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Resumen

La remodelacion 6sea puede medirse con
marcadores bioquimicos 06seos, is6topos
radioactivos e histomorfometria. En este tra-
bajo se propone un método basado en la far-
macocinética del fluoruro. EI método consis-
te en la medicidn de la fluoremia y la excre-
cién urinaria de fluoruro antes y después de
una dosis endovenosa de fluoruro. Con los
datos obtenidos se aplica un modelo mate-
matico y se calcula la resorcion (Ro) y forma-
cion osea (Fo), medidos en umol/l.min. El
método fue validado en ratas Sprague-Daw-
ley con osteoporosis inducida por ovariecto-
mia (OVX), con tratamiento con zoledronato
(OVX+2), con insuficiencia renal por nefrecto-
mia parcial (NFX) y con hipoparatiroidismo
por paratiroidectomia (PX). En todos los
casos se utilizé6 un grupo control (C) y cada
grupo experimental contuvo 5 ratas; se utili-
zaron los test de Kruskal Wallis y Mann Whit-
ney, considerando diferencias significativas
si p <0,05. Fo y Ro fueron mayores en OVX
(Fo=1,36+0,56 [X+EE]; Ro=1,84 +0,47) con
respecto a C (Fo=0,50+0,07; Ro=0,56%
0,38) y a OVX+Z (Fo=0,34+0,17; Ro=0,45%
0,18). Fo y Ro fueron mayores en ratas NFX
(Fo=5,0040,40; Ro=5,08%0,45) con respec-
to a C (Fo=0,55+0,14; Ro=0,56%0,14). Foy
Ro fueron menores en PX (Fo=0,75+0,08;
R0=0,9610,06) respecto de C (Fo=1,20%+
0,32; Ro=1,4440,27). Conclusiones: el mé-
todo es de bajo costo, mini-invasivo, requie-
re reducido volumen de sangre, permite el
seguimiento de tratamientos con otras dro-
gas y el mismo marcador es utilizado para
medir ambos procesos. Los valores de
resorcion y formacion 6sea obtenidos coinci-

dieron con los valores que se esperaban en
los modelos biolégicos estudiados.

Palabras clave: remodelacion 6sea, hipopa-
ratiroidismo, insuficiencia renal, osteoporo-
sis postmenopausica, ratas, fluoruro.

Summary

NON-INVASIVE TECHNIQUE FOR THE MEA-
SUREMENT OF BONE REMODELING IN
RATS. VALIDATION IN DIFFERENT BIOLOGI-
CAL MODELS

Bone remodeling can be measured through
bone markers and histomorphometry. This
work developed a technique to measure
bone resorption (Br) and formation (Bf) in
rats, using a mathematical model, fluoremia
and renal excretion of fluoride, before and
after an intravenous injection of fluoride, in
rats. The aim of this work was to validate the
method in biological models with modified
bone remodeling. Mann Whitney or Kruskal
Wallis tests were used to compare two or
more groups, respectively. Results are
expressed as mean+SEM and differences
were considered significant if p <0.05. Each
experimental group is composed of 5 rats.
The following models in Sprague-Dawley rats
were used: 1) Post menopausal osteoporo-
sis induced by ovariectomy without treatment
(OVX) and with anti-resorptive treatment with
zoledronate (OVX+Z) in 100-day-old rats. Bf
and Br were higher in OVX (Bf=1.36+0.56,
Br=1.84 £0.47) than C (Bf=0.50%£0.07,
Br=0.56+0.38) and OVX+Z (Bf=0.34+0.17,
Br=0.45+0.18). 2) Chronic renal failure in
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5/6 nephrectomized-100-day-old-male rats
(NX). Bf and Br were higher in NX
(Bf=5.00+£0.40, Br=5.08+0.45) than in C
(Bf=0.55+0.14, Br=0.56+0.14). 3) Hypopara-
thyroidism in parathyroidectomized-140-day-
old-male rats (PX). Bf and Br were lower in PX
(Bf=0.75+0.08, Br=0.96%£0.06) than in C
(Bf=1.20+£0.32, Br=1.44+0.27). Conclu-
sions: The values of bone resorption and for-
mation are consistent with the expected val-
ues for the biological models. The technique
is of low cost, mini-invasive and allows the
evaluation of different treatments.

Key words: bone remodeling, menopausal
osteoporosis, hypoparathyroidism, renal
failure, rats, fluoride.

INTRODUCCION

El tejido 6seo se origina por dos mecanis-
mos: osificacion intramembranosa y osifi-
cacion endocondral. Ambos procesos con-
ducen a la formacion de un mismo tipo de
hueso, que luego se mantiene por el proce-
so de remodelacion 6sea que consta de
dos procesos basicos: la resorcion y la for-
macién oOsea. Los osteoclastos son las
principales células encargadas de la resor-
cion. Entre la fase de resorcion y la de for-
macién, se da un proceso conocido como
fase de reversion, en el cual las células
mononucleares, como macréfagos, forman
una capa de cemento que une el hueso
neoformado con el tejido 6seo existente.
Luego de la formacidon de matriz, ésta se
calcifica y la velocidad del proceso depen-
de de la presencia de pirofosfato, proteinas
no colagenas acidicas de la matriz 6sea y
de la expresion de fosfatasa alcalina en la
membrana del osteoblasto. Normalmente
los procesos de resorcion y formacién 6sea
estan acoplados, es decir la resorcion y for-
macién ocurren en igual magnitud. Estos
procesos mantienen la estructura del
hueso, removiendo hueso antiguo, con
defectos o con microfracturas y rellenando
con tejido 6seo nuevo.?

En algunas patologias, la remodelacion 6sea
puede estar aumentada o disminuida res-
pecto del valor normal, no siendo ninguna de
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las dos situaciones deseables.

La medicién de la remodelacién 6sea es un
proceso que ha sido encarado de maneras
diferentes, dependiendo si se trata de nece-
sidades clinicas o de investigacion basica.
Una técnica utilizada para la determinacion
de la remodelacioén 6sea es la histomorfo-
metria 6sea.? Requiere la toma de biopsias
Oseas y el procesamiento histolégico del
material. Mientras que la histomorfometria
estatica se puede realizar con técnicas his-
tolégicas convencionales, la histomorfome-
tria dindmica se realiza sobre cortes histol6-
gicos de hueso sin desmineralizar, y trata-
miento previo con tetraciclinas, siendo apli-
cable a trabajo con animales. El analisis de
los resultados puede dar una medida del
estado del proceso de remodelacion dsea.
La desventaja y ventaja de este método es
que informara respecto de la zona donde se
obtuvo la biopsia y requiere un personal muy
especializado. Los parametros que se pue-
den medir son numerosos y la aparicidn de
software de andlisis de imagenes ha contri-
buido a hacer estas mediciones de manera
cuantitativa.

Otra técnica de medida de la remodelacién
O6sea es por medio de la utilizacién de mar-
cadores bioquimicos 6seos. Estas son molé-
culas cuya concentracion se puede medir en
plasma y orina, e indican el estado metabd-
lico del tejido 6se0.25 Sus concentraciones
se detectan habitualmente por ELISA, IRMA
o0 RIA. Existen diversas marcas comerciales
y tipos de ensayos para cada uno. Los valo-
res de referencia dependen de las marcas
comerciales y la metodologia utilizada. Los
marcadores bioquimicos 6seos son de
amplia aplicacién en la clinica, dan una
medida global del esqueleto, y no requieren
personal altamente capacitado. Como des-
ventajas se pueden mencionar que los valo-
res hallados no siempre se correlacionan
con la clinica o la realidad dentro del tejido
O6seo y el elevado costo de los equipos de
determinacion. Existen marcadores de resor-
cién y formacion 6sea. Los marcadores de
formacién méas utilizados son: fosfatasa
alcalina total, fosfatasa alcalina 6sea, oste-
ocalcina (BGP). Entre los marcadores de
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resorcibn en la actualidad se dispone de
hidroxiprolina, piridinolina (Pyr), desoxipiridi-
nolina (D-Pyr), telopéptidos: NTX y CTX,
catepsina K, sRANKL, péptido helicoidal del
colageno.

Por altimo, se puede tener en cuenta que el
calcio y el fosfato son dos iones utilizados
en la formacién del cristal de hidroxiapatita,
responsable de la calcificacion del hueso.
Existen iones que tienen afinidad especifica
por el tejido 6seo y pueden ser utilizados
como trazadores de dicho tejido. La capta-
cién de calcio radiactivo por el hueso® como
la de algunos bifosfonatos con trazadores
radiactivos que reemplazan al fosfato en el
cristal han sido utilizados como medida de
la remodelacion 6sea.” 8

Existen otros iones que pueden ser inter-
cambiados por otras partes del cristal, tal
es el caso del estroncio y del fluoruro.

La medicion de la remodelacion 6sea y los
resultados obtenidos sigue siendo un pro-
blema en la clinica y en la investigacion basi-
ca especialmente con animales, donde los
marcadores bioquimicos 6seos no estan tan
desarrollados

La retencidn corporal de fluoruro ha sido uti-
lizada como trazador del tejido 6seo. Este
método se ha validad contra la captacion de
metil-bifosfonato marcado con %°"Tc. Se
halld que en pacientes en los cuales el pro-
ceso de remodelacion 6sea estaba aumen-
tado, la retencidon corporal de fluoruro se
hallaba aumentada y esto, correlaciona ade-
cuadamente con otros parametros de la
remodelacion 6sea como son la excrecibn
urinaria de hidroxiprolina y de la fosfatasa
alcalina 6sea.® Sin embargo, la técnica care-
ce de adecuada sensibilidad para detectar
pequenos cambios.

La medicidn de la remodelacion 6sea en ani-
males de experimentacidn es necesaria para
evaluar el progreso del tratamiento con dro-
gas que tienen efecto sobre el tejido 6seo,
cuando estas sustancias se encuentran en
fase de desarrollo.

La farmacocinética del fluoruro de sodio y el
monofluorofosfato de sodio han sido exten-
samente estudiadas,'®*? obteniéndose
modelos matematicos precisos para la

obtencion de los parametros en la rata. Este
trabajo muestra el desarrollo de un modelo
matematico, la metodologia y los calculos
necesarios para medir simultaneamente la
remodelacion y formacion Osea en esta
especie. En este trabajo se muestra la vali-
dacién del método en modelos experimenta-
les quirdrgicos con remodelacion 6sea modi-
ficada y valores predictivos del proceso
como son la ovariectomia, el tratamiento
con drogas antirresortivas, la nefrectomia y
la paratiroidectomia.

MATERIALES Y METODOS

El trabajo se realizd con ratas Sprague-
Dawley provenientes del Bioterio central de
la Facultad de Ciencias Médicas de la Uni-
versidad Nacional de Rosario. El nGmero de
animales asi como sexo y edad se especi-
fican en cada uno de los modelos. El pro-
yecto de investigacion fue aprobado por el
comité de Bioética de la Facultad de Cien-
cias Bioquimicas y Farmacéuticas de la Uni-
versidad Nacional de Rosario. El manejo de
los animales se realiz6 acorde con las
reglas internacionales.®*# Antes de cada
cirugia los animales se anestesiaron con
una mezcla de ketamina (6 mg/100 g peso
corporal) y xilazina (0,6 mg/100 g peso cor-
poral), por via intramuscular. La zona de
incision se desinfectd con iodopovidona y
cuando se detectd falta de analgesia sufi-
ciente como para comenzar la cirugia se
realiz6 la inyeccion de 10 ul de clorhidrato
de lidocaina en 4-5 puntos adyacentes a la
zona de incisidbn. Se suturaron los planos
musculares con lino 90 y el cuero con nai-
lon 50. Se desinfecté la herida con clorhe-
xidina e inmediatamente después de la
cirugia los animales recibieron una dosis
intramuscular de ceftriaxona 3 mg/100 g
peso corporal en 0,1 ml de solucidn fisiol6-
gica estéril en el muslo derecho y 0,05
ml/100 g peso corporal de diclofenac de
25 mg/ml por via intramuscular, en el
muslo izquierdo. La dosis de diclofenac se
repitid cada ocho horas durante el primer
dia del periodo post-operatorio. Se colocd
un collar isabelino que se retird pasadas
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48 horas de la cirugia, con el objetivo de
evitar la autoinjuria del animal. Los anima-
les fueron mantenidos en un bioterio con
ciclo luz-oscuridad (12 h-12 h), temperatura
23-27°C, en jaulas metabdlicas individua-
les, con probetas para la provision de agua
y recoleccién de orina, ambas con aprecia-
cion 0,5 ml. Salvo el dia previo a las ciru-
gias en que las ratas se ayunan por 24 hy
el dia posterior que se les proveen 10 g de
alimento; los animales fueron alimentados
con dieta para roedores (Gepsa, Argentina)
ad libitum. Las muestras de sangre se
obtuvieron de la punta de la cola en capila-
res heparinizados.

Medicion de la remodelacion 6sea

El estudio consta de tres etapas que se rea-
lizan en tres dias consecutivos.

Dia 1: Mediciones basales: Se realizd una
inyeccion intravenosa en la vena de la cola,
de 67 ul/100 g de peso corporal de solucion
fisiolégica, bajo anestesia inhalatoria con
éter sulftrico. El objetivo de esta inyeccion
fue reproducir la intervencién que se realiza-
ra en el segundo dia. De esta manera el ani-
mal esta sometido en el dia de mediciones
basales a los efectos de la inyeccion y la
anestesia, situaciones que actlian como fac-
tores importantes de generacion de estrés.
Luego de la inyeccidon se obtuvo una muestra
de sangre. Se recolectd orina durante 24 h.
Dia 2: Mediciones post-minidosis de NaF:
Luego de la recoleccion de orina de 24 hs se
le realizd una inyeccion endovenosa de 1
umol F/100 g de peso corporal (67 ul/100
g de peso corporal de una solucién 15 mmo-
les/I de NaF, Sigma Co., St Louis, MO, USA).
Para esto se llevaron a cabo los mismos
pasos descriptos para la inyeccién de solu-
cion fisiolégica del dia 1. Luego de la inyec-
cidbn de NaF se obtuvieron tres muestras de
sangre a los 3, 18 y 33 minutos de la inyec-
ciobn endovenosa. La primer muestra se
extrajo a los 3 minutos de la inyeccion de
manera que el fluoruro se distribuya unifor-
memente en el compartimiento sanguineo.
Se recolectd orina otras 24h.

Dia 3: Se recolect6 orina de las 24 h post
dosis de NaF.

Lupo y Rigalli: Medicién de la remodelacién 6sea en ratas

Se determind la concentracidn de fluoruro
en muestras de plasma y orina como se des-
cribe mas adelante. En el tercer dia se termi-
noé el estudio, retornando la rata a la condi-
cion previa al estudio.

Calculo de remodelacion, formacion y resor-
cion osea

Para estos céalculos se utilizd un modelo
matematico desarrollado a partir de la far-
macocinética del fluoruro en la rata (ver
Anexo).

Con los valores de fluoremia basal y la con-
centracion de fluoruro de la orina obtenido el
dia 2 se calculd la remodelacion 6sea (resor-
ciobn 6sea + formacion 6sea), que simboliza-
remos en adelante con Vo. Posteriormente,
con las fluoremias medidas en las muestras
obtenidas el dia 2 (3, 18 y 33 minutos luego
de la dosis de NaF) y la concentracion de
fluoruro en orina obtenida el dia 3 se calcu-
6 el valor de resorcion 6sea (Ro). Con los
valores obtenidos de Vo y Ro se obtiene el
valor de formacién 6sea (Fo). Fo y Ro se
miden en umol/l.min

MODELOS BIOLOGICOS CON REMODELA-
CION OSEA MODIFICADA

Insuficiencia renal (modelo de alta remode-
lacion osea)

La insuficiencia renal se indujo por nefrec-
tomia de 5/6 (NFX)*® en 5 ratas macho de
7 semanas. Un grupo de 5 ratas se utilizd
como grupo control con cirugia simulada
(sham NFX). El modelo quirargico implica la
realizacion de dos cirugias separadas por 1
semana: Primer cirugia: luego de la aneste-
sia se le realiz6 la ablacion del rinbn dere-
cho previa incision lumbar paramedial dere-
cha y ligado del pediculo renal. Segunda
cirugia: se realizb una incision sub-frénica
izquierda, y luego de la identificacion del
rindn izquierdo se retird el tejido conectivo
proximo al pediculo renal dejando a la vista
la arteria renal y sus ramas. Se llevd a
cabo una microligadura quirdrgica, por
medio de lupa estereoscdpica de dos de
tres ramas extrarrenales de la arteria renal
izquierda, provocando una necrosis isqué-
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mica de aproximadamente dos tercios
(2/3) del parénquima. Se comprob6 Ila
isquemia por cambios en la coloracion del
tejido, que cambia de color rojo oscuro a
negro. A los animales del grupo control
(sham NFX) se los expuso a una cirugia
simulada, que consisti6 en los mismos
pasos pero sin la extirpacion del rindn dere-
choy la ligadura de las mencionadas ramas
arteriales del rindén izquierdo.

Sesenta dias después de la segunda ciru-
gia los animales NFX y los sham NFX fueron
sometidos a medicidon de la remodelacion,
formacion y resorcion 6sea como se detalld
anteriormente. El mismo dia se determind
el clearance de creatinina para evaluar la
funcién renal, a través de valores de creati-
nina plasmatica, urinaria y el volumen
minuto urinario.

Ovariectomia (modelo de alta remodelacion
0sea) y tratamiento con bifosfonatos
(droga antirresortiva)

Se realizd ovariectomia bilateral (OVX) en
un grupo de 10 ratas hembras de 9 sema-
nas. Cinco ratas ovariectomizadas recibie-
ron inyeccion subcutanea semanal de acido
zoledroénico (0,15 ug/100 g de peso corpo-
ral). Las otras 5 ratas OVX actuaron como
modelo de osteoporosis postmenopausica.
El grupo control estuvo formado por 5 ratas
que fueron sometidas a cirugia simulada
(sham OVX). La ovariectomia se realizd a
través de dos incisiones ventrales parame-
diales y dos ligaduras, una a la altura de la
arteria ovarica y otra en el extremo distal
del Gtero. Se realiz6 luego la excision del
ovario. Sesenta dias después de la ovariec-
tomia y el tratamiento con &acido zoledroéni-
co se midid la remodelacidon 6sea. El éxito
de la ovariectomia fue verificado al finalizar
el experimento por la disminucién del peso
del Utero respecto de los animales sham
OVX.

Paratiroidectomia (Modelo de baja remode-
lacion osea)

Se realizd paratiroidectomia en 5 ratas
macho de 18 semanas (PX) y 5 ratas fueron

sometidas a una cirugia simulada (sham
PX). Se realiz6 una incisibn mediana en el
cuello a la altura del masculo esternohioi-
deo, exponiendo la glandula tiroidea. Con la
ayuda de microférceps, bisturi y una lupa
estereoscopica se realizd la ablacion de
ambas glandulas paratiroideas. Treinta dias
después de la paratiroidectomia se realiz6 la
medida de la remodelacion 6sea. El éxito de
la cirugia fue verificado por medio de la
medicion de calcemia 48-72 horas luego de
la operacion. Los niveles de calcio en plas-
ma menores de 7,5 mg/dl indican el éxito
de la cirugia.

Determinaciones

Calcemia: por espectrofotometria con un kit
comercial (Wiener Lab, Rosario, Argentina).

Creatinina urinaria y plasmatica: por espec-
trofotometria con kit comercial (Wiener Lab,
Rosario, Argentina).

Fluoruria: por potenciometria directa con
electrodo de ion especifico Orion 94-04,
Orion Research Inc., Cambridge MA, USA.*®

Fluoremia: se realizb por potenciometria
directa post destilacion isotérmica del flaor
de las muestras de plasma.®

Analisis estadisticos

Cuando se compararon mas de una muestra
se utilizd el test de Kruskal Wallis y para la
comparacion de dos muestras el test de
Mann Whitney. Se consideraron diferencias
significativas si p <0,05. Por claridad los
resultados se presentaron como
mediazterror estandar, aunque los tests utili-
zados fueron no paramétricos.

RESULTADOS

Insuficiencia renal cronica inducida por
nefrectomia de 5/6 en ratas macho de 120
dias (NFX).

Fo y Ro fueron mayores en ratas NFX con
respecto a sham NFX (Fig 1). El clearance de
creatinina de los animales NFX (1,23+0,3
ml/min) fue significativamente menor que
en el grupo sham NFX (2,5£0,8 ml/min).
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Figura 1. medidas de formacién 6sea (Fo, izquierda) y resorcién 6sea (Ro, derecha) en ratas controles (sham
NFX) y con insuficiencia renal (NFX). Los resultados se expresan como mediatEE por razones de simplicidad,
aunque el analisis estadistico fue el test de Mann Whitney. * indica diferencias significativas respecto de sham
NFX p <0,05.

Osteoporosis postmenopausica inducida to a sham OVX 'y a OVX+Z (Fig. 2). El peso
por ovariectomia sin tratamiento (OVX) y del Gtero (mg/100 g peso corporal) de los
con tratamiento antirresortivo con acido animales OVX (32,3+1,1) fue significativa-
zoledronico (OVX+Z) en ratas de 130 dias. mente menor que en los animales sham
Fo y Ro fueron mayores en OVX con respec- 0OVX (140,0£20,0).
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sham OVX OVX OVX+Z sham OVX ovX OVX+Z

Figura 2. Medidas de formacion 6sea (Fo, izquierda) y resorciéon 6sea (Ro, derecha) en ratas controles (sham
OVX), en ratas ovariectomizadas (OVX) y en ovariectomizadas con tratamiento antirresortivo (OVX+Z). Los resul-
tados se expresan como mediatEE por razones de simplicidad, aunque el analisis estadistico fue el de Krus-
kal Wallis. * indica diferencias significativas respecto de los otros grupos p <0,05.

Hipoparatiroidismo por paratiroidectomia cemia (mg/dl) de los animales paratiroidec-
(PX) en ratas macho de 150 dias tomizados (3,8+1,9) fue significativamente
Fo y Ro fueron significativamente menores menor que en los sham PX (9,7x0,9).

en PX respecto de Sham PX (Fig. 3). La cal-
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n- ]
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Figura 3. Medidas de formacion 6sea (Fo, izquierda) y resorcién 6sea (Ro, derecha) en ratas controles (sham
PX) y con paratiroidectomia (PX). Los resultados se expresan como media+EE por razones de simplicidad, aun-
que el anélisis estadistico fue el test de Mann Whitney. * indica diferencias significativas respecto de sham PX
p <0,05.
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DISCUSION

Los valores de resorcion 6sea (Ro) y forma-
cion o6sea (Fo) obtenidos coincidieron con
los valores esperados de dichas variables
en los modelos biol6égicos estudiados. El
método propuesto es de baja complejidad
aunqgue presenta algunas limitantes y des-
ventajas: 1. La aplicacion del método en
ratas en tratamiento con compuestos que
contienen flGor requiere correcciones adi-
cionales (no presentadas en este trabajo).
2. Fo y Ro dependen de la precision en la
medicion de la concentracién de fldor. 3. La
inyeccion endovenosa, aunque es una téc-
nica de baja complejidad, requiere adiestra-
miento especial y es dificultosa en anima-
les de bajo peso corporal. Por otro lado se
pueden enumerar sus ventajes respecto de
otros métodos de medicion de la remodela-
cion 6sea: 1. Bajo costo. 2. Mini-invasivi-
dad. 3. Reducido volumen de sangre. 4.
Permite el seguimiento de tratamientos
con otras drogas. 5. El mismo marcador es
utilizado para medir ambos procesos. 6. Da
una medida de resorcién y formacion 6sea
gue hace referencia a todo el esqueleto.
Se estan realizando mediciones histomor-
fométricas estaticas de los huesos de los
animales que participaron en el estudio,
asi como determinaciones bioquimicas de
marcadores 6seos (desoxipiridinolina urina-
ria y fosfatasa alcalina 6sea). La correla-
cion entre los valores de estos métodos
aceptados para la medicidon de la remode-
lacion y los valores obtenidos con este
método aportaran mayor validez a la meto-
dologia planteada.
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ANEXO: Modelo matematico para la deter-
minacion de la remodelacion osea.

Modelo en ausencia de una dosis externa
de fluoruro:

La distribucion del fluoruro en diferentes
compartimientos biolégicos se puede repre-
sentar a través del esquema de la figura 4

Fo
/
Ro
[F] Vu-
plasma \
S v
Figura 4.

Donde Fo: velocidad de ingreso de fluoruro
al tejido 6seo que sera considerado una
estimacion del proceso de formacion 6sea.
Ro: velocidad de salida de fluoruro del tejido
6seo, que sera utilizado como estimacion de
la resorcién 6sea. Vu+: velocidad de filtra-
cion renal de fluoruro, Vu-: velocidad de
reabsorcion renal de fluoruro. [U]: concen-
tracion urinaria de fluoruro. [F]: concentra-
cion plasmatica de fluoruro.

La concentracion de fluoruro en plasma ([F])
depende de los procesos mencionados: Fo,
Ro, Vu+ y Vu-.

La variacion de [F] puede representarse por
la siguiente ecuacidn diferencial:

dcl'l:lt:]= Vo-Vu
donde
Vo=Ro-Fo
Vu=Vu, -Vu_
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Vo: remodelacién 6seay Vu: manejo renal de
fluoruro.

En ausencia de dosis de fluoruro, la concen-
tracion de fluoruro en plasma tiene un valor
constante, hallandose esta variable en esta-
do estacionario. Por lo tanto

d[F ]
TgmVo-Vu=0

por otra parte, la excrecion renal de fluoruro
(Vu) que depende de la concentracion plas-
matica del mismo, se puede representar por
la siguiente ecuacion diferencial:

d([itU]= kulF]=Vu ()

De (1) se deduce que

Vo=Vu

por lo tanto la variacion de la concentracion
de fluoruro en orina se puede expresar por
la siguiente ecuacidn diferencial:

d\U
dul_,.
dt
Resolviendo la ecuacion diferencial:

“[U]= vo.fd
U |= Vo. t
J f

Como [U,] =0, resulta
[U]= Vot

por lo tanto la remodelacion 6sea (Vo) se
calcula por

voo Ul
t

donde [U] es la concentracién de fluoruro
urinaria acumulada durante 24 h y t es el
tiempo durante el cual se recolectd la orina.

Luego de una dosis externa de fliior

Luego de una dosis intravenosa de NaF, la
distribucion del anidn se puede representar
esquematicamente como se muestra en
figura 5.

Lupo y Rigalli: Medicién de la remodelacion 6sea en ratas

Dosis
externa de
F Fo
. Ro(despreciable)
[F] Vu-
plasma
U
\‘ = w
Figura 5.

Donde las variables son las mismas que las
descriptas para el modelo en ausencia de
una dosis externa (figura 4).

En estas condiciones la concentracion de
fluoruro en plasma puede ser representada
por la siguiente ecuacion diferencial:

ElJ:E]::'\/o-—\/u
dt

donde

Vo =Ro-Fo

Reescribiendo la ecuacion

d[F]= Ro - Fo—-Tu
dt

Luego de una dosis externa de fllor, se
supone que el proceso de salida de fluoruro
del hueso (Ro) es despreciable con respec-
to al ingreso de fluoruro al hueso (Fo) y a la
depuracion urinaria de fluoruro (Vu). Por lo
tanto:

M =—Fo—Vu
dt (4)

Al resolver esta ecuacion se tiene en cuenta
que la salida de fluoruro del esqueleto
depende de la cantidad de fluoruro en el
hueso, mientras que el ingreso de fluoruro
al tejido 6seo depende de la concentracion
del anién en el liquido extracelular. Ambas
consideraciones quedan representadas en
las siguientes ecuaciones:

Ro = kro.[Foseo] (5)
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Donde kro es la constante de velocidad del
proceso de salida de fluoruro del hueso y
[Foseo] la concentracion de fluoruro 6seo.

Fo = kfo.[F] (6)

Donde kfo es la constante de velocidad de
entrada de fluoruro al hueso

En base a estas dos ecuaciones se puede
fundamentar la suposicion realizada respec-
to de Ro. Luego de una dosis de NaF la [F]
es elevada, mientras que en ese mMismo
intervalo de tiempo la [Foseo] se mantiene
constante y sera baja si el animal no ha sido
expuesto durante largos periodos de tiempo
a tratamiento con compuestos con flGor.
Dado que los procesos estudiados son de
orden 1, las constantes se pueden operar
algebraicamente.

Reemplazando en la ecuacion (4) las ecua-
ciones (6) y (2), resulta

“'d[ti ~ifo [F - kulF = ~(fo+ ku [ F = ~ke[F ]

ke =kfo+ku (7)

Eliminando términos de la igualdad:

A7), el

(8)

Integrando ambos miembros de la ecuacion
diferencial (8)

alr]_
= ket

[Ji [7] e[

Resolviendo:

[F]_

Donde [F] y [F] son las concentraciones
plasmaticas de fluoruro a un dado tiempo y
al tiempo inicial luego de la inyeccién endo-

venosa de NaF, respectivamente.

Reordenando la ecuacion (9):

Fl-l e

Reemplazando la concentracion inicial ([Fo])
por el cociente entre la dosis intravenosa
(D,) y el volumen de distribucion (Vd), obte-
nemos

D, _

[Fl= =2e™! au
Vd

Rectificando la ecuacion (11)

ln[F ]= In % —ket (12)

Con los datos de las concentraciones de
fluoruro en plasma luego de la minidosis de
NaF se obtienen los parametros de la ecua-
cién (12): su pendiente (ke) y su ordenada al

Do)

origen (1n ) Dado que Do es conocido se

puede obtener el valor de Vd, por medio del
valor de la ordenada al origen.

La variacion de la concentracion de fluoruro
en orina: [U], luego de la dosis intravenosa
de NaF esta dada a partir de la siguiente
ecuacion:

W1 fr] =

Reemplazando la ecuacion (10) en (13) se
obtiene

aju ke
%L ku.[Fo ].e ke

Resolviendo la ecuacién anterior

[v] t
dlu]= kulF, ]fe"“’".dt
U] 0
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Cuya solucién es:

(R o I L PO
ke

Como [Uo]=0

_ kuD() _ —ke.t
- vare 1Te )

(14)

Luego de 24 hs de la mini dosis de NaF se
puede considerar que el fluoruro no retenido
en el hueso se ha excretado completamente
por orina. Este tiempo es suficientemente
largo como para considerarse a la excrecion
urinaria es a tiempo infinito ([U] ). Por lo
tanto la ecuacién (14) resulta:

) 1: ku.DO ket _
lim[U J-lim === (1 e = [U],
Por lo tanto:

ku.D
U - 0
]. Vd ke (15)

Reemplazando en la ecuacién anterior los
valores obtenidos de [U]_(a partir de la fluo-
ruria luego de 24 post inyeccidn), Vd (obteni-
do por medio de la ordenada al origen de la
recta correspondiente a la ecuacion 12), D,
(mini dosis inyectada) y ke (pendiente de la
recta de la ecuacion 12) se obtiene ku.

Con los valores obtenidos de ke y ku, y la
ecuacion (7) se obtiene kfo. Por medio de la
ecuacion (6) y la concentracién de fluoruro
basal se obtiene Fo. Finalmente, con el valor
de la remodelacion 6sea (Vo) obtenido en la
ecuacion (3) y el valor de la formacién 6sea
(Fo) se obtiene la medida de resorcion 6sea
(Ro) por la ecuacion.

Vo=Ro-Fo.

Lupo y Rigalli: Medicién de la remodelacion 6sea en ratas
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