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Resumen:

Estudios previos han demostrado que los aminobisfosfonatos, como el alendronato de sodio es un potente
inhibidor de la resorcién 6sea, incrementa la densidad mineral del hueso y reducen los riesgos en fracturas
de mujeres postmenopausicas. El objetivo de este trabajo fue desarrollar una nueva formulacién en base
a alendronato para ser aplicada en forma subcutanea, ya que no existe en el mercado, e investigar sus
efectos sobre un defecto 6seo creado experimentalmente.

La formula farmacéutica fue preparada con una dosificacion de 0,5 mg/Kg de peso, se le afiadi6é Cloruro de
Na y citrato de Na, pH final de 5,5 en medios estériles. El control fueron buffers sin principios activos.
Tanto la droga en estado puro como a la formulacion se le realizaron curvas de citotoxicidad (Neutral Red
Uptake Method), para comprobar que ambas drogas no producian efectos adversos.

El efecto de alendronato se evalué en cavidades realizadas en las tibias de ratas machos Wistar, las cuales
fueron divididas en dos grupos uno control y otro problema. Los animales fueron inyectados con buffers
sin droga (grupo control) y con 0,5 mg/Kg de alendronato (grupo experimental) Tanto el alendronato
como el control fueron administrados en forma subcutanea, inmediatamente posterior a la cirugia, cercana
a la zona de trabajo, en tiempos 0, 7, 14 y 30 dias. Los parametos de estudio fueron Rx de la zona bajo
estudio a los tiempos establecidos. Todos los animales fueron sacrificados por sobredosis con éter. El
andlisis estadistico se realizé con Anova. La curva muestra que a bajas concentraciones la viabilidad es
mayor al 98%, al aumentar la concentracion de la droga las células comienzan a verse afectadas, pero la
viabilidad nunca baja del 70%, por mas que se siga agregando droga. Las Rx muestran diferencias
estadisticamente significativas (p=0,05) entre los dos grupos, observandose formacién ésea en cuanto a
volumen.

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 clave: Bisfosfonatos, Alendronato, Biopolimeros, remodelacién dsea.

Abstract:

Previous studies have demonstrated that the bisphosphonates, as the alendronate of sodium is a powerful
inhibitor of the bone resorption, it increases the mineral density of the bone and reduce the risks in
fractures of postmenopausal women. The objective of this study was to develop and to investigate a new
formulation on the basis of alendronate, since it does not exist in the market, to be placed in
subcutaneous form in the surgical site.

The pharmaceutical formula was prepared with a metering of 0.5 mg/Kg of weight, him it added Chloride
of Na and citrato of Na, pH final of 5.5 in sterile means. The control was buffers without active principles.
As much the drug in pure state as to the formulation cytotoxicity curves in fibroblast cell were made to
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him (Neutral Network Uptake Method), in order to verify that as much the pure drug as the prepared one
did not produce adverse effects.

The alendronate effect was evaluated in cavities made in the male tibias of rats Wistar, which were divided
in two groups one control and another problem. The animals were injected with buffers without drug
(group control) and with 0.5 mg/Kg of alendronate (experimental group) As much the alendronate as the
control were administered in subcutaneous form, immediately later to the surgery, near the zone of work,
in times O, 7, 14 and 30 days. The parameters of study were Rx of the zone under study to the
established times. All the animals were sacrificed by overdose with ether. The statistical analysis was
made with Anova. the curved sample that to low concentrations the viability is greater to 98%, when
increasing the concentration of the drug the cells begin to see themselves affected, but the viability never
lowers of 70%, no matter how hard it is continued adding drug. The Rx both shows statistically significant
differences (p=0,05) between groups, being observed bone formation as far as volume. These preliminary
studies suggest the alendronate placed in parenteral form could be effective in the prevention of the bone
loss in the bony pathologies of the oral cavity.

Key words: Bisphosphonates, Alendronate, Biomaterials, bone remodeling.

Introduccion:

Diversas situaciones fisioldgicas o patolégicas inducen la pérdida de tejido 6seo. 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.

Los bisfosfonatos, también denominados difosfonatos o bifosfonatos, son farmacos, 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 afios en el control de la osteoporosis y de la enfermedad 6sea de Paget. (1-3)

Actiian como inhibidores especificos de la reabsorcion 6sea mediada por osteoclastos. Son andlogos estructurales a los
pirofosfatos del hueso, reemplazando el oxigeno de su estructura quimica por carbono. Esta estructura es completamente
resistente a la destruccién enzimatica a nivel de la uniéon P-C-P. Al igual que el pirofosfato, tienen una alta afinidad por el
hueso mineral, y una vez absorbidos estas drogas son incorporadas a la matriz 6sea. (4-6)

Se sabe que el tratamiento con estas drogas aumenta la produccién de hueso es decir, el nUmeros de sitios en los que el
hueso se remodela ademas, la formacién del hueso supera la resorcién en estos sitios remodelados, y como consecuencia de
ello se producen ganancias progresivas en la masa 6sea. (7-8)

La habilidad de los bifosfonatos para unirse a los cristales y prevenir su disolucion fue reforzado cuando el sitio R1 de su
estructura quimica fue modificado introduciéndole un grupo hidroxilo (en el caso de Etidronato), o un &tomo de halégeno tales
como el cloro (en el caso del Clodronato).

Esto se debe, al menos en parte, al hecho de que la presencia del grupo hidroxilo en la posicion R1 aumenta la afinidad por el
calcio en consecuencia la mineralizacién dsea favoreciendo la capacidad de estas drogas por quelar iones. La marcada
selectividad de los bifosfonatos por el hueso méas que por otros tejidos le da valor en la practica clinica. Los de ultima
generacion representan los méas potentes bifosfonatos ya que en su estructura quimica contienen nitrégeno, como el
Alendronato y Risendronato Los integrantes de este grupo interfieren con reacciones metabdlicas en el curso de la biosintesis
del mevalonato (precursor del colesterol) pudiendo afectar la actividad celular intefiriendo con proteinas. (9-10) Por estas
razones se escoge Alendronato como droga para la investigacion.

Al unirse a las sales de calcio, el Alendronato bloquea la transformacion de fosfato de calcio a hidroxiapatita por lo tanto inhibe
la formacion, agregacion y disolucién de los cristales del hueso. (11-12)

A nivel celular, el Alendronato actia de manera preferencial en los sitios de reabsorcion 6sea, a nivel del citoesqueleto de los
osteoclastos, provocando pérdida del borde en cepillo, aunque no interfiere en el reclutamiento y adhesién osteoclastica.

Se ha propuesto que esta droga mejoraria la calidad 6sea mediante la asociacion a los cristales de hidroxiapatita.
Concomitantemente, es capaz de inhibir la actividad osteoclastica, disminuyendo por lo tanto la resorcion 6sea.

Esta situacién modificaria el balance que se conoce opera en el mecanismo de resorcion y formacién dsea. Sin embargo no se
ha descripto el efecto que el Alendronato ejerceria sobre el hueso en el proceso de regeneracion 6sea. (13-17)

Esta investigacion tiene como objetivo desarrollar una nueva formulacion en base a alendronato para ser aplicada en forma
subcutanea, ya que no existe en el mercado, e investigar sus efectos sobre un defecto 6seo creado experimentalmente.
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Materiales y métodos:

Preparacion de la formulaciéon

La férmula farmacéutica se preparé con una dosificaciéon de 0,5 mg de alendronato por Kg de peso, en una concentracién de
0,875mg/5 ml; se le adision6 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.

Curvas de citotoxicidad

Tanto a la droga en estado puro como a la formulacién se les realizé curvas de citotoxicidad, para comprobar la efectividad
tanto de la droga en estado puro como a la formulacién descartando efectos adversos. Este estudio se realiza por medio del
Neutral Red Uptake Method (NR Sigma), basado en la capacidad de las células viables de incorporar y de fijar el rojo neutral,
un tinte supravital. NR. Es un tinte cationico débil que penetra facilmente las membranas de las células por difusién no idnica,
acumulandose a nivel intracelular en los lisosomas, donde se fija con los sitios aniénicos en la matriz lisosomal. Las
alteraciones de la superficie de la célula o de la membrana lisosomal sensible conducen a la fragilidad lisosomal y a otros
cambios que llegan a ser gradualmente irreversibles. Es posible asi distinguir entre células viables, dafiadas o muertas. De
esta manera, la viabilidad celular se basé en la medida de la inhibicién del crecimiento celular provocada por la sustancia
objeto de estudio, empleando rojo neutro, colorante vital que es absorbido por las células vivas. Las muestras se observaron a
través de microscopiode fase de contraste. También el material fue analizado por densidad 6ptica, a una longitud de onda
546:1 nm, siendo el de referencia 404 nm. El material fue incubado a 37°C. (18)

Experimentacion con animales

Se tomaron 18 ratas Wistar machos adultas jovenes (n=18), con un peso promedio de 150 gr., las cuales seran intervenidas
quirdrgicamente en sus patas traseras. Previa anestesia general con una solucion de Ketamina (8 mg.) y Xilazina (1,28 mg.)
por 100 gr. de peso corporal, se depilaron y desinfectaron la regién tibial con una solucién de Cloruro de Benzalconio. Se
realizé una insicion con bisturi N°© 15, y posteriormente, se decold disecando la facia subcutanea, los muasculos y ligamentos,
con el fin de exponer la superficie externa de las tibias, en el area de la diafisis 6sea, segun el modelo descripto por Cabrini y
col.(Laminar test) (19) Se realiz6 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 rotacion manual para prevenir el sobrecalentamiento del hueso, con
el probable dafio tisular.

Los animales fueron divididos en dos grupos segun el siguiente disefio experimental:
Grupo 1: (grupo experimental) la cavidad 6sea fue realizada y se inyecté Alendronato por via subcutanea, a los Tiempos (T) O,
7, 15y 30 dias. (TO: inmediatamente luego de la intervencién quirdrgica) (n:16)

(] Grupo 1-a: Inyectado a TO, sacrificado T 0. (n:4)
®  Grupo 1-b: Inyectado a TO, sacrificado a 7 dias. (n:4)
(] Grupo 1-c: Inyectado a TO y T7 y sacrificado a los 15 dias. (n:4)

®  Grupo 1-d: Inyectado a TO, T7, T14 sacrificado a los 30 dias. (n:4)

Grupo 2: (grupo control) las cavidades logradas sélo fueron cubierta con el codgulo generado por la intervencién quirdrgica.
Se inyectd solucién sin principios activos inmediatamente posterior a la cirugia, a los T 0, 7, 15 y 30 dias. Se hicieron
subgrupos equivalentes a los del grupo 1.

En ambos Grupos, luego de realizadas las intervenciones quirdrgicas, se recolocaron los planos en posicién, y se suturaron las
heridas con hilo reabsorbible. Los animales fueron tratados segin normas universales de asepsia y no se administré otro
tratamiento farmacolégico.

Los animales fueron mantenidos en jaulas con dieta balanceada y agua ad libitum, durante el periodo de tiempo experimental.
Los animales sacrificados por inhalacién de éter en los tiempos experimentales. El tratamiento de los animales fue realizado
respetando las normas de la Declaracion de Helsinki de 1975 para el trabajo sobre animales de laboratorio.

Estudios radiograficos

Se tomaron radiografias pre y post quirdrgicas, evaluando las mismas cuantitativamente mediante la técnica de la
densitometria 6sea (DMO), y cualitativamente mediante la escala de graduacioén de imagenes radiograficas disefiada por
Bornancini, C.A. (20) También fueron analizadas mediante un analizador de imagen segun el programa " Image Pto Plus".

Estudios estadisticos:
Los medios del grupo fueron comparados por el andlisis de la variacion (ANOVA) seguido por una comparacién maltiple de
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medios de Student-Newman-Keuls-Newman-Keuls. Sobre suceso la comparacién de medios por la prueba de T-Student fue
utilizada. p < 0,05 era considerado significativo.

Resultados:

Curvas de citotoxicidad

El Figura 1 muestra que el alendronato a bajas concentraciones (menos de 10 g/ml) presenta una viabilidad celular superior al
98%; al aumentar las concentraciones de droga, las células comienzan a verse afectadas, pero la viabilidad nunca baja del
70%. Esto puede deberse a que a mayores concentraciones el alendronato precipite, o puede ser que antes de que el
alendronato precipite, se sature la entrada del mismo a la célula. De los resultados obtenidos se puede apreciar que el rango
de trabajo con el alendronato puede tomarse desde 0 a 20 g/ml con toxicidad casi nula para las células, entre 20 y 60 g/ml
entramos en una zona subtéxica, y mas de 60 g/ml en una zona de baja toxicidad.

Gréfico 1: La curva muestra la relacion entre el porcentaje de viabilidad celular (captacién de rojo neutro) y la
concentracion de alendronato expresada en g/ml.

Estudios radiograficos

La Figura 2, muestra el nivel de radiopacidad de radiografias tomadas a las muestras en los (T) experimentales. Cabe destacar
que el numero mas alto indica mayor radioluminosidad. Se observa claramente el incremento de material radiopaco a medida
que pasa el tiempo, llegando a los 30 dias a no distinguirse claramente, el lugar de la incisién. Esta situacion se observa en
todos los casos estudiados Las Rx muestran diferencias estadisticamente significativas (p=0,05) entre los dos grupos,
observandose formacién 6sea en cuanto a volumen.

Radiografias:
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Control dia 0. Control dia 7.

Problema dia 7.

Problema dia 30. . Image Plus dia 30.
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Gréfico 2:

Muestra el nivel de radiopacidad de radiografias tomadas a patas de ratas en los dias 0, 7, 15y 28. Cabe

destacar que el nUmero mas alto indica mayor radioluminosidad. Se observa claramente el incremento de

material radiopaco a medida que pasa el tiempo, llegando a los 28 dias a no distinguirse claramente, en el
gréfico, el lugar de la incision.

Esta situacion se observa en todos los casos estudiados.

Discusion:

El alendronato es un potente inhibidor de la resorcién 6sea, sin presentar interferencia en la formacién del hueso. Este tipo de
drogas se utilizan como coadyuvantes en el tratamiento de diversas patologias en las que se ve involucrada la destruccién del
hueso tales como enfermedad de Pagets (21-22), hipercalcemia tumoral, metéastasis 6sea (23-24) y osteoporosis
inmovilizante. (25) El tratamiento diario con alendronato oral durante 3 afios dio como resultado un aumento de la densidad
6sea de huesos como columna vertebral, cadera y el total del hueso corporal en mujeres con osteoporosis postmenopausia, y
estos efectos asociados con reduccién de fracturas vertebrales, anomalias de forma, pérdida de altura y en gran parte la
disminucion en las fracturas en otros sitios del cuerpo. (4)

En la clinica dental hay pacientes que reciben una variedad terapéutica que influye directamente en su esqueleto. Entre estas
medicaciones podemos citar quimioterapéuticos, agentes inmunosupresores, esteroides, antiinflamatorios no esteroideos. Esta
terapéutica puede ejercer influencias en los niveles celulares y moleculares con alteraciones significativas en la fisiologia del
hueso del ambiente bucal.

La biocompatibilidad se puede definir como la capacidad de un material de funcionar en un uso especifico en la presencia de
una respuesta apropiada del huésped. (26) La necesidad de drogas biocompatibles, sin efectos secundarios, implica la
necesidad de la prueba de la toxicidad. La toxicidad de una droga se puede evaluar por las pruebas in- vitro, y por estudios
clinicos en seres humanos. Los estudios in-vitro son realizadas principalmente para evaluar la citotoxicidad (dafios de la célula)
o la genotoxicidad (el dafios especifica de la DNA o aberracion cromosémica) de una droga. La prueba de NR se considera un
método rapido, valido y reproductivo para evaluar la citotoxicidad in vitro. En este estudio, segun lo determinado por la
formulacion con alendronato, la prueba de NR demostrd no ser citotéxico después del uso en linea de la célula del fibroblasto.

Tanto la droga en estado puro (principio activo) como la formulaciéon (Innovacién farmacolégica), preparada a bajas
concentraciones su viabilidad es mayor al 98%, al aumentar la concentracién de la droga las células comienzan a verse
afectadas. Se observan alteraciones en la superficie de la célula y la membrana lisosomal sensible que conducen a la fragilidad
lisosomal y a otros cambios que llegan a ser gradualmente irreversibles; pero la viabilidad nunca baja del 70%, por mas que
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se siga agregando droga. De los resultados obtenidos se desprende que el alendronato puede usarse para los distintos
ensayos en concentraciones que van de 0 a 90 g/ml sin que se produzcan alteraciones o dafios visibles en las células.

Estudios experimentales previos (27) han demostrado que la aplicacién tépica de una dosis de 200 ?g de alendronato colocado
en el sitio de la cirugia mucoperidstica reduce la cantidad total de la resorcién del hueso alveolar. Diversos autores han
demostraron también el efecto de diferentes bisfosfonatos, administrados sistémica o localmente, en la recuperacioén de los
niveles 6seos posterior a la cirugia mucoperidstica utilizando el mismo método de evaluacién. (28-29) En concordancia, el
presente estudio ha demostrado un significado incremento del material radiopaco del hueso en los animales que recibieron
alendronato, en comparacion con el grupo que soélo recibié buffer, llegando a los 30 dias a no distinguirse claramente el lugar
de la incision. La efectividad del tratamiento de alendronato, en dosis de 0,5 mg/Kg de peso corporal, es medible en los
diversos cambios producidos a nivel de la pérdida 6sea produciéndose un incremento en el porcentaje de hueso con
caracteristicas de normalidad. Cuando el alendronato fue aplicado cercano al sitio de la cirugia, la dosis utilizada como lo indica
el fabricante fue significantemente efectiva (p<0,001) en incrementar los niveles 6seos. También pudimos observar que la
administracion subcutanea es significativamente efectiva en los tiempos quirargicos, porque la absorcion de la droga en la
circulacion y la rapida distribucion hacia el tejido 6seo es buena, a pesar de la gran avidez de la droga el resto de tejido duro
circundante. Estudios previos, que usaron alendronato marcado pudieron demostrar que el mismo se absorbe en un 10% a
nivel de la cirugia realizada a nivel alveolar. (29)

Si correlacionamos estos efectos a nivel radiogréafico, con lo que significé los estudios de citotoxicidad podriamos decir que
puede ser una formulacion que brindaria beneficios en el lecho 6seo bajo estudio. Estudios futuros nos permitiran evaluar los
mecanismos de accién a nivel molecular para poder pensar en un futuro en el uso terapéutico clinico en pacientes.

Conclusiones:

1. Estos estudios preliminares sugieren que el alendronato, colocado en forma parenteral, podria ser efectivo como
arsenal terapéutico de gran valor en el tratamiento de la pérdida 6sea en patologias de la cavidad oral.

2. Asi mismo se deberia evaluar la posibilidad de combinarlo con otros componentes regenerativos tales como: drogas
antiinflamatorias, materiales de relleno 6seo, técnicas de regeneracion tisular guiada, para este tipo de patologias
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