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RESUMEN

MODELO EXPERIMENTAL EN OVEJAS PARA EVALUAR TRATAMIENTO
CRONICO CON BISFOSFONATOS Y SU RELACION CON
OSTEONECROSIS MAXILAR E IMPLANTES DENTALES.

Antecedentes: La osteonecrosis de la mandibula relacionada con los BFs
(ONMBF) vy el fracaso de los implantes dentales son dos efectos secundarios

negativos del tratamiento cronico con aminoBP.

El objetivo general de la presente tesis fue desarrollar un modelo preclinico,
utilizando como animal experimental a la oveja, con el fin de profundizar en el

conocimiento de diferentes aspectos fisiopatologicos de la ONMBFs.

Métodos: Se utilizaron 15 ovejas , raza Corriedale, fueron divididas en tres
grupos. Las ovejas fueron operadas con ovariectomia (OVX) u operacion
simulada (SHAM) y tratadas de la siguiente manera OVX (n=5): OVX mas
solucion salina; ZOL (n=6): OVX mas acido zoledronico y SHAM (n=4): SHAM
mas solucion salina. Se extrajo el primer molar superior después de 1 afo de
tratamiento; se coloc6 con éxito un implante dental en todas las ovejas al

segundo afo; las ovejas fueron sacrificadas a los 2,4 anos.

Resultados: SHAM y OVX mantuvieron con éxito los implantes mientras que
se perdieron en todas menos en una de las ovejas ZOL. La mucosa oral
cianotica aumenté como sigue SHAM < OVX < ZOL. Las ovejas ZOL (2/6)

mostraron inflamacion y hueso necroético por Actinomyces spp en la region
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mandibular. No se observaron diferencias en calcio, fosfato y 250HD, mientras
que fosfatasa alcalina d6sea disminuyé de forma similar en los 3 grupos
estudiados (p<0,05); ZOL presentd CTX significativamente menor (p<0,05) sin
diferencias entre SHAM y OVX. OVX mostro los contenidos mas bajos y ZOL
los mas altos de Ca y Pi en fémur y maxilar (p<0.05). El volumen 6seo
(BVITV%) de la cresta iliaca similar al inicio y al mes 4. Al final SHAM y ZOL
mostraron un BV/TV%, BMC y BMD en fémur proximal y hemi-mandibula

similares, y superior al grupo OVX (p<0.05).

Conclusion: Las ovejas tratadas con ZOL con un esquema similar al de los
pacientes con cancer mostraron una amplia supresion del remodelado 6seo,
falta de oseointegracion del implante que quedd y 2 de ellas desarrollaron
ONMBEFs.

Palabras clave: osteonecrosis de maxilar asociada a bisfosfonatos,
remodelacion ésea, implantes dentales, enfermedades 6seas metabdlicas,

osteoporosis, acido zoledroénico.



ABSTRACT

EXPERIMENTAL MODEL IN EWE TO EVALUATE CHRONIC TREATMENT
WITH BISPHOSPHONATES AND ITS RELATIONSHIP WITH MAXILLARY
OSTEONECROSIS AND DENTAL IMPLANT OSEOINTEGRATION.

Background: BPs-related osteonecrosis of the jaw (BRONJ) and dental

implant failure are two negative side effects of chronic aminoBP treatment.

Methods: Sheep were OVX or SHAM operated and treated as follows OVX
(n=5): OVX plus saline solution; ZOL (n=6): OVX plus zoledronic acid and
SHAM (n=4): SHAM plus saline solution. The 1st superior molar was extracted
after 1 year of treatment; a dental implant was successfully placed in all sheep
at the 2nd year; sheep were sacrificed at 2.4 years.

Results: SHAM and OVX successfully maintained the implants. Cyanotic oral
mucosa increased as follows SHAM < OVX < ZOL. ZOL ewe (2/6) showed
inflammation and necrotic bone by Actinomyces spp at mandibular region. No
differences in serum calcium, phosphate and 250HD were observed while
BALP similarly decreased in the 3 studied groups (p<0.05); ZOL presented the
lowest significant CTX levels (p<0.05) without differences between SHAM and
OVX. OVX showed the lowest and ZOL the highest Ca and Pi contents in femur
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and maxilla (p<0.05). Bone volume (BV/TV%) of iliac crest was similar at
baseline and at month-4. At the end of the study, BV/TV%, proximal femur and
hemi-mandible BMC and BMD was similar in SHAM and ZOL and significantly
higher than OVX (p<0.05).

Conclusion: ZOL-treated ewe with a schedule similar to cancer patients
showed an extensively suppression of bone remodeling, the remaining dental

implant failed to integrate and some of the ewe developed BRONJ.

Keywords: bisphosphonate-associated osteonecrosis of the jaw, dental

implants, metabolic bone diseases, osteoporosis, zoledronic acid.
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INTRODUCCION

Generalidades:

En el humano, el pirofosfato (PPi) es liberado como un subproducto
metabodlico de distintas reacciones bioquimicas, por lo cual pueden ser
detectados en varios tejidos, incluyendo sangre y orina (Russell RG, 2006).
Estudios pioneros realizados a partir de 1960 demostraron que el PPi puede
inhibir la calcificacion y unirse a los cristales de hidroxiapatita (HA) del hueso.

Los bifosfonatos (BFs) son derivados quimicos estables del pirofosfato (PPi),
cuya caracteristica es presentar una elevada afinidad por los iones calcio (Ca)
de la HA. Uno de los pasos mas importantes hacia el uso clinico de los BFs fue
que dichos compuestos, al igual que el PPi, pueden inhibir la disolucion de los
cristales de HA. Basado en este hallazgo, y mediante diversos modelos
experimentales, se determind que los BFs pueden inhibir la resorcion ésea.
Durante la década de 1970, los BFs comenzaron a utilizarse como agentes

terapéuticos en patologias caracterizadas por una elevada resorcion désea.

Farmacoloégicamente, los BFs orales presentan baja absorcidn intestinal (1%-
5%) pero una vez absorbidos, rapidamente desaparecen de circulacion para
ser retenidos en la matriz extracelular del hueso unido al mineral de HA,
preferentemente en los sitios de remodelamiento activo (Fleisch H, 71998).
Inicialmente su mecanismo de accion estuvo relacionado a sus efectos
fisicoquimicos sobre el cristal de HA, pero actualmente se han confirmado

efectos a nivel celular de gran importancia.
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La vida media de los BFs en circulacion es bastante corta, oscila entre 30
min y 2 h. sin embargo, una vez incorporados al hueso, pueden persistir en la
matriz extracelular por mas de 10 afos, especialmente los mas potentes. Esta
caracteristica constituye una variable determinante de su poder residual
(Fusco V, 2016). Se estima que el 80% de los BFs es excretado por rifion y el
20% es retenido en hueso. Su baja absorcién intestinal y sus efectos adversos
sobre el trato digestivo, sobretodo irritacion esofagica, llevd a que se
desarrollaran nuevos BFs mas solubles lo cual permiti6 que se administraran

por la via endovenosa.

Estructuralmente, los BFs son compuestos sintéticos analogos (PPi), un
inhibidor endégeno de la mineralizacion. En los BFs, el O central del PPi es
reemplazado por un atomo central de C al que se encuentran unidos dos
grupos fosfato y dos cadenas laterales R1 y R2. El reemplazo del “O” por “C”
los hace resistentes a la hidrdlisis tanto bajo condiciones acidas como por
accion de pirofosfatasas. El grupo R1 es generalmente un hidroxilo, el cual
determina la afinidad por el Ca de la HA, mientras que R2 varia, dando un
amplio espectro de estructuras posibles, con diferentes potencias relativas
(Figura 1).

Dependiendo de la estructura de R2 se los agrupa en dos clasificaciones

generales.

a. BFs no nitrogenados o simples: son aquellos BFs similares al PPi
que no tienen nitrégeno o aminas en su grupo R2. Estos BFs de primera
generacion fueron los primeros compuestos en ser utilizados en la
clinica practica. En este grupo se encuentran el clodronato, el etidronato

y el tiludronato
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b. BFs nitrogenados o aminoBFs: son aquellos que contienen nitrégeno
en su estructura R2, lo cual los hace mas potente. En este grupo y en
grado creciente de potencia podemos sefialar al pamidronato,

alendronato, olpadronato, ibandronato y zoledronato.

OH OH OH R1 OH

O=P—0—P=0 Q=P—C—P=0

OH OH OH R2 OH

Pirofosfato Bifosfonato

Figura 1: Estructura molecular del pirofosfato y de los bisfosfonatos.

El analisis de la relacion entre estructura y potencia antirresortiva permitio
establecer que si bien los grupos fosfatos e hidroxilos son esenciales para la
afinidad de los BFs a la matriz dsea, la estructura del grupo R2 unido al C
central es el principal determinante de la potencia de los BFs. La presencia de
nitrogeno o grupos aminos en R2 aumentan la potencia antirresortiva de los BF
entre 10 y 10.000 veces, respecto de aquellos que no contienen nitrégeno en

su estructura (Figura 2).
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Figura 2: Clasificacion de BFs en nitrogenados y no nitrogenados dependiendo de
su estructura R. Extraido de Rogers MJ, 2000.

El primer BFs utilizado fue el etidronato en el cual sus grupos hidroxilos
forman una estructura tridentada quelante de los iones Ca**. Los cambios en el
grupo metilo de R2 por incorporacion de nitrégeno dieron lugar a los
bisfosfonatos de segunda generacidén con un gran incremento en la potencia del
compuesto para inhibir la resorcion ésea. En este sentido, compuestos como el
pamidronato y el alendronato presentan una potencia del orden de 10-100
veces mayor al etidronato. El desarrollo de compuestos con un nitrdgeno
terciario como ibandronato y olpadronato hace que sean aun mas potentes,
alcanzando una potencia relativa del orden de 10.000 veces o mayor. La
introduccion de grupos R2 con anillos conteniendo nitrégeno dieron lugar a los

BF de tercera generacion, como el residronato y zoledronato aumentando la
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potencia relativa hasta 100.000 veces. Estos BFs son los actualmente mas
potentes (Figura 3) (Russell RE, 2006).

10 Zoledronic acid @&
Ibandronate
5 () Risedronate
10 ® Alendronate
@ Pamidronate
10| Clodronat® @® Neridronate

10° tidronate

10° 101 102 103 104 10°

Figura 3: Potencia relativa de los BFs. Extraido de Coleman RE, 2001.

Mecanismo de accion de los BFs.

En el proceso de remodelamiento éseo cierto tipo de sefales hace que al sitio
lleguen los osteoclastos los cuales se ubican en la zona a resorber, la
reconocen y se pegan al colageno de la matriz extracelular a través de
receptores de integrinas que reconocen cierta secuencia de aminoacidos del
colageno. Dicha union, delimita la zona de resorcion y permite la polarizacion de
los osteoclastos. Como resultado de esto ultimo, la célula resortiva genera un
ribete en cepillo destinado a aumentar la superficie, generando debajo de ella la
laguna de resorcion. Durante el proceso, el osteoclasto vuelca en dicha laguna
acido clorhidrico (HCI) que permite solubilizar el cristal de HA. Al mismo tiempo
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vuelca enzimas liticas que degradan al colageno siempre en el mismo sitio.
Estos productos pasan a circulacidn y pueden evaluarse en sangre u orina
constituyendo los marcadores bioquimicos de resorcion como el telopéptido del
colageno tipo |, denominado Crosslaps o CTX.

En presencia de BFs, durante la liberacion de HCI el pH disminuye en la
laguna de resorcién por debajo de 4.5, produciendo la disolucién del cristal de
HA con la consiguiente la liberacion del BF unido. Este hecho aumenta su
concentracion del BFs en el medio. Mediante un mecanismo no del todo
aclarado, que podria ser por endocitosis, los BFs son internalizados por los
osteoclastos, y una vez en su interior estas drogas interfieren distintos pasos
metabdlicos, el cual va a depender del tipo de BF. En cualquiera de los
mecanismos, el resultado final sera una disminucion en la actividad
osteoclastica y la muerte celular, lo cual dara lugar a una disminucion

importante del proceso de resorcion 6sea (Figura 4).

Los BFs que no contienen nitrogeno son metabolizados por los osteoclastos
incorporandose a analogos no hidrolizables del ATP, los cuales no podran ser
metabolizados posteriormente. La acumulacion de dichos derivados del ATP
son citotoxicos para los osteoclastos llevando a la inhibicion de la funcion

resortiva y finalmente a la muerte celular.

Los BFs nitrogenados poseen una potencia superior en varios érdenes de
magnitud para inhibir la resorcion in vivo respecto de los BFs simples. Los
aminoBFs no son metabolizados por el osteoclasto, por lo cual, su mecanismo
de accion dentro de la célula es diferente al de los BFs que no contienen
nitrogeno. Los aminoBFs se unen e inhiben a la farnesil-pirofosfato sintetasa,
enzima clave de la via del mevalonato, la cual constituye un paso critico para la

sintesis de colesterol, otros esteroles y lipidos isoprenoides. La consecuencia
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final de dicha inhibicion es la de impedir la prenilacion de pequefas GTPasas
las cuales constituyen moléculas de union, necesarias para la actividad celular,
lo cual favorece la apoptosis del osteoclasto (Luckman SP, 1998).

(4]
(]
OOoO

"l
B " OOOO
P o0 5

P
Hueso BP oo
Los BFs se unen al Ca de la ¥, | Hcl Proteasase
HA, preferentemente en la w
zona de resorcion activa Hueso

Durante la resorcion se libera HCI que
disuelve a la HA. Los BFs quedan libres y
son captados por los osteoclastos

v

Dentro del osteoclasto, los BFs inhiben
pasos metabolicos que inducen la
muerte celulary la perdida de la

actividad resortiva

[Hueso

Figura 4: Mecanismo de accioén de los BFs. Modificado de Russell RG, 2006.

Los BFs también pueden ser incorporados por los monocitos o macrofagos,
células que, al igual que los osteoclastos, provienen de la progenie

hematopoyética y son capaces de realizar endocitosis (Roelofs AJ, 2010).

Utilidad clinica y efectos adversos de los BFs.

Los trabajos clinicos iniciales sobre el uso de los BFs fueron realizados hace

mas de 60 afios para el tratamiento de miositis ossificante progresiva y
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enfermedad de Paget, siendo el etidronato el BF utilizado. A comienzos de 1970
comenzd el uso terapéutico de los BFs en oncologia. En la actualidad su uso
clinico se encuentra ampliamente establecido para el tratamiento y prevencion
de complicaciones esqueléticas asociadas al desbalance entre la formacion y
resorcion 6sea como ocurre en el mieloma multiple o metastasis 6éseas debido a
cancer de mama, de préstata y de otros érganos. En osteoporosis primaria es el
anticatabdlico de eleccion por su efecto antirresortivo asociado a la reduccion
del proceso de remodelamiento 6seo y por ende, perdida de hueso lo cual
conduce a un aumento en la densidad mineral 6sea (DMQO). También se utilizan
en el tratamiento de osteoporosis secundarias como aquellas asociadas al uso

de corticoides y de osteogénesis imperfecta en nifios (Russell RGG, 2008).

Sin embargo, hace algunos afios se han reconocido efectos colaterales
potencialmente negativos asociados al uso cronico de los BFs, especialmente
de aquellos mas potentes. Uno de dichos efectos fue descripto por primera vez
en el 2002 y lo constituye la osteonecrosis maxilar asociada al uso crénico de
BFs (ONMBFs), cuyas manifestaciones clinicas son la exposicion de huesos
muertos maxilofaciales y fistulas sin cicatrizar (Rizzoli R, 2008). Esta patologia
alertdé a los profesionales de la salud y en el aifo 2007 un consenso de la
Asociacion Estadounidense de Cirujanos Orales y Maxilofaciales (AAOMS)
definid y establecié pautas para describir a la ONMBFs. Segun la AAOMS se
trataria de un area de hueso expuesto, en la region maxilofacial, que no
cicatriza luego de 8 semanas de su identificacion (tiempo requerido para la
cicatrizacion de las partes blandas posterior a trauma, exodoncia y/o
procedimiento quirurgico), en sujetos que no hayan estado expuestos a terapia
radiante en la region craneofacial (Khosla S, 2007). En 2009, la American
Society for Bone and Mineral Research (ASBMR) amplié los conceptos sobre
ONMBFs explicitando que los pacientes deben haber estado sometidos a
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tratamiento con BFs orales o intravenosos (1.V.) por mas de tres afios (Ruggiero
S, 2014).

La ONMM generalmente se presenta asintomatica, a no ser que involucre
alguna estructura nerviosa, en cuyo caso se podria observar manifestacion de
dolor. Los signos y sintomas que pueden o no estar presentes en la ONMM
son: dolor, tumefaccion, parestesias, supuracion, ulceracion de los tejidos

blandos, comunicacion bucosinusal, pérdida dentaria, secuestros 6seos.

En cuanto a la imagen radiografica es muy variada, y se extiende desde
ausencia de lesiones hasta presencia de radiolucidez o radiopacidades (Khosla
S, 2007; Sartori P, 2015 y Khan AA, 2017). En base a ello la presentacion
clinica de la ONM es variable y puede dividirse en diferentes estadios, los

cuales se resumen en la tabla 1 (Ruggiero, 2014).

Respecto de la localizacion, en el 62.3% de los casos se localiza
generalmente s6lo en el maxilar inferior; en el 29.4% de los casos en el maxilar

superior y en el 8.2% afecta a ambos maxilares (Picardo S, 2017) (Figura 5).

En la cavidad bucal, la frecuente localizacion en los maxilares podria deberse
al estrés fisiologico de las fuerzas oclusales al que se encuentran sometidas
dichas areas (Larroudé MS, 2009). Este hecho hace que el remodelamiento
0seo en el proceso alveolar se vea incrementado una decena de veces
respecto del hueso trabecular presente en el resto del esqueleto (Van den
Wyngaert T, 2007).
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ESTADIO

CARACTERISTICAS

Sin riesgo

Estadio 0

Estadio 1

Estadio 2

Estadio 3

Sin evidencia de hueso necrdtico en pacientes bajo

administracion actual o reciente de drogas antirresortivas.

Con hallazgo radiografico de ostedlisis, pero sin signos ni

sintomas de necrosis

Con signos clinicos de necrosis, aunque el paciente no

manifeste sintomatologia.

Con signos y sintomatologia de necrosis e infeccion, con

secrecion purulenta o sin ella.

Con signos y sintomatologia de necrosis: idém estadio 2, que
involucre maxilar superior, piso del seno maxilar, evidenciando
comunicacion bucosinusal, comunicacion bucosinusal, fistula
cutanea o fractura patolégica. En maxilar inferior: fistula
cutanea, fractura patoldgica, anestesia en la zona inervada por

el nervio maxilar inferior.

Tabla 1. Estadios de ostenecrosis maxilar asociada a BFs. Ruggiero SL. 2007.

En un principio, la mayor parte de los casos de ONMM reportados se
encontraban asociados al tratamiento de neoplasias, en pacientes que se
sometian a una intervencion oral. Asimismo, estos pacientes estaban tratados
con BFs en forma intravenosa y en altas dosis, como el acido zoledronico
(Mehrotra B, 2009; Ruggiero SL, 2014; Voss PJ, 2015). Sin embargo, también
han sido reportados casos por el uso de pamidronato en pacientes que se
encuentran bajo tratamiento por mieloma multiple o cancer de mama durante un

periodo mayor a tres anos y luego de una intervencion odontolégica (Bagan JV,
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2006). Si bien estos pacientes, generalmente, estan tratados con
glucocorticoides y quimiotacticos que afectan la vascularidad, mas tarde se han
reportado casos de ONM en pacientes osteopordticos bajo tratamiento
prolongado con BFs orales, como alendronato y residronato (Reid IR, 2009).

Figura 5: Localizacion frecuente de ONMM

A pesar de que la frecuencia reportada de padecer ONMBF no es elevada,
sus efectos son graves, por eso su desarrollo es motivo de preocupacion entre
los profesionales que deben realizar tratamientos odontolégicos invasivos, tales
como cirugias, tratamientos periodontales, colocacion de implantes, etc, en
pacientes que reciben BFs. En este sentido, el implante dental es una
herramienta optima para el reemplazo de las piezas dentarias sin embargo, en
general, es una técnica utilizada en adultos, en los cuales es comun

encontrarse con un hueso alveolar de mala calidad al momento de realizar la
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practica. Por ello, la cicatrizacién de la mucosa gingival post-extraccion puede
ocurrir en presencia de una infeccion subclinica y regiones de hueso necrotico
en el alveolo subyacente. En mujeres posmenopausicas osteopénicas el
tratamiento oral mas utilizado lo constituye los BFs, por ello, ante un implante
dental, estas regiones podrian transformarse en focos para el desarrollo de

ONMBFs en ausencia de otros factores de riesgo.

Por otra parte, segun algunos autores, los BFs podrian retardar la
consolidacion de fracturas y disminuir el remodelamiento del callo éseo, lo cual
afectaria la mineralizacién o las propiedades mecanicas, agravando el cuadro
(Goodship A, 1994). En la actualidad existen controversias acerca del éxito de
la oseointegracién en pacientes tratados con BFs ya que el éxito de este
tratamiento depende del aporte de nutrientes y de la actividad osteoclastica que

permita la subsiguiente formacion 6sea alrededor del implante.

Incidencia y factores de riesgo para el desarrollo de ONMBFs.

Segun los reportes internacionales la incidencia de ONMBFs en pacientes
osteoporoticos tratados con BFs oscila entre los 0.001 y 0.01%, si se toma la
poblacién general (Khosla S, 2007). Sin embargo, en Argentina estudios
recientes realizados en mas de 25000 pacientes atendidos durante un periodo
de 7 afos en la Facultad de Odontologia de la Universidad de Buenos Aires, se
observo que la incidencia alcanzaba el 0.33% entre los sujetos tratados con
BFs (Picardo S, 2017).

Existen numerosos factores de riesgo para el desarrollo de ONMBFs a los

cuales los podemos dividir en tres tipos: factores asociados al tipo y dosis del
BF utilizado, factores de riesgo sistémico y factores de riesgo locales.
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El uso prolongado de BFs suprime el remodelamiento 6seo, ya que, sin
resorcion no existe formacion de nuevo hueso. El resultado de la inhibicion de la
resorcion osea es el desarrollo de un hueso hipodinamico, con una disminucién
en su competencia biomecanica. Esto se debe a que el hueso sigue
incrementando la cantidad de mineral depositado por lo cual se vuelve
quebradizo, incrementando el riesgo de fracturas. La medicion de los
marcadores bioquimicos de resorcion 6sea, como el CTX, es una de las formas
mas sencillas para evaluar el nivel de recambio 6seo ya que una disminucion
marcada del mismo podria contribuir al desarrollo de ONMBFs (Lee CY y col,
2010).

Por otra parte, ademas de ser captados por los osteoclastos, los BFs tambien
pueden ser incorporados por otros tipos de célula en los cuales induciria
también la muerte celular. En este sentido, se sugiere que los BFs tendrian un
efecto adverso sobre la integridad de la mucosa ligada al efecto pro-apoptotico
ejercido sobre los queratinocitos del epitelio de revestimiento, aunque no esta
claro si es necesario que exista una alteracion en la mucosa oral para el
desarrollo de ONM. Los BFs también alteran la respuesta inmune a la infeccion
por activacion de las T-cells gama y delta, estimulando la produccion de
citoquinas proinflamatorias y posteriormente la deplecion de células T (Roelofs
AJ, 2010).

El hecho de que ciertos pacientes puedan padecerla y otros no, le confiere
cierta susceptibilidad o resistencia al desarrollo de ONM. Se sugiere que
existirian diferencias genéticas que modifican la susceptibilidad de los
individuos al desarrollo de ONMBFs y que, posiblemente, el gen involucrado
seria el que codifica para la enzima denominada metaloproteasa de la matriz 2

(MMP2). Asimismo ciertos polimorfismos del gen que codifica a una enzima
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citocromo P450 dependiente, como la farnesil pirofosfatasa sintasa o CYP2C8,
también apoyan la teoria de predisposicion genética (Katz J y col, 2011).

Los factores de riesgo para el desarrollo de ONM debido a tratamientos
concomitantes por comorbilidades se resumen en la tabla 2. Se han
mencionado factores de riesgo relacionados al tratamiento como por ejemplo de
inmunodepresion (VIH), bajos niveles de hemoglobina, terapia con corticoides
por el padecimiento de enfermedades autoinmunes, diabetes mellitus,
hipertension, hiperlipemia, quimioterapia por patologias oncologicas severas,
infeccion bucal, hepatitis cronica, y habito de fumar, entre otras, son riesgos
adicionales potenciales (Dodson T, 2015). Ciertos tratamientos pueden afectar

negativamente al sistema inmune e incrementar la susceptibilidad a la infeccion.

Entre los factores locales ciertos habitos son considerados como un factor de
riesgo adicional. Entre ellos, la pobre higiene dental, la presencia de llagas por
mal ajuste de las protesis, las enfermedades dentales o periodontales y la
extraccion dentaria han sido asociadas al riesgo de padecer ONM (Tabla 2).

La via de administracion de las drogas anticatabodlicas (oral, subcutanea,
intravenosa) también ha sido considerada como un factor de riesgo para el
desarrollo de ONM. Actualmente se considera mas importante la dosis que las

vias de su administracion.

Debido a la lenta acumulacién de los BFs orales se sugiere que no existiria
hueso expuesto antes de los 3 afios de tratamiento, aunque la incidencia y
severidad aumentaria con cada afo adicional de uso. En este sentido, se
considera que el riesgo varia entre el 1% a los 12 meses de tratamiento hasta
11% a los 4 afos de tratamiento. La ruta de administracion intravenosa es
considerada como un factor de riesgo mayor respecto de la administracion oral.

La dosis de BF acumulada puede ser estimada en base a la duracion vy

29



frecuencia de administracion, lo cual seria un factor de riesgo adicional. En el

caso de los BFs intravenosas y si sblo se considera al zoledronato, el riesgo
aumenta al 21% a los 3 anos de tratamiento.

DROGAS PRESCRIPTAS ANAMNESIS MEDICA ANAMNESIS ODONTOLOGICA

Agentes antiangiogénicos:

: Mg : ; Protesis fija o removible
bevacizumab, sunitinib, sorafenib, Anemia Tl
, . desadaptada
pazopanib y axitinib
Agentes antirresortivos:
bifosfonatos y denosumab Artritis reumatoidea Enfermedad periodontal
Diabetes mellitus Mala higiene bucal
Edad avanzada Procedimiento 6seo maxilar invasivo
Glucocorticoides
Tabaquismo

Tabla 2. Factores de riesgo de osteonecrosis maxilar asociada al uso de BFs. (Escudero ND,
2011; Kuroshima L, 2019; Guelman R, 2020)

Recientemente, independientemente de su aplicacion, las dosis han sido
clasificadas en bajas y altas (Tabla 3), las primeras son indicadas para el
tratamiento de la osteoporosis y las segundas, entre otras indicaciones, para el
tratamiento de neoplasias (Picardo S, 2015).
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DROGAS UTILIZADAS EN PATOLOGIA METABOLICA OSEA

: Viade S
Droga Dosis ol Indicacién
[ Alendronato 70 mg semanal Oral Osteoporosis
, 35 mg diario .
B Risedronato 150 mg mensual Oral Osteoporosis
fj\ < Pamidronato 60 mg trimestral Intravenosa Osteoporosis
A Ibandronato 150 mg mensual Oral Osisonovosis
Acido ibandrénico 3 mg trimestral Intravenosa PO
Acido zoledrénico 5 mg anual Intravenosa Osteoporosis - Enfermedad de Paget
| Denosumab 60 mg semestral Subcuténea Osteoporosis
— . Eventos relacionados con el cancer
Pamidronato 90 mg mensual Intravenosa . e
A Mieloma muiltiple
!I-’ < Acido Zoledrénico 4 mg cada 3 0 4 semanas Intravenosa Eventos relacionados con el cancer
A Denosumab 120 mg mensual Subcuténea Evenios rela’monadgs Con 6l cancer
L Tumor de células gigantes

Tabla 3. Dosis habituales de las drogas utilizadas en patologia 6sea metabdlica.
(Nicolatou G, 2019; Guelman R, 2020)

Los primeros casos informados de ONM solo se relacionaban con el uso de
BFs de alli su denominacion de ONM-asociada a BFs. Sin embargo, con el

tiempo, se reportaron casos asociados a nuevas terapéuticas.

En 2010, se observd ONM por el tratamiento con el anticuerpo anti-RANKL
denominado denosumab (DMAD). Posteriormente también se observd ONM por
el tratamiento con anti-angiogénicos como el factor de crecimiento endotelial
anti-vascular denominado bevicizumab. Recientemente se ha informado que el
anticuerpo anti-esclerostina denominado romosozumab también seria
responsable de causar ONM. Por eso la AAOMS ha propuesto en su ultimo
consenso de 2014, el término general de ONM asociada al uso de
medicamentos (MRONJ) (Ruggiero S, 2014).
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En la actualidad, los mas utilizados son los BF y el Dmab (Ruggiero S, 2014).

El presente estudio se centro en la ONMBFs.

Etiologia de la ONMBFs

A pesar del enorme esfuerzo realizado en relacion a la investigacion de la
ONMBFs, su patogénesis no esta aun totalmente dilucidada, aunque existe un
consenso general sobre el hecho de que seria de etiologia multifactorial (Otto S,
2020; Compston J, 2011).

La hipotesis actual respecto de la patogenia de la ONMMBFs es especulativa
y ampliamente basada en estudio histologicos de especimenes humanos
obtenidos de las lesiones cuando ya se encuentran presentes. Existen diversas
teorias sobre su patogenia. Entre ellas, la exposicion de hueso ha sido atribuida
a alteraciones en el metabolismo 6seo asociada a una disminucion del

remodelamiento del hueso que culminan con la necrosis del sitio en cuestion.

Aunque la mayoria de los pacientes reportados presentaron exodoncias
dentarias o una lesion, aun existen controversias acerca de si es necesario un
trauma local para que se genere ONM. Respecto de esto ultimo, es necesario
asumir que las exodoncias dentarias se producen en presencia de una infeccion
cronica peri radicular y que producen fractura del hueso alveolar con retencion y
ocasionales restos radiculares. Este hecho expone al hueso a un medio rico en
microorganismos lo que, por un lado induce un aumento en la velocidad del
remodelamiento 6seo y, por el otro, incrementa el riesgo de infecciones (Sook
BW, 2006; Ferlito S, 2011).

La existencia de la patologia en sitios edéntulos, sin historial de lesiones
aparentes, sugiere que otros factores ademas de la carga mecanica pueden
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contribuir a su patogénesis. En estos casos se considera que condiciones pre-
existentes como patologias dentarias previas, terapia oncolégica concomitante,
reduccion de la angiogénesis o sobre-infecciones inducirian la necrosis.
Estudios histoldgicos recientes sugieren que la infeccion con Actinomices es un
hallazgo comun y que, dichos microorganismos contribuirian al desarrollo de
procesos inflamatorios que no sanan. Sin embargo debe aun establecerse si la
colonizacion por Actinomices es la causa de la ONMM o un hecho incidental.
También se hipotetiza que la osteonecrosis podria producirse por la necrosis
avascular de los tejidos debido al efecto anti-angiogénico de los BFs,
disminuyendo el factor de crecimiento del endotelio vascular, produciendo una
irrigacion de los huesos maxilares insuficiente (Santini, D 2007; Misso G, 2012).
Asimismo se postula que la disminucion de la resorcion 6sea que ejercen los
BFs contribuiria a la falla que ocurre en el remodelamiento éseo alrededor del
alvéolo post-exodoncia. Se debe recordar que en condiciones de homeostasis
0sea normal la resorcion osteoclastica se asocia en tiempo y espacio a la
formaciéon osteoblastica, y ambas funciones son esenciales para reparar los

microdafos que se producen por envejecimiento del tejido 6seo.

El estudio de la etiologia en humanos es complicado por la presencia de
factores confundidores como dieta y habitos, ejercicio, tratamientos
concomitantes entre los que se encuentra glucocorticoides o quimioterapia, en
pacientes con cancer. Todos estos factores pueden controlarse utilizando
modelos preclinicos en animales. La mayoria de los estudios relacionados al
metabolismo 0seo se realizan en la rata, animal de eleccion debido a su
facilidad en cuanto a espacio, costo y sencillez. A pesar de ello, en el caso de
buscar un modelo experimental para evaluar alteraciones en el metabolismo
0seo oral, el uso de la rata es limitado. Por un lado el hueso cortical carece de
sistemas Haversianos, la periodontitis es de rapida recuperacién, los animales

adultos presentan cementosis lo cual complica los procedimientos de
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exodoncias dentarias y finalmente constituye un animal muy pequefo para
permitir procedimientos quirurgicos odontolégicos. Asimismo el envejecimiento
y metabolismo de las ratas se encuentra muy incrementado respecto del
humano lo que hace dificil evaluar el impacto de la cronicidad en el proceso.
Por ello, si fuera posible, seria interesante realizar este tipo de estudios en
animales cuyo comportamiento a nivel oral y 6seo sea lo mas cercano posible

al humano.

Varios animales cumplen parcialmente este cometido (perros, gatos, cerdos
mini, ovejas y monos), entre todos ellos, la oveja seria de suma utilidad por
varias razones: 1) el tamafio y las caracteristicas mecanicas del esqueleto son
comparables al humano; 2) las ovejas adultas desarrollan remodelamiento éseo
Haversiano y, ante la ovariectomia (OVX), los marcadores bioquimicos
aumentan indicando un aumento del remodelamiento que lleva, no sdlo a
pérdida de hueso en el esqueleto axial y apendicular, sino también, periodontal;
3) genéticamente se encuentran mas cercanas al hombre que las ratas y los
ratones; 4) ovulan espontaneamente y tienen un perfil de hormonas sexuales
similar a la mujer; 5) presentan una tasa metabdlica similar al humano; 6)
experimentan problemas esqueléticos relacionados con la edad, incluyendo
pérdida de piezas dentarias; este hecho es importante para evaluar la
oseointegracion ante la colocacion de implantes dentales; 7) desarrollan
periodontitis, presentando bacterias patdogenas similares a las que se
encuentran en la enfermedad periodontal humana, incluyendo Porphyromonas
gingivalis y Bacteroides gingivalis; 8) presentan premolares y molares con un
periodonto similar al de los humanos; 9) son déciles y faciles de manipular; 10)
su mantenimiento no es excesivamente costoso y de disponibilidad en
cantidades adecuadas en la Patagonia Argentina; 11) su tamafo permite la
implantacion de protesis dentales, la recoleccidon de grandes cantidades de
muestras de fluidos asi como la toma de biopsias en distintos puntos del
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esqueleto y, finalmente, 12) generalmente presentan menores problemas éticos
para su uso que los animales domeésticos y los monos (Sigrist |. 2007; Turner A,
2002; Newton BIl, 2004). Si bien, la oveja ha sido utilizada como modelo
experimental en osteoporosis, las investigaciones sobre oseointegracion y

alteraciones orales solo han sido realizadas en muy pocos casos.

Por lo expuesto se desprende que la oveja se asemeja al humano en varios
aspectos relacionados al metabolismo 6seo pero, a la vez, presenta otras
similitudes con el humano como el tamafno corporal, la flora oral y la presencia
de premolares y molares. Todo ello permitiria utilizar las dosis habituales de
BFs en los tratamientos clinicos asi como poder realizar ciertas intervenciones
orales que han sido consideradas como desencadenantes de la ONM
inducidas. Contar con un modelo experimental que permita evaluar los
principales factores implicados en el desarrollo de ONM seria fundamental para
profundizar en el conocimiento de los mecanismos y los factores principalmente

predisponentes para el desarrollo de ONM.
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HIPOTESIS

Si bien la patogénesis de la ONMBFs no se encuentra totalmente dilucidada

no existen dudas de que ocurre por combinacion de multiples factores. El uso

de un modelo experimental en el que practicas odontolégicas sean faciles de

realizar permitiria ampliar los conocimientos sobre los posibles mecanismos de
la ONMBFs.

Entre los mecanismos propuestos para el desarrollo de ONMBFs se

encuentran:

1.

2.

Disminucion drastica del remodelamiento 6éseo: el tratamiento
prolongado con BPs da lugar a una disminucién importante del recambio
de hueso con incremento en el riesgo de microfracturas, debido al efecto
apoptético de estas drogas sobre los osteoclastos. Cambios en el
remodelamiento 6seo puede ser evaluado de manera dinamica por la
medicidn bioquimica de los marcadores éseos o estatica por técnicas
histologicas, y por densitometria 6sea.

El hueso maxilar presenta una embriologia diferente al esqueleto axial.
Especialmente el hueso maxilar presenta un remodelamiento varias
veces superior al axial. Este hecho puede dar lugar a efectos diferentes a

nivel del hueso maxilar y fémur.

Alteracion de los procesos de reparacion celular: los BFs no sélo

inducen la muerte de los osteoclastos sino de otras progenies celulares.



Por ello, los BFs podrian alterar la sobrevida y actividad de otras células
gue se encuentra en el microambiente oral como osteoblastos, células
vasculares, fibroblastos y queratinocitos lo que contribuiria al disturbio
del proceso de reparacion luego de una injuria del sitio en cuestion.
Estas alteraciones pueden ser evaluadas mediante técnicas radiograficas

e histoldgicas.

Inhibicion de la angiogénesis: Los BFs inhiben la angiogénesis
evitando la neo-formacion vascular indispensable para la reparacién del
alvéolo post-extraccidon o el mecanismo de oseointegracion que pueda
conducir a una necrosis O0sea avascular. EI examen de los tejidos
blandos orales puede determinar la presencia de posibles efectos de los
BPs sobre este punto.

Efecto negativo sobre la actividad infecciosa local: los BFs pueden
conducir a cambios en el comportamiento y/o excesivo crecimiento de
ciertas bacterias orales como los actinomices que afectarian la actividad
infecciosa a nivel oral. Preparados histologicos permitiria determinar la
presencia de Actinomices.

Acumulacion de microfracturas por  disminucion del
remodelamiento 6seo: El tratamiento con BFs retrasaria e inhibiria la
oseointegracion con un riesgo aumentando de pérdida del implante
dental. El escaso recambio afectaria la estructura y biomecanica del
hueso maxilar. Este hecho se veria especialmente alterado ante

intervenciones odontoldgicas por la exposicion al microambiente bucal.
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OBJETIVOS

Objetivo general

El objetivo general de la presente tesis fue desarrollar un modelo preclinico,

utilizando como animal experimental a la oveja, con el fin de profundizar en el

conocimiento de diferentes aspectos fisiopatologicos de la ONMBFs y al mismo

tiempo evaluar las dificultades en la oseointegracion ante un implante dental, en

periodos cortos de la intervencion.

Objetivos especificos

Para cumplir con el objetivo general se llevaron a cabo los siguientes

objetivos especificos:

Obtencién del modelo experimental de pérdida de masa 6sea mediante
la ovariectomia (OVX) bilateral en el animal.

Evaluar los cambios clinicos que se producen en el animal en funcion del
tiempo, por el tratamiento con un potente BFs.

Evaluar el efecto sobre el metabolismo 6seo de los maxilares y del
esqueleto axial y apendicular mediante densitometria dsea, radiologia e
histologia

Evaluar el efecto sobre el metabolismo fosfo-calcico y 6seo tanto a nivel
sistémico como oral por la evaluacidn de la homeostasis fosfo-calcica y
los cambios bioquimicos en la formacion y resorcién 6sea

Evaluar el posible pasaje de un hueso alveolar normal a una condicion

patolégica ante:



a. una intervencidon odontolégica (exodoncia del 1er. Molar superior).
b. la colocacién de un implante dental.
e Evaluar el éxito del implante en funcion del tiempo (de 0 a 120 dias)
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METODOLOGIA

El protocolo fue realizado con aprobaciéon Comité Etica del Hospital de

Clinicas de la Universidad Nacional de Buenos Aires. (ver Anexo I).

Diseno:

Experimental, longitudinal

Animales:

Se utilizaron 15 ovejas hembra adultas sanas de raza Corriedale de la
zona del Valle Medio, Rio Negro, con una edad comprendida entre 3 y 5

anos y un peso entre 35-40 kg.

Los animales se ubicaron en la Chacra Experimental de la Universidad
Nacional de Rio Negro y se mantuvieron bajo condiciones extensivas (Figura
6).

Las ovejas recibieron agua y se alimentaron “ad libitum” con una dieta en
base a pasturas, las cuales se co-asociaron de alfalfa, gramineas y agropiro.
Cuando el veterinario lo considerd necesario, se realizd suplementacidn
alimentaria, con maiz o sorgo ensilado y asi cubrir todos sus requerimientos

nutricionales del animal.
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Figura 6: Animal de estudio y condiciones en que se realizé el mantenimiento

Drogas utilizadas:

El BF ensayado en esta tesis fue acido zoledrénico (ZOL), que
corresponde en la actualidad al BF mas potente, gentilmente sedido por
GADOR S.A. El esquema y la dosis utilizada en el presente estudio fueron
equivalentes al que se utiliza en el tratamiento de pacientes con mieloma.
En base a ello, la dosis suministrada fue de 4 mg ZOL/mes (equivalente a
66 ug/kg de peso corporal) (Clemons MJ 2006). La forma de administracion
del BF fue por via endovenosa, forma en que el ZOL se administra en la

practica clinica.

La anestesia general utilizada para realizar la ovariectomia (OVX) fue
clorhidrato de ketamina y xilacina (100 mg/kg y 5 mg/kg, respectivamente)
(Holliday Scout SA, Bs As, Argentina), inyectado en forma intramuscular,
siguiendo el protocolo estandarizado para este tipo de intervencion (Fini M,
2002).
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Para el procedimiento dental, y cuando fue indispensable se administro

cloruro de lidocaina 2%, como anestesia local suplementaria.

En el postoperatorio se administro el antibidtico ampicilina 12 mg/kg en

forma subcutanea.

Disefio experimental:

Con el objeto de disminuir los niveles estrogénicos y provocar osteopenia,
un total de 11 animales fueron sometidos a ovariectomia bilateral por
cirujanos veterinarios bajo anestesia general. Para ello se les realizé una
laparotomia la cual permitié acceder al aparato reproductivo. A este grupo
de animales se los denominé OVX. Al resto de los animales (n=4) se les
practico una operacion simulada (SHAM) en la cual se localizaron los
ovarios y se les practicé una ligadura de los oviductos para prevenir prefiez
accidental durante el estudio. La cirugia fue realizada con control cardiaco y
respiratorio bajo procedimientos estandares (Fini M, 2002).

Dos dias después de la cirugia los animales OVX se dividieron en 2
grupos, mientras que el tercer grupo fue constituido por los animales

sometidos a una operacion simulada (SHAM), correspondiente el control.

Todos los animales fueron identificados con caravanas segun el
tratamiento que deberian recibir. Dicho tratamiento se realizé durante un

periodo de 28 meses:

Grupo OVX: ovejas OVX tratadas con solucion fisiolégica (n=4)
2. Grupo ZOL: ovejas OVX tratadas com ZOL (n=6). Durante el periodo
de estudio este grupo logra acumular altas dosis del BF en la matriz

extracelular del hueso.
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3. Grupo SHAM: ovejas controles con operacion simulada tratadas con
solucion fisiolégica, con el mismo esquema de administraciéon que el
ZOL (n=4).

Un esquema del disefio experimental puede observarse en la Figura 7.

4 SHAM+Vh
5 OVX+Vh
Solucion Fisiologica o
N=15 1afio 2 afios 2.4 afios
- 60VX+ZOL
Acido Zolendronico ... Lul...u.cvuuecrisscensess s sssnsssananns
(amgrroxg)
Cirugia Exodoncia dentaria Implante dental Sacrificio

Figura 7: Diagrama del disefio experimental

A los 12 meses (1 ano), todos los animales fueron anestesiados, con el
objeto de practicarles una biopsia 6sea de cresta iliaca y someterlos a la
exodoncia del 1er. molar superior por el grupo de odontologos. El
procedimiento fue realizado bajo anestesia general a cargo del equipo
veterinario de cirugia (Figura 8).

La biopsia 6sea fue obtenida de la cresta iliaca izquierda. El sitio donde se

practico la extraccion de la misma estuvo ubicado a 1,5 cm del borde de la
cresta y a 2,5 cm del borde lateral del borde pélvico.
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Figura 8: Procedimiento quirurgico. (A,C): ovariectomia y (B,D: obtencion de biopsia 6sea

A los 24 meses (2 afos) todos los animales fueron sometidos a un
implante dental, utilizando implantes de titanio roscado (diametro: 3,75 mm
y longitud: 8,5 mm) (EFEDEA, Megagen Ltd., Korea), bajo anestesia
general. Para ello, se cre6 un defecto 6seo (1,6mm x 2 mm) cerca del sitio
de la exodoncia dentaria utilizando una fresa de fisura (Figura 9).

A los 28 meses (2,4 anos) finalizd la experiencia. Los animales fueron
sacrificados por el equipo de veterinarios autorizados por el Servicio
Nacional de Sanidad y Calidad Agroalimentaria (SENASA), siguiendo las

guias de buenas practicas experimentales.

Posteriormente al sacrificio, se extrajeron los maxilares, las mandibulas y
los fémures para estudios radiolégicos, densitométricos, bioquimicos e

histologicos.
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Figura 9: Extraccion dentaria (12 meses) e implante dentario (24 meses)

Analisis clinicos y antropométricos

El comportamiento animal, los cambios macroscopicos de la mucosa oral,
la permanencia del implante y el peso corporal fueron evaluados
semanalmente por los veterinarios en forma ciega. Los veterinarios también
evaluaron el grado de inflamacién oral, el cual fue clasificado segun grados
crecientes en normal, medio o severo, incluyendo la presencia de ulceras

y/o de hueso necrdético.

Analisis Bioquimicos:

Posteriormente a la extraccion sanguinea, el suero fue separado del
paquete de glébulos por centrifugacion a 6500rpm durante 10 min. El suero

fue guardado a - 20°C hasta su analisis.
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El calcio sérico (Cas) (mg/dL) se determind mediante espectrofotometria
de absorcion atémica utilizando una longitud de onda de 423 nm vy utilizando
cloruro de lantano (concentracion 6500 ppm) como supresor de
interferencias. El equipo utilizado para la medicion fue un espectrofotometro
de absorcion atémica GBC 902 de doble haz con llama de aire-acetileno.

El fosfato sérico (Pis) (mg/dL) se determind mediante un método
colorimétrico UV-visible a 340 nm de longitud de onda, utilizando un kit
comercial (Wiener SA).

La fosfatasa alcalina 6sea (FAO) (Ul/L) se determind colorimétricamente,
utilizando un kit comercial (Fosfatasa Alcalina optimizada de Wiener SA)
que evalua la actividad de FAL total. Para ello, la isoforma osea fue
precipitada con lectina de germen de trigo. La reactividad cruzada con la
isoforma hepatica de la FAL fue inferior al 5%.

El nivel de 25hidroxivitamina D (250HD) (ng/mL) se determiné mediante
un ensayo competitivo de union a proteinas basado en el uso de ligandos
radiomarcados ('?° RIA Kit, DiaSorin, Stillwater, MN, USA).

Los niveles séricos del telopéptido carboxi-terminal de colageno tipo |
(CTX) fueron evaluados mediante un inmunoensayo de competicion
proteica (ELISA) (Nordic Biosciencie Diagnostics A/S). EI CV intraensayo
para este ensayo fue del 6%.

Contenido mineral en hueso:

Se evaluo el contenido de Ca y Pi obtenido en el material resultante de la
generacion del defecto 6seo creado para colocar el implante. Para ello se
peso el material y se lo mineralizé en acido clorhidrico concentrado hasta

obtener un liquido amarillento claro, limpido sin el contenido de residuos.
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Posteriormente se llevd al volumen adecuado con agua bidestilada y se
evaluaron ambos minerales utilizando las mismas técnicas a las empleadas

en los estudios bioquimicos en suero.

Al final del estudio, se obtuvo una pequefia muestra representativa de
hueso esponjoso y cortical de maxilares y fémures, y el material restante se
almacené a - 20° para futuros analisis. Las muestras obtenidas se secaron
en estufa a 100 °C durante 72 hs y se desgrasaron en una solucidén de
cloroformo-metanol (3:1) durante 2 semanas. Las muestras desgrasadas se
secaron a 100 °C y se pesaron (Denver Instrument, EE. UU.). A
continuacion se mineralizaron en un tubo de vidrio que contenia una mezcla
de acido clorhidrico/acido nitrico (1:1) hasta obtener un liquido amarillento
limpido. Luego de llevarlas a un volumen adecuado con agua bidestilada, se
procedio a la determinacion de Ca y Pi como fue explicado en la evaluacion
del defecto dseo.

Analisis histolégicos

a) Analisis sobre hueso decalcificado

Las biopsias de la cresta iliaca y de un trozo de maxilar superior de
la region donde se procedid a colocar los implantes fueron fijados en
formalina-PBS durante 24 hs, se descalcificaron en EDTA al 10% y
se embebieron en parafina. Se obtuvieron secciones de hueso (7 - 8
um de espesor) y se tifieron con hematoxilina-eosina para un
examen microscopico posterior, en forma ciega por el mismo

operador.
Las secciones se micro-fotografiaron (AXIOSKOP, Carl 9 ZEISS) y la
imagen digitalizada (Image-Pro plus 4.5) se utilizd para realizar las

mediciones histolégicas. Se determiné el volumen 6seo (BV/TV%),
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definido como el porcentaje de hueso esponjoso dentro del area total
medida (Parfitt A, 1987).

b) Analisis sobre hueso sin decalcificar

Se tomo el maxilar superior del animal tratado con ZOL en el cual
permanecio el implante para evaluar 6seo-integracion. La muestra
fue remitida en formol al 10% al Laboratorio para el Estudio de
Biomateriales. Catedra de Anatomia Patolégica. FOUBA. Dicha
muestra fue fotografiada, radiografiada y procesada para su
inclusion en resina acrilica. Se obtuvieron tres cortes por desgaste
transversales al eje mayor del implante con el sistema EXAKT de
corte (EXAKT 300 CP-Precision Parallel Control, Germany. Los
cortes fueron desgastados y pulidos con el sistema de desgaste
EXAKT (Germany) y tefiidos con Azul de toluidina.

Se realiz6 la observacion histoloégica mediante microscopia éptica
de las preparaciones histologicas y se obtuvieron microfotografias.

Analisis Densitométricos:

La densidad mineral 6sea (DMO) y el contenido mineral éseo (CMO) de
las hemi-mandibulas y fémures fueron evaluados "ex vivo" por DXA
utilizando un software disefiado especificamente para animales pequerios
(DPX Alpha, Small Animal Software, Lunar Radiation Corp. Madison WI.
Todos los huesos fueron escaneados usando un mismo tipo de
procedimiento. El fémur proximal se analizé sobre la imagen del hueso en la

pantalla, utilizando una ventana (ROI) para cada segmento.

La precision del software para determinar la DMO se evalué midiendo una
pieza de hueso cinco veces después de reposicionarla entre exploraciones

tanto en el mismo dia como en dias diferentes (Zeni, 2000) Los coeficientes
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de variacion (CV) fueron de 0.8% para la DMO de mandibula y fémur; del
3.0% para CMO y del 3.2% para DMO del fémur proximal.

Todos los analisis fueron realizados en forma ciega por el mismo técnico

con el fin de minimizar la variaciéon inter-observador.

Estadistica

Los datos se expresaron como media *+ desviacion estandar (DE). La
normalidad y la homogeneidad de las varianzas se evaluaron utilizando la
prueba de Shapiro Wilk y la prueba de Levene, respectivamente. Se
utilizaron la prueba de chi cuadrado y ANOVA para detectar diferencias en
porcentajes y medias, respectivamente. El analisis se realizé con el paquete
SPSS 19 para Windows vy los resultados se consideraron significativos a un
valor de P < 0,05.
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RESULTADOS

Examen clinico y analisis antropométrico:

La supervivencia de los animales fue del 100% en los grupos SHAM y
OVX, y del 77% (4/6) en el grupo ZOL. La causa de la muerte se debi6 a
insuficiencia renal y diarrea, y ambas muertes ocurrieron durante el ultimo
mes del estudio por lo cual pudieron incluirse en el tratamiento de los

resultados.

La Figura 10 muestra fotografias del area de implante en los tres grupos
estudiados. Las ovejas SHAM (A) y OVX (B) mantuvieron con éxito sus
implantes, mientras que solo una de las ovejas ZOL (C) lo conservo, el resto
de los animales perdieron los implantes al final del estudio. EI grupo ZOL
también muestra cambios mandibulares compatibles con osteonecrosis
(Figura 10).

El estudio sobre la mucosa oral mostré que el grado de cianosis aumento
entre los grupos en el siguiente orden: SHAM <OVX <ZOL. La cicatrizaciéon
de la herida del sitio de la exodoncia dentaria transcurrié sin incidentes en
los tres grupos estudiados.

Ni el grupo de control ni el de OVX mostraron ulceracion, hueso expuesto
o signos de inflamacion en el sitio de la exodoncia o en otras regiones. Sin
embargo, 2/6 (33%) de las ovejas del grupo ZOL presentaron inflamacién
severa con hueso expuesto y necrético (similar a ONMBFs) asociado con

infeccion por Actinomyces spp. en la region mandibular (Figura 10).
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SHAM ovX ZOL
Figura 10: Fotografias del maxilar superior. Las flechas indican el sitio del implante. Se
observa el éxito en SHAM y OVXy el fracaso y cambios mandibulares en ZOL.

En la Figura 11 se observan las imagenes radiograficas correspondientes
a los tres grupos experimentales. La radiografia del maxilar superior derecho
de los grupos SHAM (D) y OVX (E) muestra que no existieron cambios
estructurales en el hueso alveolar que rodea el implante. Asimismo, puede
observarse que las ovejas OVX (E) muestran un area de radio-opacidad

reducida en la zona del implante.

-——*

Figura 11: Radiografia del maxilar superior derecho de los tres grupos estudiados. La flecha
indica presencia de un secuestro 6seo.
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Sin embargo, en el grupo ZOL (F) se evidencia no solo la pérdida de
implante sino, ademas, cambios estructurales 6seos. La flecha sehala la
presencia de un secuestro 6seo en el sitio de la exodoncia dentaria de un

animal del grupo ZOL que no conservé su implante.

En la Figura 12 se observa las tomografias panoramicas de los maxilares
inferiores izquierdos de las ovejas SHAM, OVX y ZOL. En dicha figura se
observan hallazgos similares a los encontrados en la evaluacion de las
radiografias de la Figura 11. Es decir, una menor radio-opacidad en el grupo

OVX respecto de los otros dos grupos.

Figura 12: Tomografia computada del maxilar inferior de los tres grupos estudiados

El peso corporal de los tres grupos estudiados fue similar tanto al principio
como al final del estudio. El peso del maxilar y del fémur al final del estudio
presento el valor significativamente mas bajo en el grupo OVX (p<0.05); no
se observaron diferencias significativas en el peso del fémur entre los grupos
SHAM y ZOL. Sin embargo, el peso del maxilar inferior fue
significativamente mayor en el grupo ZOL respecto del grupo SHAM
(p<0.05) (Tabla 4)
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Peso corporal final (Kg) 33.00£2.00 34.00+4.00 35.00£2.00
Peso corporal final (Kg) 30.00+¢6.00 31.00+5.00 33.00+4.00
Peso maxilar inferior (g) 178.40+4.00 142.80+1.20* 185.10+9.70*,**

Peso fémur (g) 114.00£5.50 106.40+8.80* 119.60+£3.50**

Tabla 4. Peso corporal, peso de los maxilares inferiores y peso de los fémures. )
p<0.05 respecto del grupo SHAM y (**): p<0.05 respecto del grupo OVX (media + DE).

Analisis Bioquimico:

La Tabla 5 muestra los resultados correspondientes al analisis bioquimico
de los ensayos efectuados en las muestras séricas de los tres grupos
estudiados a los tiempos: basal, 4 meses y 28 meses de la experiencia.

Al inicio de la experiencia, los niveles séricos de Ca (Cas), Pi (sPi) y
250HD no mostraron diferencias significativas entre los tres grupos
estudiados.

La calcemia mostr6é una tendencia a disminuir en su valor a lo largo de la
experiencia respecto de los niveles basales, aunque sin alcanzar diferencias
significativas (p<0,057). La calcemia no mostro diferencias significativas
entre los 3 grupos de estudio.
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Calcio sérico (mg/dL)

9.7+0.1b 9.5+0.2b 9.2+0.3a
9.1+0.3a,b 9.4+0.2b 8.9+0.4a

9.2+0.4a,b 9.1+0.3a,b 8.910.3a

Fosfato sérico (mg/dL)

4.1+0.4b 3.9+0.2a 4.3+0.4b
4.610.3c 5.6+0.3d 4.0+0.2b
4.7+0.5c 4.9+0.2c 4.0+0.2b

25hidroxivitamina D (ng/mL)

20.5+2.7a,b 18.3+3.1a 27.416.7¢C
ovX 22.616.4b 17.6+1.8a 29.5%6.2c
Z0L 24.616.9b 18.5¢1.1a 29.1+2.8C

Tabla 5. Calcemia, fosfatemia y 25hidroxi-vitamina D, al inicio del estudio (basal), a los 4
meses post-cirugia y a los 28 meses, tiempo final de la experiencia. Letras diferentes
indican diferencias significativas con un p<0.05 (media + DE).

Los niveles de sPi no mostraron cambios significativos a lo largo de toda la
experiencia en el grupo SHAM. Los niveles de sPi en el grupo OVX aumento
significativamente a los 4 meses (p<0.05) y luego disminuyd hasta alcanzar
los niveles basales, al final del estudio. Los niveles de sPi en el grupo ZOL a
los 4 meses de estudio, no mostraron cambios significativos respecto del
nivel basal; sin embargo, dichos niveles disminuyeron significativamente al
final de la experiencia (p<0.05). Al comparar los niveles de sPi, a los 4
meses se observo un aumento estadisticamente significativo en el siguiente
orden: SHAM>ZOL>OVX (p<0.05); sin embargo, no se observaron



diferencias significativas en los niveles de sPi entre los tres grupos, al final

del estudio.

Todos los grupos mostraron una ligera disminucion en los niveles de
250HD en el periodo basal y 4to. mes de experiencia (cambio de estacion
anual de verano y otofio). Los niveles de 250HD aumentaron
significativamente entre el 4to. mes y el final de la experiencia (cambio de
estacion anual de primavera a verano) (p<0.05). Al comparar los niveles de
250HD entre los 3 grupos, no se observaron diferencias significativas en
ninguno de los tres meses estudiados (Tabla 5).

La tabla 6 muestra los resultados de los dos marcadores o&seos
estudiados: FAO como marcador de formacion y CTX como de formacion.

En todos los grupos, los niveles de FAO disminuyeron a lo largo del
estudio, alcanzando valores significativamente mas bajos al final de la
experiencia (p<0.05). Al comparar los 3 grupos entre si se observd que, los
niveles de FAO basales no mostraban diferencias entre ellos. A los 4 meses,
el grupo ZOL presentaba los niveles de FAO significativamente mas bajos
(p<0.05), sin diferencias entre SHAM y OVX. Al final de la experiencia, el
grupo OVX presentaba el nivel significativamente mas alto de FAO (p<0.05),
sin diferencias significativas entre los grupos SHAM y ZOL.

Los niveles de CTX del grupo SHAM no mostraron diferencias
significativas a lo largo de toda la experiencia.

Los niveles de CTX en las ovejas OVX aumentaron significativamente
entre el periodo basal y el 4to. mes (p<0.05); luego disminuyeron alcanzado
niveles significativamente menores respecto del 4 mes, aunque

significativamente mayores que el nivel basal (p<0.05).
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Fosfatasa Alcalina Osea (UI/L)

66.0+4.2d

64.719.2d 51.5+1a
65.0+4.7d 69.3+5.1d 58.3+0.6b

62.3+6.9¢,d 58.4+2.9b,c 50.8+3.4a

Telopéptido C-Terminal del colageno Tipo I (CTX) (ng/mL)

432+33c

495+27c 544+19c

474+21c 826%32e 670+42d

501+23c 355+15b 271+47a

Tabla 6. Marcadores de formacion y resorcion 6sea, FAO y CTX respectivamente. Letras
diferentes indican una diferencia estadisticamente significativa de p<0.05 (media + DE)

Los niveles de CTX en el grupo ZOL disminuyeron significativamente a lo
largo de la experiencia (p<0.05). Al comparar los 3 grupos entre si, se
observo que, basalmente no existian diferencias en el nivel de CTX entre los
tres grupos estudiados; al 4to. mes y final de la experiencia, el grupo OVX
presentaba el nivel de CTX significativamente mas alto y el grupo ZOL el
nivel significativamente mas bajo (p<0.05) (Tabla 6)

Contenido de Ca y Pi en huesos

La Tabla 7 muestra los resultados del analisis del contenido de Ca y Pi en
el defecto 6seo realizado en mandibula y del trozo de maxilar inferior,
normalizada por peso corporal.

A los 24 meses de estudio se analiz6 el contenido de Ca y Pi (g/100 g de
tejido) en el material obtenido del defecto 6seo creado en el maxilar superior

para colocar el implante. Los resultados de la Tabla 7 muestran que tanto el
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contenido de Ca como de Pi presentaron valores significativamente mas
bajos en las ovejas OVX, en comparacion con las de los grupos SHAM y
ZOL (p<0.05). La relacién Ca/Pi no mostro diferencias significativas entre los
grupos (Tabla 7).

Determinacidn Tiempo

del contenido (meses)

Ca Maxilar sup. (g/100g) 24  17.10+2.00 15.60+1.70* 16.80+0.00**

Pi Maxilar sup. (g/100g) 24 14.70+£0.60 13.20+0.20* 13.80+0.80**

Ca/Pi (en Maxilar sup.) 24 1.18+0.04  1.14+0.13 1.15+0.06
Ca Mandibula (g/100g) 28  17.30+1.60 14.50+0.70* 18.30+1.50**
Pi Mandibula (g/100g) 28 15.242.4  11.743.2*%  14.1#1.1**
Ca/Pi (en Mandibula) 28 1.49+0.28  1.41+0.34  1.65+0.35% **

Tabla 7. Contenido de Ca y Pi normalizada por peso corporal en la muestra maxilar superior
al realizar el implante y en la mandibula al final de la experiencia. (*): p<0.05 respecto de
SHAM y (**): p<005 respecto de OVX (media + DE)

Al final del estudio (mes 28), el contenido de Ca y Pi (g/100 g de hueso)
del maxilar inferior (mandibula) fue significativamente menor en el grupo
OVX, respecto tanto del grupo SHAM como del grupo ZOL (p<0.05). Si bien
los valores de Ca fueron mas altos en el grupo ZOL respecto del grupo
SHAM, dichos valores no alcanzaron niveles de significacion estadistica
(p=0.063). Por otra parte no se observaron diferencias en el contenido de Pi
entre los grupos SHAM y ZOL. La relacion Ca/Pi no presento diferencias
significativas entre los grupos SHAM y OVX; sin embargo, dicha relacion fue
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significativamente mayor en el grupo ZOL respecto tanto de SHAM como del
grupo OVX (p<0.05) (Tabla 7).

La tabla 8 muestra el contenido en fémur de Ca y Pi (mg/100g de tejido)
de los tres grupos estudiados, al final del estudio.

El contenido de Ca y Pi fue significativamente menor en el grupo OVX
tanto respecto de SHAM como de ZOL (p<0.05), mientras que ambos
contenidos en el grupo ZOL fueron mayores que en el grupo SHAM, sin
alcanzar diferencias estadisticamente significativas (p= 0.055 y 0.061,
respectivamente). La relacion Ca/Pi en el fémur fue similar en los tres grupos
estudiados (Tabla 8).

Determinacion del Tiempo
contenido (meses)

Ca Femur (g/100g) 14.00£1.40 10.50£3.10* 15.40+2.6**
Pi Femur (g/100g) 28 9.20£0.60  8.40:0.80* 10.20%0.90**
Ca/Pi 28 1.28+0.08  1.26:0.16  1.22+0.09

Tabla 8. Contenido de Ca y Pi normalizada por peso corporal en fémur al final de la
experiencia. (*): p<0.05 respecto de SHAM (Media + DE)

Densidad mineral en hueso

La Tabla 9 muestra la DMO y el CMO en fémur y hemi-mandibula de los
tres grupos estudiados, al final del estudio.
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El CMO y la DMO en fémur total y proximal, y en hemi-mandibula fueron
significativamente menores en el grupo OVX, en comparacion con las ovejas
de los grupos SHAM y ZOL (p<0.05). La DMO y CMO del fémur total no
difirieron significativamente entre los grupos SHAM y ZOL; sin embargo,
dichos parametros en el fémur proximal y en hemi-mandibula fueron
significativamente mayores en el grupo ZOL respecto del grupo SHAM
(p<0.05) (Tabla 9).

DMO Fémur Total 0.480+0.026  0.370+0.035* 0.457+0.019**
CMO Fémur Total 36.9943.28 27.18+2.60* 34.00+2.01**
DMO Fémur Proximal  0.733+0.052 0.587+0.047* 0.830+0.052*,**
CMO Fémur Proximal 10.32+0.74 8.25+0.62* 11.81+0.97*,**
DMO Hemi-mandibula 0.210+0.020 0.166+0.040* 0.255+0.026*,**

CMO Hemi-mandibula  32.10+9.14 24.00+6.08* 42.27+3.20*,**

Tabla 9. Densidad mineral 6sea (DMO) (DMO) y contenido mineral 6seo (CMO), en hemi-
mandibula y fémur. (*): p<0.05 respecto de SHAM y (**): p<0.05 respecto de OVX (Media +
DE)

Analisis histolégicos

La Figura 13 muestra las secciones histologicas de las crestas iliacas al
inicio del estudio donde se observa similar % BV/TV y numero de trabéculas
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Figura 13: Secciones histolégicas de la cresta iliaca al inicio del estudio. Las
microfotografias se tifieron con hematoxilina eosina, Magnificacion 40 X. El hueso trabecular
se tifie de rojo (1)

La Figura 14 muestra las crestas iliacas de los tres grupos de estudio, al
final del periodo experimental. Los resultados mostraron que % BV/TV de la
cresta iliaca fue significativamente menor en las ovejas OVX (14.1 £ 2.5%)
en comparacion con los grupos SHAM (22.4 + 2.6%) y ZOL (27.3 £ 1.3%)
(p<0.05) y en el grupo ZOL respecto del SHAM (p<0.05). Asimismo, puede
observarse que el menor numero y grosor trabecular lo presenta el grupo
OVX, mientras que las ovejas ZOL presentaron un grosor trabecular mayor

que las ovejas SHAM.
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Figura 14: Secciones histomorfolégicas de la cresta iliaca al final del estudio. Las
microfotografias de la cresta iliaca se tifleron con hematoxilina eosina. Las trabéculas se

identifican por su tincién en rojo. Magnificacion 40X.
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Las Figuras 15 Ay 15 B muestran la histologia de los maxilares superiores
con dos aumentos diferentes. Las ovejas SHAM y OVX mostraron un
espacio bien definido con hendiduras (similar a las roscas de los implantes).
Se observo (1) tejido 6seo trabecular, (2) tejido conectivo y (3) areas
tapizadas con epitelio. Las ovejas OVX mostraron el area del implante
limitada por (3) epitelio estratificado; (1) se observé un tejido éseo trabecular
bien formado y (2) tejido conectivo. En el grupo ZOL se observa el area del
implante donde se evidencia la falta del mismo. Dicha area se cubrié de (1)

tejido 6seo trabecular, (2) tejido conectivo.

SHAM ovX 0L

Figura 15: Microfotografias de los maxilares superiores de los tres grupos tefiidas con

hematoxilina eosina. (A) Magnificacion 20X y (B) Magnificacion 100 X. (1) tejido 6seo

trabecular de apariencia pagetoide; (2) tejido conectivo. Las flechas en el grupo ZOL
sefialan osteoclastos apoptdéticos gigantes.
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Figura 16: Macrofotografias del maxilar superior de la oveja tratada con ZOL que conservo
el implante.

En la Figura 16 se observa la macrofotografia del implante en 4 angulos
distintos de la unica oveja del grupo ZOL que conservé su implante.

Figura 17: Radiografia del maxilar superior de la oveja tratada con ZOL que conservo el
implante.
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En la Figura 17 se observan dos imagenes radiograficas con distintos
angulos de la unica oveja del grupo ZOL que conservd su implante. En
ambas radiografias, la flecha sefala la pérdida de tejido 6seo peri-implante.

Figura 18: Tres microfotografias donde se puede apreciar el implante en negro, tejido
blando de aspecto fibroso (*) y una escasa area de tejido 6seo de tipo laminar (0).Cortes por
desgaste. Tincion con Azul de toluidina. Magnificacion Original X25

La Figura 18 muestra la histologia de los cortes coronales del area del
implante en contacto con tejido blando de aspecto fibroso*.

La Figura 19 muestra un corte mas apical y de mayor magnificacién. Se
observa tejido blando de aspecto fibroso en forma periférica al implante " y
escasa area de tejido 6seo de tipo laminar en contacto con la superficie del

implante °.
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Figura 19: Corte histolégico mas apical de la zona del implante. Tejido blando (*) de aspecto
fibroso periférico al implante y escasa area de tejido 6seo de tipo laminar (o) en contacto
con la superficie del implante. Cortes por desgaste. Azul de toluidina. Magnificacion Original

X50. Polarizacion.
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DISCUSION

En la actualidad, el tratamiento con BFs para la osteoporosis y otras
patologias Oseas, tanto orales como inyectables, es muy frecuente (Russell
R, 2008). La potencia farmacologica de los BFs varia enormemente, siendo
el ZOL el farmaco que, en la actualidad, presenta la mayor potencia relativa;
por lo cual, una vez incorporado al hueso puede persistir en él hasta 10 afios
(Cheng A, 2009). Sin embargo, en pacientes que recibieron terapia con BFs
por mas de tres anos se han reportado una serie de casos relacionados a
dos tipos de efectos adversos que preocupan a los odontologos: ONMBFs y
problemas de 6seo integracion de los implantes dentales, que muchas veces
llevan a la pérdida del mismo (Woo S, 2006).

Los primeros esbozos de ONMBFs se hicieron evidentes a comienzo del
afio 2000. En 2002, luego de 9 meses de la aprobacién del uso del ZOL para
prevenir eventos esqueléticos relacionados a oncologia, la Administracion
Americana de Alimentos y Drogas (FDA) decidid recibir reportes voluntarios
de los médicos tratantes relacionado a los efectos adversos resultantes de
su uso. Dichos informes describian distintos efectos severos y toxicos a nivel
de los maxilares producidos en 9 pacientes tratados con el BF por cancer.
Hacia 2006, mas del 90% de los pacientes que desarrollaron ONMBFs
correspondian a sujetos oncolégicos tratados con altas dosis del BFs
endovenoso (Edwards BJ, 2008). En el afio 2008 y de acuerdo a los datos
de la FDA, el 93% de las ONMBFs se asociaban al tratamiento cronico con
altas dosis de BFs por via endovenosa, principalmente utilizadas en
pacientes oncologicos (Division of Drug Risk Evaluation, 2008), y similares a

las utilizadas en el presente estudio. Mas adelante se describid el desarrollo
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de también este tipo de patologia dentaria relacionada al uso de BFs orales

por mas de tres afos, y en algunos casos sin intervenciones orales.

La fisiopatologia exacta de ONMBFs no ha sido dilucidada por completo,
aunque existe consenso general de que seria de tipo multifactorial en el cual
convergirian varios de los efectos ejercidos por los BFs. En este sentido, los
efectos de los BFs respecto a la disminucion del recambio 6seo, la reduccion
en la angiogénesis y la alteracion en los procesos inmunitarios se encuentra
bien documentados (Ruggiero SL, 2014). Si bien la osificacion de los
maxilares es similar al que ocurre en el resto del esqueleto, el
remodelamiento 6seo del hueso maxilar es aproximadamente 10 superior,
debido a los diferentes estimulos homeostaticos ejercido por estructuras
mesodeérmicas, ectodérmicas y piezas dentarias (Zahrowski JJ, 2007; Allen
MR, 2011). Este hecho hace que los BFs se concentren altamente en los
maxilares, cuyo resultado es la induccién de una intensa reduccion en el
remodelamiento &seo, lo cual constituye una de las explicaciones
fundamentales para la exclusiva predisposicién por dicho sitio a padecer
ONMBFs. Las caracteristicas anti-angiogénicas de los BFs con isquemia
localizada y la consecuente necrosis 0sea de la region afectada lo cual
podria también explicar, parcialmente, el desarrollo espontaneo de ONMBFs
(Ruggiero SL, 2014). Estudios de la histopatogénesis de las lesiones de
ONMBFs evidencian detritus celulares, colonias bacterianas y gran infiltrado
inflamatorio, asi como la presencia de trabéculas esclerdticas necréticas y
mas delgadas que lo normal, con aspecto de mosaico. Dicho aspecto es
similar a la de un hueso con caracteristicas pagetoides (Paparella ML, 2014;
Wehrhan F, 2011). En este sentido, se debe recordar que el hueso alveolar
se encuentra separado de la microflora oral por una fina capa de tejido
mucoso. La falta de contacto entre el trabeculado y la medula 6sea bloquea
la nutricion del tejido 6seo; en un primer momento en forma aséptica pero la
exposicion del hueso al medio bucal séptico podria generar una infeccidon

secundaria debido a la patogenicidad de la microbiota presente en dicho sitio
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(Si Huei L, 2014). En este sentido, las exodoncias dentarias, las caries
profundas, los traumatismos y la enfermedad periodontal podrian permitir
que ciertos patdgenos alcancen la superficie ésea y penetren, provocando
una infeccion lo cual es comunmente observada en ONMBFs (Khan A,
2015).

La evidencia clinica sugiere que el tratamiento prolongado con BFs podria
alterar la oseointegracion provocando la pérdida del implante o la pérdida de
la funcion de un implante oseointegrado (de Freitas N, 2016). En este
sentido, la oseointegracion presenta una fase de remodelacion 6sea, en la
cual se produce la renovacion del hueso, incluyendo a la del hueso en
contacto con la superficie del implante, ambos afectados por el tratamiento
con BFs. Por lo tanto, dado que los BFs reducen significativamente el
recambio 0seo, no es de extrafiar que la oseointegracion pueda verse
comprometida o que la posterior pérdida de integracidbn pueda ocurrir
después de la colocacion exitosa del implante (Goss A, 2010).

El estudio de la etiologia de ONMBFs en humanos es complicado debido
a la existencia de factores confundidores que usualmente son irrelevantes
en modelos preclinicos. Por ello, los modelos animales son sumamente
importantes para comprender diversos aspectos del mecanismo patoloégico
que se produce ante el tratamiento con BFs y que podria dar lugar a los dos
efectos adversos antes mencionados, asi como para establecer estrategias
de prevencion y control de la patologia. La mayoria de las investigaciones
basicas en este campo se han realizado en ratas (Pautke C, 2012). Si bien
los pequeios animales, como los roedores, son menos costosos y faciles de
alojar, también presentan una serie de desventajas. Las ratas no so6lo son
demasiado pequefas para permitir varios procedimientos quirurgicos orales,
sino que, ademas, los animales adultos desarrollan cementosis (Lovschall H,
2002; Gomez P, 2012). Por otro lado, el hueso cortical de rata carece de

Sistema de Havers y no experimenta un recambio intracortical, que
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pareceria jugar un papel importante en el desarrollo de ONMBFs (Pautke C,
2012). En cambio, las ovejas son animales grandes y son un modelo
preclinico adecuado por diversas razones. En este sentido, se encuentran
genéticamente mas cerca de los humanos que las ratas y los ratones; su
tasa metabolica es mas cercana a la del hombre (0,22 frente a 0,21); tienen
proceso de remodelacion dsea haversiana y, al igual que las mujeres, tienen
menarca Yy ciclos ovulatorios regulares y frecuentes (Thorndike E, 1996). La
pérdida de hueso que se produce en las ovejas OVX luego de la cirugia se
asemeja al de las mujeres durante la posmenopausia temprana. En este
sentido, dichas ovejas presentan una disminucion importante de la DMO
luego de 12 meses o mas, posteriores a la cirugia (Turner A, 2002). Ademas
es posible obtener una cantidad suficiente de muestras biologicas tales
como sangre y orina y pueden realizarse multiples extracciones de biopsias
de cresta iliaca. En sangre, los productos de actividad de osteoblastos y
osteoclastos (por ejemplo, fosfatasa alcalina ésea, osteocalcina y CTX) se
encuentran claramente definidos (Newton B, 2004). En cuanto a la cavidad
bucal de la oveja, la pérdida de masa Osea sistémica posterior a la OVX se
acompafa de pérdida ésea en la cavidad bucal. Ademas, la oveja puede
desarrollar periodontitis y son animales suficientemente grandes como para
poder realizar intervenciones dentales (Reinwald S, 2006; Johnson R, 2002;
Turner A, 2002).

Se han evaluado muchos modelos de ONMBFs y falta de éxito en la
colocaciéon de implantes en animales pequenos (roedores) (Senel F, 2010) y
grandes (perros, cerdos pequefios y ovejas) (Allen M, 2008; Pautke P, 2012;
Voss P, 2015). Dichos estudios mostraron la presencia de regiones
necroticas en la cavidad oral después del tratamiento con BFs. Sin embargo,
en todos los estudios, excepto en uno (Voss P, 2015) se co-administraron
otros farmacos que podrian haber contribuido a aumentar la incidencia de
ONMBFs y /o el fracaso del implante. En la presente tesis, se evaluaron los

cambios orales exclusivamente asociados al tratamiento por largos periodo
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de tiempo con ZOL, utilizando un régimen similar al utilizado para pacientes

con cancer (Clemons M, 2006).

Como se mencionara previamente, el hueso mandibular y alveolar son
sitios de altisima captacion y acumulacion de BFs, debido a que la elevada
tasa de remodelado 6seo en dichos huesos las cuales alcanzan cifras
varias veces superiores a las observadas en otros sitios esqueléticos (Senel
F, 2010). Se ha sugerido que esta mayor captacion local de BFs daria como
resultado que una elevada concentracion del farmaco en el epitelio oral con
efectos directamente toxicos en dicho tejido. En el presente estudio, los
cambios observados en la cavidad oral durante el periodo experimental
sugieren cierto grado de toxicidad. De hecho, las ovejas tratadas con ZOL
mostraron un retraso en la epitelizaciéon del alveolo post-extraccidon, en
comparaciéon con los grupos restantes, durante el primer mes posterior a la
exodoncia dentaria. Sin embargo, la epitelizacion del sitio de las exodoncias
fue similar en todos los grupos al final del estudio, probablemente debido a

la larga duracién del experimento.

Por otra parte, el epitelio gingival de las ovejas tratadas con el BF mostro
un grado de inflamacion comparativamente mas alto durante todo el estudio
y, lo que es mas importante, 2 de las 6 ovejas tratadas con ZOL mostraron
signos de hueso oral expuesto similar al ONMBFs, sin signos de necrosis en
otro sitio esquelético. El hallazgo de que algunos animales hayan
desarrollado ONMBFs y otros no podria deberse a la susceptibilidad o
resistencia individual a desarrollar dicha patologia, o a diferencias genéticas
en la homeostasis 0sea entre ovejas, como ocurre en humanos. La ONMBFs
puede ocurrir en el maxilar o en la mandibula, pero a menudo se observa en
la mandibula. En el presente estudio, el desarrollo de ONMBFs se produjo
en la mandibula y no en el maxilar superior, sitio donde se efectud la
exodoncia dentaria y se alojé el implante dentario. Se debe recordar que

tanto la mandibula como el maxilar superior estan directamente expuestos al
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interior de la cavidad bucal y que, ademas, estan cubiertos solo por una fina
mucosa oral y, por lo tanto, son susceptibles a lesiones por inflamacion
debido a una infeccion dentaria o incluso a la masticacion. En este sentido,
cabe destacar que en el sitio de la region necrotica se produjo infeccion por
Actinomyces spp. Por esa razon, es muy probable que los procedimientos
odontoldgicos invasivos efectuados en el presente estudio puedan haber
propagado facilmente la infeccion dentaria a través del epitelio delgado, lo
cual pudo haber jugado un papel crucial en el desarrollo de ONMBFs en la

mandibula.

Por otra parte, se observd pérdida del implante en el 80% de las ovejas
tratadas con el BF (5 de las 6 ovejas), mientras que todos los implantes
permanecieron en su lugar en los animales controles u OVX, sin tratamiento
antirresortivo. Asimismo es de destacar que el estudio histologico del
implante en la oveja OVX tratada con ZOL mostr6 carencia de
oseointegracion, tal como se describe en las observaciones clinicas.
Probablemente, la falta de oseointegracion haya sido la responsable de la

falla y caida de los implantes en el resto de las ovejas tratadas con ZOL.

Es sabido que la supresion del recambio éseo aumenta la edad media del
tejido esquelético lo cual afecta las propiedades biomecanicas del hueso.
Ambas condiciones patologicas estudiadas aqui estan asociadas a una
supresion excesiva y prolongada del recambio éseo causado por el
tratamiento crénico con BFs. Este efecto fue confirmado en el presente
estudio mediante estudios bioquimicos, histologicos y densitométricos. En
este sentido, los resultados de la presente tesis confirmaron una intensa
supresion del remodelamiento 6seo en los animales tratados con ZOL. Es de
destacar que CTX se considera en la actualidad como uno de los
marcadores bioquimicos de resorcion mas especifico y sensible para evaluar
cambios en la resorcién osteoclastica (Scariano JK, 2001; Vasikaran S,

2011). La intensa reduccion en el remodelamiento O6seo podria haber
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afectado las propiedades biomecanicas del tejido. En concordancia con
esto, los estudios bioquimicos de contenido de Ca y Pi en mandibula
mostraron valores superiores en los animales tratados con ZOL respecto de
los animales OVX, como se esperaba, pero ademas también respecto de los
controles SHAM. Esta mayor masa 6sea estuvo acompafnada de una posible
alteracidon en el proceso de mineralizacion, ya que la relacion Ca/Pi
mandibular del grupo ZOL fue superior al de los otros dos grupos. Estas
observaciones diferenciaron el comportamiento del hueso mandibular
respecto del femoral, ya que en este ultimo, si bien -como se esperaba- los
contenidos fueron superiores en los animales tratados con BFs, los valores
no mostraron diferencias entre los animales tratados con ZOL y SHAM. Este
efecto fue corroborado mediante el estudio de volumen 6seo en la cresta
iliaca la cual mostré valores similares en el grupo ZOL y control. Por otra
parte, los estudios de densidad y contenido de hueso tanto del maxilar como
del fémur proximal mostraron un comportamiento similar al del contenido
mineral ya que en los animales tratados con BFs se obtuvieron cifras varias
veces superiores respecto del grupo OVX pero también respecto del control.
Finalmente se debe puntualizar en el fémur total los cambios en densidad y
contenido mineral fueron similares en el grupo tratado y control. Los
hallazgos diferentes entre el fémur total y proximal se debe a que el fémur
entero presenta un alto porcentaje de hueso cortical mientras que el fémur
proximal es mas rico en hueso trabecular, metabdlicamente mas activo que

el hueso cortical, de alli que las diferencias hayan sido mas notorias.

La toxicidad renal y la diarrea se describieron como efectos secundarios
del tratamiento con ZOL. La toxicidad renal se ha identificado como una
complicacion del tratamiento con 4 mg de ZOL, y aunque las causas del
deterioro renal son multifactoriales, la necrosis tubular aguda ha sido
descripta como uno de los potenciales mecanismos (Chang J, 2003).
Basandome en el hecho de que los BFs se excretan inalterados a través de

los rifones, los efectos celulares similares a los documentados en el
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osteoclasto podrian explicar los posibles mecanismos de las nefropatias
observadas después de tiempos de infusibn prolongados con ZOL
(Markowitz G, 2003). Una lesién tubular toxica asociada al ZOL no podria
ser descartada como una de las posibles causas de muerte de la oveja por

insuficiencia renal observada en el presente estudio.

Otro de los efectos secundarios del tratamiento con ZOL son las
alteraciones cardiovasculares. En dichas alteraciones se observa aumento
del riesgo de episodios de fibrilacion auricular como consecuencia de una
alteracion en la concentracidn de iones intracelulares y en las propiedades
proinflamatorias, profibroticas y antiangiogénicas de los BFs (Demirtas D,
2017). En este sentido, segun la escala de causalidad de la Organizacién
Mundial de la Salud (OMS), el tratamiento prolongado con ZOL es una
causa probable de diarrea aguda grave con la consiguiente hipopotasemia
(Kuchay M,2017). Dicho desequilibrio electrolitico esta relacionado con la
fibrilacién auricular, lo cual aumenta el riesgo de insuficiencia cardiaca,
mortalidad cardiaca y mortalidad total. En base a ello, es muy probable que
la diarrea observada en la segunda oveja pudiera haber provocado el

mencionado efecto cardiovascular adverso y la muerte del animal.

En conclusion, dentro del contexto del disefio del presente estudio, fue
posible observar que en las ovejas OVX tratadas con uno de los BFs mas
potentes en la actualidad se produjeron cambios en el metabolismo 6seo
sistémico y oral comparables a los de se producen en seres humanos
tratados con un esquema similar al que se administra rutinariamente a los
pacientes neoplasicos. La remodelacion 6sea se suprimié en gran medida y
el implante dental no logré oseointegrarse mientras se desarrollaba ONMBF
en algunas de las ovejas tratadas. Estos datos hacen avanzar nuestra
comprension de como el tratamiento con BFs en forma cronica afecta los
huesos del esqueleto oral y sugieren que la oveja puede ser un modelo util

para estudiar la patogénesis de la ONMM. Aunque es necesario confirmar
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algunos aspectos de los dos efectos secundarios orales estudiados aqui, los
resultados del presente estudio mostraron la viabilidad de este modelo
animal grande para evaluar los problemas de implantes orales y la

patogénesis de la ONMM asociada al tratamiento con BFs.
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CONCLUSIONES

Bajo las condiciones experimentales utilizadas en ovejas
ovariectomizadas tratadas con un BF de gran potencia como el ZOL,
utilizando un esquema similar de dosis al que rutinariamente se realiza a los
pacientes con cancer se observo hallazgos similares a los reportados en la

literatura:

1. una intensa disminucion en el remodelamiento 6seo.
2. Alteracion de los procesos de reparacién celular en etapas
tempranas.
Efecto negativo sobre la actividad infecciosa local
Gran porcentaje de pérdida de implantes dentales
Desarrollo de secuestros 6seos y ONMBFs en algunas de las

ovejas

Aunque son necesarios mas estudios, estos resultados muestran la
factibilidad de lograr un modelo experimental en animales grandes para
evaluar la patogenia de la osteonecrosis de maxilar asociada al tratamiento
con bifosfonatos destinados fundamentalmente a la prevencion.
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