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Resumen

El fluoruro (F) administrado como monofluo-
rofosfato de sodio (MFP) o como fluoruro de
sodio (NaF) estimula la proliferacién de os-
teoblastos y el desarrollo 6seo. El objetivo
de este trabajo fue evaluar el efecto del tra-
tamiento con NaF y MFP sobre el proceso de
reparacién de un defecto 6seo no critico en
ratas. Se produjo un defecto bilateral y mono-
cortical 6seo no critico de 2 mm de diametro
en la epifisis proximal de la tibia de 18 ratas
hembras adultas normales; los animales se di-
vidieron en tres grupos que recibieron diaria-
mente durante 30 dias por sonda orogastrica:
MFP (80 umol MFP), NaF (80 umol NaF) y con-
trol (agua). La fosfatasa alcalina plasmatica se
increment6 significativamente a lo largo del
tratamiento en los grupos NaF y MFP. La DMO
de la zona del defecto fue significativamente
mayor en el grupo tratado con MFP a los 10
dias de tratamiento. El estudio histolégico de
la zona del defecto indicé que, luego de 30
dias de tratamiento, el hueso formado en pre-

sencia de MFP es de estructura laminillar sin
la presencia de cartilago comparado con el
grupo control. Conclusion: la administracién
de MFP favorecié la reparacién reduciendo el
tiempo de mineralizacién y aumentando la ca-
lidad del hueso neoformado.

Palabras clave: fluoruro, monofluorofosfato
de sodio, defecto éseo no critico, reparacion
Osea.

Summary

COMPARISON OF THE TREATMENTS WITH
SODIUM MONOFLUOROPHOSPHATE AND
SODIUM FLUORIDE ON BONE REPAIR
PROCESS IN RATS

Fluoride (F) administered as monofluorophos-
phate (MFP) or sodium fluoride (NaF) has
proliferative stimulus on osteoblasts. The aim
of this work was to evaluate the effect of the
treatment with NaF and MFP on the reparation
of a non-critical bone defect in rats. A bilateral
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and unicortical non-critical bone defect was
performed in the proximal epiphysis of the tib-
ia of 18 female rats which were then separated
into three groups that received daily treatment
for 30 days: MPF (80 umol MFP), NaF (80 umol
NaF) and Control. Alkaline phosphatase signif-
icantly increased along the treatment in NaF
and MFP. Bone mineral density in the defect
area was higher in MFP at day 10 of treatment.
Histological examination indicated that the
new bone formed in the defect area was more
organized in MFP compared to control group.
We conclude that the treatment with MFP ac-
celerate the process of reparation with better
quality of the formed bone.

Keywords: fluoride, sodium monofluoro-
phosphate, non-critical bone defect, bone
reparation.

Introduccién

El fluoruro (F) administrado como fluoruro
de sodio (NaF) o monofluorofosfato (MFP)
tiene efecto estimulador de la formacién de
tejido 6seo.™? Pero el NaF y el MFP tienen
farmacocinéticas diferentes®. El F es la espe-
cie predominante en plasma después de la
administracién de NaF. En cambio, luego de
la administracion oral de MFP, ademas del F,
se encuentra en plasma una fraccién de fldor
ligado a las alfa-macroglobulinas,*® que seria
la causa de su doble biodisponibilidad res-
pecto del NaF.

Los defectos éseos producidos por trauma-
tismo o cirugia pueden ser de tipo critico o
no critico. Los defectos no criticos se repa-
ran sin necesidad de utilizar materiales de
relleno. La inmovilidad durante tiempos pro-
longados es un problema para los individuos
y la sociedad. Existen trabajos en modelos
animales en los que se han ensayado com-
puestos bioactivos en el proceso de repara-
cién,”® pero no se hallé informacién respecto
de la accién del F sobre el mecanismo de re-
paracion de defectos no criticos. Esta inves-
tigacién tiene como objetivo determinar el
efecto del tratamiento con MFP y NaF sobre

el proceso de reparacion osea y la calidad
del hueso formado en tibias de rata con un
defecto 6seo no critico.

Materiales y métodos

Se utilizaron 18 ratas hembras de la linea IIM/
FM sublinea “e” de 7 semanas, pesos: 187+14
g. Los animales fueron tratados de acuerdo
con las normas internacionales de cuidado y
tratamiento de animales de experimentacion.®
Durante el experimento, las ratas recibieron
agua y alimento ad libitum y se alojaron en un
bioterio con temperatura 23-25 °C con ciclo
luz-oscuridad 12h-12h. Se produjo un defecto
bilateral y monocortical de 2 mm en la epifisis
proximal de la tibia. La cirugia se realiz6é bajo
anestesia general con ketamina y xilazina™ y
se realiz6 analgesia con diclofenac y antibioti-
coterapia con ceftriaxona.!” Para la cirugia se
rasurd la zona que se iba a incidir, se desinfec-
t6 con yodopovidona, se realizé una incision
longitudinal y se decolé la fascia hasta llegar
a exponer el hueso. Se realizé el defecto ma-
nualmente para evitar calentamiento con una
mecha de 2 mm de diametro en el hueso cor-
tical y trabecular, pero sin atravesar el hueso
cortical opuesto (Figura 1). Finalmente se su-
turaron musculo y piel.

Los animales se dividieron aleatoriamente en
tres grupos de 6 animales cada uno que reci-
bieron tratamiento diario durante 30 dias por
sonda orogastrica: MFP (80 pmol de MFP en
1 ml de MFP 80 mmol/l), NaF (80 pmol de NaF
en 1 ml de NaF 80 mmol/l) y grupo control
(1 ml de agua destilada). Al inicio del experi-
mento y a los 10, 20 y 30 dias se obtuvieron
muestras de sangre de la vena lateral de la
cola para determinaciones bioquimicas (cal-
cemia, fosfatemia, fosfatasa alcalina y fluore-
mia), se registré el peso corporal y se obtu-
vieron radiografias de las tibias para medir la
densidad mineral ésea (DMO) de la zona del
defecto y del hueso circundante. Las radio-
grafias se obtuvieron con un equipo de rayos X
odontoldgico de 70KV y las densidades minera-
les se calcularon utilizando una curva de cali-
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Figura 1. Representacién esquematica del defecto 6seo. Se muestra una vista anterior de la tibia con la
zona del defecto (area gris) y un corte transversal de la tibia en la zona del defecto.

bracién obtenida con un patrén de diferentes
valores de DMO previamente calibrado.”? A
los 30 dias se realiz6 recoleccién de orina y
materia fecal durante 24 horas y luego se pro-
cedié a la eutanasia.'® Se obtuvieron las tibias
en las que se realizé el andlisis histologico de
la zona del defecto utilizando coloracion con
hematoxilina y eosina, previa descalcifica-
cién e inclusién en parafina.' El efecto de los
tratamientos sobre el proceso de reparacion
del defecto y la calidad del hueso formado se
evalud por la DMO y las caracteristicas his-
tologicas del hueso formado en la zona del
defecto.

La fluoruria se midié por potenciometria direc-
ta con un electrodo de ion especifico ORION
94-09. La medicion de la concentracidon de
flior plasmatico se realizé con el mismo elec-
trodo, previo aislamiento del flior por microdi-
fusion isotérmica.’®

Se determiné la actividad de la fosfatasa al-
calina plasmatica (FAL) con un equipo ALP
405 (Laboratorio Wiener, Rosario, Argentina).
Las modificaciones de la FAL a lo largo del

tratamiento se evaluaron a través de la regre-
sion lineal de los valores de FAL en funcién
del tiempo para los diferentes grupos. Un va-
lor significativamente diferente de cero de la
pendiente se consideré como un cambio sig-
nificativo en la FAL.

La fosfatemia se cuantificé con un equipo
Fosfatemia UV AA (Laboratorio Wiener, Rosa-
rio, Argentina). La calcemia se midié con un
equipo CaColor AA (Laboratorio Wiener, Ro-
sario, Argentina). La excrecion de calcio fe-
cal se midi6 por espectroscopia de absorcién
atémica.

Andlisis estadistico: los resultados se expre-
san como media+SD. Para el andlisis de re-
sultados se utilizé el software R.2.14.0.'® Las
diferencias entre las medias de mas de dos
grupos se analizaron con analisis de la va-
riancia a un criterio de clasificacion (ANOVA)
y postest Tukey. El ajuste de datos a lo largo
del tiempo se realizé por regresion lineal. Las
diferencias se consideraron significativas si
p<0,05.
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Resultados

Los tratamientos no afectaron el crecimiento
de los animales en ninguno de los grupos ex-
perimentales. El peso en funcién del tiempo
pudo ser ajustado por una funcién lineal de-
bido a la duracién del experimento y la edad
de los animales. El crecimiento se evalud por
la pendiente de la recta de regresion (g/dia),
el que fue significativamente diferente de cero
(regresion lineal, p<0,05) para los tres gru-
pos experimentales, control: 1,4+0,2; NaF:
1,0+0,2; MFP: 1,2+0,3, y no fue diferente entre
los grupos experimentales, regresion lineal,
p>0,05, n=6 por grupo. El peso corporal (g)
alcanzado al dia 30 de experimento tampoco
fue diferente entre los grupos experimentales,
control: 217+10; NaF: 213+12; MFP: 2284,
(ANOVA, p>0,05).

La DMO del hueso circundante al defecto no
se modificé a lo largo del tratamiento en nin-
guno de los grupos experimentales. No hubo
diferencias significativas en las pendientes
de la regresion lineal de la DMO en funcion
del tiempo (g Ca/cm?/dia) para los tres gru-
pos experimentales (regresion lineal, p>0,05).
Control: 0,16+0,12; NaF: -0,13+0,11; MFP:
0,08+0,16, n=6 por grupo.

La DMO (g Ca/cm?) del hueso formado en
la reparaciéon del defecto mostré un aumen-
to significativo en el grupo tratado con MFP
respecto del grupo control a los 10 dias de
tratamiento. Control: 23,2+3,5; NaF: 24,3+2,5
y MFP: 29,2+2,9* (* indica diferencia signifi-
cativa respecto de grupo control, ANOVA a
un criterio de clasificacion, postest de Tukey,
p<0,05, n=6 por grupo). Esta diferencia se re-
dujo a lo largo del tratamiento no siendo signi-
ficativa a los 20 y 30 dias.

La FAL aumenté significativamente a lo largo
del tratamiento en los grupos tratados con
NaF y con MFP (regresion lineal, p<0,05) (Ta-
bla 1). El grupo control no mostré6 cambios
significativos de la actividad de FAL (regresién
lineal, p>0,05).

La excreciéon fecal de calcio (mg/dia) fue
significativamente menor en el grupo MFP

Tabla 1. Pendiente de la regresion lineal de los va-
lores de fosfatasa alcalina plasmatica (FAL) en fun-
cién del tiempo (U/l.dia).

NaF
3,39+0,87*

Control MFP

1,14+1,82

4,01+1,19*

* Indica diferencias significativas respecto de cero, re-
gresion lineal, p<0,05. Los resultados se expresan como
media+SD, n=6 por grupo.

respecto del grupo control. Control: 319+41;
NaF 286+29 y MFP: 245+17* (* indica dife-
rencia significativa respecto de grupo con-
trol, ANOVA a un criterio de clasificacion,
postest de Tukey, p<0,05).

Considerando que la dieta administrada fue
la misma para los tres grupos, estos resulta-
dos indicarian una mayor absorcion de cal-
cio en el grupo MFP.

La calcemia y la fosfatemia no se modifica-
ron a lo largo del tratamiento en ninguno de
los grupos experimentales. Los valores a lo
largo del experimento fueron los normales
para esta linea de ratas y edad, y no se ha-
llaron diferencias significativas entre los gru-
pos experimentales (ANOVA a un criterio de
clasificacion, p>0,05, datos no mostrados).
La excrecién urinaria de fluoruro en 24 ho-
ras (umol/24 h), el ultimo dia de tratamien-
to, no difirié entre los grupos experimenta-
les. Control: 2,5+2,0, NaF: 2,5+1,0 y MFP:
3,4+0,6 (ANOVA a un criterio de clasifica-
cién, p>0,05).

No se observaron diferencias significativas
en la fluoremia entre los grupos experimen-
tales al inicio del tratamiento. La concen-
tracion de fluor en plasma fue significativa-
mente mayor a los 10 dias en los animales
tratados con MFP y NaF respecto del grupo
control (ANOVA, postest de Tukey, p<0,05)
(Tabla 2). A los 30 dias de tratamiento no se
observaron diferencias significativas entre
las fluoremias de los tres grupos experimen-
tales.

Actualizaciones en Osteologia, VOL. 9 - N° 1 - 2013

31



Tabla 2. Concentracion de fldor en plasma (umol/I)
en los tres grupos experimentales a lo largo del
tratamiento. Los resultados se muestran como
media+SD, n=6 por grupo.

Control NaF MFP
Dia 0 32+21 80+40 48+19
Dia 10 4327 334+30* 395+177*
Dia30  207+147 329+270 274+169

* Indica diferencias significativas respecto del grupo
control, ANOVA a un criterio de clasificacion, postest de
Tukey, p<0,05).

En el andlisis histologico del grupo control se
observé un tejido 6seo con presencia de te-
jido cartilaginoso, abundante tejido adiposo
entre las trabéculas y falta de conexion entre
ellas (Figura 2).

Figura 2. Corte histoldgico de tejido éseo de ratas
control. La flecha muestra la presencia de cartilago
y el asterisco tejido adiposo. 400x.

En el grupo tratado con NaF se observo pre-
sencia de sistemas de Havers, restos de teji-
do cartilaginoso, aunque en menor proporcion
que en el grupo control. Los espacios medu-
lares se hallaron ocupados por tejido adiposo
(Figura 3).

Mejia Delgado & Rigalli: Fluor y reparacion dsea

Figura 3. Corte histolégico de tejido 6seo de ratas
tratadas con NaF. La flecha marca un sistema de
Havers y el asterisco tejido adiposo. 400x.

En el grupo tratado con MFP se observaron
sistemas haversianos y ausencia de cartila-
go, tejido éseo con bordes bien establecidos
y abundantes osteocitos. El tejido éseo se
dispuso de manera organizada con aspecto
laminillar (Figura 4).

Figura 4. Corte histologico de tejido 6seo de ratas
tratadas con MFP. 400x.

Discusién

El aumento de peso de los animales en los
tres grupos tuvo un comportamiento unifor-
me. Los niveles de fosfatasa alcalina plasma-
tica fueron utilizados como marcador de for-
macion ésea. La fosfatasa alcalina aumento
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a lo largo del tratamiento en los grupos que
recibieron MFP y NaF. El incremento mas mar-
cado a lo largo del tiempo en el grupo tratado
con MFP se relacionaria con una mayor acti-
vidad osteoblastica, con el aumento de DMO
observado a los 10 dias y con la mejor arqui-
tectura 6sea observada en el examen micros-
copico de los cortes histoldgicos.
Coincidentemente con la accién osteoforma-
dora del MFP se registré un aumento de la
DMO a los 10 dias en el grupo MFP, signifi-
cativamente mayor que en el grupo control.
El aumento de la DMO esta indicando una
mayor incorporacién de calcio en la matriz
6sea neoformada. Dado que todos los gru-
pos experimentales recibieron la misma dieta,
se sugiere el siguiente mecanismo de accioén:
la mayor incorporacién de calcio al hueso
podria haber producido un déficit del cation
a nivel del liquido extracelular, generando un
aumento en la liberacion de parathormona
(PTH) y aumento de la sintesis de 1,25(0H),
vitamina Dj. Este ultimo metabolito habria
actuado a nivel intestinal aumentado la ab-
sorcién de calcio. La menor excrecion fecal
de calcio observada en el grupo tratado con
MFP esta en concordancia con el razona-
miento anteriormente realizado. Los niveles
constantes de la calcemia y la fosfatemia a lo
largo del tratamiento estarian indicando una
integridad de los mecanismos involucrados
en el mantenimiento del metabolismo fosfo-
calcico. La ausencia de modificaciones de la
DMO del hueso no afectado por el defecto
6seo estaria indicando que los tratamientos
con MFP o NaF no produjeron cambios im-
portantes en la mineralizacién en otras zonas
del esqueleto. La constancia de los valores
de la fosfatemia a lo largo del tratamiento
también esta indicando un mecanismo ho-
meostatico conservado aun en presencia de
tratamientos que tienen ciertos efectos sobre
el metabolismo del fosfato.!” Los resultados
obtenidos muestran que, con las dosis utili-
zadas, este efecto seria despreciable.

La fluoremia de los grupos tratados con NaF

y MFP fue significativamente mayor que la del
grupo control a los 10 dias del tratamiento. El
valor mayor aunque no significativo en el gru-
po tratado con MFP se relacionaria con una
mayor biodisponibilidad de fluoruro obtenida
a partir del MFP con respecto al NaF, como
consecuencia de la absorciéon del MFP a ni-
vel géstrico y la union a las alfa-macroglobu-
linas.®® Contrariamente a lo observado a los
10 dias, no se registraron diferencias signifi-
cativas en los valores de fluoremia luego de
30 dias de tratamiento. La disminucion en la
fluoremia aun cuando se esta administrando
NaF o MFP se deberia al estimulo osteogéni-
co con sales que contienen F, al aumento de
la sintesis de matriz ésea y su calcificacion,
fenémeno durante el cual no solo se incorpo-
ran calcio y fosfato sino también F. En estas
circunstancias, la fluoremia de los animales
tratados puede ser incluso menor que en el
grupo control.’® Se ha demostrado que cuan-
do existe una buena respuesta al tratamien-
to, la fluoremia disminuye marcadamente. La
fluoruria medida en los tres grupos experi-
mentales fue acorde con los valores de fluo-
remia hallados al final del tratamiento. El au-
mento de la fluoremia a los 30 dias observado
en los animales control se debe a la acumu-
lacion ocasionada por la ingesta de fluoruro
proveniente del alimento. El alimento utiliza-
do contiene menos de 1 pmol/g de fluor to-
tal. Aun con tan bajo contenido de fluor, este
puede llegar a constituir hasta un 20% de la
dosis recibida en los grupos tratados. Estos
resultados indican que, de utilizarse dietas li-
bres de fluor, los resultados podrian ser mas
marcados incluso entre los grupos tratados y
el grupo control. La obtencién de dietas con
contenidos de fluoruro menores de 1 pmol/g
es practicamente imposible.

Es conocido que uno de los efectos adversos
de la administracién de NaF es la resistencia
alainsulina®? y la falla en su secrecion.?' Es-
tos efectos adversos se observan cuando la
fluoremia es elevada y se normalizan cuando
la fluoremia alcanza valores normales. Se-
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ria necesario evaluar el efecto negativo del
fluoruro sobre la respuesta insulinica para la
utilizacién de NaF en la reparacién de defec-
tos no criticos. En el caso del MFP no existe
este efecto adverso con las dosis utilizadas
en este trabajo.?? Los resultados hallados in-
dican que la respuesta osteogénica inducida
por el fluor, produjo descenso de la fluoremia
a valores que no difieren de los hallados en el
grupo control.

En estudios futuros se evaluaran las propieda-
des biomecanicas del hueso neoformado en
la zona del defecto. Los resultados histologi-
cos sugieren que el comportamiento biome-
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