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RESUMEN

El proposito del estudio fue estandarizar un modelo
de estudio microscopico, para evaluar el efecto de
bitosfonatos aplicados local y sistémicamente, sobre
el hueso alveolar de ratas sometidas a fuerzas
ortodoncicas. Se utilizaron 6 ratas Sprague-Dawley
prototipo y 4 ratas machos para el estudio una vez
estandarizado el proceso. Se tomo un especimen
control, un especimen blanco v dos experimentales
(administracion local y sistémica). Se realizé un
movimiento ortoddncico con un dispositivo
debidamente calibrado a una fuerza de 30 g/mm?
durante un periodo de 21 dias, en los primeros
molares superiores. Posteriormente se administro el
bisfosfonato (icido alendrénico), de forma local a
una dosis de 0,08 mg/ml aplicados cada 3 dias; y de
forma sistémica a una dosis de 0,2 mg/ml aplicados
cada dia; durante un periodo de 21 dias. Las
muestras fueron decalcificadas utilizando EDTA
(Acido Etildiamino Tetracético) a una concentracion
de 5% en PBS (Solucion Amortiguadora de Fosfato
Salino) durante un periodo de 2 meses, para
posteriormente realizar los procedimientos
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histolégicos y el andlisis microscopico. Se
estandarizo un modelo de manejo ortodéncico e
histologico para evaluar la aplicacion de firmacos
en ratas Sprague-Dawley, permitiendo una adecuada
conservacion de las muestras. Se observaron
cambios en nimero y morfologia de osteoclastos,
principalmente en la rata sometida a tratamiento
sistémico. La estandarizacion del modelo para
estudio microscopico de muestras oseodentales
sometidas a fuerzas ortodéncicas de ratas Sprague-
Dawley mostro ser factible v reproducible.

PALABRAS CLAVE
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ABSTRACT

The purpose of this study was to standardize a model
of microscopic study, to evaluate the local and

sistemical effect to applied bisphosphonates on the
alveolar bone of rats subjected to orthodontic forces.
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6 Sprague-Dawley rats were used as prototipe and 4
Sprague-Dawiley male rats were used for the
standardized process. A control specimen, a white
specimen and two experimental (local and sistemic
dadministration) were used. An ortodontic movement
was made with a spring properly gauged to a force of
30 g/mm? during a period of 21 days, in the first
superior molars. Later on, the bisphosphonate
(alendronate) was administered, in a local way to a
dose of 0.08 mg/ml applied every 3 days; and in a
sistemic way to a dose of 0.2 mg/ml applied every
other day during a period of 21 days. The samples
were decalcificated using EDTA (etildiamino
tetracetic acid) to a concentration of 5% in PBS
(solution buffer of saline phosphate) during a period
of 2 months. Then later continue to carry out the
histologic and microscopic analysis. An orthodontic
and bistologic bandling model was standardized to
evaluate the farmacological application in Sprague-
Dawwley rats allowing an appropiate conservation of
the samples. Numerical and morphological osteoclast
changes were observed mainly in the rat subjected to
systemic treatment. The standadization of the
pattern for microscopic study of bone and dental
samples of rats subjected to orthodontic forces
showed to be feasible and reproductible.

KEY WORDS

Biphosphonates; Osteoclasts; Orthodontics: Bone
Remodeling.

INTRODUCCION

En el manejo integral de los diferentes tratamientos
de Ortodoncia, es comtn encontrar dificultades en
la estabilidad de los resultados a largo plazo. De igual
manera, se presentan situaciones complejas de orden
biomecinico, que dificultan la planificacién y buen
resultado del anclaje.

En la actualidad los estudios histologicos realizados
en el drea del control biologico del anclaje en
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Ortodoncia, se han encaminado a evaluar principalmente
la generalidad de respuestas a nivel de los diferentes teji-
dos sometidos a la terapéutica Ortodéncicat->.

El presente y futuro de la investigacién en Ortodoncia
debe permitir el adecuado control biolégico de los teji-
dos de soporte del diente, con el dnimo de intervenir
activamente a nivel ultraestructural, lo que ayudaria a
eliminar todos los dispositivos mecanicos ttiles en la
actualidad, pero realmente incomodos e invasivos.

El adecuado dominio de los componentes biold-
gicos garantizard el control de aspectos fundamenta-
les en los tratamientos tales como el anclaje y la reci-
diva.

Las aproximaciones en investigacion bdsica, mues-
tran resultados prometedores, pero se hace necesario
profundizar mas en ellas, validar los modelos exis-
tentes y crear nuevo conocimiento al respecto, espe-
cialmente en cuando al manejo de firmacos y sus efec-
tos generales y locales.

S6lo de manera timida se han explorado los meca-
nismos de control biologico en animales de experi-
mentacion, buscando reforzar el anclaje v controlan-
do la recidiva. Complementando la mecanoterapia orto-
doncica con elementos inhibidores de la resorcion
Osea, seria posible utilizar sistemas de fuerzas menos
complejos, con menores tiempos de retencion; brin-
dando resultados mas predecibles v estables.

Los adelantos en la investigacion farmacolégica han
permitido el desarrollo de firmacos selectivos como
los bisfosfonatos, con un satisfactorio efecto terapéu-
tico, al ser utilizados para el tratamiento de pacientes
con problemas metabdlicos del hueso como la osteo-
porosis, la enfermedad de Paget e hipercalcemia malig-
na; las cuales estin relacionadas con resorcion dsea.

El refinamiento de las técnicas de biologia mole-
cular ha abierto nuevos horizontes en el campo de
la investigacion cientifica, permitiendo un estudio mas
detallado de los componentes del sistema biol6gico
relacionados con el metabolismo éseo, permitiendo
estudios a nivel microscopico para facilitar el enten-
dimiento de procesos fisiologicos'.

Los bisfosfonatos son anilogos sintéticos de los piro-
fosfonatos inorganicos, cuya estructura P-O-P es un



REVISTA IBEROAMERICANA
DE ORTODONCIA

Volumen 22

Numero 1

Enero-Junio 2003

regulador enddgeno del recambio éseo que inhibe
Ia resorcidn 6sea y la mineralizacién in vitro; fueron
sintetizados por Hoffman y Von Baever, con estruc-
tura quimica C-P-C. Todos los bisfosfonatos presentan
una alta afinidad por la hidroxiapatita, pero a dife-
rencia de los pirofosfonatos son resistentes al meta-
bolismo de las fosfatasas endégenas. La potencia para
inhibir la resorcion 6sea depende de la estructura qui-
mica de sus cadenas laterales (R1, R2) dependientes
del puente de carbono®®. Los radicales R1 y R2 son
los que le proporcionan propiedades especificas a cada
bisfosfonato y los divide en generaciones:

* Primera Generacion: Etidronato y clodronato (cade-

nas laterales con grupos alquilo).

* Segunda Generacion: Pamidronato y Alendronato

(grupos amino terminales).

* Tercera Generacion: Risedronato (cadena lateral con
un hidrocarburo ciclico).

Estos firmacos han sido desarrollados v utilizados
en las ultimas décadas en el diagnostico y tratamien-
to de enfermedades metabolicas Oseas tales como
hipercalcemia, enfermedad de Paget y osteoporosis.
Algunos de los mis difundidos en el medio clinico
son: etidronalo, clodronato, alendronato, tiludrona-
to, pamidronato, neridronato, olpadronato, risedrona-
to, ibandronato y zoledronato©#,

Sélo en estudios recientes en ratas se han utilizado
los bisfosfonatos como una opcion farmacolégica en
el dmbito Odontolégico y mis especificamente en la
Ortodoncia. Igarashi y colaboradores en 1994 encon-
traron en sus estudios con ratas Wistar que la admi-
nistracion topica y sistémica de bisfosfonatos (rise-
dronato y AHBUBP) causa una reduccion significativa
v dependiente de la dosis, del movimiento dentario
después de la aplicacion de una fuerza Ortodoéncica,
mediante la inhibicion de la resorcién del hueso alve-
olar por medio de un mecanismo no plenamente espe-
cificado. Este efecto puede estar relacionado con la
alteracién en la viabilidad de los osteoclastos, logran-
do una reduccién en la reabsorcion del cemento o
dentina de la raiz. Ademds se sugiere que el bisfos-
fonato no interfiere en el proceso de remodelacion del
ligamento periodontal, ni afecta el crecimiento gene-
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ral de los animales; sin embargo, no estd muy claro
todavia la relacién dosis-efecto. En otro estudio Kim
y colaboradores, en 1999, usaron sistémicamente pami-
dronato en ratas Wistar, a las cuales se les realizd movi-
mientos Ortodoncicos previos con una banda eldsti-
ca, entre el primero y segundo molar tanto del lado
derecho como izquierdo del maxilar. Concluyeron que
la administracion de bisfosfonatos disminuye la exten-
sién de la recidiva en los molares de las ratas, por
un mecanismo que envuelve cambios tanto de la
estructura como de las funciones resortivas de los oste-
oclastos; sin demostrarlo completamente, ni estudian-
do la relacion dosis-efecto™, Por lo anterior, se hacen
necesarios nuevos y mas completos estudios experi-
mentales que refuercen resultados anteriores vV pro-
porcionen nuevos datos que ayuden a comprobar su
utilidad clinica, su mecanismo de accién, dosis reque-
ridas y otros factores como eficacia v efectos biologi-
cos al utilizarlos para fines especificos en la cavidad
oral, permitiendo una claridad sobre su uso y facili-
tando de esta manera, la aplicacién segura en pacien-
tes de cualquier edad, que estén bajo tratamiento
Ortodéncico y requieran de su medicacion.

Con la presente investigacion se pretende estanda-
rizar un modelo de estudio en ratas que facilite futu-
ras investigaciones en nuestro medio, referentes a la
biologia del movimiento dentario, creando un proto-
colo de procedimientos que faciliten observaciones
a nivel celular pasando por cada uno de los diferen-
tes procesos que intervienen en la obtencion de un
resultado, tales como manejo y cuidado del biomo-
delo, estimulacion de tejidos orales mediante disposi-
tivos ortodoncicos y farmacolégicos; obtencion y pro-
cesamiento de la muestra en el laboratorio de tejidos
y la evaluacion a nivel microscopico utilizando téc-
nicas como hematoxilina /eosina, Tricréomica de
Masson y Acido Peryédico de Schiff (PAS).

MATERIALES Y METODOS

Se realiz6 un estudio descriptivo experimental, desa-
rrollado en un ambiente controlado, utilizando 4 ratas
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Figura 1. Diagrama del aparato Ortoddncico colocado en
maxilar superior de rata Sprague-Dawley.

Sprague-Dawley machos de edades similares (10 sema-
nas).

Los animales fueron asignados desde su nacimien-
to especificamente para este estudio, hasta comple-
tar diez semanas de edad v con un promedio de peso
de 284 g, el cual no tuvo variaciones significativas a
lo largo de todo el proceso experimental. El bioterio
de microbiologia de la Facultad de Salud de la
Universidad del Valle, cuenta con todas las necesida-
des anatomicas, fisiolégicas y de manejo de labora-
torio, asi como con todas las exigencias éticas y tec-
nolbgicas®12. El manejo de los animales fue revisa-
do y aprobado por el Comité de Evaluacion Etica en
Animales de Experimentacion de la Facultad de Salud
de la Universidad del Valle, de acuerdo con los reque-
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Figura 2. Foto Calibracion del Aparalo.

rirnientos de la Ley 84 de 1989 y Resolucién No. 008430
de 1993 del Ministerio de Salud.

Se tomo un espécimen control, un espécimen blan-
co y dos® especimenes experimentales. Los animales
fueron alimentados con concentrado Ladrina de Purina,
agua purificada a libre demanda y mantenidas en jau-
las diferenciadas, en condiciones de 25°C. Durante
todos los procedimientos que pudieran generar algu-
na incomodidad a los especimenes en el manejo
Ortodoncico, éstos fueron sedados con Tranquilan®
(Acetopromazina) a una dosis de 0,3 ml.

Antes de seleccionar los 4 animales experimenta-
les, se realizd una rutina de prueba, utilizando 6 ani-
males prototipo, para estandarizar y probar el mode-
lo.

Procedimientos ortodoncicos

Inicialmente se realizé un movimiento de los pri-
meros molares superiores, mediante dispositivos meca-
nicos, confeccionados en alambre de acero inoxida-
ble de 16 milésimas de pulgada (Fig. 1), los cuales fue-
ron sometidos a un proceso de calibracion de fuerzas
mediante la utilizacion de una balanza electrénica, un
instrumento de paralelizacion y un tornillo de 1/16 de
32 hilos por pulgada v centro punteado, el cual se
manejaba con una rotacion de fuerza de 907, equiva-
lente a 0,2 mm con una distancia entre las puntas del
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Figura 3. Foio Aparaio en boca.

dispositivo ortoddncico estandarizada a 7 mm y logran-
do asi un promedio de calibracion de fuerza para todos
los dispositivos de 30 g/mm? (Fig. 2). Posteriormente
se escogieron 3 dispositivos para los movimientos den-
tarios, se midio el tamano del maxilar en cada rata y
se procedid a ajustarlos en los especimenes durante
un periodo de 21 dias® 2.

Los resortes precalibrados y preactivados se ubica-
ron por presion entre los espacios interproximales de
primer y segundo molar superiores de las ratas (Fig.
3).

Manejo farmacologico

A partir del retiro del dispositivo ortodoncico y fina-
lizado el periodo de 21 dias, se inicio la administra-
cion gradual del bisfosfonato: Acido alendronico,
Neobon® de manera local con una dosis de 0,08 mg/ml
aplicados en el drea submucosa del surco vestibular
adyacente a los molares superiores cada 3 dias, en uno
de los especimenes experimentales. En el otro animal
experimental se aplicd de forma sistémica por via intra-
venosa en la cola: 0,2 mg/ml cada dia de por medio,
durante un periodo de 21 dias, haciendo un registro
periodico en cuadros de control de los diferentes datos
obtenidos y registrando todas las observaciones, sur-
gidas durante el proceso. Ademids se monitorizaron
constantemente los cambios fisicos v/o de compor-
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tamiento de los animales utilizados, asi como los logros
y/0 retrocesos presentados durante el experimento.

Evaluacion histologica

Los animales fueron sacrificados al finalizar el peri-
odo de manejo farmacologico (21 dias), mediante
inyeccion letal de Eutanex® (pentobarbital sédico 390
mg, difenilhidantoina sédica 50 mg) a una dosis de 1
ml por espécimen.

El mismo dia del sacrificio, el maxilar incluyendo
los molares fue extraido y se separ6 la zona limitada
por un milimetro de hueso mesial del primer molar
y distal del segundo molar, por medio de instrumen-
tos rotatorios de alta velocidad (piezas de alta velo-
cidad NSK?® y fresas de diamante de fisura estériles
Meissinger®), separando en recipientes debidamente
sellados y rotulados, para su posterior fijacion v des-
calcificacion.

Posterior a la extraccion del segmento del maxi-
lar, se procedio a la fijacién inmediata para evitar pro-
cesos degenerativos y mantener asi la arquitectura y
composicion tanto celular como tisular de los tejidos.
Este proceso se realizo utilizando formol amortigua-
do, conservindolos a una temperatura de 4°C duran-
te una semana. Las muestras se marcaron con un punto
de tinta china ubicado en el hueso teniendo como refe-
rencia la zona oclusal mesial vestibular del primer
molar.

El siguiente paso fue el proceso de descalcificacion,
indispensable para lograr un adecuado corte histolo-
gico. Esta etapa es la mis delicada de todo el proce-
so, pues de esta depende la calidad del tejido a eva-
luar. Para esto se ulilizd el compuesto EDTA (4cido
etil diamino tetra acético) a una concentracion de 5%
en PBS (solucion amortiguadora de fosfato salino) con-
servado a temperatura ambiente durante un periodo
de dos meses, con revisiones manuales diarias con
el fin de determinar la consistencia blanda y flexible
requerida, complementado con cambios periddicos de
la solucién cada tres dias en los cuales se controlaba
la evolucion del proceso hasta lograr la textura dese-
ada.
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Placa histoldgica

| | comea | [ comea | [ comea |
| core B | | Corte B | | Corte B
Nivel 1 Nivel 2 Nivel 3

Figura 4. Esquema general de la distribucion de los niveles y
cortes, por placa bistologica evaluada.

Al obtener una adecuada descalcificacion de las
muestras se continud con un proceso de lavado con
agua destilada e inmersion en PBS durante una sema-
na adicional,

Proceso de inclusion: Se continud con la deshidra-
tacion, utilizando alcohol en concentraciones ascen-
dentes, comenzando con alcohol al 95% durante una
hora y al 100% durante dos horas en intervalos de
media hora para cada cambio.

Luego se continué con el proceso de aclaracion o
desalcoholizacion, utilizando xilol por una hora con
cambios cada media hora, ya que produce poco endu-
recimiento tisular y facilita la inclusién en parafina.

Inclusion en bloque de parafina: La inclusion se rea-
liza con parafina liquida y con rango de fusion de 54-
58°C, para facilitar la obtencion de cortes uniformes,
sin deformarse ni resquebrajarse. En este paso se deter-
mind la orientacion adecuada de las muestras para
el corte histolégico.

Corte con microtomo: Una vez realizado el proceso
de inclusion en parafina y con un microtomo Jung
Histocut marca Leyca® No. 1304, se realizaron cortes de
5 mm a diferentes niveles de profundidad. Para obtener
un buen corte se tuvo en cuenta que la muestra hubie-
se sido adecuadamente procesada, utilizando cuchillas
desechables, las mismas debian estar bien orientadas y
libres de contaminacion; y los bloques de parafina debi-
an estar lo mas frios posible, por lo cual se mantuvie-
ron en nevera a 4 C hasta el momento del corte.

Baiio de flotacién: El corte se recoge de un bano
de flotacién en agua a 37°C que permite estirar los cor-
tes v corregir los pliegues, al ser pasados desde el
micrétomo por medio de un pincel de pelo fino.

Diametro
Corte A Transversal
Mayor
Longitud mayor

Figura 5. Medicion de los cortes de cada nivel, por el digmetro
mayor longitudinal v transversal.

Obteniendo su longitud y tamano original los cortes

se montan en laminas cubiertas con poli-L-lisina al

0,01% en H,O vy dcido de sodio 1/10.000. Se debe reco-

ger el corte con la laminilla en forma vertical, intro-

duciéndola primero en el bano de flotacion v acer-

ciandola al corte, retirindola lentamente para que &l

mismo quede unido a ésta.

Secado y deparafinizado: Una vez que el corte esta
montado, se coloca en un horno a una temperatura
de 60°C por 35 minutos y mediante Xilol se termina
de deparafinizar, luego se rehidratan en alcohol de
concentraciones decrecientes hasta 70%.

Los cortes debidamente procesados fueron colo-
reados con la técnica de Hematoxilina / Eosina.
Tricrémica de Masson y Acido Peryodico de Schiff
(PAS) y se rotularon ast:

* Placa blanco: Maxilar libre de procedimiento
Ortodoncico y sin medicamento.

* Placa control: Maxilar con procedimiento Ortoddncico.
pero sin la administracion de medicamento.

* Placa local (A2): Maxilar con procedimiento
Ortodoncico y con medicamento (dcido alendroni-
co) administrado localmente.

e Placa sistémica (A3): Maxilar con procedimiento
Ortodoncico y con medicamento (dcido alendroni-
co) administrado sistémicamente.

Andlisis de las muestras: El estudio microscopi-
co se realizdé con un microscopio Olympus® CH2, con
ocular de 5x v objetivos de 4x, 10x y 40x.

En cada placa se contaron los niveles, los cuales
representan una profundidad dada del bloque de para-
fina. En cada nivel, a su vez habia dos cortes, clasifi-
candose segln la orientacién en axial y sagital; v
midiéndose cada uno por su didmetro longitudinal ¥
transversal mayor (Figs. 4 y 5).
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Figura 6. Osteoclasto de citoplasma basofilico y multinucleado,
en el ligamento periodontal (HEE 400x).

En cada corte de cada nivel se procedio a contar el
numero total de osteoclastos, tomando en cuenta los
siguientes criterios para la identificacion de los mis-
maos:

Células grandes de citoplasma amplio y basofilico
de dos o mis nacleos (Fig. 6).

Células localizadas directamente sobre la superficie
6sea o en su proximidad (Fig. 7).

Aquellas células localizadas en la superficie del
hueso alveolar se denominaron superficiales (Fig. 7).

Aquellas células localizadas en las trabéculas pro-
fundas del hueso alveolar se denominaron profundes
(Fig. 8).

Cada célula se subclasificaba segin el namero de
nucleos en: menores de tres niicleos, entre tres y cinco
nicleos, mayores de cinco ntcleos.

Se calcularon los siguientes promedios, con el fin
de reducir al maximo el error por conteo manual del
niimero de osteoclastos.

En cada placa se obtuvo el promedio de osteoclastos
para cada corte axial y sagital («A» vy «B», respectiva-
mente), del total de niveles tomado del bloque de para-
fina. Estos dos promedios se sumaban aritméticamente
y se tenia la sumatoria de promedios de osteoclastos
totales de la placa (Blanco, control, local y sistémico).

Posteriormente se calculaba el promedio del dia-
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metro longitudinal y transversal mayor de cada corte
y en cada nivel. Con estos datos se obtuvo el prome-
dio del area total evaluada.

Con la sumatoria total de promedios de osteoclas-
tos y el promedio de 4drea total de tejido de cada placa
se calculd la densidad de osteoclastos por milimetro
cuadrado en cada placa, definiendo su localizacion
(superficiales vs profundos) y el nimero de nacleos
por osteoclasto. :
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Figura 9. Osteoclasto apoptitico (HEE 100x).

L

-

Figura 11. Osteoclasto inactivo, con niicleos centrales y escaso
citoplasma homogéneo (PAS 1000x).

Las descripciones morfoldgicas de los osteoclastos
establecen que las células activas se presentan direc-
tamente sobre la superficie de las espiculas 6seas, con
una polarizacion de los nacleos hacia el polo contra-
rio al hueso y con un citoplasma de aspecto vacuo-
lado. Se procedio a evaluar estas caracteristicas con la
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e

Figura 10. Osteoclastos activo, con vacuolacion del citoplasma bacia
la superficie dsea y polarizacion de los niicleos (PAS 1000x).

Figura 12. Ligamento periodontal con coloracion para coldgeno
maduro. Obsérvese la disposicion radial de las fibras, respecio a
la raiz dentaria (Tricrémico 100x).

coloracion de PAS, evaluando los osteoclastos super-
ficiales, respecto a su localizacion directamente sobre
el tejido 6seo v en el estroma del ligamento perio-
dontal (Figs. 9, 10, 11 y 12).



REVISTA IBEROAMERICANA
DE ORTODONCIA

Volumen 22

Numero 1

Enero-Junio 2003

Tabla 1
Rata Area Superficiales
mm? = 3-5 2]
nticleos niicleos  nticleos  Total
Blanco 30,32 8,33 9,00 133 18,67
Y% A520 38,02 5,63 78,86
Densidad 0,27 0,30 0,04 0,62
Control 40,12 5,00 91177, 4,75 21,50
% 21554 50,54 20,43 92,47
Densidad 0,12 0,29 0,12 0,54
A2 1298 2,50 825 175 7551
% 14,49 18,84 10,14 43,48
Densidad 19,26 [} 0,13 0,58
A3 42,30 14,60 31,20 17,80 63,60
% A4 1780 38,05 217! 77,56
Densidad 0,35 0,74 0,42 1,50
Tabla 2 Distribucion de la densidad de osteoclas-
tos, segin localizacién y rata en estudio
Rata Superficiales Profundos Total
Blanco 0,62 0,16 0,78
Control 0,54 0,04 0,58
A2 0,58 0,75 i)
A3 1,50 0,43 1,94
RESULTADOS

El estudio histologico de las piezas de tejido, mos-
tro cambios en cuanto a numero y morfologia de los
osteoclastos. Se presentan todos los datos obtenidos,
resumidos en tablas.

En las tablas 1y 2 se resumen los datos generales
de la distribucion de densidad de osteoclastos, seglin
el sujeto de estudio. La densidad de osteoclastos de la
rata control es ligeramente menor que en la rata blan-
co; asi como en la rata sometida a tratamiento local
con bifosfonato (A2). La densidad de osteoclastos en
la rata sometida a tratamiento sistémico con bifosfo-
nato (A3) es francamente mayor que la de la rata con-
trol, blanco y A2.

En la tabla 2 se observa que el aumento de la den-
sidad de osteoclastos en la rata A3 es principalmente
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Distribucién del niimero, porcentaje y densidad de osteoclastos; segiin su localizacién y niimero de nicleos

Profundos Total Densidad
<o 3555 i
niicleos nticleos  niticleos  Tota Ost./mm?
SR 1,67 0,00 5100 2357 0,78
14,08 7,04 0,00 il
0,11 0,05 0,00 0,16
0,00 ik Gy 0,00 S 305 0,58
0,00 7HE0) 0,00 L)
0,00 0,04 0,00 0,04
2:25 5:25 2,25 S 1)
13,04 30,43 13,04 56,52
0,17 0,40 0,17 0,75
5,00 7,40 6,00 18,40 82,00 1,94
6,10 9,02 7,32 22,44
0,12 0,17 0,14 0,43
Tabla 3 Distribucion de la densidad de osteoclastos
con mis de cinco niicleos, segiin localizacion
y rata en estudio
Meds de 5 nticleos
Placa Superficiales Profunda
Blanco 0,04 0,00
Control 0,12 0,00
A2 0,13 0,17
A3 0,42 0,14

a expensas de los osteoclastos superficiales. La den-
sidad de osteoclastos superficiales en las ratas control
v blanco es mayor que la densidad de osteoclastos
profundos; sin embargo, sélo en la rata A2, sometida
a tratamiento local con bifosfonatos, la densidad de
osteoclastos superficiales es menor que los profun-
dos.

En la tabla 3 se presentan por separado las densi-
dades de osteoclastos con mas de cinco nucleos y se
observo que la misma aumenta en las ratas control,
A2 y A3, respecto al grupo blanco; siendo muy simi-
lares entre las ratas control y A2.

En la tabla 4 se resumen los hallazgos de las carac-
teristicas de actividad de los osteoclastos superficiales,
con la coloracion de PAS. El porcentaje de células inac-
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Tabla 4  Distribucion de la proporcién de osteoclas-
tos, segiin la rata y caracteristicas funciona-
les

% Activos % Inactivos (Apoptéticos)
Blanco 36,1 63,9 (6,6)
Control 33.3 66,7 (3,9)
A2 558 66,7 (2,6)
A3 42 95,8 (6,3)

tivas en las ratas blanco, control y A2 es similar; sin
embargo en la rata A3, cerca del 95% de los osteo-
clastos estaban inactivos. La tabla 4 muestra en parén-
tesis que en la rata A3 (tratamiento sistémico), existe
un mayor porcentaje de células apoptéticas, respec-
to a las demis.

Sobre los efectos adversos y toxicos de los bisfos-
fonatos utilizados en este ensayo, no se observaron
signos, cambios fisicos ni cambios en la conducta de
las ratas estudiadas; a excepcién de un episodio ais-
lado de diarrea en la rata A3, el cual se resolvid espon-
tineamente al dia siguiente de ser detectado, sin nin-
guna secuela.

DISCUSION

Los resultados del presente estudio describen los
hallazgos de los especimenes estudiados.

El protocolo v disefio de la técnica para llevar a
cabo el movimiento ortoddncico en los molares de las
ratas a estudio, mostro ser eficaz sencillo y reprodu-
cible.

La estandarizaciéon del modelo microscopico, para
el estudio histoldgico de las muestras, asi como todo
el proceso de preparacion de las mismas, mostro ser
reproducible, ademis de permitir la evaluacion de teji-
dos de ratas Sprague-Dawley sometidas a procedi-
mientos Ortodoncicos, con el fin de identificar los efec-
tos farmacologicos de medicamentos que intervie-
nen el proceso de remodelacion dsea. Esto permitirda
reproducir y ampliar el nimero de series, con el fin
de establecer los efectos de los bifosfonatos utilizados,

Validacion de un modelo de estudio microscopico, para evaluar
el efecto de bifosfonatos sobre hueso alveclar de ratas sometidas
a fuerzas ortodoncicas

asi como determinar efectos dosis-respuesta, toxici-
dad, etc.

El metodo de calibracion de fuerza para los resor-
tes utilizados en el movimiento de los molares, per-
miti6 estandarizar los niveles de fuerza al maximo,
garantizando que la mecanotransduccion se presen-
tase de forma similar en los modelos estudiados.

La preparacion y procesamiento de las muestras
para la evaluacidon microscopica, garantizo la integri-
dad de todos los componentes celulares, para su pos-
terior descripcion y estudio.

La reduccion en la densidad de osteoclastos, en
general, entre el espécimen blanco y el control puede
ser una manifestacion del proceso general de remo-
delacion producto de la accion mecanica en el espé-
cimen control. Sin embargo no se descarta la posibili-
dad que sea un evento aleatorio, el cual seria contro-
lado si se tuvieran mas series de ratas blanco y control.

En las ratas sometidas al tratamiento farmacologi-
co, la rata tratada con medicamentos sistémicos mos-
tré un aumento mayor del nimero de osteoclastos. De
igual forma en el mismo espécimen, la densidad de
osteoclastos superficiales, la densidad de osteoclastos
con mis de cinco nucleos, la proporcion de osteo-
clastos inactivos y apoptoticos; mostro estar aumen-
tado.

El presente estudio refleja resultados similares a los
reportados por (Adachi y cols. 1994, Igarashi y cols.
1994, Ralstol y cols. 1989, Plasmon y cols. 1980) en
cuanto a que los bisfosfonatos aumentan el nimero
de osteoclastos, pero reduciendo su actividad resor-
tiva. Igarashi (1994)®V, Adachi (1994)® y sus respec-
tivos colaboradores, reportaron cambios en las con-
diciones de recidiva tras la aplicaciéon de bisfosfona-
tos, sospechando que la formacion v viabilidad de los
mismos habia sido afectada. Ademads en sus articulos
mencionan otros autores que observan figuras apop-
LOticas en osteoclastos tanto en experimentos in vivo
como in vitro, por Schenk (1973), Rowel (1976-80-83),
Hughes (1993), Selander (1993) y sus respectivos cola-
boradores. También Boonekamp (1936), Lowik (1988),
Chappard (1989), Tooru (1996) y sus respectivos cola-
boradores; han hablado del efecto de la inhibicién de
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la resorcién por bisfosfonatos debido a una disminu-
cidon en el nimero de osteoclastos, por un proceso
inhibitorio de formacion. Por otro lado, Miller y Jee
(1977)4%  Muhlbauer (1991)14, Marshall (1993)7%, Endo
(1993)18" y sus respectivos colaboradores; han repor-
tado que el nimero de osteoclastos se incrementa con
dosis relativamente bajas de bisfosfonato. Estos resul-
tados se asemejan a los obtenidos en el presente estu-
dio, con la aplicacion sistémica de 0,2 mg/ml de 4dcido
alendronico.

En general, podria considerarse que el tratamien-
to con bifosfonatos produce un efecto inhibitorio en
la actividad osteocldstica, con un aumento reactivo de
su densidad en hueso especialmente bajo dosis sis-
témicas. Las diferentes respuestas de los osteoclastos
a los bisfosfonatos pueden depender de los tipos vy
dosis de los bisfosfonatos usados. Existen otras formas
de evaluar la actividad funcional osteoclastica, sin
embargo limitaciones técnicas v de recursos no lo per-
mitieron en el presente estudio.

El control biologico del movimiento dental, abre un
horizonte halagador que permitird de forma mis con-
trolada, predecible v eficiente, optimizar los trata-
mientos ortodéncicos. En concordancia con otros auto-
res se observo un efecto especifico a nivel celular, prin-
cipalmente en el osteoclasto. Igarashi y colaboradores
(1994)11 reportaron un leve incremento en el namero
de osteoclastos por unidad de drea durante la aplica-
cion de un bifosfonato en ratas. Para obtener resul-
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tados estadisticamente significativos se hace necesa-
rio ampliar la muestra de especimenes y de esta mane-
ra darle continuidad a la presente linea de investiga-
cion. Shenk (1973), Rowe y Hausmann (1976),
Plasmans (1980), Sato (1991), Carano (1990), Igarashi
(1994), Adachi (1994), Lee (2001) y sus respectivos
colaboradores™; en estudios previos in vitro e in vivo,
sugieren una induccién de cambios en la ultraestruc-
tura v funcion de los osteoclastos por accion de los
bisfosfonatos, que podrian ser evaluados a largo plazo
con una técnica homogénea de animales de experi-
mentacion y sus tejidos.

CONCLUSIONES

e La estandarizacion del modelo para estudio micros-
copico de muestras oseodentales ortoddncicas de
ratas Sprague-Dawley, mostro ser factible y repro-
ducible.

* El diseno y calibracion de la técnica para llevar a
cabo el movimiento ortodoncico en molares de
ratas, mostro ser adecuado y reproducible.
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