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fallas en la mineralizacidon de la matriz extracelular
pueden afectar tanto a las piezas dentarias como a
su aparato de sostén, conduciendo al fracaso de los
tratamientos odontoldgicos. Existe poca evidencia
cientifica sobre modelos animales que permitan es-
tudiar la respuesta de tejidos dentarios/paradenta-
rios frente a este tipo de desérdenes. El objetivo del
presente trabajo fue estudiar experimentalmente al-
teraciones de la biomineralizacién inducidas por bis-
fosfonatos en ratas Wistar. Para ello, 20 ratas Wistar
hembras y machos (35+10 g) fueron tratados con 20
mg/kg de etidronato bisddico (EHBP) o solucidn fi-
siolégica (control) via intraperitoneal 5 veces por se-
mana durante 3 semanas. Luego de la eutanasia, se
extrajeron las mandibulas para su procesamiento y
analisis histoldgico (H&E). Mediante microfotografias
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se observo en machos. Los resultados del presente
estudio demuestran que el EHBP, en la dosis y tiempo
estudiados, altera los procesos de biomineralizacion
tanto del tejido 6seo como de los tejidos dentarios.
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ABSTRACT

Systemic disorders of mineral homeostasis or
alterations in the mineralization of the extracellular
matrix can affect both dental and supportive tissues,
leading to the failure of dental treatments. There is
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a lack of scientific information about animal models
that allow to study the response of dental/paradental
tissuesinthistype of disorders. The aim of the present
work was to study the biomineralization alterations
induced by bisphosphonates in Wistar rats and to
study the response of dental and paradental tissues.
Twenty Wistar rats (35+10 g) were divided in control
(females, males) and EHBP (females, males) groups.
The EHBP group received 20 mg/kg of ethidronate
bisodiumintraperitoneally 5times a week for 3weeks,
while the control group received saline solution. After
euthanasia, mandibles were resected and processed
histologically to obtained oriented sections for H&E
staining. Photomicrographs were used to evaluate:
Bonearea/totalarea, periodontalligament thickness,
dentin and cement area. Results were statistically
analyzed using the Student’s T test for comparisons
between groups and the 2-way ANOVA test for
male and female comparisons. The EHBP groups
showed a higher amount of non-mineralized osteoid,
dentin and cement compared to control groups,
being more evident in females. Females in the EHBP
group showed a significant decrease in periodontal
ligament thickness compared to controls, although
this profile was not observed in males. The results
of the present study demonstrate that EHBP, at the
dose and time studied, alters the biomineralization
processes of both bone and dental tissues.

Keywords: Biomineralization, bisphosphonate, dental
tissues, interradicular bone tissue.

INTRODUCCION

Las piezas dentarias y su aparato de sostén estan
constituidas tanto por tejidos blandos (pulpa, ligamen-
to periodontal) como por tejidos duros (esmalte, denti-
na, cemento, hueso alveolar). La dentina, el cementoy
el hueso son tejidos conectivos mineralizados forma-
dos por una matriz extracelular y células caracteristi-
cas propias de cada uno de ellos. La matriz extracelu-
lar esta formada por una parte organica, constituida
principalmente por fibras de colageno tipo Iy en me-
nor medida por proteinas no colagenosas, y otra in-
organica, constituida por cristales de hidroxiapatita
[Ca,(PO4),(OH),]. El porcentaje de mineralizacion de
estos tejidos varia desde un 45% en cemento hasta un
70% en dentina y hueso (Abou Neel et al., 2016).

El proceso de biomineralizacion de los tejidos duros
ocurre durante toda la vida. En este proceso, las fi-
bras de colageno forman un andamiaje sobre el cual
se depositan los cristales de fosfato de calcio ordena-
damente, esto ocurre de manera similar en todos los
tejidos mineralizados confiriéndoles las propiedades
mecanicas requeridas para su funcién (Cianferotti,
2022). Un desequilibrio en dicho proceso puede afec-
tar la calidad, el desarrollo y el normal funcionamien-
to de las piezas dentarias y de su aparato de sostén.
Tanto los procesos fisiologicos como las terapéuti-
cas odontoldgicas podrian verse condicionadas por
los defectos en la biomineralizacion.
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Dentro de los defectos mas estudiados en la biomine-
ralizacion se encuentran la hiperosteoidosis (acumus-
lacion de matriz organica no mineralizada en tejido
0seo) y la hipomineralizacién (déficit de mineraliza-
cion de los tejidos duros) (Matsushima et al., 2003).
Estas patologias pueden surgir como consecuencia
del déficit de vitamina D, hipofosforemia o pueden ser
generadas por farmacos como bisfosfonatos (Rico
Lenza, 2002).

Los bisfosfonatos son productos sintéticos analogos
al pirofosfato que se depositan directamente en la
superficie externa del hueso, por lo que disminuye
la capacidad de union del osteoclasto en un 30-40%,
reduce la acumulacion de protones y la sintesis de
proteinas en estas células, actuando como potentes
inhibidores metabdlicos. Estudios demostraron que
los bisfosfonatos retardan la resorcion dseay por lo
tanto son utilizados en el tratamiento de patologias
o0seas (Ponte Fernandez et al., 2006).
Particularmente, el etidronato es un bisfosfonato de
primera generacion que ha sido utilizado durante al-
gunos afos en el tratamiento de osteogénesis imper-
fecta, enfermedad de Paget, etc. Sin embargo, se ha
descubierto que este tipo de bisfosfonatos inhiben la
mineralizacion de la matriz 6sea e interfieren en los
procesos de cicatrizacion de fracturas ya que tienen
la capacidad de unirse al calcio e inhibir la formacién
de cristales y su disolucion (Watts y et al., 2020). Se
ha observado, ademas, que altas dosis de etidronato
o su utilizacién en tratamientos prolongados gene-
ran osteomalacia, una patologia 6sea caracterizada,
entre otras cosas, por producir hiperosteoidosis.
(Hatano et al., 2021; Thomas et al., 1995; Boyce et al.,
1984).

Si bien la hiperosteoidosis esta ampliamente estu-
diada en huesos largos, es escasa la literatura que
reporta el impacto de esta patologia en maxilares y
piezas dentarias. (Fouda et al., 1991; Van Den Bos y
Beerttsen, 1987). Es por ello, que el objetivo del pre-
sente trabajo fue estudiar experimentalmente las
alteraciones de la biomineralizacién inducidas por
bisfosfonatos en ratas Wistar.

MATERIALES Y METODOS

ANIMALES

Se utilizaron 20 Ratas Wistar machos (n=8) y hem-
bras (n=12) de 21 dias de edad y 30«5 g de peso cor-
poral. Las condiciones de héabitat incluyeron jaulas
de alambre galvanizado, con un maximo de 4 anima-
les por jaula a una temperatura de 21-24 °C, una hu-
medad de 52-54%y un fotoperiodo de 12 hs luz/oscu-
ridad. Los animales tuvieron libre acceso a la bebida
y al alimento (dieta estandar para rata-ratén marca
Cooperacion, Argentina). El protocolo experimental
fue aprobado por el Comité de Etica de la Facultad
de Odontologia de la Universidad de Buenos Aires (N°
CICUAL-ODON/FOUBA 001-2023) siguiendo las pau-
tas establecidas para el cuidado y uso de animales
(NRC, 2011).



DISENO EXPERIMENTAL

La mitad de los animales (4 machos y 6 hembras) fue
tratada con 20 mg/kg de etidronato bisédico (EHBP)
(Gador SA, Argentina) y la otra mitad con solucién fi-
sioldgica (control) via intraperitoneal 5 veces por se-
mana durante 3 semanas. Al cabo de 3 semanas, se
practico la eutanasia con dosis intraperitoneales de
5 mg/kg xilacina (Laboratorio Konig, Argentina) y 50
mg/kg de ketamina (Laboratorio Holliday, Argentina)
y una dosis intracardiaca de euthanyle (0,1-0,3 ml).
Se extrajeron maxilares inferiores. Las muestras
fueron fijadas en una solucion 10% formaldehido-PBS
pH 7.4 durante 48 hs, fueron descalcificadas en una
solucion 4M EDTA en 0.4M NaOH (Anedra, Argentina)
pH 7.2 a temperatura ambiente y fueron procesadas
histolégicamente para su inclusién en parafina. Se
realizaron cortes de hemimaxilares orientados en
sentido mesio-distal a nivel del primer molar inferior
y se colorearon con H&E.

ESTUDIOS MORFOMETRICOS

Se tomaron microfotografias digitales y median-
te la utilizacion del software Image Pro Plus 5.1
(UTHSCSA) se realizaron determinaciones histomor-
fométricas segun Dempster et al. (2013). En el area
gue se muestra en la figura 1, se evaluaron los si-
guientes parametros: Area dsea/area total (%), es-
pesor de ligamento periodontal (um), area de dentina
(mm?) y area de cemento (um?).

ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados se expresaron como la media + des-
vio estandar. Se analizaron estadisticamente me-
diante el test T de Student para comparaciones entre
grupos del mismo sexo y el test ANOVA de 2 vias para
las comparaciones entre hembras y machos usando
el software InfoStat. Valores de p<0.05 se considera-
ron estadisticamente significativos.

RESULTADOS

Durante el tiempo de tratamiento con EHBP, se rea-
lizé el seguimiento de los animales mediante la ob-
servacion de su comportamiento y ganancia de peso
corporal. Los animales no presentaron sintomas

FIGURA 1. Areas de medicion de hueso interradicular de primer
molar (a), de ligamento periodontal (b).
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FIGURA 2. Curva de peso corporal diaria de hembras (a) y de
machos (b) durante el ensayo.

de deshidratacién, dolor, ni cambio de coloracién o
textura del pelaje (dato no mostrado). Tampoco se
observaron diferencias significativas en el peso cor-
poral entre grupos tratados ni en hembras, ni en ma-
chos (Figura 2).

El andlisis histolégico de los maxilares por microsco-
pia 6ptica convencional, mostré zonas no mineraliza-
das en dentina, en cementoy en hueso alveolar en los
grupos que recibieron EHBP independientemente del
sexo de los animales (Figura 3).

Al analizar los tejidos dentarios se observé un au-
mento significativo en el porcentaje de tejido dseo
no mineralizado u osteoide en ambos grupos trata-
dos con EHBP respecto a su control (%) (hembras:
control:1.56+1.5 y EHBP:23.8+4.1; machos: con-
trol:1.6+0.6 y EHBP:7.7+0.8). Un hallazgo importante
es que el porcentaje de osteoide en ratas tratadas
con EHBP fue significativamente mayor en hembras
que en machos (%) (hembras EHBP: 23.8+4.1; machos
EHBP: 7.7+0.8, ANOVA 2 vias). Las hembras tratadas
con EHBP ademas presentaron un aumento signifi-
cativo de area dsea total con respecto al control (%)
(control:37.7+3.8; EHBP:46.4+1.5). A pesar de las di-
ferencias halladas en el porcentaje de osteoide, los
machos no mostraron diferencias significativas en
el area 6sea total entre grupos (%) (control:41.6+0.2;
EHBP:41.7+0.9) (Figura 4).
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FIGURA 3. Microfotografias de dentina, de hueso interradicular

y de cemento de hembras control (a,c) y EHBP (b,d). Notese la
diferencia de coloracidn entre las zonas no mineralizadas () y las
mineralizadas (*). H&E.

Se registrd un menor espesor de ligamento perio-
dontal en hembras del grupo EHBP respecto del gru-
po control (control:486+111; EHBP:186+92) (p<0.05).
Sin embargo, los machos no mostraron la misma
tendencia (control:475+36; EHBP:434+112) (p>0.05)
(Figura 5).

El porcentaje de dentina no mineralizada aumenté
significativamente en animales que recibieron EHBP
respecto de los controles (p<0.05) tanto en hembras
(control:6,3+1,3; EHBP: 14,3+1,3) como en machos
(control: 5,7+2,3; EHBP:11,6+2,5), siendo mas marca-
das las diferencias en hembras. La misma tendencia
se observa en el cemento (Figura 6).

DISCUSION

Los resultados del presente estudio demuestran que
la administraciéon crénica de EHBP en una concen-
tracion de 20 mg/kg altera significativamente los
procesos de biomineralizacion del hueso alveolar, de
la dentina y del cemento conduciendo a la acumula-
cion de matriz extracelular no mineralizada en ellos.
Estudios clinicos han observado que la administra-
cion de EHBP en el tratamiento de enfermedades
como la enfermedad de Paget afecta la formacién
d6sea produciendo un cuadro similar a osteomalacia
(Gibbs et al., 1986; Hoppé et al., 2012). Estudios in
vivo, realizados por Jowsey et al., (1970), han demos-
trado que la administracion de EHBP genera un au-
mento de osteoide en huesos largos. En este trabajo
se observd que el EHBP también produce un aumento
de osteoide en el hueso interradicular y esto podria
deberse a la capacidad del EHBP de unirse al calcio e
inhibir la formacidn de cristales y su disolucion.

Los tejidos mineralizados del organismo son el tejido
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FIGURA 4. Microfotografias de hueso interradicular
correspondientes a hembras (a,c) y a machos (b,d). H&E. Graficos
correspondientes al porcentaje area dsea/area total en funcion
del tratamiento en hembras (e) y machos (f). Los resultados se
expresan como el promedioxdesvio estandar. *p<0.05 (Test T de
Student).

dseo y los tejidos dentarios, los cuales comparten
varios mecanismos que gobiernan su desarrollo y
mineralizacion (Kovacs et al., 2021). En este trabajo,
la administracion de EHBP no solo alterd la minerali-
zacion del tejido 6seo, sino que también aumento el
porcentaje de dentina no mineralizada. Estos resul-
tados coinciden con lo observado por Larsson (1974)
en un ensayo en el cual mostré que la administracion
de 7.5y 10 mg de EHBP en cortos periodos de tiempo
inhibe la deposicion de cristales de hidroxiapatita de
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FIGURA 5. Microfotografias donde se observa el ligamento
periodontal en hembra control (a) y con EHBP (b). Notese que en
algunos sectores del area bajo la furca el ligamento periodontal
esta casi ausente (punta de flecha). Graficos correspondientes
al espesor del ligamento periodontal en funcion del tratamiento
en hembras (¢) y machos (d). Los resultados se expresan como el
promedio+desvio estandar. *p<0.05 (Test T de Student).

la dentina durante la formacion de las piezas denta-
rias de la rata. Contrariamente, Bozal et al., (2005),
mostraron que ratas tratadas con dosis de 7 mg/kg
de EHBP aplicado no mas de 48 horas produjo efec-
tos positivos como quelante de metales y procesos
anabdlicos demostrando que no solo la cantidad de
droga es determinante en el efecto bioldgico sino
también el medio y tiempo de exposicion. Beertsen et
al., (1985), observaron que el EHBP inhibe la forma-
cion de dentina circumpulpar en el incisivo de creci-
miento continuo de la rata principalmente debido a
la interaccion del EHBP con los cristales y en menor
medida por la inhibicion que genera en la sintesis de
fosfoproteinas de la matriz dentinaria. En concor-
dancia con los resultados obtenidos en dentina, en
este trabajo, el EHBP generd un aumento de cemento
no mineralizado. Los tejidos paradentarios también
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FIGURA 6. Graficos correspondientes al area de dentina 'y
cemento en funcidn del tratamiento en hembras (a,c) y machos
(b,d). Los resultados se expresan como el promedio+desvio
estandar. *p<0.05 (Test T de Student)

se vieron afectados, dado que se observo una dismi-
nucion del espesor de ligamento periodontal en ratas
tratadas con EHBP. En algunos casos y en ciertas zo-
nas de la furca el ligamento se vio invadido en todo
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su espesor por tejido osteoide. Esto condice con los
ensayos de Schaaf et al., (1978), en donde hamsteres
que recibieron EHBP durante 6 meses mostraron an-
quilosis con concomitante pérdida de ligamento pe-
riodontal y cemento.

Dadas las deficiencias en la mineralizacion encontra-
das en nuestro modelo a nivel de hueso interradicu-
lar, dentina 'y cemento, podemos decir que el nuestro
es un modelo de hiperosteiodosis. La hiperosteoi-
dosis es una caracteristica de las patologias dseas
como el raquitismo y la osteomalacia. El raquitismo
ademas presenta alteraciones en el cartilago de cre-
cimiento dado que afecta a pacientes en crecimiento
(Corréa et al., 1992; Uday y Hogler, 2020). Nuestros
resultados mostrarian mayor compatibilidad con un
cuadro clinico de osteomalacia.

Los estrégenos son factores que influyen sobre el
metabolismo 6seo. Estas hormonas tienen un papel
importante en el crecimiento largo y ancho de los
huesos durante la pubertad y en la regulacion hor-
monal de la remodelacion désea (Noirrit-Esclassan
et al.,, 2021). Se sabe que los osteoblastos poseen
receptores de estrégenos que estimulan la sintesis
de osteoprotegerina modulando indirectamente la
actividad osteoclastica. De esta manera, las mujeres
posmenopausicas al presentar un rapido descenso
en los niveles de estrdogenos durante el climaterio
presentan una mayor predisposicién a desarrollar
osteoporosis que los hombres de edad adulta (Choi
et al.,, 2021). En este trabajo se observoé que las hem-
bras resultaron ser mas susceptibles que los machos
a la influencia del EHBP dado que mostraron valores
de osteoide significativamente mayores.

Enlos ultimos afos, se ha sugerido que el aislamiento
obligatorio por la pandemia COVID-19 podria haber
provocado una disminucion en los niveles de Vit D sé-
ricos provenientes de la absorcién cutanea. Lo cual
afecta la captacién de calcio intestinal produciendo
una hipocalcemia. La disminucion de calcio en san-
gre desencadenaria, entre otras cosas, alteraciones
en los procesos de biomineralizacidn predisponiendo
a la aparicion de patologias 6seas. En este contexto
es esperable que pacientes con este tipo de altera-
ciones se presenten con mayor frecuencia a la con-
sulta odontoldgica.

Tener en cuenta las caracteristicas de los tejidos
mineralizados es importante al momento de decidir
y pronosticar el éxito de diferentes tratamientos
odontolégicos. Hoy en dia es habitual la consulta por
desdrdenes en la oclusion, muchos de los cuales se
tratan con ortodoncia. Es sabido que los movimien-
tos ortoddncicos requieren condiciones saludables
del tejido dseo, por lo tanto, modelos experimentales
de alteraciones en la biomineralizacion contribuirian
al estudio y esclarecimiento de los mecanismos invo-
lucrados en la mecanica ortoddncica.

CONCLUSIONES
En el presente estudio se demuestra que la adminis-
tracién continua de EHBP en una concentracion de
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20 mg/kg altera significativamente los procesos de
biomineralizacion del hueso alveolar, la dentina y el
cemento, conduciendo a la acumulacion de matriz
extracelular no mineralizada en ellos y en el espacio
del ligamento periodontal. Por otro lado, las ratas
Wistar hembras recién destetadas desarrollan cua-
dros de alteracién en la mineralizaciéon mas severos
que los machos de la misma edad.

Contar con un modelo eficiente y reproducible de
alteraciones en la biomineralizacion, permite desa-
rrollar diferentes lineas de investigacién para dilu-
cidar el comportamiento de los tejidos mineralizados
en respuesta a procesos fisioldgicos y terapéuticos,
entre los cuales podriamos mencionar el movimiento
dentario. Los resultados de dichas investigaciones
permitirian adecuar el diagndstico, prondstico y te-
rapéuticas odontoldgicas a pacientes con este tipo
de alteraciones.
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