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El mantenimiento de las dimensiones

del hueso alveolar tras la pérdida de

elementos dentarios es esencial en
lo que respecta a la restauracion de los mismos con im-
plantes dentales. Los bisfosfonatos, suprimen la resor-
cion osea por favorecer la apoptosis de osteoclastos y
hasta podrian incrementar la masa 6sea estimulando la
maduracién de precursores de osteoblastos. El objetivo
del ensayo fue realizar la terapia con Alendronato (AL)
y Pamidronato (PA), colocados por via subcutéanea en el
modelo experimental y evaluar el comportamiento mineral
en sangre. Materiales y métodos: Las formulas farmacéu-
ticas fueron preparadas con una dosificacion para AL de
0,5 mg/Kg de peso, y para PA de 0,6 mg/Kg. Se les adi-
ciono buffer especiales, con un pH final de 5,5 en medios
estériles. El control (C) fue solucién fisiolégica. El efecto
de los bisfosfonatos se evalud en ratas machos Wistar
normales, las cuales se dividieron en tres grupos, uno con-
trol y dos problema, uno para cada droga. Se midié fos-
fatasa alcalina en sangre para analizar los cambios a nivel
oseo. La comparacioén de los datos se realizé por andlisis
de la variancia a dos criterios de clasificacion (tratamien-
tos: controles, bisfosfonatos y tiempos de tratamiento:
0, 7, 15, 30, 60 y 90 dias). Se consideraron diferencias
significativas si p<0,05. Resultados: El valor promedio ob-
tenido en ratas puberes fue de 1425 Ul/I; en ratas adultas
normales tomadas como pardmetro para estimar valores
normales del marcador 6seo en ratas fue de 51,03 Ul/I.
Los datos en los grupos experimentales mostraron que
a los 7 dias PA 1,48 més potente que AL, a los 15 dias
1,37 mayor PA que AL; 30 dias PA es 1,12 mayor que Al,
alos 60 dias 1,14 mayory a los 90 dias 1,07 mayor. Con-
clusiones: el modelo experimental con ratas machos sana
y tratamiento semanal por via subcutédnea con AL y PA
durante 12 semanas produjo variaciones significativas en
las concentraciones minerales en sangre, revelando una
accion inhibitoria en la actividad osteoclastica por parte de
las drogas estudiadas.

Palabras claves: Marcadores 6seos, bisfosfonatos,
fosfatasa alcalina, remodelacion 6sea.
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Maintaining the size of the alveolar
SUMMAHY bone following the loss of dental
elements is essential in regard to
the restoration of those with dental implants. The bis-
phos - fonatos, suppress bone resorption by promoting
osteoclast apoptosis and may even increase bone mass
by stimulating the maturation of osteoblast precursors.
The objective of the study was to conduct therapy with
alendronate (AL) and pamidronate (PA), placed subcuta-
neously in the experimental model and assess the mineral
behavior in blood. Materials and methods: The pharma-
ceutical formulations were prepared with an AL dosage
of 0.5 mg / kg weight, and PA 0.6 mg / kg. Special buffer
was added, with a final pH of 5.5 in sterile media. The
control (C) was saline. The effect of bisphosphonates
was assessed in normal Wistar male rats, which were di-
vided into three groups: a control and two problems, one
for each drug. Alkaline phosphatase were measured in
blood to analyze changes at the bone. The comparison
of the data was performed by analysis of variance with
two criteria of classification (treatments: controls, bispho-
sphonates and treatment times: 0, 7, 15, 30, 60 and 90
days). Differences were considered significant if p <0.05.
Results: The average score in pubertal rats was 1425 U
/1, in normal adult rats taken as a parameter to estimate
normal values of bone marker in rats was 51.03 1U / I. The
data in the experimental groups showed that at 7 days
1.48 more potent than PA AL, at 15 days increased PA
1.37 AL; 30 days PA is 1.12 higher than AL, 60 days 1.14
major and 90 days 1.07 higher. Conclusions: The experi-
mental model healthy male rats subcutaneously weekly
treatment with LA and PA - rant du 12 weeks produced
significant variations in mineral concentrations in blood,
revealing an inhibitory action on osteoclast activity by the
drug tested.
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Los bifosfonatos son ané-
logos sintéticos del piro-
fosfato, un regulador en-
ddégeno del remodelado éseo. Se unen rapidamente a la
hidroxiapatita ya que ellos alteran la carga superficial de la
misma, ejerciendo un marcado efecto fisico-quimico so-
bre los cristales de hidroxiapatita. La composicion idnica
de la capa acuosa alrededor de los cristales en proceso
de formacion es cambiada por la repulsion del ortofosfato
y la atraccion del calcio. Esta alta afinidad por el mineral
6seo, determina que a pesar de concentraciones sistémi-
cas iniciales bajas, existen altas concentraciones locales
en las lagunas de reabsorcion osteoclastica'.

INTRODUCCION

No obstante, el mecanismo celular directo solo, puede
explicar el efecto de los bifosfonatos sobre la reabsor-
cién osea inducida por osteoclastos. La ultraestructura
de los osteoclastos de animales tratados con bifosfona-
tos, ha revelado una reduccion en el volumen del borde
plegado, asi como anormalidades en la estructura y acti-
vidad enzimética de los lisosomas. Ha sido demostrado
que los bifosfonatos pueden afectar el pool de progeni-
tores osteoclasticos en la médula ésea. Es posible que
el efecto inhibitorio sobre los osteoclastos pueda ser: via
efectos sobre los osteoblastos, por prevencion de se-
crecién de factor estimulante de los osteoclastos o por
estimulacién de la produccion de un factor inhibidor de
los osteoclastos*®.

El PA es un bifosfonato de los llamados aminobifosfo-
natos que contienen un grupo amino primario lo que le
da 100 veces més potencia que los que no lo contienen.
Corrientemente, han demostrado ser efectivos en desor-
denes clinicos asociados con reabsorcién 6sea incremen-
tada. Enfermedad de Paget, hipercalcemia de malignidad,
osteoporosis y metastasis 6sea’®.

Durante el proceso de reabsorcion 6sea son liberados a
la sangre, marcadores bioquimicos producto de la activi-
dad de los osteoblastos y osteoclastos. Estas sustancias
reflejan diferentes estadios del proceso de reabsorcion,
su depuracion metabdlica y su sensibilidad son variables.
La evaluacion de los marcadores es basada en su capa-
cidad para reflejar cambios en el metabolismo 6seo indu-
cido por drogas, permitiendo una medicién no invasiva y
secuencial del remodelado éseo®".

El aumento en la produccién de estas sustancias nos
puede servir para predecir la pérdida 6sea, es decir un
incremento en el recambio 6seo estd estrictamente re-
lacionado con un incremento de la pérdida ésea. No hay
que olvidarse que el hueso no es un tejido inerte, sino
muy por el contrario mantiene una gran actividad y son los
marcadores 6seos los responsables en alguna medida de
cuantificar esa actividad'>'3.

La fosfatasa alcalina es el marcador clasico de formacion
Osea, favorece de varias maneras la mineralizacion. Au-
menta localmente la concentraciéon de fosfato inorganico
al hidrolizar la glucosa-1-fosfato formada por glucogenoli-
sis y a otros ésteres del acido fosforico''®.

El objetivo del presente ensayo fue evaluar la fosfatasa
alcalina en sangre para poder analizar la respuesta tera-
péutica del tratamiento con AL y PA administrados por via
subcuténea, dosificado semanalmente como tratamiento
estratégico.

MATERIALES Y METODOS

Preparacion de las formulaciones

PA fue proporcionado por Laboratorio Gador y AL por La-
boratorio Elea. La féormula farmacéutica se preparara con
una dosificacion de 0,5 mg/Kg de peso, para AL, y de 0,6
mg/Kg de peso para PA. Se le adiciond buffer especiales,
con un pH final de 5,5 en medios estériles. El control fue
buffer sin principios activos.

Prueba en animales de experimentacion
Cuarenta y Ocho ratas macho de la linea Wistar de peso
160 + 20 g, se dividieron en 3 grupos de 16 ratas cada
uno. Un grupo fue grupo control (C). Los animales de este
grupo recibieron semanalmente 0,3 ml/100 g de peso cor-
poral de solucién salina por via subcutédnea cercana a la
intervencion quirdrgica y agua corriente de red como agua
de bebida. Otro grupo AL se le administré semanalmente
0,5 mg de AL/Kg de peso corporal de por via subcuténea
profunda en el miembro posterior izquierdo de una prepa-
racion PA de igual manera como se explicd en el disefio
de la formulacion.

Estos animales tuvieron acceso a agua corriente de red ad
libitum. El tercer grupo se le suministré un tratamiento simi-
lar con PA durante el tiempo que duro el experimento.

Los animales se mantuvieron en bioterio en jaulas co-
lectivas con alimento balanceado y agua de bebida ad
libitum, a una temperatura de 22-26°C, con un ciclo
luz-oscuridad: 12hs-12hs durante el tiempo que dure el
experimento. El manejo de los animales siguio los linea-
mientos del Nacional Institute of Health (NIH) para el uso
y cuidado de animales de experimentacion (Publication
N. 85-23, Rev 1985).

Al inicio del experimento los animales fueron anestesia-
dos con una solucion de ketamina/xilazina en relacion 8
mg/1.28mg respectivamente por cada 100 g de peso cor-
poral. Previa asepsia del campo quirtrgico con yodopovi-
dona, se realizd con bisturi Bard Parker y hoja N° 15 una
incision longitudinal en ambas tibias y se decold la fascia
hasta llegar a exponer el hueso. Con una fresa nimero 6
y a rotacién manual para no producir necrosis dsea, se
procedid a realizar una cavidad en la parte plana de cada
tibia hasta llegar al hueso medular. Dicha cavidad no fue
rellenada con ningin material y sélo se esperd la repara-
cién por su propio coagulo. Luego de realizada las inter-
vencion quirdrgica, se recolocaron los planos en posicion
y se suturd la herida con hilo reabsorbibles.

Los animales fueron tratados segin normas universales
de asepsia. Al finalizar el experimento se realizo la euta-
nasia de los animales mediante inyeccion intracardiaca de
cloruro de potasio, bajo anestesia general.



Las determinaciones se hicieron al comienzo del experi-
mentoy alos 7, 15, 30, 60, 90 dias administrando cada 7
dias la solucion salina, AL y PA.

Los sacrificios para la toma de muestras fueron a los 15,
30, 60 y 90 dias. En todos los tiempos, incluidos tiempo
0y 7 dias, se tomaron radiografias de ambas tibias y en
tiempos 0, 7,15, 30, 60 y 90 dias se extrajo sangre por
puncion cardiaca para determinacion de fosfatasa alca-
lina. La Tabla 1 muestra los grupos experimentales, los
dias de tratamiento, las muestras obtenidas y a los que se
les realizo la eutanasia.

Tabla 1: Protocolo de trabajo. PC: obtencion de muestra de
sangre por puncion cardiaca, +: eutanasia

Dias de

. (1] 7 15 30 60 90
tratamiento
Control +PC +PC |+PC +PC +PC [+PC
AL +PC +PC |+PC +PC +PC [+PC
PA +PC +PC |+PC +PC +PC [+PC

Estudios bioquimicos

Se realizon determinacién de fosfatasa alcalina sobre
muestras de sangre obtenidas por puncion cardiaca. La
determinacion bioquimica de fosfatasa alcalina por méto-
do colorimétrico por el método optimizado. La sangre fue
recolectada fresca no hemolizada. No requirié ningun adi-
tivo. La determinacion se realizd en un plazo inferior a las
6 horas de ser extraida. El procedimiento se realizé ro-
tulando tres frascos marcados B (Blanco), S (Standard),
y D (Desconocido). Se le adicioné 0,5 ml de sustrato a
cada frasco. Se incubaron en bafio de agua a 37°C unos
minutos, al tubo S y D se les colocé 50 pl de sangre,
se procedié a mezclar e incubar por un periodo de 10
minutos. Luego se agrego a todos los frascos el reactivo
de color 2,5 ml. Se mezclé de inmediato y se leyd en
espectrofotémetro a 520 nm. El aparato se llevé a O con
agua destilada.

Puncién cardiaca

Previa asepsia de la region toracica, con solucion de clo-
ruro de benzalconio, se realizé puncién intracardiaca con
aguja 25x0,8 mm y extraccién de 2 ml de sangre utilizan-
do heparina como anticoagulante. La sangre se centrifugd
para eliminar las células rojas y blancas y el plasma sera
guardado a —20 °C.

Determinacion de valores normales de Fosfata-
sa alcalina en ratas

Para estimar los valores normales de fosfatasa alcalina
en ratas machos sanas se tomaron muestras de cinco
animales linea Wistar de peso 160 + 20 g; se promediaron
los valores obtenidos.

Para poder correlacionar los datos registrados en anima-
les con el comportamiento de este marcador éseo en hu-
manos, se realizd un promedio de valores obtenidos de
muestras de cinco animales puberes de peso 60 = 20 g.

Estudios estadisticos

Se calculd las diferencias entre los grupos AL, PAy C
apareandolos e (AL-PA), (AL-C), (PA-C) usando el Test
Ty comparando los resultados de este Test para mues-
tras independientes en el tiempo, a los 0,7,15,30,60 y
90 dias.

Para el anélisis de datos, construccion de gréficas y andli-
sis estadisticos se utilizara el software InfoStat.

El val dio obtenid
TSTTA 1G] rates puberes fue de 1425 Ul
mientras que en las ratas adul-

tas normales tomadas como pardmetro para estimar va-
lores normales del marcador éseo en ratas fue de 51,03
Ul/I. (Tabla 2)

Valor RA Valor RP
48,80 UI/ 1080 Ul
58,56 Ul/I 1680 Ul
55,10 Ul 1440 UIN
54,90 Ul 1500 UIN
37,80 UIN

Valor RA Valor RP
48,80 Ul/l 1080 Ul/I
58,56 Ul/I 1680 Ul/I

Este experimental en ratas reproduce el comportamiento
de fosfatasa alcalina en humanos, donde en los jévenes
los valores de este medidor se encuentran elevados por
la fuerte actividad osteobléstica debido al crecimiento
fisiologico.

Los resultados aportan evidencia de importantes cambios
metabdlicos en el tejido dseo durante.

Los datos de fosfatasa alcalina en los grupos experimen-
tales mostraron que a los 7 dias PA 1,48 méas potente que
AL, a los 15 dias 1,37 mayor PA que AL; 30 dias PA es
1,12 mayor que Al, a los 60 dias 1,14 mayor y a los 90
dias 1,07 mayor. (Tabla 3).

Al comparar los grupos experimentales se encontraron di-
ferencias estadisticamente significativas (0 dias p=0,002,
7 dias p=0,009, 15 dias p=0,005, 60 dias p=0,06, 90 dias
p=0,02) a los 30 dias no hubo diferencias significativas
entre PAy AL (p=0,08).

Los grupos experimentales comparados con el grupo C
presentan diferencias estadisticamente significativas en to-
dos los tiempos, siendo més marcada la diferencia para PA.
A diferencia en los tiempos 60 y 90 dias donde ambos gru-
pos (AL y PA) se comportan igual (p=0,0001) (Gréfico 1)
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miten la adicion de cadenas laterales;

Tabla 3
Alendronato Pami ETT Control Control gue segun su composicion, le Qtorgan
- al bisfosfonato diferentes propiedades
Tiempo 0: |480,00 Ul/l | 462,00 Ul/l (672,00 Ul/I | 680,00 UI/I {62,00 UI/l |58,00 Ul/I P , . .
quimicas asi, el grupo hidroxilo de una
Tiempo 7: | 500,00 Ul/I | 538,00 Ul/I | 756,00 UI/I | 786,00 Ul/I | 104,00 UI/I | 99,00 Ul/I de sus cadenas laterales, es el respon-
Tiempo 15: | 652,00 UI/l | 674,00 UI/I | 896,00 UI/I | 924,00 UI | 135,00 Ul | 128,00 Ui | Sable de la gran afinidad de los bisfosfo-
n rl ristal hidroxi i
Tiempo 30: | 824,00 UI/l (872,00 Ul/I 934,00 UI/l | 980,00 UI/I | 160,00 Ul/l | 156,00 Ul/I atos porlos C. stales de hidro apatita
del hueso. El pirofosfato es un sustrato
Tlempo 45: 824,00 (V]1]] 868,00 Ui/ 951,00 (V]1]] 964,00 uii 127,00 uii 120,00 Ui/ de fosfatasa alCalina’ |a Cual |o degrada
Tiempo 60: | 853,00U1/I | 838,00 UI/I 964,00 UI/I | 977,00 U |98,00 Ul |89,00 Ul | favoreciendo la mineralizacion 6sea'®.
Tiempo 90: | 905,00 UI/I | 887,00 UI/I | 968,00 UV/I | 954,00 UI/I [74,00 Ul |67,00 UMl | Se ha demostrado bisfosfonatos inte-
ractUan con fosfatasa alcalina, estimu-
_ lar o inhibir la actividad de la enzima, dependiendo de la
1031 24 dosis y de la via de administracion'®.
El marcador de formacion dsea evaluado fue la fosfa-
778,504 tasa alcalina. Se encontrd incrementada desde el inicio
del estudio tanto para AL como para PA., lo que pueden
525 76 explicarse por el efecto farmacolégico del medicamento,
' como inhibidor de la actividad osteocléstica.
973 02 En los primeros tiempos experimentales PA demuestra
' mayor efectividad que AL, siendo a los 30 dias de trata-
miento 12,8% mas efectivo, mientras que al final del tra-
2028 tamiento (60 y 90 dias) ambas drogas registran valores
i ] 3 sin diferencias estadisticamente significativas.
Tratamiento Altundal H y Gursoy B demostraron que AL colocado
en forma subcutaneo diariamente, causd un aumento
C0 dias . CT dias significativo de la osteocalcina sérica, los niveles de
D 15 dias D 30 dias fosfatasa alcalina y el nimero de osteoblastos histopa-
A~ 20
D 45 dias D OB dias tolégicamente®.
. 90 dias Estos resultados no son coincidentes con los de traba-

Existe evidencia de que los bifos-

fonatos tienen un efecto directo

en la reduccion de resorcion os-
teoclastica de hueso. Un estudio de Greenspan y col de-
mostré que el AL, en bajas concentraciones promueve
la formacion de los precursores de los osteoblastos en
forma temprana'’.

Los bifosfonatos constituyen anédlogos quimicos del piro-
fosfato inorgénico. La molécula de pirofosfato inorganico
se compone de dos dtomos de fosforo y uno de oxigeno
(P-O-P). Dicha molécula, presente en el plasma y liquido
extracelular, tiene como funcion la inhibicion del deposito
de minerales en la matriz organica de los tejidos. En el
hueso el osteoblasto produce la fosfatasa alcalina; enzima
que pertenece a la familia de las pirofosfatasas y cuya fun-
cién es degradar el pirofosfato inorgénico permitiendo de
esta manera la deposicién de minerales en la matriz cola-
gena del hueso. Sin embargo, los bifosfonatos difieren en
su estructura quimica con el pirofosfato inorgénico, que a
diferencia presentan dos dtomos de fosforo unidos entre
si por un atomo de carbono (P-C-P), lo que les confiere
por un lado resistencia a la degradacion por parte de la
fosfatasa alcalina, y por otro dos enlaces libres que per-

jos donde no se encontraron diferencias en los niveles
séricos de Ca, fosfatos y fosfatasa alcalina entre ratas
controles y ovariectomizadas cuando el principio activo
fue administrado por via oral?'.

Es conocido que este marcador bioquimico de plasma
esté presente en el proceso de formacién del hueso y es
producida por los osteoblastos y sus precursores; parti-
cipa en la formacién de hueso y en el proceso de mine-
ralizacion. Otro estudio encontrd una disminucion signifi-
cativa en los marcadores de formacion ésea en todos los
pacientes tratados con prednisona, independientemente
de AL. El Al administrado por via oral, contrarresté el au-
mento de los marcadores de resorcion dsea inducida por
el tratamiento con glucocorticoides??.

Este marcador bioquimico de remodelacién 6sea ha
demostrado estar presente en ambas drogas con valo-
res altos, lo que indicaria la efectividad en la reparacion
osea de los procesos odontolégicos. Futuras investiga-
ciones aportaran datos complementarios para soportar
esta hipdtesis.
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