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Resumen

Estudios previos han demostrado que los aminobisfosfonatos, como el alendronato de sodio es un
potente inhibidor de la reabsorcion 6sea, incrementa la densidad mineral del hueso y reducen los riesgos
en fracturas de mujeres posmenopausicas. El objetivo de este estudio fue desarrollar e investigar una
nueva formulacién en base a Alendronato, para ser colocada en forma subcutanea en el sitio quirdrgico.
Materiales y métodos: La formula farmacéutica fue preparada con una dosificacion de 0,5 mg/Kg de
peso, se le adicioné buffer especiales, con un pH final de 5,5 en medios estériles. El control fueron buffers
sin principios activos. El efecto de alendronato se evalué en ratas machos Wistar (de 9 semanas de edad
y un peso 176-214 g, n=8 por grupo), las cuales fueron divididas en dos grupos uno control y otro
problema, La droga se inyectd en forma subcutanea en tiempos O, 7, 14 y 30 dias. Los animales fueron
anestesiados con una solucion de Ketamina/xilazina. Se realiz6 en la tibia incisiones las cuales no fueron
rellenadas. Todos los animales fueron sacrificados por sobredosis con éter. Los parametros estudiados
fueron evaluacién histopatolégica observando infiltraciéon de células inflamatorias (ICI), nUmero y
morfologia de osteoclastos, lagunas de reabsorcion (superficie del osteoclasto) y actividad osteoclastica.
El andlisis estadistico se realiz6 con el test chi cuadrado. Resultados: Los datos obtenidos no revelan
diferencias estadisticamente significativas entre el grupo control y el grupo alendronato con respecto a
(ICI), numero de osteoclastos y actividad osteoblastica. En cuanto a la morfologia de osteoclastos,
lagunas de reabsociéon (superficie del osteoclasto) y actividad osteoclastica, las diferencias estadisticas
fueron significativas entre los dos grupos, favoreciendo al grupo que utilizé alendronato. Tejido oseo en
remodelado, con trabéculas conteniendo osteoblastos con osteocitos viables e importante actividad
osteoblastica y osteoplastica. En cuanto a la actividad de fosfatasa alcalina las diferencias estadisticas
fueron notorias entre los grupos. Los valores inclusive fueron variando con los dias de tratamiento
deduciendo la actividad 6sea con los sucesivos tratamientos. Tiempo 0: 480,00 Ul/I Tiempo 7:500,00
Ul/1 Tiempo 15:652,00 Ul/I Tiempo 30:824,00 Ul/I Conclusiones: Estos estudios preliminares sugieren
que el alendronato colocado en forma parenteral podria ser efectivo en la prevencion de la pérdida 6sea
en las patologias 6seas de la cavidad oral.

Palabras claves: Bisfosfonatos, Alendronato, Biopolimeros, remodelacién 6sea.

Abstract

Previous studies have shown that aminobisfosfonatos, such as alendronate sodium is a potent inhibitor of
bone resorption, increases bone mineral density and reduce the risk of fractures in postmenopausal
women. The objective of this study was to investigate and develop a new formulation based on
Alendronate, to be placed in subcutaneously in the surgical site. Materials and Methods: The
pharmaceutical formula was prepared with a dosage of 0.5 mg / kg, he added buffer special, with a final
pH of 5.5 means sterile. The control buffers were no active ingredients. The effect of alendronate was
evaluated in male Wistar rats (9 weeks of age and weighing 176-214 g, n = 8 per group), which were
divided into two groups and one control another problem, the drug is injected in the form subcutaneous
times O, 7, 14 and 30 days. The animals were anesthetized with a solution of Ketamine / xilazina. We
performed in the tibia incisions were not filled. All animals were sacrificed by overdose with ether. The
parameters studied were watching histopathologic evaluation infiltration of inflammatory cells (ICl), the
number and morphology of osteoclasts, gaps reabsorption (surface of the osteoclast) and osteoclast
activity. Statistical analysis was performed with the chi-square test. Results: The available data do not
reveal any statistically significant difference between the control group and the group with regard to
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alendronate (ICIl), number of osteoclasts and osteoblastica activity. In terms of the morphology of
osteoclasts, gaps reabsocion (surface of the osteoclast) and osteoclast activity, the statistics were
significant differences between the two groups, favoring the group that used alendronate. Tissue oseo in
remodeled, with trabeculae containing osteoblasts with osteocitos viable and important activity
osteoblastica and osteoplastica. As for the activity of alkaline phosphatase statistics were glaring
differences between the groups. The values were even varying with the day's treatment by deducting the
activity of bone with successive treatments. Time 0: 480.00 IU / Time 7:500,00 IU / Time 15:652,00 IU /
Time 30:824,00 IU / |1 Conclusions: These preliminary studies suggest that alendronate placed in
parenteral form could to be effective in preventing bone loss in bone diseases of the oral cavity.

Keywords: Bisphosphonates, Alendronate, Biopolymers, bone remodeling.

Introduccién

Diversas situaciones fisioldgicas y/o patoldgicas pueden inducir la pérdida de tejido 6seo. El hueso es una
masa mineralizada que tiene un desarrollo y mantenimiento muy dinamico, donde estan involucrados
procesos muy complejos como ser crecimiento endocondral, modelaciéon y remodelacion. En tal sentido,
se han propuesto diferentes biomateriales y drogas que serian capaces de desencadenar procesos
biolégicos, para iniciar la recuperacion de tejido 6seo perdido.(1)

Los bisfosfonatos, difosfonatos o bifosfonatos (BP), son nuevos farmacos de disefio, de gran utilidad en el
diagnéstico y tratamiento de ciertas enfermedades metabdlicas 6seas. Estos farmacos constituyen una de
las innovaciones terapéuticas mas importantes de los Ultimos afos en el control de la osteoporosis y de la
enfermedad 6sea de Paget. (2)

Los BP son compuestos sintéticos analogos a pirofosfatos y tienen gran afinidad por los cristales de la
matriz mineralizada, permaneciendo alli mucho tiempo ejerciendo una potente disminucion de la
resorcion 6sea. La eficacia antiresortiva de los diferentes BP radica en su cadena lateral que parte del
atomo de carbono. Se ha demostrado que los BP, especialmente el alendronato, suprimen la resorcion
6sea por favorecer la apoptosis de osteoclastos, e inhibir su diferenciacion durante su proceso de
maduracion. (3,4)

Los BP se unen al mineral 6seo y pueden inhibir la resorcion dsea por diversos mecanismos, actuando
sobre el osteoclasto. Las diferentes generaciones de BP tienen efectos diferentes. Pueden producir
toxicidad por formar analogos del ATP o inhibir la enzima farnesil pirofosfato sintetasa con la consecuente
inhibicion de la prenilacion de proteinas. De esta manera los BP disminuyen la adherencia del osteoclasto
a la matriz 6sea y aumentan su apoptosis. La inhibicién del proceso resortivo se acompafia de la accion
osteoblastica que rellenan los tineles de reabsorcidon. De esta manera se observa un aumento de la masa
o6sea. La matriz 6sea es un depdsito de factores de crecimiento que se liberan cuando el osteoclasto
degrada el hueso en el proceso de remodelacion y, estos factores actian sobre precursores de
osteoblastos. (5)

Se sabe que el tratamiento con estas drogas aumenta la produccién de hueso, es decir, el nimero de
sitios en los que el hueso se remodela, ademas, la formacién de hueso supera la reabsorcidon en estos
sitios remodelados, y como consecuencia de ello se producen ganancias progresivas en la masa 6sea. (4)

La fosfatasa alcalina es una enzima que se encuentra en todos los tejidos. Los tejidos con
concentraciones particularmente altas son, entre otros: el higado, los conductos biliares, la placenta y el
hueso. Puesto que los tejidos enfermos o deteriorados liberan enzimas en la sangre, las mediciones de
fosfatasa alcalina en suero pueden ser anémalas en muchas condiciones que incluyen la enfermedad
o6sea.(6)

Diversos estudios han demostrado que el uso de BP podria ser beneficioso en la prevencion de la perdida
6sea en la enfermedad periodontal; de la misma manera, su aplicacion tépica seria Gtil para incrementar
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la cantidad periférica de hueso periimplantario; lo que demostraria su utilidad en la practica odontoldgica.
(7.8)

El objetivo de esta investigacion fue analizar parametros histopatolégicos y valores de fosfatasa alcalina
derivados del uso sistémico (in vitro) con alendronato, para prevenir la reabsorcion 6sea, posterior a la
cirugia odontoloégica.

Materiales y métodos

Preparacion de la formulaciéon

La formula farmacéutica fue preparada con una dosificacién de alendronato de 0,5 mg/Kg de peso, en
una concentracion de 0,875mg/5 ml; se le adicioné Cloruro de Na 43,84 mg., Citrato de Na 3,61 mg. Y
agua para inyectable c.s.p. 5 ml, el pH final fue de 5,5 en medios estériles. El control fueron buffers sin
principios activos.

Experimentacion con animales

Se tomaron 16 ratas Wistar machos de 9 semanas de edad, con un peso de 176-214 g, las cuales seran
intervenidas quirdrgicamente en sus patas traseras.

Los animales fueron divididos en dos grupos (n=8) segun el siguiente disefio experimental:

Grupo 1: (grupo experimental) la cavidad Osea realizada fue cubierta con el coagulo generado por la
intervencion quirdrgica, y se inyecté una dosis de 0,5 mg/Kg de alendronato por via subcutanea en zona
inguinal baja, a los tiempos (T) 0, 7, 14 y 30 dias. (TO: inmediatamente luego de la intervenciéon
quirdrgica) (n:8)

Grupo 1-a: Inyectado a TO, sacrificado T 0. (n:2)

Grupo 1-b: Inyectado a TO y T7, sacrificado a 7 dias. (n:2)

Grupo 1-c: Inyectado a TO, T7 y T14, sacrificado a los 14 dias. (n:2)
Grupo 1-d: Inyectado a TO, T7, T14 y T30, sacrificado a los 30 dias. (n:2)

Grupo 2: (grupo control) las cavidades logradas fueron cubierta de la misma manera que el grupo
experimental, y se inyectd solucién sin principios activos inmediatamente posterior a la cirugia, alos T O,
7, 14 y 30 dias. Se hicieron subgrupos equivalentes a los del grupo 1.

En ambos grupos, previa anestesia general por via intraperitoneal con una solucidon de Ketamina (8 mg.)
y Xilazina (1,28 mg.) por 100 gr. de peso corporal, se depild y se hizo la antisepsia de la region tibial con
una solucién de Cloruro de Benzalconio. Se realizé una incisién con bisturi y hoja N°© 15, y
posteriormente, se decold, disecando la fascia subcutanea, los musculos y ligamentos con el fin de
exponer la superficie externa de las tibias, en el area de la diafisis 6sea, segun el modelo descrito por
Cabrini y col.(9) Se realizé una cavidad de 1,5 mm de diametro hasta llegar al hueso medular, con una
fresa de carburo tungsteno, redonda de extremo cortante (N°6), mediante rotacién manual para prevenir
el sobrecalentamiento del hueso, con el probable dafio tisular. Las cavidades no fueron rellenadas.

Luego de realizadas las intervenciones quirdrgicas, se recolocaron los planos en posicién, y se suturaron
las heridas con hilo reabsorvible. Los animales fueron tratados segln normas universales de asepsia y no
se administré otro tratamiento farmacoldégico.

Los animales fueron sacrificados por sobredosis con éter en los tiempos experimentales. Las tibias fueron
resecadas, colocadas en frascos estériles y fijadas en formaldehido al 10% para luego ser incluidas en
parafina. Se realizaron cortes a nivel de las cavidades quirurgicas realizadas coloreando con hematoxilina
y eosina (H/E) y método tricrdmico de Masson para el analisis histopatolégico correspondiente.
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Los animales fueron mantenidos en jaulas con dieta balanceada y agua ad libitum, durante el periodo de
tiempo experimental. El manejo de los animales fue realizado siguiendo los lineamientos del Nacional
Institute of Health (NIH) forthe care and use of laboratory animals /Publication N. 85-23, Rev 1985.

Determinacion de Fosfatasa Alcalina.

Previa antisepsia de la region toréacica, con solucién de cloruro de benzalconio, se realizé punciéon
intracardiaca con aguja 40/5 y extraccion de 0.2 ml de sangre, para la determinacién bioquimica de
fosfatasa alcalina por método colorimétrico.(9)

Los datos fueron procesados mediante analisis estadistico con el test de chi cuadrado.

Resultados

En el grupo control se observa al TO: Tejido dseo con trabéculas con fenédmenos de remodelacion y laxo
edema en el tejido intertrabecular (Foto a); T7: Tejido 6seo con fendmenos incipientes de cicatrizacion
con restos de trabéculas osteoides y G0seas (Foto b). T14: Trabéculas en neoformacién osteoides con
zonas calcificadas con distribucién irregular entrecruzadas algunas sin remodelado ni presencia de
osteoclastos prominentes y con osteoplastos con osteocitos muy destacados, globuloides. Fibrosis joven
entre las mismas (Foto c); y T30: Fibrosis joven en el centro de la imagen y en la periferia las trabéculas
oseas irregulares con sendos osteoplastos con sus osteocitos y con actividad remodeladora con
osteoclastos (Foto d).

Mientras que en el grupo experimental se observé al TO: Tejido 6seo con movilizacién leucocitaria
intertrabecular, hay presencia tanto de osteoblastos como de osteoclatos en las trabéculas (Foto €); T7:
Tejido 6seo con restos de trabéculas fraccionadas necréticas en medio de infiltrados inflamatorios y
hemorragia bien visible a la izquierda de la imagen (Foto f). T14: Presencia de neoformacién 6sea desde
el area del periostio con fibrosis incipiente con poca a nula presencia de osteooclastos en la region (Foto
g); y T30: Tejido 6seo en remodelado, con trabéculas conteniendo osteoplastos con osteocitos viables e
importante actividad osteoblastica (Foto h).

Los datos obtenidos no revelan diferencias estadisticamente significativas entre el grupo control y el
grupo alendronato con respecto a numero de osteoclastos y actividad osteoblastica. En cuanto a la
morfologia de osteoclastos, lagunas de reabsocién (superficie del osteoclasto) y actividad osteoclastica,
las diferencias estadisticas fueron significativas entre los dos grupos, favoreciendo al grupo que utilizé
alendronato.

En cuanto a la actividad de fosfatasa alcalina las diferencias estadisticas fueron notorias entre los grupos.
Los valores inclusive fueron variando con los dias de tratamiento deduciendo la actividad 6sea en el
grupo experimental con los sucesivos tratamientos: Tiempo 0: 480,00 Ul/I Tiempo 7:500,00 Ul/I Tiempo
15:652,00 UI/I Tiempo 30:824,00 UlI/I.
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Discusion
Diversos autores han observado osteonecrosis cuando se utiliza alendronato por via oral, a diferencia de
nuestro estudio que al usar la via subcutanea no se encontr¢ tal efecto.(10)

Es importante recalcar que nuestras investigaciones se realizan en animales machos sanos para poder
transferir los resultados a la investigacion clinica para el tratamiento de patologias 6seas en cavidad oral
en todo tipo de pacientes. A diferencia de otros autores que trabajan con estas drogas en procesos con
patologias de base, como la osteoporosis, enfermedad de Paget; y sus modelos experimentales estan
dirigidos a animales con dichas patologias.(11)

Nuestro estudio coincide con los hallazgos de otros autores al examinar los efectos de alendronato sobre
el tejido 6seo a nivel histopatolégico, con marcada actividad osteoblastica acompafiada de disminucién
del niumero de osteoclastos; lo que se traduce en una mejora en la neoformaciéon 6sea.(12,13)

De la misma manera, hay estudios que determinaron que los BP, a nivel del osteoclasto, se unen a los
cristales de apatita del hueso y que hay una acumulacién de los bisfosfonatos debajo de los osteoclastos,
esto hace que se reduzca la actividad osteoclastica cuando se altera el borde rizado del osteoclasto
disminuyendo su superficie, de esta manera, decrece la descalcificacion focal realizada por los acidos
organicos que se acumulan bajo sus bordes corrugados y la actividad enzimatica. Al final del proceso se
reduce el nimero de osteoclastos ya que se produce una apoptosis (muerte celular programada) de estas
células.(14)

Por otro lado, segun un estudio realizado por Grier y Wisel5, los BP aumentaron el tamafio de los
osteoclastos, incluyendo el numero de nucleos, sugiriendo que el precursor de células mononucleares
pueden aun fusionarse para formar osteoclastos a pesar de la reducida habilidad de estos osteoclastos
para reabsorber hueso.

La determinacion de fosfatasa alcalina en sangre es el marcador mas 0til de la actividad 6sea; nuestros
resultados al respecto, concuerdan con los de Walsh and col, quienes concluyen que la actividad de la
fosfatasa alcalina se estabiliza en tratamientos con alendronato.(6)

Conclusiones
La administracion subcutanea de alendronato en el modelo experimental propuesto fue efectivo tanto en
inhibir la reabsorcion ésea como en producir la neoformacién ésea.
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Este grupo de investigacion sugiere que los datos obtenidos de alendronato son de un valor adicional en
futuras pruebas de investigacién para incluir a esta droga como un coadyuvante en los tratamientos
odontoldgicos que requieren calidad 6sea para su éxito clinico.
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NOTAS

e Los osteoblastos son las células encargadas de la sintesis de la sustancia orgéanica, como
coladgeno y glicoproteinas de la matriz 6sea. La matriz recién sintetizada y aun no calcificada,
cercana a la célula, se llama osteoide.

e |Los osteocitos se encuentran en lagunas formadas por matriz calcificada, denominadas
osteoplasto.
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