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1. RESUMEN

INTRODUCCION: El sistema musculoesquelético presenta una alta coordinacion
entre sus tejidos componentes, por lo que la alteracion de una de sus partes puede
desencadenar efectos en todo este sistema. La paralisis muscular generada por el
uso de Toxina Botulinica tipo A (BoNTA) es un ejemplo, cuyo resultado es la
disminucién de la calidad 6sea asociada. Este sistema es también sexualmente
dimorfico, es decir, presenta distintas caracteristicas dependientes de las hormonas
sexuales predominantes del sujeto, tales como microestructura y procesos de
modelado y remodelado éseo. Existen distintos tratamientos que utilizan BoNTA en
el territorio maxilofacial, uno de estos para el bruxismo, donde la toxina es inyectada
en el musculo masetero para disminuir su funcion y nocicepcion, cuyos usuarios son
mayormente mujeres. Previamente se ha descrito que la atrofia maseterina mediada
por el uso de BoNTA en el musculo masetero genera deterioro en el céndilo
mandibular, sin embargo, no existe un estudio que determine si este efecto es

diferente dependiendo del sexo del sujeto.

MATERIALES Y METODOS: Se obtuvieron imagenes de microtomografia
computarizada (microCT) de mandibulas de ratones machos y hembras tratados
unilateralmente con BoNTA alos 2, 7 y 14 dias post tratamiento (n=57) y de ratones
no intervenidos (n=12). Estas fueron analizadas a través del software DRAGONFLY,
obteniendo valores de volumen 6éseo (BV), volumen de tejido (TV), fraccidén de
volumen 6seo (BV/TV), separacién trabecular (Tb.Sp.) y grosor trabecular (Tb.Th.),
con los que se realizé una caracterizaciéon de valores de microestructura ésea y

posteriormente fueron comparados entre sexos.

RESULTADOS: La caracterizacion de microestructura 6sea evidencié que ratones
hembras poseen condilos mandibulares un 20% mas grandes relativos a su tamafo
corporal y con un 40% menos de separacion trabecular (p<0.005). A nivel de
magnitud de la respuesta al tratamiento, no se encontraron diferencias significativas
entre ratones machos y hembras, sin embargo, las hembras presentaron diferencias

significativas a los 2 dias en fraccion de volumen 6seo y grosor trabecular entre su



lado tratado y no tratado, mientras que los machos lo hicieron en separacién

trabecular.

CONCLUSIONES: El uso de BoNTA en la paralisis del musculo masetero genera
un deterioro del condilo mandibular evidenciable. La velocidad de este efecto en
distintos parametros de microestructura ésea es diferente en ratones machos y
hembras, sin embargo, el nivel de respuesta es el mismo. Las caracteristicas 6seas
de los condilos mandibulares son dimorficas, 1o que nos lleva a pensar que el nivel
de respuesta al tratamiento es mediado por la microestructura dsea inicial mas que

por el sexo del sujeto.



2. MARCO TEORICO:

2.1. Sistema musculoesquelético

El sistema musculoesquelético es un grupo de unidades coordinadas de
manera anatomica y fisiolégica, cuyos componentes son las articulaciones,

cartilagos, ligamentos, musculos y huesos (Felsenthal y Zelzer, 2017).
2.1.1. Tejido muscular esquelético

Los musculos esqueléticos tienen como funcién principal la contraccién, para
permitir el movimiento y mantener la postura de los organismos. Ademas, participan
en la regulacion de la temperatura corporal, el almacenamiento de nutrientes y la
regulacion metabdlica. El tejido muscular estriado esquelético es un tejido dinamico,
que puede remodelarse en respuesta a diferentes estados metabdlicos, condiciones
fisiol6gicas como el ejercicio o diversas patologias (Frontera y Ochala, 2015). La
unidad celular basica del musculo esquelético son las fibras musculares, células
multinucleadas, terminalmente diferenciadas, que se pueden clasificar dependiendo
de la expresidn de isoformas de la cadena pesada de miosina (MyHC) en fibras tipo
| (lentas) y tipo Il (rapidas) (Schiaffino y Reggiani, 2011). Los distintos tipos de fibras
varian en velocidad y fuerza de contraccién (tipo Il > tipo |), resistencia a la fatiga
(tipo | > tipo Il), numero de mitocondrias (tipo | > tipo Il), tipo de metabolismo (tipo |
oxidativo/tipo Il oxidativo/glucolitico) y diametro de las fibras (tipo Il > tipo I) (Pette y
Staron, 2000).

La composicion de un musculo es heterogénea respecto a sus tipos de fibras,
lo que permite que el musculo pueda ser utilizado para distintas tareas. Dicha
composicion puede ser modificada frente a demandas funcionales o metabdlicas,

siendo ésta la base de su plasticidad (Schiaffino y Reggiani, 2011).



2.1.2. Tejido 6seo

El tejido 6seo es un tipo de tejido conectivo especializado, mineralizado, vital
y dinamico. Sus principales funciones son la integridad mecanica, proteccion,
locomocion, homeostasis mineral y hematopoyesis. Esta formado por una fraccién
inorganica, compuesta principalmente por cristales complejos de fosfato de calcio
(hidroxiapatita), y una porcion organica de proteinas (principalmente colageno tipo
[) y células (Morgan y Gerstenfeld, 2021).

Existen dos tipos de hueso en el esqueleto maduro: cortical y trabecular.
Estos, a pesar de ser macro y microscépicamente diferentes, son idénticos en su
composicién quimica. El hueso cortical compone el 80% del esqueleto, es compacto
y denso, posee alta resistencia a las fuerzas y baja remodelaciéon. Se encuentra
principalmente rodeando al hueso trabecular, esta altamente calcificado y su funcién
es entregar fuerza mecanica y proteccion. Puede también participar en funciones
metabadlicas, principalmente en respuesta a deficiencias minerales prolongadas. El
hueso trabecular representa un 20-25% del peso esquelético y esta principalmente
localizado al interior de los huesos largos, planos, vértebras y pelvis. Este tipo de
hueso es menos denso, mas elastico y tiene una taza de remodelacion mas alta,
junto con una mayor funcion metabdlica. Su principal funcién es brindar resistencia
a la deformacién y cargas mecanicas y es el primero en responder ante las

deficiencias minerales agudas(Buck y Dumanian, 2012).
2.1.2.1. Células 6seas

En el tejido 6seo existen 5 tipos de células, cuya funcion es crucial para la

formacion, reparacion y remodelacion 6sea:

. Osteoblastos: derivados de las células madre mesenquimales,
producen la matriz ésea formada por colageno tipo | y multiples proteinas no

colagenas. Esta matriz, llamada osteoide, es una guia para la mineralizacion y
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formacion del hueso maduro. También ayudan en el proceso de resorcidon 6sea, a
través de la secrecidon de factores de diferenciacion para formar osteoclastos y
producir proteasas que degradan el osteoide, preparandolo para su remodelacion.
Tienen una vida media de 3 meses (Bellido y cols., 2019).

. Células de revestimiento 6seo: los osteoblastos que terminan con su

funcion de sintesis de matriz pueden transformarse en células de revestimiento
0seo. De morfologia plana y poca actividad biosintética, se encuentran en las
superficies del tejido éseo. Su funcidén no esta del todo clara, pero tienen capacidad
de volver a ser osteoblastos y se ha propuesto que participan en el intercambio de
minerales y en la formacion de compartimientos para la remodelacién 6sea (Bellido
y cols., 2019).

. Osteocitos: de la linea mesenquimal, son células diferenciadas a partir
de osteoblastos que escapan de la apoptosis, quedando encapsuladas en la matriz
O0sea. Su principal funcion es la mecanorecepcion y la homeostasis del calcio
(Ca2+). Tienen largas prolongaciones que le permiten comunicarse con células
vecinas a través de sefales mecanicas y quimicas. Son mas longevas (vida media
de 25 afos) y componen el 95% de las células 6seas (Marotti. G. y cols., 1993;
Bellido y cols., 2019).

. Osteoclastos: provenientes de la linea de células madre
hematopoyéticas, son los encargados de la resorcion oOsea. Son células
multinucleadas que secretan multiples enzimas capaces de disolver la hidroxiapatita
y las proteinas de la matriz 6sea. Este proceso se logra en una zona sellada,
llamada laguna de Howship, lo que permite la disolucion del hueso de manera
controlada y definida. Su vida media es de aproximadamente dos semanas, y esta
definida por factores asociados con la inflamacién, los que regulan su formacion,

actividad y apoptosis (Bellido y cols., 2019; Morgan y Gerstenfeld, 2021).



. Osteomacrofagos: encontradas subsuperficialmente al endostio y

periostio, cumplen con un rol regulador ante osteoblastos y osteoclastos. Son
cruciales para la maduracion final de las células osteoblasticas y sensibles a niveles
elevados de calcio extracelular, produciendo factores osteoinductivos. Por otro lado,
son sensibles a estimulos proinflamatorios (Lipopolisacaridos/LPS bacteriano) ante
los cuales promueven la diferenciacion osteoclastica. Se les considera células
centinelas debido a su gran capacidad para detectar estimulos locales y regular la
funcidn osteoblastica necesaria (Chang y cols., 2008).

2.1.2.2. Desarrollo, modelacién y remodelacidon 6sea

El desarrollo 6seo comienza durante el primer trimestre de gestacion vy
continua de manera postnatal. Es mediado por factores genéticos y se logra a través
de dos procesos, diferenciados por el ambiente donde ocurren y las células que

producen la matriz a mineralizar:

. Osificacion Intramembranosa/ Mesenquimal: proceso esencial durante

el desarrollo fetal de los huesos planos del craneo, mandibula, maxilar y claviculas,
asi como en la recuperacion de fracturas compuestas. El proceso comienza con una
concentracion de células mesenquimales que inician su diferenciacion en puntos
llamados centros de osificacion. Estas se transforman en osteoblastos, los cuales
producen la matriz que sera mineralizada y vascularizada, quedando atrapados y
terminando como osteocitos. Este proceso avanza formando las trabéculas,
mientras que los espacios vasculares se reducen. El mesénquima que rodea al
hueso en formacion se condensa y se forma como periostio fibrovascular en sus
bordes y superficies externas e internas, donde la formacién del hueso continua
hacia la superficie de las trabéculas. Este crecimiento genera una interconexion
inicial llamada tejido 6seo, el cual al alcanzar mayor organizacion pasa a llamarse
tejido laminar. El engrosamiento del hueso ocurre por funcién de las células madre

derivadas del periostio mas profundo (Kini y Nandeesh, 2012).



. Osificacion Intracartilaginosa/ Endocondral: este proceso ocurre para

el resto de los huesos del cuerpo (largos, cortos e irregulares), siendo esencial en
el crecimiento postnatal de éstos y en la reparacion de fracturas. El primer proceso
comienza durante el desarrollo fetal, en los centros de osificacion primaria
encontrados en la zona media (di&fisis) del cartilago que se volvera hueso, con la
migracion hacia los extremos de células osteoprogenitoras y hematopoyéticas. Una
osificacion secundaria ocurre después del nacimiento, formando las epifisis de los
huesos en sus extremos. Ambas epifisis son separadas de la diafisis por una zona
de cartilago en crecimiento, que sera totalmente reemplazada por hueso. Este
hueso adquiere grosor por funcion de los osteoblastos bajo el periostio y se degrada
internamente por actividad de los osteoclastos dando espacio a la medula, de
manera constante hasta la madurez. El crecimiento del hueso termina con la fusién

entre epifisis y diafisis (Kini y Nandeesh, 2012).

Una vez formado el hueso, éste puede ser modificado a través de dos
procesos:

. Modelado 6seo: definido como la modificacion de hueso no laminillar

a laminillar a través de formacion 6sea mediada por osteoblastos o resorcion
mediada por osteoclastos. Su funcion primaria es el aumento de masa ésea y la
mantencion y alteracion de la forma de los huesos. Si bien la formacion y resorcién
son localmente independientes, no lo son globalmente, ya que ambos procesos
ocurren de manera simultanea en el esqueleto y se deben coordinar para modificar
la forma del hueso. La modelaciéon ocurre en hueso preexistente, por lo que se
diferencia de la formacion 6sea y esta sujeta a estresores locales que sefalan la
necesidad de formacion o resorcion. La formacion del hueso secundario tiene como
resultado osteonas secundarias, también llamadas “sistemas haversianos”. Estos
son de mayor tamafo, ordenados en laminas 0seas de manera longitudinal y
cilindrica, concéntricas a un canal haversiano por el que pasa una terminacion

neurovascular. Este proceso es mas prominente durante la infancia, asociado al
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crecimiento longitudinal de los huesos y, a excepcion de ciertas patologias,

disminuye en la adultez (Allen y Burr, 2019).

. Remodelado 6seo: a diferencia del modelado, este proceso es un

equilibrio generado por la resorcion y formacion de hueso laminillar mediada por
células. Es un proceso continuo durante la vida, en el cual se resorbe hueso
laminillar antiguo y se sintetiza una nueva matriz ésea laminillar. Esta matriz sera
mineralizada para formar el hueso nuevo, eliminando asi el dafio acumulado. Ocurre
de manera periosteal, endocortical, trabecular e intracortical y se provoca de manera
estocastica o dirigida por sefnales como la acumulacion de micro dafios en el hueso.
Otras senfales fisicas, como la atrofia muscular, son captadas por Ilos
mecanorreceptores en los osteocitos generando un remodelado que tiende a la

reduccion de la formacién 6sea (osteopenia) (Allen y Burr, 2019).
2.1.2.3. Biomecanica y calidad 6sea

Si bien el hueso es una estructura sdlida, su capacidad de elasticidad y
adaptacion son clave ante las necesidades a las que es sometido constantemente.
Sus propiedades biomecanicas dependen no sélo de la cantidad de mineral en su
matriz, sino que también de la calidad de su formacion, con lo que nos referimos a
los niveles de estructuras que lo componen (Caeiro y cols., 2013). Estas estructuras
pueden dividirse en multiples categorias (Figura 1), pero para este estudio nos

concentramos en dos:

Microestructura: corresponde a la arquitectura espacial de los componentes

que forman el hueso. Esto establece la estructura de hueso cortical y trabecular,
que poseen diferencias a nivel de respuesta ante las fuerzas a las que son

sometidos.

. Hueso cortical: mas compacto y aplanado, compuesto por sistemas

haversianos distribuidos de manera cubica o cilindrica. Debido a esta organizacion
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son mas resistentes ante las fuerzas de traccion longitudinales y a las compresivas
y menos ante la torsién y las fuerzas perpendiculares. Su resistencia ante fractura
esta asociada principalmente a su grosor y al nivel de masa 6sea de la zona

estudiada (Caeiro y cols., 2013).

. Hueso trabecular: grandes trabéculas presentan una organizacién de

sistemas haversianos entrecruzados y tiene mayor resistencia ante la compresion
que cualquier otra fuerza. Multiples factores alteran su resistencia ante la fractura:
densidad mineral ésea (BMD), grosor trabecular (Tb.Th.), separacion trabecular
(Tb.Sp.), numero de trabéculas (Tb.N.) y relacion (BV/TV) entre el volumen 6seo
(BV) y el volumen de tejido (TV) (Caeiro y cols., 2013).

Macroestructura: esta dada por las caracteristicas macroscopicas del hueso,

que consideran forma, tamafio y geometria. Su comportamiento depende de su

forma y la distribucion de los tejidos 6seos que lo componen (Caeiro y cols., 2013).
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Figura 1. Esquema de niveles de organizacion estructural del tejido 6seo. Desde macroestructura

(izquierda) hasta composicion del hueso (Derecha). Imagen obtenida de Caeiro y cols., 2013.



El concepto de “calidad ésea” es complejo, pues contempla multiples factores
predictivos ante el riesgo de fractura y cdmo éstos, al ser modificados, alteran esta
prediccion. Entre las posibles variables que se deben tener en consideraciéon para
determinar la resistencia de un hueso ante las fuerzas que es sometido, estan la
macroestructura, microestructura, nanoestructura (nivel molecular), funcién celular

y acumulo de dafios (Fonseca y cols., 2014).
2.2. Dimorfismo sexual 6seo del sistema musculoesquelético

Estrogenos y andrégenos son hormonas sexuales, derivadas del colesterol y
sintetizadas principalmente por las génadas y glandulas adrenales. Estas se
expresan en ambos sexos, con mayor produccién de estrégenos en mujeres y
androgenos en hombres. Son localmente activadas y/o catabolizadas por tejidos
blanco, como el hueso, a través de la unidon con receptores especificos que se
asocian a secuencias de ADN llamadas elementos de respuesta a hormonas. Los
receptores de estrogenos (ER a y B) y andrégenos (AR) han sido detectados en
distintos tipos celulares en el proceso de diferenciacion mesenquimal y en los
precursores de osteoblastos y osteoclastos, entre otros (Vanderschueren y cols.,
2004).

En humanos y ratones, los estrogenos suprimen la resorcion ésea trabecular
y cortical al disminuir el numero de osteoclastos. El efecto antirresortivo de estas
hormonas es mediado por los receptores de estrogenos con acciones en el linaje
osteoclastico, principalmente por la promocién de apoptosis de osteoclastos por la
produccion de fasL (regulador pro apoptotico) (Nakamura y cols., 2007). Los
androgenos tienen un efecto antiresortivo indirecto en el hueso, primero por su
mayor efecto en el aumento de masa, tamano, fuerza y mantencion muscular en
comparacién con los estrégenos, cuya disminucion se asocia mayormente con
aumentos de grasa corporal (Seftel, 2014). La carga ejercida en los huesos por el

musculo es un factor importante en la mantencion 6sea, por lo que la pérdida o
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aumento de masa muscular tiene un efecto directo en éstos (Frost, 2003). Por otro
lado, la testosterona puede pasar por un proceso llamado aromatizacién, en el que
se transforma en un simil del estrogeno, uniéndose a los ER de la misma manera

(Vanderschueren y cols., 2004).

Los mecanismos con los que las hormonas sexuales afectan al hueso son
complejos y no estan del todo claros actualmente. Su funcidn en distintos tejidos,
como el muscular, puede generar efectos indirectos en el hueso, haciendo dificil
establecer una clara relacion de estas hormonas con los procesos de remodelacion
a los que se enfrenta constantemente el hueso. A diferencia de los hombres, las
mujeres de mediana edad pasan por el proceso de menopausia en que ocurre una
reduccién en la produccién de hormonas sexuales. Es por esto que se vuelven mas
susceptibles a los procesos resortivos del hueso y enfermedades como la

osteoporosis (Lupsa y Insogna, 2015).

2.3. Comunicacion musculo-hueso

Existe una importante asociacion entre la masa 6sea y muscular que ha sido
atribuida a sus funciones en conjunto, tanto durante el ciclo de la vida (desarrollo,
crecimiento, consolidacion, envejecimiento) como frente a entrenamientos o
patologias. Se ha evidenciado que la disminucién de estos tejidos ya sea por origen
patolégico o metabdlico, ocurre en conjunto (Hirschfeld y cols., 2017). La
estimulacion mecanica de los tejidos 6seos da como resultado una micro
deformacion de las células y matriz extracelular, siendo éste un factor para el
desarrollo y la determinacion de la forma 6sea en adultos. Estimulaciones
mecanicas que generan alta tension, o tensiones de baja magnitud, pero de alta
frecuencia, incrementan la masa 6sea. En cambio, la baja o nula tensién promueve

resorcion 6sea (Hsieh y Turner, 2001; Frost, 2003).

Si bien la comunicacion entre musculo y hueso ha sido considerada como un

proceso principalmente biomecanico, se ha demostrado en la ultima década que
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existe un componente bioquimico en esta interaccién, dado que tanto musculo como
hueso también se consideran tejidos secretores capaces de liberar moléculas
solubles para regularse entre si. Estas moléculas conocidas como mioquinas
(Irisina, IL6, IGF-1, miostatinta, etc.) y osteoquinas (osteocalcina y esclerostina)
tienen capacidades metabdlicas autocrinas, paracrinas y endocrinas, afectando
distintos tejidos y su liberacién esta altamente asociada con la actividad fisica y la
ingesta caldrica. (Brotto y Johnson, 2014; Kirk y cols., 2020; Severinsen y Pedersen,
2020).

2.3.1. Atrofia muscular y afectaciéon 6sea

Las fuerzas mecanicas son esenciales para mantener la integridad de los
huesos. Los osteocitos son células sensibles al estrés biomecanico, generando la
diferenciacion y actividad de los osteoblastos, los cuales generan aposicién dsea.
Existe también una relacion entre sarcopenia (pérdida general y progresiva de masa
y fuerza muscular) y osteoporosis (enfermedad caracterizada por disminucion de
masa 0sea y reduccion de la calidad microestructural de los huesos) (Hirschfeld y
cols., 2017)

La atrofia muscular se define como el debilitamiento, disminucién y/o pérdida
del musculo y su funciéon en relacion con el desuso de éste o enfermedades
relacionadas (Yin y cols.,, 2021). El reposo prolongado y el efecto de la
microgravedad en astronautas se han utilizado para el estudio de la disminucién de
carga muscular en humanos. El desuso muscular prolongado produce atrofia
muscular, la cual precede a una disminucién entre el 0.5 y 1% mensuales de la
masa 0sea (Lang y cols., 2004) En personas que han sufrido paralisis muscular por
danos en la médula espinal, se ha encontrado una reduccién de masa ésea de un
1% semanal, pérdida entre 5 a 20 veces mayor que en modelos de microgravedad
(Qin y cols., 2010)
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Se han generado distintos biomodelos de estudio para detallar el efecto de
la atrofia muscular en la comunicacion musculo-hueso. En modelos animales se ha
utilizado la descarga de extremidades posteriores (“hindlimb unloading”, HLU) y la
inyeccion de toxina botulinica (BoNT). En el primero se utiliza un dispositivo para
inmovilizar la pata trasera de un ratén, eliminando la movilidad y los efectos
externos, pero conservando la contraccion muscular, mientras que en el segundo
se paraliza la fibra muscular, generando su atrofia. Se descubrié que el uso de
ambos modelos en conjunto generaba aun mayores efectos en la pérdida 6sea que
de manera separada, concluyendo que el uso de BoNT tiene efectos por sobre el

desuso muscular (Warden y cols., 2013).

Distintos estudios han demostrado que, dependiendo del sexo del sujeto, el
efecto de la atrofia muscular y posterior pérdida de masa ésea son distintos. En
resumen, se ha encontrado que los efectos de desuso en la atrofia muscular en
extremidades inferiores son mayores en mujeres humanas (Trappe y cols., 2023),
mientras que la atrofia generada por procesos inflamatorios, como la caquexia
inducida por cancer, es mayor en hombres (Rosa-Caldwell y Greene, 2019; Morena
da Silva y cols., 2023).

2.4. Trastornos temporomandibulares

El sistema masticatorio es una unidad funcional compuesta por el hueso
mandibular y maxilar, dientes, musculos, nervios y vasos sanguineos. Las
afecciones en este sistema pueden provenir desde distintas estructuras y terminar
afectando a otros componentes de manera estructural o funcional. También se sabe
que éste tiene la capacidad de adaptarse de manera temporal o permanente, lo que

refleja su plasticidad como sistema biolégico (Soboleva y cols., 2005).

Los trastornos temporomandibulares (TTM) son un grupo de afecciones que
causan dolor y disfunciéon en la articulacion de la mandibula y los musculos

asociados. Son de etiologia compleja, ya que, a pesar de tener bases fisicas
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reconocibles, muchos casos involucran factores biopsicosociales y sintomas
psicoldgicos, como depresion y ansiedad, dificultando su diagndstico y posterior

tratamiento (Li y Leung, 2021).

A través de multiples estudios se ha encontrado que las mujeres en edad
fértil no sélo son un 27.3% mas afectadas por TTMs que los hombres (Slade y cols.,
2013; K. Kim y cols., 2016), sino que expresan mayores niveles de dolor miofascial
(Velly y cols., 2003), por lo que podemos afirmar que el sexo del sujeto es un factor

altamente contribuyente a la prevalencia de esta patologia.

Una de las principales metas para el tratamiento de los TTM es el manejo del
dolor asociado y la recuperacion de la funcidén mandibular. Se han utilizado distintos
métodos para lograr este efecto: dispositivos de oclusién, fisioterapia, analgésicos,
relajantes musculares, intervenciones psicoldgicas, laser e inyecciones en puntos
dolorosos (anestésicos o toxina botulinica) (Li y Leung, 2021) Si bien la inyeccion
intramuscular de toxina botulinica en el musculo masetero es utilizada como
tratamiento para los TTMs, sus efectos en la mejoria del dolor no son consistentes
a través de los estudios (Datta Gupta y cols., 2022). No se ha encontrado un
aumento de riesgo para dafos causados por este tratamiento, sin embargo, los
estudios no han sido disefiados para medir esto de manera rigurosa (La Fleur y
Adams, 2020).

2.4.1. Toxina Botulinica

La toxina botulinica (BoNT) es una neurotoxina producida por bacterias
anaerébicas Gram positivas llamadas Clostridium botulinum, Clostridium
butyrricum, Clostridium barati, entre otras especies. Actua a nivel de la union
neuromuscular, bloqueando el proceso de secrecion de acetilcolina desde la
neurona motora, mediado por proteinas SNAREs (SNAp Receptors). Al impedir la
secrecion del neurotransmisor, el estimulo de la neurona motora no se transmite a

la fibra muscular, y se genera paralisis muscular flacida (Figura 2). Las distintas
12



cepas bacterianas secretan esta neurotoxina junto a otro tipo de proteinas con

acciéon hemoaglutinadora, conocidas como proteinas asociadas a neurotoxina

(NAPs), las cuales le otorgan proteccion contra el ambiente, como acidez y

temperatura. Estas formas complejas de BoNT son usadas actualmente en

aplicaciones terapéuticas (Choudhury y cols., 2021). Se han descrito 8 serotipos de

toxina botulinica, de los cuales los tipos A (BoNTA) y B (BoNTB) son de uso clinico.

Proteinas  SNARE
forman complejo

A Liberacién normal del Neurotransmisor

Fusion de la vesicula y
la membrana terminal
ke

B Exposicion a Toxina Botulinica

Clivaje de Proteinas especifica
SNARE por las Cadenas Livi

Tipos B,D, F G
T Tipos A, C,‘E-.""'

Endocitosis de la _ .
Toxina Botulinica

* =% Noseforma
complejo SNARE

Membranas no
se fusionan

Figura 2. Esquema del efecto de la toxina botulinica en la uniéon neuromuscular. (A) Liberacion

normal del neurotransmisor en union neuromuscular. (B) Mecanismo de accion de la toxina botulinica en la

unién neuromuscular (Revista Médica clinica las Condes, 2014).
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El efecto de éstos es temporal (2-6 meses), donde BoNTA tiene mayor
duracion de accion que el tipo B. Ambas son ampliamente utilizadas para fines
estéticos y el tratamiento de desordenes musculares, incluyendo distonias,
espasmos, temblores y migraias, sin embargo, su uso en el musculo masetero no
esta aprobado por la FDA (Food and Drug Administration, EE. UU.). En Chile, estos
usos estan aprobados por el ISP, incluyendo su uso para el tratamiento del bruxismo

(Folleto para informacion al profesional: OnabotulinumtoxinA, ISP).

Actualmente BoNTA es utilizado como tratamiento para el bruxismo. Esta
intervencidén consta de la inyeccion de toxina en los musculos maseteros para
disminuir su funcién y nocicepcion, sin embargo, se requieren estudios a mayor
profundidad, debido a la complejidad de la enfermedad y los posibles efectos

secundarios (Miller y Clarkson, 2016).

2.4.2. Tratamiento con BoNTA en musculo masetero y su efecto en el

condilo mandibular.

El uso de BoNTA en el musculo masetero y el efecto que tiene este proceso
en el hueso mandibular ha sido estudiado previamente a través de distintos modelos
preclinicos y clinicos. Dentro de los principales resultados obtenidos se encuentran
cambios a diferentes niveles: celular, microestructural y morfolégico. A nivel
molecular-celular se ha encontrado una disminucion de la densidad mineral ésea y
un aumento de marcador de resorcion ésea RANKL (ligando de receptor activador
para el factor nuclear K B), principalmente localizadas en el condilo mandibular en
ratones macho adultos (Balanta-Melo y cols., 2018). Desde el punto de vista de
microestructura, se ha evidenciado una disminucion del grosor trabecular y cortical.
En cuanto a la morfologia, en el mismo modelo animal, se hall6 reduccién del grosor
de la rama mandibular, cambios en las zonas de insercion muscular y un
“alargamiento” anteroposterior con una disminucion de grosor de los condilos

(Balanta-Melo, Toro-lbacache, y cols., 2019).
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Los modelos de estudio existentes presentan diferencias en los protocolos
de experimentacion, tales como los sujetos a tratar (ratones, ratas y conejos), la
zona a tratar (mayor cantidad de estudios realizados en extremidades posteriores),
en el uso o no uso de inyeccion de control (Brent y cols., 2021), el tiempo post
exposicion a la inyeccion de BoNTA (Cid, 2021), entre otras variables, sin embargo,
no existe actualmente un modelo que realice un estudio comparativo del dimorfismo

sexual en el territorio maxilofacial, siendo un area investigativa de interés.
Considerando la informacién previamente expuesta, podemos senalar que:

. Existen dimorfismos sexuales altamente mediados por hormonas en
distintos tejidos, tales como el muscular y 6seo.

. Los tratamientos con BONTA para el dolor miofascial son mayormente
utilizados por mujeres.

. Se ha evidenciado que la paralisis muscular mediada por el uso de
BoNTA en el musculo masetero genera dafos en la microestructura 6sea del condilo
mandibular

. No existe un modelo de estudio actual que compare diferencias por

sexo en el territorio maxilofacial al utilizar BoNTA.

Teniendo esto en cuenta, nos preguntamos: ¢ Existe alguna diferencia entre
sexos en la disminucién de los valores de microestructura 6sea condilar generada

por la paralisis muscular del musculo masetero al utilizar BONTA?
3. HIPOTESIS

Existe dimorfismo sexual en la microestructura del condilo mandibular de
ratones adultos. Paralelamente, la paralisis del musculo masetero inducida por
inyeccion de BONTA altera en mayor grado la microestructura del céndilo

mandibular en hembras que en machos.
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4. OBJETIVO GENERAL

Evaluar y comparar la microestructura normal del céndilo mandibular de
ratones adultos de ambos sexos, y su afectacion frente a la paralisis del musculo

masetero inducida por inyeccion de BoNTA.

5. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Caracterizar y comparar la microestructura 6sea del coéndilo
mandibular en ratones machos y hembras adultos a través de analisis

tridimensional.

2. Comparar el efecto de la paralisis muscular inducida por BoNTA en el
musculo masetero en la microestructura del condilo mandibular de ratones machos

y hembras adultos.

6. METODOLOGIA

6.1. Tipo de estudio

Estudio de analisis comparativo de datos digitales, provenientes de un

estudio experimental en modelo animal.

6.2. Diseino experimental y tamafo muestral

Para caracterizar la microestructura ésea de los condilos mandibulares de
ratones macho y hembra, y comparar su afectacion luego de paralisis unilateral de

musculo masetero, se utilizaron los siguientes grupos experimentales:

. Ratones sin intervenir: 6 machos y 6 hembras
o Ratones con inyeccion unilateral de BoNTA en musculo masetero: 29

machos y 28 hembras. De este grupo, se eutanasiaron animales a distintos dias
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post-intervencion (2-7-14), para comparar entre machos y hembras no soélo la
amplitud, sino que la temporalidad de los efectos. El numero de animales utilizados

y su distribucion se resume en la Tabla 1.

Tabla 1. Numero de animales utilizados en cada grupo de estudio.

Grupo sin Grupos intervenidos con BoNTA
Intervencién
Tiempo post intervencion No aplica 2 dias 7 dias 14 dias
Numero de machos 6 10 11 8
Numero de hembras 6 10 10 8

El tamano muestral necesario para evaluar por microCT la diferencia en los
parametros de microestructura 6sea entre los lados inyectados con BoNTA y
solucion salina es de n=8, en base a un estudio reportado y validado previamente
por nuestro grupo (Balanta-Melo, Torres-Quintana, y cols., 2019). Como en este
trabajo se utilizaron muestras derivadas del proyecto Fondecyt 1201385, algunos
grupos intervenidos tienen un n>8, pues se utilizaron todas las muestras

disponibles.

El manejo de animales se rigio por el protocolo de bioética aprobado por el
Comité Institucional de Cuidado de Animales de la Universidad de Chile #20381-
ODO-UCH-e1.

Inmediatamente después de la eutanasia, se diseccion6 la mandibula, se
almacend en formalina 10%, y se envié para su escaneo por microCT a la
Universidad de Humboldt (Berlin, Alemania), como se describira en detalle en las
secciones posteriores. Cabe mencionar que todo el trabajo con animales y toma de
muestras forma parte del proyecto Fondecyt 1201385 (IR: Sonja Buvinic), y fue
realizado por personal certificado (Sonja Buvinic, Noelia Blanco). El trabajo de esta
tesis involucré exclusivamente el analisis de los datos computacionales obtenidos a

partir de los escaneos en microCT de las muestras.
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6.3. Intervencion con BoNTA en musculo masetero

Ratones BALB/c adultos (8-9 semanas de edad; 18-28 g) fueron utilizados
para este experimento. Estos fueron anestesiados mediante una inyeccion
intraperitoneal de ketamina 80 mg/kg y xilacina 8 mg/kg. Luego, los animales
recibieron una unica inyeccion de BoNTA (0,2U/10 pL; Onabotulinumtoxin A;
BOTOX®, Allergan Chile, Santiago, Chile) en el musculo masetero derecho. La
dosis se basa en un estudio anterior (Balanta-Melo y Buvinic, 2018) y fue escalada
a la masa del musculo masetero del ratébn segun las dosis informadas para
procedimientos clinicos en humanos (Van Eijden y cols., 1997; Miller y Clarkson,
2016). El musculo masetero izquierdo se inyecté con 10 pl de solucion salina (0,9%
p/v de NaCl) como control intra individuo. Los animales se alojaron en condiciones
controladas (20 £ 2 °C, humedad relativa 42% -48% y 12 horas ciclo luz / oscuridad),
con agua y comida ad libitum (LabDiet® JL Rata y raton / Auto 6F 5K67; Lab Diet,
St Louis, MO, EE. UU.). Se realiz6 a diario la evaluacion general del bienestar
animal, con registro de la masa corporal dia por medio. Después de 2, 7 y 14 dias,
los animales fueron eutanasiados por sobredosis de anestésico intra peritoneal
(i.p.). Posteriormente, las mandibulas fueron diseccionadas y almacenadas en
formalina al 10% (tamponado neutro, Sigma - Aldrich®, St Louis, MO, EE. UU.) y se
mantuvieron a temperatura ambiente hasta la toma de imagen por microCT
(Balanta-Melo, Toro-Ibacache, y cols., 2019). Seis ratones de cada sexo fueron el
grupo control, recibiendo solo la anestesia i.p. y eutanasiados junto con el grupo de
7 dias. Todas las mandibulas fueron codificadas y anonimizadas para su posterior

analisis en ciego.

Se registraron y tabularon las masas corporales de los animales al comienzo,
en el transcurso y al final del protocolo. Luego de la eutanasia, se diseccionaron los
musculos maseteros derecho e izquierdo y se determiné su masa, como un

indicador de atrofia muscular en el caso de inyeccion de BoNTA.
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El manejo de animales se rigioé por el protocolo de bioética aprobado por el
Comité Institucional de Cuidado de Animales de la Universidad de Chile #20381-
ODO-UCH-e1.

6.4. Escaneo de muestras por microtomografia computarizada

Las mandibulas se escanearon en el equipo de microtomografia
computarizada marca Yxlon modelo FF20 (Laboratorio Dr. John Nyakatura,
Humboldt University, Berlin, Alemania; Operador: Dr. Léo Botton-Divet), con los
siguientes parametros: tamano de voxel isotrépico 5.8 uym, voltaje 45 kV, corriente
110 pA, filtro de aluminio de 0,5 mm, tiempo de exposicion 333 ms, 10 min de
duracion del escaneo por muestra en modo de rotacion continua en 360°, generando

2000 imagenes por muestra.
6.5. Analisis de microestructura 6sea

La reconstruccion 3D, segmentacion y analisis de microestructura 6sea se
realizé con el programa DRAGONFLY (V.2022.2.0.1361, Object Research System,
Canada). Se trabajo en ciego, con las muestras codificadas, sin saber a qué
condicion correspondian. Las imagenes de microCT fueron recibidas en formato
TIFF, que consta de multiples imagenes 2D en secuencia que permiten una
reconstruccion en 3 dimensiones. Cada muestra fue enviada con sus respectivos
datos volumétricos, es decir, informacion interna que permite la reconstruccion a la

escala de tamafio adecuada. El proceso de recorte y analisis fue el siguiente:

° Se cargaron los archivos TIFF en el programa DRAGONFLY, que
reconstruye las muestras en tamano real utilizando los datos incluidos en los
archivos. Se compardé cada reconstruccion de muestra con los datos enviados de
manera paralela para evitar fallas.

) El modelo en 3D fue contrastado y reposicionado para mejor
visualizacion de los condilos mandibulares. Para el recorte de los céndilos
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mandibulares se utiliz6 como referencia un trabajo previo de nuestro grupo (Figura
3; Cid, 2021)

) Las referencias de recorte fueron utilizadas para cada condilo
mandibular, siendo revisadas multiples veces debido a la sensibilidad de los
movimientos en 3 dimensiones. Una vez que se cumplieron los parametros en todas
las referencias al mismo tiempo, se procedid con el recorte.

) Cada recorte de condilo fue analizado con la herramienta “Bone
Analysis Wizard”, en donde se definieron las regiones de interés (ROI)
manualmente. Una vez definidas, fueron utilizadas para realizar la medicién de los
parametros 6seos.

) Los resultados del analisis fueron exportados en formato CSV, el que
es compatible con Excel. Estos fueron compilados y guardados con su identificacion

correspondiente para su posterior analisis estadistico.

Los parametros de microestructura ésea evaluados en cada condilo
mandibular fueron los siguientes: grosor trabecular (Tb.Th.; promedio del grosor de
trabéculas; mm), separacion trabecular (Tb.Sp.; distancia promedio entre
trabéculas; mm), volumen de tejido (TV; volumen total de tejido del coéndilo
mandibular segmentado, mm?3), volumen 6seo (BV; porcion o6sea del céndilo
mandibular segmentado, mm?), fraccién de volumen 6seo (BV/TV; relacion entre el
volumen de hueso segmentado y el volumen total de tejido de la region de interés;
%) (Bouxsein y cols., 2010).

6.6. Presentacion de datos y analisis estadistico

Los datos de microestructura ésea obtenidos fueron ordenados y asociados
a las muestras correspondientes ya que el proceso de determinacion de los
parametros de microestructura 6sea fue realizado en ciego. Los graficos y el analisis
estadistico se realizaron con el programa GraphPad Prism 9.0d (La Jolla, CA, EE.

UU.), donde p <0,05 definié una diferencia estadistica.
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Figura 3. Reconstruccion mandibular en 3D y referencias para recorte condilar
utilizando software DRAGONFLY V.2022.2.0.1361. (A) Mandibula reconstruida en 3D. (B)

Reconstruccién en 3D centrada en coéndilo mandibular izquierdo. En verde se visualiza herramienta de

recorte en forma de hexagono, donde los circulos rojos marcan las pestafias que permiten modificacion de
tamafio y posicion de la forma. (C) Visualizacion superior de condilo mandibular izquierdo, donde el hexagono
de recorte se posiciona transversal la linea imaginaria (linea punteada amarilla) que cruza desde el punto
mas anterior (punto rojo) hasta el mas posterior (punto amarillo) del céndilo. (D) Visualizacién posterior de
condilo mandibular izquierdo, donde el hexagono de recorte se posiciona transversal a la linea imaginaria
formada entre el extremo mas interno (punto rojo) y externo (punto amarillo) del condilo. (E) Visualizacion
lateral externa del condilo mandibular izquierdo, donde el piso del hexagono de recorte se posiciona paralelo
a la linea imaginaria formada entre el punto mas anteroinferior (punto rojo) y posteroinferior (punto amarillo)

del cuello condilar. (Imagen obtenida desde Cid, 2021)

La comparacién de la masa corporal, la masa de los musculos maseteros

entre machos y hembras no intervenidos se realizé mediante ANOVA de una via.

En las mediciones de microestructura 6sea para los animales intervenidos,

se identificaron tres sujetos por analisis de outliers (método de ROUT, Q=1%). Dado
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que el tamafo muestral era suficiente, estos sujetos fueron eliminados de todos los

parametros.

Los resultados de microestructura 6sea en animales intervenidos y no
intervenidos fueron evaluados mediante la prueba Shapiro-Wilk, arrojando una
distribucion normal de los datos. Por lo tanto, se utilizé test de t pareado para
comparar los dos lados de un mismo animal (derecho vs izquierdo) y test t no
pareado para comparar el delta (diferencia lado izquierdo — lado derecho) en cada

parametro éseo entre machos y hembras.

7. RESULTADOS

7.1. Comparacion de parametros fisicos generales y de sistema
musculoesquelético masticatorio en ratones machos y hembras sin

intervencion.

Para caracterizar y comparar los parametros fisicos y de sistema
musculoesquelético masticatorio en los ratones en condiciones normales, se
evaluaron ratones hembras y machos sin intervencion. Se evalué la masa corporal
como indicador de dimension general de los animales. Paralelamente, se evalud la
masa normal de los musculos maseteros, que mas adelante se utilizara como un
indicador de efectividad del tratamiento con BoNTA. Finalmente, se compararon
parametros de microestructura 6sea de los céndilos mandibulares de machos vy

hembras.

La masa corporal de los ratones macho fue un 15% mayor que la de las
hembras de la misma edad (Figura 4A). Sin embargo, la masa de los musculos
maseteros no tuvo diferencia significativa entre sexos (Figura 4B). Normalizando la

masa de los musculos maseteros por la masa corporal, se observé que los musculos
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maseteros de las hembras eran mas grandes en relacién con su tamano que la de

los machos (Figura 4C).
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Figura 4. Comparacion de masa corporal y masa de musculos maseteros entre ratones
machos y hembras no intervenidos. Se compararon los parametros fisicos de ratones BALB/c
machos y hembras de 9 semanas, sin intervencion. (A) Masa corporal. (B) Masa de musculos
maseteros. (C) Masa de musculos maseteros normalizada por masa corporal. n = 6 animales por
sexo. Datos expresados como promedio + DE. Test T no pareado, ns: no significativo, *: p<0,05,
***: p<0.005.

Al analizar la microestructura ésea del condilo mandibular se encontraron
diferencias significativas entre ratones machos y hembras en todos los parametros,
con un evidente aumento 6seo en las hembras (Figura 5). Al comparar los
parametros 6seos las hembras presentaron un incremento de 9% en el volumen
0seo (Figura 5A), 8% en el volumen tejido (Figura 5B), 3% en la fraccion de volumen
oseo (Figura 5C) y 8% en el grosor trabecular (Figura 5D) respecto de los machos.
El parametro de microestructura 6ésea con mayor variacién fue la separaciéon
trabecular, que fue 40% menor en hembras que en machos (Figura SE). Al
normalizar el volumen éseo total de los céndilos por la masa corporal, se observo
que las hembras tenian un volumen relativo un 20% mayor que los machos (Figura
5F).
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Figura 5. Comparacion de parametros de microestructura 6sea entre ratones macho y
hembra no intervenidos. (A) Volumen 6seo (mm3). (B) Volumen de tejido (mm3). (C) Fraccién
de volumen 6seo. (D) Separacion trabecular (mm). (E) Grosor trabecular (mm). n = 6 animales
por sexo. Datos expresados como promedio + DE. Test de T no pareado, ns: no significativo, *:
p<0,05, **: p<0.01, ***: p<0.001.

7.2. Efecto de la inyeccion de BoNTA en la masa corporal y masa de

musculo masetero de ratones machos y hembras.

Para evaluar si la inyeccion unilateral de BoNTA en musculo masetero
afectaba la ingesta de alimentos, se utiliz6 como indicador el registro de masa

corporal previo a la inyeccion (“inicial’) e inmediatamente posterior a la eutanasia
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(“final”). Esto se compardé con los indicadores registrados para animales no

intervenidos incorporados en los grupos de estudio.

El tratamiento unilateral con BONTA en el musculo masetero no genero
diferencias en las masas corporales de los ratones machos ni hembras (Figura 6A-
B).

En animales no intervenidos no se detecté cambios en la masa de musculo
masetero izquierdo/derecho (Figura 6C-D). Lo mismo ocurrié al comparar el
musculo masetero luego de 2 dias de inyeccion de BoNTA, respecto del musculo
masetero contralateral inyectado con solucion salina (Figura 6C-D). Sin embargo, si
se observo reduccion de masa del musculo masetero a los 7-14 dias post inyeccion
de BoNTA, en machos y hembras (Figura 6C-D). La masa del musculo masetero
intervenido con BoONTA se redujo en un 30% (7 dias) y un 38% (14 dias) en hembras,
respecto del musculo masetero contralateral inyectado con solucién salina (Figura
6C). En el caso de los machos, la reduccion en la masa del musculo masetero del
lado inyectado con BoNTA fue de 28% (7 dias) y 31% (14 dias) (Figura 6D).

7.3. Efecto de la paralisis muscular inducida por BoNTA en la

microestructura del condilo mandibular de ratones machos y hembras.

Para evaluar si existe dimorfismo sexual en el efecto de la inyeccion unilateral
de BoNTA en musculo masetero sobre la microestructura 6sea del condilo
mandibular, se analizaron imagenes de microCT derivadas de mandibulas de
ratones hembras y machos a los 2, 7 0 14 dias post intervencion, ademas de ratones
no intervenidos. Se evaluaron los parametros de volumen 6seo (BV), volumen de
tejido (TV), fraccion de volumen 6seo (BV/TV), separaciéon trabecular (Tb.Sp.) y
grosor trabecular (Tb.Th.). Para la representacion y discusion de los datos, en cada
figura se muestra: un grafico pareado por cada sexo, que une con una linea los

lados tratados y no tratados de cada individuo y un grafico de barra por cada sexo,
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Figura 6. Efecto del tratamiento unilateral con BoNTA a diferentes dias en la masa corporal
y la masa del musculo masetero en ratones machos y hembras. (A-B) Comparacion de la
masa corporal previa a la inyeccion de BoNTA/Salino(“inicial”’) e inmediatamente posterior a la
eutanasia (“final”’) a diferentes dias post intervencién en ratones hembras (A) y machos (B). (C-
D) Comparacion de la masa del musculo masetero inyectado con soluciéon salina, o su
contralateral inyectado con BoNTA, a diferentes dias post intervencion en ratones hembras (C) o
machos (D). Se muestran graficas de todas las temporalidades en cada sexo para facilitar la
visualizacion, pero el analisis estadistico se realiz6 de manera pareada entre los mismos
animales al inicio y final del tratamiento (A-B), o entre los lados derecho e izquierdo de los mismos
animales (C-D). Datos expresados como promedio + DE. n=6-11, test ANOVA de una via, ns: no

significativo, *: p<0,05, **: p<0.01, ***: p<0.001. NI: No intervenido
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que muestran el promedio £ el error estdndar de cada medicién, junto con la
significancia estadistica de las diferencias entre lado inyectado con BoNTA o
solucion salina, ademas de un grafico del porcentaje de cambio de cada parametro
(aumento o disminucion en lado BoNTA respecto de lado salino), comparando

hembras con machos.

Los resultados de BV fueron similares entre machos y hembras (Figura 7A-
C). Ambos sexos presentaron diferencias significativas desde los 7 dias post
tratamiento con BONTA, con disminucién de BV del lado tratado (Figura 7B-D). El
analisis del porcentaje de disminucion de BV muestra que no existe una diferencia
en la pérdida de este parametro entre sexos (Figura 7E), incluso cuando las
hembras presentan un mayor BV que los machos.

El analisis de TV muestra que ambos sexos reaccionan de manera similar al
tratamiento con BONTA con disminucion del lado tratado (Figura 8A-C), arrojando
diferencias desde los 7 dias post tratamiento y siendo éstas mayormente
significativas a los 14 dias (Figura 8B-D). El analisis de porcentaje de disminucion
(Figura 8E) muestra un aumento progresivo de esta pérdida, sin diferencias

significativas entre sexos en ninguna temporalidad.

El analisis de BV/TV presenta diferencias mas extremas entre los lados
tratado y no tratado (Figura 9A-C). Encontramos aqui una primera diferencia entre
sexos, donde las hembras presentan una diferencia significativa a los 2 dias post
tratamiento con disminucién del lado tratado con BoNTA (Figura 9B). Las diferencias
a los 7 y 14 dias post tratamiento siguen siendo significativas para ambos sexos
(Figura 9B-D). El porcentaje de diferencia comparado entre sexos no arroja

diferencias significativas (Figura 9E).
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Figura 7. Efecto de la paralisis unilateral inducida por BoNTA en el volumen éseo del
condilo mandibular de ratones machos y hembras. Ratones hembras o machos fueron inyectados
con BoNTA en el musculo masetero derecho y solucion salina en el misculo masetero izquierdo. A distintos
tiempos post intervencién (2-7-14 dias) los animales se eutanasiaron y las mandibulas se diseccionaron y
conservaron para escaneo por HCT. Se muestra la cuantificacién del parametro volumen 6seo (BV) en
hembras (A-B) y en machos (C-D) a distintos tiempos. Los graficos A-C son pareados, para evaluar el
cambio en el parametro observado en cada uno de los individuos; el parametro en los condilos
contralaterales del mismo animal se representa por puntos unidos por una linea. Los graficos B-D
corresponden a la representacion de la media + desviacion estandar de los valores, e incluyen el analisis
estadistico comparativo entre lado BoNTA versus lado salino de su misma condicidén. n=8-11, test de t
pareado, ***: p<0,001. (E) Comparacién del porcentaje de disminucion del parametro BV inducido por
BoNTA en los distintos tiempos en machos y hembras. n=9-11, test de t no pareado, ns: no significativo. NI:
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Figura 8. Efecto de la paralisis unilateral inducida por BoNTA en el volumen de tejido del
condilo mandibular de ratones machos y hembras. Se muestra la cuantificacion del parametro
volumen de tejido (TV) en hembras (A-B) y en machos (C-D) a distintos tiempos. Los graficos A-C son
pareados, para evaluar el cambio en el parametro observado en cada uno de los individuos; el parametro
en los condilos contralaterales del mismo animal se representa por puntos unidos por una linea. Los graficos
B-D corresponden a la representacion de la media + desviacion estandar de los valores, e incluyen el
analisis estadistico comparativo entre lado BoNTA versus lado salino de su misma condicion. n=9-11, test
de t pareado, **: p< 0,01. ***: p<0,001. (E) Comparacion del porcentaje de disminucion del parametro TV
inducido por BoNTA en los distintos tiempos en machos y hembras. n=8-11, test de t no pareado, ns: no

significativo. NI: no intervenido.
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Figura 9. Efecto de la paralisis unilateral inducida por BoNTA en fraccién de volumen 6seo
del condilo mandibular de ratones machos y hembra. Se muestra la cuantificacion del parametro
fraccion de volumen éseo (BV/TV) en hembras (A-B) y en machos (C-D) a distintos tiempos. Los graficos
A-C son pareados, para evaluar el cambio en el parametro observado en cada uno de los individuos; el
parametro en los céndilos contralaterales del mismo animal se representa por puntos unidos por una linea.
Los graficos B-D corresponden a la representacion de la media + desviacion estandar de los valores, e
incluyen el andlisis estadistico comparativo entre lado BoNTA versus lado salino de su misma condicion.
n=8-11, test de t pareado, *: p<0,05, **: p<0,01, ***: p<0,001. (E) Comparacion del porcentaje de disminucion
del parametro BV/TV inducido por BoNTA en los distintos tiempos en machos y hembras. n=9-11, test de t
no pareado, ns: no significativo. NI: no intervenido.
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En el analisis de Tb.Sp. presenta la mayor diferencia de resultados entre
sexos (Figura 10A-C). Mientras que en hembras presenta diferencias significativas
so6lo a los 14 dias post tratamiento, con aumento del Tb.Sp. del lado tratado (Figura
10B), en machos se presenta una diferencia significativa a los 2 dias post
tratamiento con mayor Tb.Sp. del lado no tratado (Figura 10D). Esta diferencia se
pierde a los 7 dias, mientras que a los 14 vuelve a aparecer de manera inversa, con
un mayor Tb.Sp. del lado tratado con BoNTA (Figura 10D). El porcentaje de
aumento de Tb.Sp. por sexo no muestra diferencias significativas (Figura 10E).

En el analisis de Tb.Th. volvemos a encontrar similitudes entre machos y
hembras (Figura 11A-C). En hembras presenta una diferencia significativa desde
los 2 dias, con un aumento en el lado no tratado, la cual se invierte el dia 7 y se
mantiene a los 14 (Figura 11B). En machos las diferencias significativas entre lados
se observan desde los 7 dias, con menores valores del lado tratado con BoNTA
(Figura 11D). No existe diferencia entre sexos en el porcentaje de disminucion de
Tb.Th. en ninguna temporalidad (Figura 11E).

8. DISCUSION

8.1. Caracterizacion por sexo de masa corporal, maseterina y
parametros de microestructura o6sea condilar en ratones BALB/c sin
intervenir.

Nuestra primera meta fue caracterizar los parametros de peso total, peso
maseterino y microestructura del condilo mandibular entre ratones machos vy
hembras no intervenidos. Esto para posteriormente generar comparaciones de
microestructura post tratamiento con la mayor cantidad de variables en cuenta. Si
bien el efecto de la inyeccion de BONTA en el musculo masetero y su consecuencia

en el condilo mandibular han sido previamente descritos por nuestro grupo y otros
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Figura 10. Efecto de la paralisis unilateral inducida por BoNTA en separacion trabecular

del condilo mandibular de ratones machos y hembras. Se muestra la cuantificacién del parametro
separacion trabecular (Tb.Sp.) en hembras (A-B) y en machos (C-D) a distintos tiempos. Los gréaficos A-C

son pareados, para evaluar el cambio en el parametro observado en cada uno de los individuos; el

parametro en los céndilos contralaterales del mismo animal se representa por puntos unidos por una linea.

Los graficos B-D corresponden a la representacién de la media + desviacion estandar de los valores, e

incluyen el andlisis estadistico comparativo entre lado BoNTA versus lado salino de su misma condicion.

n=8-11, test de t pareado, *: p<0,05. (E) Comparacion del porcentaje de disminucion del parametro Tbh.Sp.

inducido por BoNTA en los distintos tiempos en machos y hembras. n=9-11, test de t no pareado, ns: no

significativo. NI: no intervenido

32



Hembras Pareado B Machos Pareado
-e- Salino
- BoNTA 0.20 -e- Salino
- BoONTA

e
S
o

Tb.Th., mm

-

:—/l

e
e
o

2 7 14 NI 2 7 14 NI
Dias post Intervencién Dias post Intervencion
C == Salino D =3 Salino
=1 BoNTA 1 BoNTA
0187 dkk  kkok ns 0-18 ns wkk Kok ns
[ [ [ (! 1 [ 1 1
E E
E E
'_E' 0.12+ |'E 0.12
& g
0.06-
2 7 14 NI 2 7 14 NI
Dias post Intervencion Dias post Intervencion
- ns ns ns
s Em Hembras
& o
= 40 = Machos
g
c 304
-
B 201
£
E 104
]
a -
=2 0
-10 T T T
2 7 14

Dias post intervencién

Figura 11. Efecto de la paralisis unilateral inducida por BoNTA en grosor trabecular del

condilo mandibular de ratones machos y hembras. Se muestra la cuantificacién del parametro

grosor trabecular (Tb.Th.) en hembras (A-B) y en machos (C-D) a distintos tiempos. Los graficos A-C son

pareados, para evaluar el cambio en el parametro observado en cada uno de los individuos; el parametro

en los condilos contralaterales del mismo animal se representa por puntos unidos por una linea. Los graficos

B-D corresponden a la representacion de la media * desviacion estandar de los valores, e incluyen el analisis

estadistico comparativo entre lado BoNTA versus lado salino de su misma condicién. n=8-11, test de t

pareado, *: p<0,05, ***: p<0,001. (E) Comparacion del porcentaje de disminucion del parametro Tbh.Th.

inducido por BoNTA en los distintos tiempos en machos y hembras. n=9-11, test de t no pareado, ns: no

significativo. NI: no intervenido.
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(Balanta-Melo y cols. 2018; Dutra y Yadav, 2019), no existen disefos

experimentales que aborden el posible dimorfismo sexual del efecto.

El primer hallazgo fue encontrar diferencias basales en la masa de los
musculos maseteros entre ratones BALB/c machos y hembras (Figura 4). Mientras
que las hembras presentan una menor masa corporal en comparacion a los machos
de la misma especie y edad, sus musculos maseteros presentan valores de masas
similares. Asi, al normalizar la masa muscular por la masa corporal de los sujetos,
las hembras muestran valores mayores, indicando una posible mayor fuerza de

mordida relativa a su tamano.

Siguiendo esta linea, analizamos los condilos mandibulares de machos y
hembras no intervenidos y comparamos su microestructura, arrojando resultados
que se condicen con el hallazgo anterior. Las hembras presentaron mayor volumen
0seo, volumen de tejido, fraccion de volumen 06seo, grosor trabecular y menor
separacion trabecular, indicando que poseen céndilos de mayor tamafo y con
mayor cantidad de hueso que los machos. Esto coincide en parte con estudios sobre
dimorfismo sexual 6seo en ratones, donde se ha encontrado que la tibia de ratones
hembra presenta mayores niveles de hueso trabecular, con mayores medidas de
fraccidn de volumen éseo, numero de trabéculas y menor separacion trabecular que

machos (Hefferan y cols., 2003).

Por ultimo, determinamos si el tratamiento con BoNTA afecta la masa
corporal de los ratones, comparando este parametro al inicio del tratamiento (dia de
inyeccion de BoNTA) con su valor al final, el dia de eutanasia y toma de muestras.
Encontramos que en ambos sexos no existieron diferencias significativas en las
masas corporales de los ratones previo o posterior al tratamiento en ninguna
temporalidad, por lo que podemos concluir que el tratamiento no afectd las

capacidades de alimentacion de los ratones.
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El efecto de la inyeccion de BoNTA en la masa y volumen del musculo
masetero intervenido fue previamente descrito por nuestro grupo, aunque
exclusivamente en ratones machos (Balanta-Melo y cols. 2018; Balanta-Melo y
cols., 2023). En el presente trabajo se confirmo la disminucién significativa de la
masa del musculo masetero de ratones machos inyectados con BoNTA, respecto
del musculo contralateral intervenido con solucion salina, desde los 7 dias post
intervencidén. Ademas, se demostré que en ratones hembras esto ocurre con la

misma temporalidad y en similar magnitud.

8.2. Diferencias en microestructura osea entre ratones BALB/c machos
y hembras posterior al tratamiento unilateral con BoNTA en musculo

masetero.

Previos trabajos de nuestro grupo (Balanta-Melo, Torres-Quintana, y cols.,
2019) han descrito que en ratones macho inyectados unilateralmente con BoNTA
en el musculo masetero existe una disminucion significativa de fraccion de volumen
6seo (BV/TV), grosor trabecular (Tb.Th.) y un aumento de separacion trabecular
(Tb.Sp.) en el céndilo del lado tratado a los 14 dias, mientras que en modelos de
temprana temporalidad (Cid, 2021) se demostré que a los 2 dias post intervencion
con BoNTA, BV/TV y Tb.Th. del céndilo del lado tratado no fueron afectados; sin

embargo, solo se utilizaron ratones machos para el estudio.

En el presente trabajo encontramos que las hembras tuvieron diferencias
significativas en ambos parametros a los 2 dias, con una disminucién de BV/TV y
un aumento de Tb.Th. en el lado tratado. Esta descrito que los macrofagos
presentes en hembras tienen una mayor capacidad de fagocitosis y de presentacién
de antigenos ante los linfocitos T, traduciéndose a una respuesta inmune acelerada
en comparacion con las células de los machos, quienes presentan mayor respuesta

a marcadores inflamatorios como el LPS (Klein y Flanagan, 2016), lo que podria
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indicar el mecanismo de accion ante la diferencia en la velocidad de respuesta al

tratamiento.

Otro hallazgo interesante fue el encontrado para Tb.Sp., donde los machos
presentaron diferencias significativas a los 2 dias, con mayor valor en el lado no
tratado, lo que nos lleva a preguntarnos: ;Podria esto deberse a una reaccion
temprana de los procesos de remodelado éseo ante la sobrecarga funcional del
condilo no afectado del que depende la alimentacién del animal? Esta diferencia se
pierde a los 7 dias y vuelve a aparecer a los 14 dias de manera inversa, con mayor
valor en el lado tratado, como era esperado. En hembras soélo ocurrié una diferencia
significativa en Tb.Sp. a los 14 dias, con mayor valor en el lado tratado como era
esperado. Con esto podemos concluir que el tratamiento con BONTA afecta en
diferentes temporalidades a machos y hembras en parametros de microestructura

0sea, sin embargo, los efectos encontrados no siempre se ajustan con lo esperado.

Para comparar el nivel de efecto del tratamiento entre machos y hembras,
decidimos analizar el porcentaje de disminucion o aumento de los parametros de
microestructura del lado tratado contra el lado no tratado. De esta manera la
comparacién entre sexos no se veria afectada por las diferencias basales de

microestructura ésea que presentan.

En todos los parametros de microestructura 6sea analizados no encontramos
diferencias significativas en los porcentajes de disminucion o aumento entre machos
y hembras, con lo que podemos concluir que, a pesar de su diferencia basal, ambos
sexos son afectados de la misma manera por el tratamiento con BoNTA en el

musculo masetero a nivel de efecto en su microestructura condilar.
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8.3. Dimorfismo sexual de microestructura y remodelacion ésea en

modelos experimentales.

Existen multiples modelos para el estudio del desuso muscular y su efecto en
el hueso, como la suspension de extremidades posteriores, nefrectomia, inyeccion
con toxina botulinica y uso de elementos ortodénticos. Entre éstos, el uso de ratas
ha sido histéricamente predilecto, mientras que el uso de ratones ha ido en aumento
desde el afio 2000 aproximadamente (Brent y cols., 2021).

El uso de ratones machos y hembras en conjunto se ha visto en limitados
estudios, con distintas conclusiones. En modelos de suspension de extremidades
posteriores se ha descrito que el sexo y genotipo de los ratones estudiados tiene
correlaciéon directa con mayores cambios morfolégicos y reduccion de valores de
microestructura y aposicion mineral en tibia y fémur en hembras (Squire y cols.,
2008), diferencias 6seas basales, como mayor cantidad de hueso trabecular en
hembras y cortical en tibia de machos con analisis histomorfométrico, pero sin
diferencias en la respuesta al tratamiento (Hefferan y cols., 2003). Se ha descrito
una reversion del proceso de crecimiento en hembras y acentuaciéon de
caracteristicas 0seas relacionadas con mayor edad (David y cols., 2006) y en un
modelo de nefrectomia de extremidad posterior (denervacion quirurgica) se reportd
que la disminucién de densidad mineral en tibia y fibula fue mayor en hembras que
en machos (Ko y cols., 2011). Un estudio de inyeccién de BoNTA intramuscular en
extremidad posterior encontr6 mayores pérdidas de densidad mineral en tibia y
mayores tiempos de recuperacion de la masa O0sea asociados a las cepas de los

ratones, pero no al sexo de éstos (Grimston y cols., 2007).

Se ha descrito una asociacién cromosomica entre mayor masa corporal de
los machos y su mayor masa 0sea en comparacion con hembras (transcripciones
genéticas asociadas al cromosoma Y) (Orwoll y cols., 2001), aunque, por otro lado,

se ha encontrado que en huesos axiales (extremidades) ratones machos presentan
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mayores niveles de resorcidn Osea, mientras que en hembras éstos presentan
mayor tamafo (Wolfe y Klein, 1996). Los resultados actuales en estos modelos
comparativos por sexo son heterogéneos y sus conclusiones tienden a asociar la
respuesta al tratamiento a las caracteristicas de cada hueso mas que a la respuesta
producida por el sexo del sujeto. Es crucial entonces describir las caracteristicas de
los huesos a estudiar, para poder diferenciar entre dimorfismos preexistentes vy

diferentes respuestas al tratamiento.

Actualmente no existe un modelo que compare efectos de atrofia muscular
en mandibula por sexo, que describa caracteristicas basales de dimorfismo sexual
y que analice la misma cantidad de parametros de microestructura al mismo tiempo
como en el desarrollado en el presente trabajo. Nuestro modelo experimental estaba
basado en trabajos previos de nuestro grupo (Balanta-Melo, Torres-Quintana, y
cols., 2019), evaluando una temporalidad temprana del efecto de BONTA (Cid, 2021)
en ambos sexos. Cabe mencionar que en ratones se ha demostrado que la
inyeccion de BONTA no presenta reinervacion (“sprouting”) hasta los 14 dias post
tratamiento, por lo que los tiempos utilizados en este trabajo corresponden a la fase

denominada “aneural” (Worton y cols., 2018).

Si bien los resultados no demuestran una diferencia entre sexos en la
magnitud de respuesta al tratamiento con BoNTA en el céondilo mandibular, si
muestran diferencias significativas en microestructura 6sea basal entre machos y

hembras y en la temporalidad de su respuesta al tratamiento.

8.4. Analisis de muestras mediante microtomografia computarizada.

El microCT es un proceso de obtencion de imagen, actualmente el “Gold
standard” para procesos de visualizacion y analisis en 3D de morfologia ésea en
animales pequenos. Incluso en huesos de ratones, es eficiente y certero para la
evaluacion de microestructuras como lo son la BV/TV, Tb.Sp. y Tb.Th. (Y. Kim y

cols., 2021).
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La microestructura trabecular 6sea es considerada una malla arquitectural,
cuya dificultad de andlisis se encuentra en la caracterizacion de sus propiedades
elasticas debido a las limitaciones de los métodos en 2D. Actualmente la
anisotropia, definida como la variacidén de las propiedades fisicas de las partes de
un sistema segun su direccion al ser examinadas, se considera como un valor clave
para la cuantificacion de este tipo de estructuras y que puede ser calculado por

métodos basados en volumen o interfaz (Odgaard, 1997).

El programa DRAGONFLY, que fue utilizado para el analisis de resultados
obtenidos por microCT, usa un método estadistico de interfaz clasico llamado Mean
Intercept Lenght (MIL) con el que construye una superficie llena de vectores, los
cuales entregan valores de magnitud (concentracion) y direccién con los cuales
posteriormente calcula distintos valores de microestructura. Esta construcciéon se
realiza por encima del tejido 6seo (modelo en 3D reconstruido a partir de microCT),
donde la anisotropia natural de éste es un reflejo de la adaptacién a la que es
sometido y por lo tanto sus caracteristicas biomecanicas. Asi mismo, DRAGONFLY
cuenta con un médulo exclusivo para analisis del tejido 6seo en 3D, el Bone Analysis
Wizard. Este se ha implementado previamente en el analisis de la microestructura

Osea de la cortical del fémur en ratones (Deosthale y cols., 2023).

DRAGONFLY es un software simple para el usuario, disminuye el error
humano y permitié obtener resultados similares a previos experimentos que
utilizaron distintos softwares de analisis éseo en condilos mandibulares (Balanta-
Melo, Torres-Quintana, y cols., 2019; Cid, 2021), sin embargo, es poca la
bibliografia actual que describa su uso y resultados. Si bien es una herramienta de
pago, entrega licencias académicas gratuitas para el trabajo no comercial,

mejorando su disponibilidad para la ciencia.
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8.5. Limitaciones del modelo actual

Si bien los resultados de este trabajo de investigacidon son claros y similares
a otros modelos de estudio, existen muchas variables que deben ser consideradas.

Como previamente establecimos, las hormonas sexuales afectan
enormemente el desarrollo y mantencion del tejido 6seo (Bellido y Hill Gallant,
2019). En mujeres, la disminuciéon de la produccién de estrogenos con la
menopausia no es homologable en ratones ya que las hembras no alcanzan a ser
afectadas por un proceso similar debido a su edad. Por esto, el desarrollo de un
modelo con uso de ratones ovariectomizados podria generar mas informacion sobre

los efectos protectores de estas hormonas en hembras (Souza y cols., 2019).

La cepa de ratones es también un factor a considerar ya que no sabemos si
distintas cepas de ratones presentan mayor dimorfismo 6seo. Se han descrito cepas
de ratones (C3H) que no sufren pérdida 6sea significativa ante los modelos de
desuso, en contraste con BALB/c, (Judex y cols., 2004) y caracterizaciones
microestructurales similares a este estudio solo se han realizado en extremidades
posteriores (Squire y cols., 2008), por lo que caracterizar basalmente los sujetos a

tratar es crucial antes de comparar efectos en huesos craneofaciales.

9. CONCLUSIONES

— Existe dimorfismo sexual en la microestructura de los coéndilos
mandibulares de ratones BALB/c adultos. Las hembras presentan
céndilos mas grandes en relacion a su masa corporal, y con mayor
fraccidn de volumen 6seo y grosor de trabéculas. Paralelamente, las
hembras presentan mayor masa de los musculos maseteros, en relacion

a su masa corporal.
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— El efecto de la paralisis unilateral del musculo masetero inducida por
BoNTA a nivel de microestructura 6sea condilar del lado tratado no es
sexualmente dimorfico en su magnitud. Sin embargo, al considerar el
parametro de fraccion de volumen éseo, en hembras se reduce mas

tempranamente que en machos (2d versus 7d).

10. ALCANCES Y PROYECCIONES

Este trabajo describe por primera vez la diferencia microestructural del
condilo mandibular entre sexos. Sera relevante estudiar a futuro si esto se replica

en humanos, y considerarlo para intervenciones clinicas.

El hallazgo de que el dafio condilar inducido por inyeccién de BoNTA en
musculo masetero es mas temprano en hembras, es una alerta por considerar en la
intervencién con BoNTA en humanos. Principalmente, teniendo en cuenta que las
mujeres tienen mayor prevalencia de trastornos temporomandibulares, y son

quienes mayoritariamente se intervienen con BoNTA con fines clinicos y estéticos.

Si bien el presente trabajo se realizé en ratones jovenes, seria interesante
evaluar el efecto diferencial de BONTA en individuos envejecidos, o en modelos que
remeden menopausia en hembras. Es relevante considerar que el efecto
osteopénico causado por la paralisis muscular inducida por BoNTA podria

agravarse en pacientes con osteoporosis.
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