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RESUMEN

Introduccién: El propdsito de este estudio experimen-
tal es investigar la variabilidad en la reabsorcion dsea de
aloinjertos impregnados con alendronato respecto a aloin-
jertos sin impregnacién con alendronato.

Materiales y Métodos: Se utilizaron 18 conejos neoze-
landeses, divididos en dos grupos de 9 animales cada uno.
Se trabaj6 sobre el fémur derecho, se realiz6 una ventana
6sea y se colocé aloinjerto con alendronato local en el
grupo | y aloinjerto sin alendronato en el grupo II. Todos
fueron sacrificados a las 10 semanas del procedimiento ini-
cial, y se valoré el fémur operado con anatomia patolégi-
ca, radiograffas de frente y de perfil, y tomograffa axial
computarizada. Se evaluaron la osteointegracién, la vas-
cularizacién y la calidad 6sea.

Resultados: El estudio histolégico demostré mayor oste-
ointegracion en el grupo I que en el grupo II (p = 0,003),
y fenémenos bien definidos de “acoplamiento” entre el
tejido dseo receptor e injertado, leve actividad osteoclds-
tica. En el grupo II, se observé menor acoplamiento 6seo
(osteointegracion). La evaluacion de la reabsorcion dsea
con radiografia y tomografia computarizada no revel6 una
diferencia estadisticamente significativa entre ambos gru-
pos. En el grupo I, se observé mayor osteointegracion del
aloinjerto (p = 0,577; no significativo).

Conclusion: Los resultados obtenidos en este trabajo ex-
perimental muestran que el alendronato local asociado
a aloinjertos ayuda a mejorar la osteointegracién de los
aloinjertos, que es un método seguro, y que no se asocia
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a riesgos locales o sistémicos en conejos, aun en dosis
elevadas.
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ALENDRONATE-IMPREGNATED BONE ALLOGRAFT
INTEGRATION. EXPERIMENTAL STUDY

ABSTRACT

Background: The use of allografts in bone reconstruction
may be associated with an increased absorption of the latter,
which may cause loss of stability and failure of reconstruc-
tions. The purpose of this experimental study was to in-
vestigate the variability in bone resorption in alendronate-
impregnated allografts versus non-impregnated allografts.
Methods: Eighteen New Zealand rabbits were divided
into two groups of nine animals each. We worked on the
right femur; a bone window was performed and allografts
were placed (with alendronate in group I and without
alendronate in group II). All rabbits were sacrificed at 10
weeks after the initial procedure. Femur was evaluated
with pathology, frontal and lateral radiographs and com-
puted tomography. Osteointegration, vascularization and
bone quality were evaluated.

Results: No deaths or infections were reported, with 18
rabbits up to final analysis. Histology showed better os-
teointegration in group I than group II (p = 0.003), with
well-defined attachment between receptor bone tissue and
low osteoclastic activity. In group II, we observed less
osteointegration. Assessment of bone resorption with ra-
diographs and computed tomography showed no statisti-
cally significant difference between both groups. Group I
showed more osteointegration of the allograft (p = 0.577;
not significant).
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Conclusions: Results of this experimental study show
that allografts impregnated with alendronate help to im-
prove the osteointegration. Also, it is a safe way and it is
not associated with local or systemic risks in rabbits, even
with high doses of alendronate.

KEy wWORDS: Alendronate. Allograft. Osteointegra-
tion. Bisphosphonates.

Introduccion

El aloinjerto se utiliza, con frecuencia, en revisiones
protésicas, artrodesis lumbares y reconstrucciones tumo-
rales. Sus ventajas son: elevada disponibilidad, ausencia
de morbilidad de la zona dadora, menor tiempo quirtdr-
gico, menos sangrado y capacidad de reconstruccién de
grandes defectos. Algunas de sus desventajas son tiempos
de incorporacién mas prolongados, posibilidad de trans-
mitir enfermedades, tasa de infeccién mads alta y menor
capacidad osteoconductiva y osteoinductiva comparada
con el autoinjerto.' Un problema relacionado con el uso
de aloinjertos dseos es la posibilidad de una reabsorcion
demasiado rdpida, la cual puede causar pérdida de estabi-
lidad y fracaso de la reconstruccion.

Los bifosfonatos tienen una alta afinidad por Ca?, es-
tan dirigidos a dreas de alto recambio 6seo, se adhieren,
en forma selectiva, a los sitios activos de remodelacion
Osea, y se internalizan en el osteoclasto, dando lugar a
su apoptosis.’ Aunque los bifosfonatos suprimen eficien-
temente la reabsorcién 6sea mediante la apoptosis de los
osteoclastos, el tratamiento sistémico sélo llegard a dreas
vascularizadas, y la concentracion de los bifosfonatos en
las regiones del esqueleto con escasa perfusion arterial se-
ria muy baja.®” Son pocos los reportes publicados sobre
el uso de la asociacién de aloinjertos 6seos y autoinjertos
6seos combinados con bifosfonatos locales;>”* el uso de
esta combinacion en la préctica quirtrgica no es habitual,
y se necesita mas investigacioén para determinar su verda-
dera eficacia, los riesgos y las indicaciones.’

La hipétesis de este trabajo experimental es que la aso-
ciacién local de bifosfonatos al aloinjerto disminuiria su
reabsorcién y promoveria una remineralizacion 6sea mas
rapida y efectiva. El propdsito de este estudio es investi-
gar la variabilidad en la reabsorcién dsea de aloinjertos
impregnados con alendronato respecto a aloinjertos sin
impregnacion con alendronato.

Materiales y Métodos

Se utilizaron 18 conejos neozelandeses adultos, de sexo in-
determinado, con un peso promedio de 3 kg (rango de 2700 a
3200). Los conejos fueron divididos en dos grupos de nueve
animales cada uno (Tabla 1). Siempre se trabajé sobre el fémur
derecho. Se realiz6 una ventana dsea y se colocé aloinjerto con
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Tabla 1. Grupos de conejos

Grupo Tratamiento
I Aloinjerto 6seo mds alendronato
I Aloinjerto 6seo sin alendronato

alendronato local en el grupo I y aloinjerto sin alendronato en
el grupo II. El procedimiento quirtdrgico se llevé a cabo en el
laboratorio de cirugfa experimental de la Universidad Catdlica
de Cérdoba.

Los conejos fueron evaluados en el preoperatorio para descar-
tar enfermedades o malformaciones, habitaron en jaulas indivi-
duales a una temperatura ambiente de 22-25°C y fueron alimen-
tados con comida balanceada para conejos (150-200 g/dia y con
agua a demanda). La induccién anestésica se realizé con keta-
mina intramuscular (1 mg/kg de peso) y diazepam intramuscular
(3-5 mg/kg de peso). La asepsia de la piel se realizé con yodo-
povidona. Antes de la cirugia, los animales estuvieron en ayuno
de alimentos y de hidratacion por 8 y 2 horas, respectivamente.
Se utiliz6 aloinjerto 6seo obtenido de la ablacién de dos conejos
de la misma raza, el cual fue almacenado en un banco de tejidos
a -40°C durante 14 dfas, con todas las normas de asepsia y anti-
sepsia correspondientes. En los dos grupos, se administré cefa-
lomicina 1 mg/kg intramuscular, una dosis antes de la cirugia y
otra posquirtrgica. En todos los conejos, se efectud un abordaje
lateral longitudinal al eje del fémur, para luego hacer una ven-
tana 6sea de aproximadamente 5 x 3 mm (Fig. 1). En el mismo
acto quirurgico, se colocé aloinjerto molido con el agregado de
alendronato en el grupo I, y aloinjerto molido sin alendronato
al grupo II. A los conejos se les permitié el movimiento dentro
de las jaulas, sin restricciones de carga de peso en el miembro
intervenido. Antes de colocarlo el aloinjerto fue molido en chips
de 1 mm. La solucién de alendronato se prepar6 disolviendo tres
comprimidos de alendronato de 70 mg en 30 ml de solucién sa-
lina estéril, luego, se realizé la mezcla con el aloinjerto dejando
reposar la preparacién por una hora; antes de colocarla, se cold
el preparado para retirar la solucion salina (Fig. 2).

Figura 1. Ventana dsea en fémur.
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Figura 2. A. Ventana 6sea en fémur de conejo. B. Huesos largos para aloinjerto dseo. C. Aloinjerto éseo. D. Preparacion de injerto
6seo mds alendronato. E. Colocacién del injerto en sitio receptor.

Todos los conejos fueron sacrificados a las 10 semanas del
procedimiento inicial, no murié ningtin ejemplar, y no se obser-
varon infecciones; el andlisis final incluy6 18 conejos. Se valor
el fémur operado mediante anatomia patoldgica, radiografias
de frente y de perfil, y tomografia axial computarizada, en las
que se evalud la osteointegracion, la vascularizacién y la calidad
dsea. En la evaluacién con tomografia axial computarizada, se
considerd que hubo integracion dsea cuando se detectd continui-
dad entre el tejido injertado y el tejido receptor. La reabsorcién
del tejido injertado fue expresada en cruces, segtin la cantidad de
hueso remanente en las imdgenes tomograficas; representamos
con tres cruces a las muestras que no sufrieron disminucién de
la imagen y con cero cruces a los casos en que habia reabsorcion
completa del aloinjerto; colocamos una y dos cruces cuando ha-
bia mayor y menor reabsorcion parcial del aloinjerto, respecti-
vamente.

A los fines de la evaluacién histoldgica, los cortes de los espe-
cimenes fueron obtenidos seccionando a través del punto medio
del defecto y, luego, incluidos en parafina. Se realizaron multi-
ples cortes de 6 mm de espesor con micrétomo y se los tifié con
hematoxilina eosina para microscopia de luz convencional. Se
evaluaron los siguientes cambios: A) osteointegracion, B) for-
macion de callo 6seo, C) reabsorcién de tejido éseo injertado,
D) vascularizacién/angiogénesis, E) fibrosis con proliferacién
fibroblastica y F) presencia de exudado fibrinoleucocitario/infil-
trado mononuclear con predominio plasmocelular.

Para el andlisis estadistico, los datos fueron analizados con el
programa MedCalc, versiéon demo. La comparacién de los pun-
tajes entre los grupos se realizé con la prueba no paramétrica de
Mann-Whitney. La comparacién de proporciones se efectud con
la prueba binomial. Se consider¢ estadisticamente significativo
un valor p <0,05.

Resultados

El estudio histolégico, conformado por nueve muestras
provenientes de tejido 6seo de fémur con injerto 6seo mas
alendronato local (grupo I) y nueve muestras sin alendro-
nato (grupo II), mostrd, en el primer grupo, a nivel del
injerto 6seo, fenémenos bien definidos de “acoplamiento”
entre el tejido dseo receptor e injertado como manifes-
tacién de osteointegraciéon en comparacion con el grupo
II (p = 0,003), leve actividad osteoclastica (reabsorcion),
una diferencia estadisticamente significativa (p = 0,003);
moderada osificacién endocondral (elemento formador
de callo 6seo) (p = 0,003), angiogénesis moderada, leve
fibrosis con proliferacién fibroblastica y exudado fibri-
noleucocitario moderado (p = 0,701; no estadisticamente
significativa); en el grupo II, hubo menor acoplamiento
dseo (osteointegracion), de moderada a intensa actividad
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osteoclastica (reabsorcion), leve formacion del callo 6seo,
leve fibrosis, proliferacion fibroblastica y exudado fibri-
noleucocitario ausente o leve (Tablas 2-4).

La evaluacion de la reabsorcidon 6sea con radiografias
y tomografia computarizada no evidenci6 una diferencia
estadisticamente significativa entre ambos grupos (p =
0,09) (Tabla 5; Fig. 3). En el grupo I, se produjeron tres
fracturas en el sitio donde se realiz6 la ventana 6sea y el
posterior implante del aloinjerto, ninguna de ellas mostré
consolidacién tomogréfica a las 10 semanas; en el grupo
II, se presentaron tres fracturas de iguales caracteristicas,
con consolidacién en solo una de ellas. En las imdgenes
tomograficas y radiograficas del grupo I, se observé que
ocho de nueve conejos tenfan osteointegracién del aloin-
jerto, mientras que, en el grupo II, seis ejemplares tenian
osteointegracion del aloinjerto (p = 0,577; no significati-
vo) (Tablas 6 y 7; Fig. 4).

Tabla 2. Resultados estadisticos de anatomia patoldgica

Grupo I Grupo II Grupo III
A 3(2-3) 1(1-2) <0,003
B 2(2-3) 1(1-2) <0,003
C 1 (0-1) 3(2-3) <0,0001
D 3(2-3) 2(1-2) <0,04
E 1(1-1) 1(1-2) 0,701
F 2(2-3) 1(0-1) <0,001

A = osteointegracién; B = formacién de callo éseo; C = reabsorcion del injerto
6seo; D = vascularizacién/angiogénesis; E = fibrosis con proliferacion fibrobléstica;
F = exudado fibroleucocitario/ infiltrado inflamatorio mononuclear a predominio
plasmocelular.

Tabla 3. Resultados histolégicos o morfolégicos
de anatomfia patoldgica (grupo I)
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Discusion

El empleo de aloinjertos 6seos es un método eficaz para
reemplazar defectos dseos en cirugias ortopédicas, como
reconstrucciones tumorales y recambios protésicos. Uno
de los problemas del uso de aloinjertos es el tiempo que
lleva hasta que el lecho 6seo receptor incorpore totalmen-
te al aloinjerto, y normalmente un elevado porcentaje del
hueso injertado es reabsorbido antes de ser incorporado
por el receptor. Por ende, la reabsorcion y la falla mecani-
ca son una constante amenaza para los aloinjertos. Con el
objetivo de mejorar la sustitucién de los aloinjertos 6seos
por hueso receptor, se ha evaluado la adicién de factores
de crecimiento, como la proteina osteogénica 1 (OP-1),°
con resultados variables; se mostré que el factor de cre-
cimiento estimula mds la reabsorcién ésea que su forma-
cién en etapas tempranas. '

En este trabajo experimental, planteamos la hipdtesis
de que la aplicacion local de los bifosfonatos al aloin-
jerto disminuiria su reabsorcién, y que esto ayudaria a
incrementar la estabilidad de las construcciones en las
que se usan aloinjertos, y permitiria una mas rapida fija-
cién de los implantes protésicos. Los resultados histo-
l6gicos mostraron que el grupo de conejos en el que se
rellen6 el defecto 6seo con aloinjerto impregnado con
alendronato tuvo mayor osteointegracion, expresada por
el mayor acoplamiento entre el tejido dseo receptor y el
injertado; a su vez, este grupo tuvo menor actividad os-
teocldstica.

En los resultados radiograficos, aunque no hubo dife-
rencia estadisticamente significativa, ocho de los nueve
ejemplares con alendronato local tuvieron osteointegra-
cion del aloinjerto, mientras que esto ocurrid en seis casos
del grupo 1II sin alendronato local.

Tabla 4. Resultados histolégicos o morfolégicos
de anatomia patoldgica (grupo II)

Grupo I A B C D E F Grupo 2 A B C D E F
Cl +++ ++ + +++ ++ + Cl1 ++ ++ +++ + +
C2 +++ ++ + +++ ++ + C2 + + ++ ++ + 0
C3 ++ ++ + ++ ++ + C3 ++ ++ +++ ++ + +
C4 +++ |+t 0 +H+ | 0 C4 ++ + ++ + ++ +
C5 +++ ++ + +++ ++ + C5 + + ++ + ++ 0
Co6 +++ ++ 0 +++ ++ 0 C6 + + +++ |+ + +
C7 ++ +++ 0 ++ +++ 0 C7 + + |+ + +
C8 ++ ++ + ++ ++ + C8 + + +++ ++ + +
C9 ++ +++ + ++ +++ + c9 + + +++ + + +

A = osteointegracién; B = formacion de callo 6seo; C = reabsorcién del injerto
6seo; D = vascularizacién/angiogénesis; E = fibrosis con proliferacion fibroblasti-
ca; F = exudado fibroleucocitario/ infiltrado inflamatorio mononuclear a predomi-
nio plasmocelular. Valores: 0 = ausente; + = leve; ++ = moderado; +++ = intenso.

A = osteointegracion; B = formacién de callo éseo; C = reabsorcion del injerto

6seo; D = vascularizacion/angiogénesis; E = fibrosis con proliferacion fibroblasti-
ca; F = exudado fibroleucocitario/infiltrado inflamatorio mononuclear a predomi-
nio plasmocelular. Valores: 0 = ausente; + = leve; ++ = moderado; +++ = intenso.
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Figura 3. Tomografia computarizada. A. Osteointegracién del injerto dseo.
B. No se observa integracién del injerto.

Tabla 5. Resultados estadisticos (radiografias
y tomografias)

Grupol | Grupo II P
Reabsorcion 6sea 2 (1-3) 1 (0-3) 0,09
Osteointegracion (S1) | 8 (89%) 6 (67%) 0,577

Los bifosfonatos pueden bloquear efectivamente la re-
absorcion del hueso y reducir la reabsorcién de los in-
jertos 6seos mediante la inhibicién de los osteoclastos,!
pero el tratamiento sistémico con bifosfonatos solo puede
alcanzar las dreas revascularizadas de los injertos dseos;
mads aun, para bloquear la reabsorcidn ésea “patoldgica”,
como ocurre con los aloinjertos, se necesitarian dosis lo-
cales mds elevadas que para otras indicaciones,’ lo cual
es dificil de obtener con tratamientos sistémicos; este
problema podria solucionarse si el aloinjerto pudiera ser
impregnado con alendronato antes de implantarlo, y asi,
al ser colocado en el lecho receptor, se inhiba su reab-
sorcion por los osteoclastos. Ademds del impacto en los
osteoclastos, el alendronato aumenta la proliferacién y
maduracién de los osteoblastos e inhibe su apoptosis.'? En
nuestro trabajo, su uso en conejos no se asocié a riesgos
locales ni sistémicos, y permitié obtener mejor integra-
cion del aloinjerto.

Aspenberg y Astrand® demostraron que el tratamiento
con bifosfonatos locales puede proteger el injerto de la

reabsorcion 6sea durante el periodo posoperatorio tem-
prano. Nina y cols.'* comunicaron que, a mayor dosis de
alendronato, obtuvieron una disminucién significativa de la
reabsorcion 6sea en el aloinjerto, con una dosis éptima de
alendronato de 1 mg/ml. En nuestra muestra, se lograron
resultados similares con dosis alta de alendronato local.
Von Knoch y cols.!? reportaron una declinacién en la can-
tidad de tejido 6seo nuevo con dosis altas de alendronato
en comparacion con los grupos de dosis inferiores, esto
podria explicarse por la toxicidad de los bifosfonatos en
dosis alta para los osteoblastos. Baas y cols.'* no fueron
capaces de cambiar este equilibrio entre la formacion ésea
y la resorcién 6sea; el bifosfonato practicamente bloqued
el metabolismo Gseo en su estudio. Jakobsen y cols.' de-
tectaron una disminucién de la fijacién del implante cuan-
do el aloinjerto se habia asociado a bifosfonatos. En nues-
tro grupo con alendronato, no se observé ningtin efecto
téxico, pese a las altas dosis y considerando que solo se
retiré el suero de la mezcla en la que se embebid al aloin-
jerto, sin lavado para retirar excedentes de alendronato,
como se comunica en otros estudios.

Conclusiones

Los resultados de este trabajo experimental muestran
que el alendronato local asociado a aloinjertos ayuda a
mejorar la osteointegracion de los aloinjertos, que es un
método seguro, y que no se asocia a riesgos locales o sis-
témicos en conejos, aun en dosis elevadas.
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Tabla 6. Resultados tomograficos y radiograficos Tabla 7. Resultados tomograficos y radiograficos
(Grupo I) (Grupo II)
Grupo I Reabsorcion dsea Osteointegracion Grupo IT Reabsorcion 6sea Osteointegracion

1 ++ Si 1 ++ Si
2 + St 2 ++ Si
3 4+ No 3 _ No
4 +++ St 4 + Si
5 ++ St 5 + St
6 ++ St 6 - St
7 ++ Si 7 - No
8 ++ Si 8 ++ Si
9 ++ Nit 9 + No

Figura 4. Tomografia computarizada. A. No hubo reabsorcién; B. Reabsorcién leve. C. Reabsorciéon moderada.
D. Reabsorcidn intensa del injerto dseo.
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