetos peripuberales se dividieron en prepuberales/pubertad temprana (Tanner | y 1)
y pubertad tardia (Tanner Ill o0 mayor). Se realiz6 DXA con un equipo Lunar Prodigy. Para el andlisis
estadistico de los resultados se empled Prism 5.4. Los principales resultados se presentan en la tabla
como media+SD.
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