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RESUMEN

Introduccién: El objetivo de este estudio experimental fue evaluar el resultado radioldgico e histolégico del empleo de
alendronato colocado localmente en el foco de fracturas de fémur en conejos.

Materiales y Métodos: Se utilizaron 30 conejos a los cuales se les fractur6 el fémur derecho y se los dividi6 en tres gru-
pos de 10 animales cada uno. A los conejos del grupo 1 se les colocé una solucién con alendronato en el foco de fractura;
los del grupo 2 fueron sometidos al mismo procedimiento a los siete dias de la fractura y el grupo 3 era de control. Se
realizé la evaluacién radiografica en el momento de la fractura y a los 42 dias del procedimiento. Se evaluaron las carac-
teristicas del callo 6seo mediante anatomia patolégica, radiologia y tomografia computarizada.

Resultados: Se evaluaron 24 conejos (2 conejos del grupo 2 y 4 del grupo 3 murieron). El andlisis histolégico revelé mo-
derada formacion dsea en los tres grupos, sin diferencias estadisticamente significativas (p = 0,8336). Segtn los resultados
de los estudios por imagenes, no existieron diferencias estadisticamente significativas en el tamaifio del callo 6seo entre los
grupos para los dos estudios (radiografia: p = 0,777 y tomografia: p = 0,349).

Conclusion: El alendronato colocado localmente en el foco de fractura, en la etapa aguda y luego de una semana, no al-
terd, de manera estadisticamente significativa, el proceso normal de consolidacién, determinado por anatomia patolégica
y radiologia, a las seis semanas de la fractura de fémur en conejos.

Palabras clave: Alendronato; consolidacion; fractura.
Nivel de Evidencia: 11

ALENDRONATE ADMINISTERED AT THE FRACTURE SITE. EXPERIMENTAL STUDY IN RABBITS

ABSTRACT

Introduction: The aim of this experimental study was to evaluate the radiologic and histological results of the use of
alendronate administered locally at the fractures site in rabbits.

Methods: The fractured right femur of 30 rabbits was used for evaluation. The animals were distributed in three groups of
10 rabbits each. A solution with alendronate was placed at the fracture site in group 1; the same procedure was performed
7 days after the fracture in group 2, and group 3 functioned as control. Radiographic evaluation was performed at the time
of the fracture and at day 42. Radiological, PA and CT-scan evaluations of bone callus characteristics in each rabbit were
performed.
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Results: Twenty-four rabbits were evaluated (2 rabbits in group 2 and 4 in group 3 died). Histological evaluation evi-
denced moderate bone formation in the three groups without statistically significant differences (p=0.8336). Concerning
imaging studies, there were no statistically significant differences in the size of bone callus among groups for both studies

(X-rays: p=0.777 and CT: p=0.349).

Conclusion: The use of alendronate administered locally at the fracture site, in the acute period and after one week, did
not alter the normal consolidation process determined by PA and radiology, six weeks after femur fracture in rabbits.

Key words: Alendronate; union; fracture.
Level of Evidence: 11

Introduccion

Los bifosfonatos son compuestos quimicos cuyo princi-
pal efecto es la inhibicién de la reabsorcién dsea. Inhiben
la accién de los osteoclastos y, también, actuarian sobre
los osteoblastos y osteocitos.! Los bifosfonatos utiliza-
dos clinicamente comparten las siguientes propiedades
farmacoldgicas: son incorporados principalmente por los
huesos, se unen fuerte a los cristales de hidroxiapatita, su-
primen la reabsorcion 6sea mediada por los osteoclastos,
son retenidos en el esqueleto, durante mucho tiempo y son
eliminados por la orina sin metabolizar.?

La mayoria de las fracturas consolidan mediante el 1la-
mado proceso de consolidacidn secundaria que tiene tres
fases: inflamacién, reparacion y remodelacién.’ En cuanto
al efecto de los bifosfonatos en la consolidacién de las
fracturas, se han publicado estudios realizados en nifios
con osteogénesis imperfecta tratados con bifosfonatos por
via intravenosa, y estos foirmacos no influyeron en la con-
solidacién 6sea.* En otras publicaciones, los bifosfonatos
se administraron por via subcutdnea inmediatamente des-
pués de la fractura y no se observé un porcentaje més alto
de falta de consolidacion ésea.’ Ruchelli y cols. reporta-
ron que el alendronato asociado localmente a aloinjertos
ayuda a mejorar la osteointegracion de estos dltimos, y
que no se asocia a riesgos locales o sistémicos, aun en
dosis elevadas.®

El objetivo de este estudio experimental fue evaluar el
resultado radioldgico e histoldgico de la administracion
local de alendronato en el foco de fracturas de fémur de
conejos.

Materiales y Métodos

Se utilizaron 30 conejos neozelandeses adultos, de sexo
indeterminado. El procedimiento fue aprobado por el Co-
mité Institucional de Etica de Investigacién en Salud del
Sanatorio Allende. Se trabajé sobre el fémur derecho en
todos los casos. Los conejos se distribuyeron aleatoria-
mente en tres grupos de 10 animales cada uno y fueron
evaluados antes de la cirugia para descartar enfermedades
o malformaciones. Habitaron en jaulas individuales a una

temperatura ambiente de 22-25° C, fueron alimentados
con comida balanceada para conejos (aproximadamente
150-200 g/dia) y agua ad libitum.

A todos los conejos se les realiz6 una induccidén anesté-
sica con ketamina (1 mg/kg) y diazepam (3-5 mg/kg) por
via intramuscular; antes del procedimiento, los animales
estuvieron en ayuno de alimentos y de hidratacién, por 8
y 2 horas, respectivamente. Se realizé una fractura en la
diafisis femoral derecha siguiendo un patrén transverso
en todos los casos. Para ello, se utilizaron dos daviers y
un escoplo de punta roma protegiendo siempre las partes
blandas con compresas.

A los animales del grupo 1, se les coloc6 una solucién
con alendronato en el foco de fractura, los del grupo 2
fueron sometidos al mismo procedimiento, a los 7 dias de
la fractura, y los del grupo 3 actuaron como control (no se
les coloc6 solucion de alendronato a nivel de la fractura).
Todos los procedimientos fueron guiados por radioscopia
(Figura 1). La solucién de alendronato se preparé disol-
viendo 2 comprimidos de alendronato de 70 mg en 20 ml
de solucidn salina estéril; a los conejos de los grupos 1y
2, se les inyectaron 2 cm® de la solucién de alendronato
a nivel del foco de fractura, mediante guia radioscopica.
Después del procedimiento, se efectué un entablillado en
el miembro fracturado para limitar su movilizacién.

A los 42 dias del procedimiento, se realizo la evaluacién
radiografica, momento en el cual los conejos fueron sa-
crificados. Se evaluaron las caracteristicas del callo 6seo
mediante anatomia patoldgica, radiologia y tomografia
computarizada, estableciendo el tamafio del callo 6seo
formado a las 6 semanas, midiendo la distancia (en mm)
desde la cortical femoral hacia el punto mas saliente del
callo 6seo en un corte tomografico y una proyeccion ra-
diografica estandar, seleccionada por el mismo operador,
en todos los casos.

A los fines del examen histolégico, los cortes de los es-
pecimenes se obtuvieron seccionando a través del punto
medio del defecto y, luego, se incluyeron en parafina. Se
realizaron miiltiples cortes de 6 mm de espesor con mi-
crétomo y se los tifié con hematoxilina-eosina para mi-
croscopia de luz convencional, con el propdsito de estu-
diar la formacién 6sea y la vascularizacion mediante una
escala con tres categorias: escasa, leve y moderada.
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Figura 1. A. Colocacién de alendronato en el foco de fractura.
B. Radiograffa de consolidacion de la fractura a las 6 semanas.
C. Tomografia computarizada. Consolidacién de la fractura.
D. Reconstruccién tridimensional.
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Las mediciones del tamafio del callo dseo con estudios
por imdgenes fueron las variables de respuesta o depen-
dientes para las cuales se estimaron mediante maxima
verosimilitud las diferencias entre los tres grupos anali-
zados. Para ello se ajustaron modelos generalizados con
distribucién gama (dada la asimetria de la distribucién
empirica en cada grupo) usando una variable de clasifi-
cacién o factor de tratamiento considerando tres niveles:
alendronato en fractura aguda, alendronato una semana
después de la fractura y el grupo control. Luego, se es-
timaron medidas de asociacion (cociente de chance) en-
tre las escalas de consolidacién, la vascularizacion y las
caracteristicas del callo 6seo y los grupos, a los fines de
establecer si existen distribuciones diferentes entre estos
en relacion con las caracteristicas cualitativas observadas.
Esto ultimo se llevé a cabo con pruebas de ji al cuadra-
do. Los andlisis estadisticos se realizaron con el programa
Stata V13 (StataCorp, Texas, 2013). Se consideré un nivel
de significacién a = 0,05.
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Resultados

La evaluacion se efectud a los 42 dias de la fractura,
momento en el que los conejos fueron sacrificados. En
la evaluacién final, se incluy6 a 24 conejos, por el falle-
cimiento de dos conejos del grupo 2 y cuatro del grupo
3 (grupo control). La tasa de mortalidad fue del 0,20% y
40%, respectivamente. El estudio histoldgico se realiz6 en
estos 24 animales: 10 eran muestras de tejido dseo de fé-
mur con alendronato local (grupo 1); ocho, de tejido 6seo
con alendronato local colocado a la semana de la fractura
(grupo 2) y seis, de los animales de control (grupo 3).

En cuanto a los resultados evaluados por estudios por
imagenes, no se hallaron diferencias estadisticamente
significativas respecto al tamaiio del callo 6seo entre los
grupos para los dos estudios (radiologia: p = 0,777 y to-
mografia computarizada: p = 0,349) (Tabla, Figura 1).

Histoldgicamente se observé una moderada formacion
6sea en los tres grupos sin diferencias estadisticamente

Tabla. Valores observados del tamafio del callo 6seo (mm) formado en los tres grupos, a las 6 semanas

Estudios por imagenes

Grupo 1
Alendronato en la etapa

Grupo 2
Alendronato a la semana
de la fractura

Grupo 3
Control

aguda
Imagen radiografica 6,23
(mm) 4,01
9,02
6,50
3,25
11,47
3,50
2,65
6,40
4,10

Media (desviacion estandar)
(mm)

5,7 (2,39)

Tomograffa computarizada 6,36
4,26
4,30
4,58
3,15
3,34
2,23
3,89
4,37
2,54

Media (desviacion estandar) 3,90 (1,18)

(mm)

8,10 3,86
2,82 5,60
3,89 3,87
4,94 3,67
7,79 5,78
7,41 6,27
6,87
1,94

5,47 (2.89) 4,84 (1,16)
5,33 4,01
3.54 2,19
4,59 3.25
7,01 4,32
3,36 2,23
2,23 3,45
4,87
2,98

4,2 (1,82) 3,24 (0,88)
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significativas (p = 0,8336) (Figura 2). En la Figura 3, se
muestran los patrones histolégicos observados, segiin una
escala de tres categorias (escaso, leve y moderado) res-
pecto de la formacion 6sea y la vascularizacién; el grupo
2 present6 los mejores resultados en cuanto a la vascula-
rizacién (p = 0,3976) y tuvo mayor formacién dsea que
los otros dos grupos (aunque sin significancia estadistica).

Discusion

El tiempo en que consolidan las fracturas y la estimula-
cion de la formacidn del callo 6seo representan areas de
constante evaluacién e investigacioén. Los intentos por de-
sarrollar fAirmacos para acelerar y estimular la formacién
6sea aun no han sido exitosos. Los estudios publicados
sobre el efecto de los bifosfonatos en la consolidacién de
las fracturas son muy variables, porque utilizan distintos
bifosfonatos, a distintas dosis, con distintas formas de ad-
ministracién, en modelos experimentales de fracturas va-
riados y también son diferentes los métodos de medicion.
En este trabajo experimental que se basé en estudios ra-
diolégicos, tomograficos e histoldgicos, fue posible deter-
minar que el uso de alendronato (bifosfonato de segunda
generacion) colocado localmente en el 4rea de fractura no
afect6 el proceso inicial (primeras 6 semanas) de consoli-
dacién, de manera significativa, en fracturas diafisarias de
fémur de conejos. Vale destacar como limitacién que, en
nuestro estudio, se analizé el tamafio del callo 6seo, pero
histolégicamente se obtuvo, de forma subjetiva, un patrén
de consolidacién, sin mediciones (histomorfometria) ni
inmunohistoquimica, es decir, no se pudo medir, con pre-
cision, el nimero de osteoclastos y osteoblastos en cada
una de las muestras. Destacamos como debilidad también
la falta de mediciones de las variables con el transcurso
del tiempo.

Se han llevado a cabo diversos estudios experimentales
en animales para observar la influencia de los bifosfo-
natos en el callo de fractura; se han publicado reportes
sobre el efecto del icandronato” y del clodronato!®!? ad-
ministrado por via subcutdnea, en la consolidacién de las
fracturas de ratas. Autores diversos han estudiado el efec-
to del raloxifeno, los estrégenos y el alendronato por via
oral en la consolidacién 6sea de ratas ovariectomizadas;'*
también, se han utilizado perros para estudiar el efecto
del tiludronato y el etidronato,'*!¢ del ibandronato!’ y del
alendronato,'® por via subcutdnea, en la consolidacién
6sea. Adolphson estudié el efecto del clodronato por via
subcutdnea, sobre el callo de fractura, en mujeres que su-
frieron una fractura de Colles y fueron tratadas de forma
ortopédica con reduccién bajo anestesia local e inmovi-
lizacién con férula antebraquio-palmar. El autor midi6 la
densidad mineral ésea del callo, y observé un aumento
de la mineralizacién del callo en el grupo tratado con clo- A Figura2. A, Cristales de alendronato. B. Tejido 6seo
dronato, no se detecté ningdn caso de seudoartrosis.’ En y cartilaginoso. C. Cristales de alendronato y osteocitos.
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A Figura 3. Diagrama de barras para las caracteristicas observadas en la formacién 6sea y la vascularizacién luego

de las 6 semanas.

otros estudios en los que se evalda el efecto de los bifos-
fonatos sobre la pérdida dsea tras la inmovilizacién para
el tratamiento de determinadas fracturas, los bifosfonatos
se administraron inmediatamente después de la fractura y
no se observo un aumento del retraso de la consolidacién
6sea.'*? Diferentes autores estudiaron los bifosfonatos
de primera generacion (etidronato, tiludronato) y obser-
varon que se producia un retraso e incluso una inhibicién
de la consolidacion de las fracturas producidas en perros,
de forma dosis dependiente y de caricter reversible, ya
que las fracturas consolidaban al interrumpir el trata-
miento.'%!62!

Goodship y cols. demostraron que el pamidronato no
tiene efectos adversos sobre la restauracion de la integri-
dad mecénica de un hueso largo después de la fractura.”
Recientemente, en un estudio que comparé la consolida-
cién 6sea radiogréfica en pacientes con fractura de radio
distal tratados con bifosfonatos y un grupo control que
no recibia este tipo de tratamiento, se report que el tra-
tamiento con bifosfonatos conlleva un aumento del tiem-
po necesario para lograr la consolidacién de la fractura,
aunque esta diferencia es inferior a una semana y, por lo
tanto, no es clinicamente relevante.” Li y cols. reportaron
que, cuando los individuos son tratados con alendronato,
la remodelacién del callo se suprime de forma importante,
se produce un callo con mayor contenido de hueso inma-

duro, persistencia de la linea de fractura y menor conte-
nido de hueso cortical en comparacién con los otros gru-
pos.”82* Peter y cols. llevaron a cabo estudios en perros,
donde un grupo recibié alendronato por via oral, durante
16 semanas, después de la fractura, y se obtuvieron ca-
llos 2-3 veces mds grandes que en los perros no tratados
durante ese periodo, tal vez debido al retraso en la remo-
delacion del callo. Estos autores, asi, demuestran que la
administracién crénica de alendronato no tiene efectos
adversos en la consolidacion, la resistencia o la minerali-
zacion de una fractura provocada en el radio de un perro.'®
En tanto, en nuestro estudio, se evidencié que el uso de
alendronato administrado localmente en el foco de frac-
tura no trae consecuencias negativas al proceso inicial de
consolidacién en conejos.

Conclusion

Los resultados de este trabajo experimental muestran
que la administracién de alendronato local en el foco de
fractura, de forma aguda y luego de una semana, no al-
terd, de manera estadisticamente significativa, el proceso
normal de consolidacién determinado por anatomia pa-
toldgica y radiologia, a las seis semanas de la fractura de
fémur en conejos.
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