Int. J. Odontostomat.,
13(2):137-141, 2019.

Efecto de Vitamina E y Alendronato sobre la
Densidad Mineral en Hueso Maxilar de Ratas

Effect of Vitamin E and Alendronate on Mineral Density in Rat Maxillary Bone

Cecilia Moro; Alejandra Aguzzi & Carolina Virga

MORO, C.; AGUZZI, A. & VIRGA, C. Efecto de vitamina E y alendronato sobre la densidad mineral en hueso maxilar de
ratas. Int. J. Odontostomat. 13(2):137-141, 2019.

RESUMEN: El balance 6seo esta mediado por una regulacion inmunoenddcrina, siendo éste un complejo proceso.
Entre las acciones llevadas a cabo para mantener la densidad y estructura del esqueleto son variadas las farmacoterapias
utilizadas. Diversos estudios han demostrado que tanto Alendronato (AL) y Vitamina E (E) contribuyen a la inhibicién de la
reabsorcion 6sea. El objectivo de este trabajo fue estudiar el efecto de la administracion combinada de (AL) por via
subcutanea y (E) se administro tres veces por semana también por via subcutanea con una dosificacion de 20 mg/kg de
peso corporal. La férmula farmacéutica fue de 0,5 mg/kg de peso corporal para AL, y 20 mg/kg de vitamina E. El efecto se
evalué en ratas machos Wistar (n=108), de 90 + 20 g, divididas en 4 grupos. Se realiz6 la exodoncia de los primeros
molares inferiores. La droga se inyecté en forma subcutanea en tiempos 0, 7, 15y 30 dias post cirugia. Las imagenes de las
mandibulas fueron adquiridas mediante radiovisiégrafo, en cada tiempo experimental y fueron analizadas con el Software
Image ProPlus version 4,1 de Media Cibernetics. Estudios estadisticos: no paramétrico: prueba de Kruskal-Wallis Resulta-
dos: El grupo C (que registré la media de intensidad mas baja), se diferencio significativamente de los grupos E y A-E
(p<0,001), no asi del grupo que utilizé unicamente Al (p=0,070; p>0,05). Los grupos Al, E y el combinado AI-E no se
diferenciaron significativamente entre si (p>0,05 en todos los casos). Los datos evaluados sirven para mostrar una tenden-
cia favorable en relacion al efecto beneficioso de la combinacion de AL y vitamina E.

PALABRAS CLAVE: bisfosfonatos, vitamina E, remodelacion ésea.

INTRODUCCION

El hueso es un tejido dinamico que preserva el
tamafio, la forma y la integridad estructural del esque-
leto y que regula la homeostasis mineral. La
homeostasis 6sea se mantiene a través de un equili-
brio entre la formacion 6sea osteoblastica y la resor-
cion Osea osteoclastica (Fernandez-Tresguerres-
Hernandez-Gil et al., 2006).

La regeneracion tisular es la respuesta que con-
sigue la restitutio ad integrum del tejido tras un trau-
ma, a diferencia de la reparacion, donde el tejido que
se forma es un tejido cicatricial, con caracteristicas
diferentes al original. En este sentido el hueso es el
unico tejido del organismo, a excepcion del tejido em-
brionario, que se restituye totalmente tras una lesion
(Van der Weijden et al., 2009).

La vitamina E (E), un antioxidante soluble en
grasa, ha sido de particular interés debido a su capa-

cidad para suprimir la produccién de ciertos mediado-
res proinflamatorios como PGE2, TNF-a, IL-1 e IL-6
que se han relacionado con el aumento de la pérdida
Osea, y proteger contra el dafio oxidativo causado por
ODFRs. Mantiene el crecimiento éseo normal y el
modelado éseo en animales jovenes y protege el car-
tilago contra la peroxidacion lipidica celular. También
encontraron que la (E) suplementaria aumenté la masa
Osea disminuyendo las concentraciones de radicales
libres que estimulan la resorcién 6sea y suprimen la
formacion 6sea (Chai et al., 2008; Hamidi et al., 2012).

La vitamina E también redujo la estimulacion for-
macién de radicales libres derivados de oxigeno
(ODFR) de la resorcion 6sea osteoclastica. Ademas,
se demostré que la administracion de a-tocoferol su-
prime la produccion de ODFR en las primeras etapas
de la cicatrizacion de la fractura en conejos, aumenta
la actividad de las enzimas antioxidantes en las ratas
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ovarectomizadas (Ovx) y mejora la curacion de la frac-
tura dsea en sus etapas tempranas y finales de las
fases en Ovx ratas y en ratas macho. Ademas, los
resultados de un estudio poblacional indicaron el im-
portante papel de la ingesta adecuada de (E) en la
dieta para reducir el riesgo de fractura de cadera en
los fumadores actuales (Mehat et al., 2010; Feresin et
al., 2013).

Los bifosfonatos (BP) son una clase importante
de farmacos antirresortivos. BPs se dividen en los que
contienen nitrégeno (N-BP) y no-N-BP. La estructura
de P-C-P estructura de BP presenta una alta afinidad
por el mineral éseo, y por lo tanto BP se acumulan en
las superficies 6seas. Los osteoclastos internalizan las
BP acumuladas durante el proceso de resorcion 6sea
(Coxon et al., 2008; Bobyn et al., 2009).

El analisis molecular de su efecto sobre la re-
sorcion 6sea reveld que los N-BP tales como
alendronato, risedronato y zoledronato inhiben Ila
farnesil difosfato sintasa, una enzima clave de la via
del mevalonato. Posteriormente, previenen la sintesis
de isoprenoides requeridos para la prenilacién de pe-
quefias GTPasas tales como Rap, Rac, Rho, Rab y
Cdc42. La acumulacion de pequefias GTPasas no
preniladas por N-BPs causa disrupcién del
citoesqueleto de actina, trafico alterado de componen-
tes intracelulares y alteracién de la senalizacion de
integrina en osteoclastos (Bellido & Plotkin, 2011;
Abtahi et al., 2012).

Los hallazgos apoyan la hipétesis de que el
alendronato (AL) se une a los sitios de resorcion 6sea,
se libera localmente por acidificacion, lo que aumenta
su concentracion local bajo los osteoclastos e interfie-
re con la reabsorcion 6sea y formacion de margenes
ondulados. Asi mismo la Vitamina funcionaria como
un cofactor que mejoraria las condiciones de respuesta
del hueso.

MATERIAL Y METODO

Preparacion de las formulaciones: Se prepard
una solucion de AL para ser aplicada semanalmen-
te por via subcutanea con una dosificacion de 0,5
mg/Kg de peso corporal. E se administré semanal-
mente también por via subcutanea con una dosifi-
cacion de 20 mg/kg de peso corporal. Ambas dro-
gas fueron administradas siempre en el mismo
horario (10:00 AM).
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Prueba en animales de experimentacion: Noventa
y seis (96) ratas macho de la linea Wistar de peso 90
+ 15 g, se dividieron en 4 grupos de 24 ratas cada
uno. Un grupo fue control (C). Recibié semanalmente
1 ml / 100 g de peso corporal de solucién salina por
via subcutanea. El segundo grupo (AL) recibié sema-
nalmente 0,5 mg de AL/Kg de peso corporal por via
subcutanea. El tercer grupo (E) recibi6 tres veces por
semana 20 mg/kg de peso corporal por via subcuta-
nea. El cuarto grupo recibié tratamiento combinado
con ALy E por via subcutanea. Un quinto grupo (Con-
trol Aceite de Sésamo) fue pautado para actuar como
Control de E, pero como se comporté de manera simi-
lar al primer grupo C no fue utilizado.

Los animales se mantuvieron en bioterio en jau-
las colectivas con alimento balanceado y agua de be-
bida ad libitum, a una temperatura de 22-26 °C, con
un ciclo luz-oscuridad: 12 h - 12 h durante el tiempo
que duro el experimento.

El manejo de los animales fue realizado siguien-
do las normas establecidas por SECyT segun el Co-
mité Institucional para el Cuidado y Uso de Animales
de Laboratorio (Res HCD 674/09 Facultad de Cien-
cias Médicas).

Al inicio del experimento los animales fueron
anestesiados con una solucion de ketamina/xilazina
en una relacion 8 mg / 1,28 mg respectivamente por
cada 100 g de peso corporal. Previa asepsia del cam-
po quirdrgico con iodopovidona se realizd la extrac-
cion del primer molar inferior derecho e izquierdo. El
alvéolo no fue rellenado con ningun material sino sélo
por sus propios coagulos.

Al finalizar el experimento se realizé la eutana-
sia de los animales mediante inyeccion intracardiaca
de cloruro de potasio, bajo anestesia general. Los sa-
crificios para la toma de muestras fueron alos 0, 7, 15
y 30 dias. En todos los tiempos se realizaron tomas
radiograficas de la mandibula.

Estudios radiograficos: Se tomaron imagenes
radiograficas de las mandibulas con radiovisiégrafo
(software Sopix SOPRO), en cada tiempo experimen-
tal, y se analizaron con el Software Image ProPlus
version 4,1 de Media Cibernetics, disefiado para tra-
bajar con microscopios confocales Olympus. Este soft-
ware mide densidad Optica (escala de grises) y obtie-
ne valores numéricos que son registros de las siguien-
tes zonas: hueso medular, hueso cortical, zona pro-
blema y area circundante a la zona problema. Dicha
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densidad de los diferentes sectores fue cuantificado
(mg Ca++/cm?) utilizando un patron de aluminio.

Estudios estadisticos: La comparacién de los datos
se realiz6 por andlisis de la varianza (ANOVA) a dos
criterios de clasificacion (tratamientos: C, AL, E, AL+E,
y tiempos de tratamiento: 0, 7, 15 y 30 dias). Se utilizd
como test complementario la prueba de Tukey que rea-
liza comparaciones multiples entre categorias corres-
pondientes a los factores grupos (tratamientos) y dias
(tiempos) para determinar la manera en que diferian.

Se consideraron diferencias estadisticamente
significativas si p<0,05. Para el analisis de datos, cons-
truccion de graficas y anadlisis estadisticos se utilizo el
software (GraphPad Prism 2.0, GraphPad Software,
San Diego, CA USA).

RESULTADOS

La Figura 1 muestra la medicion sobre la ima-
gen radiografica. Se delimité el area de la exodoncia
en donde se midi6 la radiopacidad promedio. Para ello
se tomaron los niveles de intensidad (nivel de gris) de
la escala de referencia o testigo de 5 escalones, ra-
diografiada conjuntamente con los maxilares de los
especimenes, y se midio la intensidad luminica pro-
medio de la zona alveolar correspondiente a la
exodoncia.

Fig. 1. Esquema de medicion sobre imagen radiografica.
Demarcacion del area de la exodoncia en donde se midi6 la
radiopacidad promedio.

A los 0 dias se registran valores de referencia
en todos los grupos. Alos 7 dias las diferencias entre
los grupos son escasas, solo AL-E mostré mayor den-
sidad optica.

Alos 15 dias de tratamiento los valores del gru-
po C y AL fueron similares, en tantos los grupos E y
AL-E fueron semejantes entre si, registrando mayo-
res densidades opticas que grupos C y AL: se encon-
traron diferencias significativas entre grupo C y AL-E
(p <0,001) (Fig. 2).

Dias: 15
160
g 150
0B
Ho 1407 —_T1
of
T 1307
) ° |
>T
S g 1207
=
8 110
100
T T T T
C A E A+E

Grupo
Fig. 2. Distribucion esquematica de valores de niveles de
grises.

A los 30 dias, las distribuciones de intensidad
(nivel de gris) de los grupos E y AL-E mostraron ma-
yor densidad optica que C y AL, con diferencias
estadisticamente significativas (p <0,001) (Fig. 3).
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Fig. 3. Distribucion esquematica de valores de niveles de
grises.

Los niveles de intensidad (nivel de gris) resulta-
ron significativamente diferentes entre todas las eta-
pas con excepcién de las ultimas dos (15 y 30 dias)
(p=0,068; p>0,05). Entre la etapa inicial y la de 1 se-
mana de tratamiento, las diferencias fueron modera-
das pero significativas (p=0,046; p<0,05) en tanto que
entre 7 y 15 dias la diferencia de intensidad entre eta-
pas fue notoria (p<0,001).

DISCUSION

En el presente estudio, el analisis de la densi-
dad mineral 6ptica (DMO), por medio de los estudios
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radiograficos, permitid establecer la calidad de hueso
formado en el alvéolo post extraccion, a través de un
aumento de la radiopacidad de esta zona conforme al
avance del tiempo. Radiograficamente, se determind
un aumento en la DMO en los grupos experimentales.
El valor mas significativo fue para Vitamina E mas AL
alos 30 dias.

Por otro lado, Lucisano et al. (2013) analizaron
la DMO en ratas, después de la administracion
sistémica de AL, utilizando dosis de 1 mg/kg por se-
mana. En su trabajo demostraron una DMO
significativamente mayor que el grupo control recién
después de 8 semanas de tratamiento (60 dias). La
comparacioén de los grupos con y sin tratamiento con
AL reveld un aumento de un 14,9 %y 26 % en la DMO.

Vitamina E, a-tocoferol, es un derivado
poliisoprenoide con actividades antioxidantes que se
comporta como un verdadero secuestrador de radica-
les libres. Sin embargo, el verdadero efecto de E en el
hueso es incierto. Una revision de los estudios sobre
el efecto de tocoferoles en la reparacion de fracturas
sugiere que Vitamina E puede afectar la remodelacion
6sea y la curacion debido a sus propiedades
antioxidantes, pero citd la necesidad de mas datos para
ser recolectados (Borhanuddin et al., 2012). En un
estudio utilizando ratones genéticamente incapaces
de importar Vitamina E, los ratones mostraron dismi-
nucion de masa 6sea debido al aumento de la fusion
de osteoclastos. Tras la alimentacion de tocoferoles a
estos ratones, se restauré un fenotipo de masa 6sea
normal y la fusion de osteoclastos se mantuvo eleva-
da (Fujita et al., 2012). A pesar de estos hallazgos, en
un estudio con pérdida ésea inducida por ovariectomia,
Vitamina E a 60 mg / kg por dia y tocotrienol puro a la
misma dosis fueron completamente protectores
(Muhammad et al., 2012).

De la misma manera, en nuestros estudios
radiograficos se pudo observar que a partir de los 15
dias se evidencia un aumento de la densidad mineral
Osea a favor del grupo de Vitamina E y AL-E, siendo
mayor para éste ultimo grupo. A los 30 dias se obser-
van diferencias mas definidas con la misma tendencia
anterior.

Se ha demostrado que los niveles suplementa-
rios de vitamina E mejoran la calidad del hueso, asi
como aumentan la proteina de la matriz 6sea sin alte-
rar la densidad 6sea en ratones machos, ambos mo-
delos bien aceptados. Ademas, se observo que las
dosis suplementarias de vitamina E tienen efectos pro-
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tectores sobre diversos parametros 6seos en el mo-
delo de rata macho (Shuid et al., 2010; Iwaniec et al.,
2013).

Asi mismo, en nuestro trabajo, una dosis de Vi-
tamina E 20 mg/kg de peso corporal administrada se-
manalmente demostré ser eficaz para mejorar la den-
sidad mineral ésea luego de la extraccion del primer
molar en ratas macho.

CONCLUSIONES

Radiograficamente se observo un incremento
en la densidad mineral éptica de los grupos vitamina
E y vitamina E mas Alendronato con respecto al con-
trol conforme avanza el tiempo, siendo mas evidentes
los 30 dias.

Por lo anteriormente expuesto se puede inferir
que, teniendo en cuenta la variable estudios
radiograficos, tanto la E como la combinacion de AL -
E ejercerian un efecto beneficioso produciendo un
aumento en la remodelacion ésea de alvéolos post
exodoncia. Este efecto es netamente benéfico en la
practica odontolégica, donde el hueso constituye el
principal sostén de los elementos dentarios y de es-
tructuras de titanio cuando aquellos se pierden por dis-
tintas patologias y también formando parte esencial
del sistema estomatognatico, para que este pueda
cumplir con eficiencia todas sus funciones.

MORO, C.; AGUZZI, A. & VIRGA, C. Effect of vitamin E and
alendronate on mineral density in rat maxillary bone. Int. J.
Odontostomat., 13(2):137-141, 2019.

ABSTRACT: The bone balance is mediated by an
immunoendocrine regulation, this being a complex process.
A number of pharmacotherapies are used among the actions
taken to maintain the density and structure of the skeleton.
Several studies have shown that both Alendronate (AL) and
Vitamin E (E) contribute to the inhibition of bone resorption.
Objective: To study the effect of combined administration of
(LA) subcutaneously and (E) was administered three times
per week also subcutaneously with a dosage of 20 mg / kg
body weight. The pharmaceutical formulation was 0.5 mg /
kg body weight for AL and 20 mg / kg vitamin E. The effect
was evaluated in male Wistar rats (n = 108), 90 + 20 g, divided
into 4 groups. Extraction of the first lower molars was
performed. The drug was injected subcutaneously at time 0,
7, 15 and 30 days post-surgery. The images of the jaws were
acquired by radiovisiography, at each experimental time and
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were analyzed with Image ProPlus Software version 4.1 of
Media Cibernetics. Statistical studies: non-parametric:
Kruskal-Wallis test Group C (which recorded the lowest mean
intensity) was significantly different from the E and AE groups
(p <0.001), but not from the group that used only Al (P =
0.070, p> 0.05). The Al, E and combined Al-E groups did not
differ significantly from each other (p> 0.05 in all cases). The
data evaluated serve to show a favorable trend in relation to
the beneficial effect of the combination of AL and vitamin E.

KEY WORDS: bisphosphonates. vitamin E. bone
remodeling.
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