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RESUMEN

INTRODUCCION: La inyeccién de toxina botulinica tipo A (BoNTA) en
musculo masetero es ampliamente usada, de manera off label, en el tratamiento
de trastornos temporomandibulares (TTM). Estudios preclinicos han determinado
que, ademas de paralisis, genera atrofia muscular progresiva. Esto se ha evaluado
principalmente en animales macho, sin embargo los TTM afectan mas
frecuentemente a mujeres que hombres. Existe dimorfismo sexual en la morfo-
funcion del tejido muscular y la respuesta a inductores de atrofia, con mayor
propension a atrofia en hembras. Por tanto, la pregunta de este estudio fue: ¢se
atrofia diferencialmente el masculo masetero de ratones machos y hembras por

inyeccion de BONTA?

OBJETIVO: Cuantificar y comparar marcadores moleculares e histologicos
de atrofia en musculo masetero de ratones machos y hembras inyectados con
BONTA.

MATERIALES Y METODOS: Ratones de 9 semanas (machos/hembras)
fueron divididos en un grupo no intervenido y un grupo experimental (CICUA
20381-ODO-UCH-el); éste ultimo recibié una inyeccién de BoNTA en el musculo
masetero derecho y solucién salina en el masetero izquierdo. La eutanasia y
diseccion de los musculos maseteros se realizé a los 2-7-14 dias post-
intervencion. Se cuantificaron los niveles relativos de ARNm de marcadores de
atrofia (Atrogina, Murf, Miogenina) por RT-gPCR. y el diametro de las fibras

musculares en criocortes transversales.

RESULTADOS: Se observé un aumento significativo de marcadores de
atrofia a los 2,7 y 14 dias post-intervencion en ambos sexos, sin diferencia entre
ellos. El diametro de fibras del musculo masetero inyectado con BoONTA disminuyé
significativamente en hembras y machos a los 7 y 14 dias post intervencion,
siendo estas diferencias mayores en hembras. El misculo masetero contralateral

aumento el diametro de fibras en hembras y disminuy6 en machos.



CONCLUSIONES: La inyeccion de BoNTA unilateral en masetero de raton
promueve un aumento de expresion de genes de atrofia muscular similar en
hembras y machos. Sin embargo, en hembras parece existir una disminucién mas
acentuada del diametro de fibras a los 7 y 14d. EI masculo masetero contralateral
a la inyeccion de BONTA, se adapta diferencialmente de acuerdo al sexo: en
machos muestra signos de atrofia muscular, mientras que en hembras se

hipertrofia.



1. MARCO TEORICO

1.1 Generalidades del musculo esquelético

El musculo esquelético es un tejido organizado y dinamico, que
permite la generacion de fuerza y movimiento del cuerpo humano. Se caracteriza
por su plasticidad, ya que frente a estimulos quimicos, mecénicos u hormonales
modifica su estructura y funcidon para adaptarse a la demanda (Frontera & Ochala,
2015).

La unidad celular del masculo es la fibra muscular. Esta tiene en su interior
una compleja organizacion del citoesqueleto en forma de miofibrillas, que
corresponden a unidades repetidas de sarcomeros, que son la maquinaria
contractil del musculo (Figura 1). La contraccion sarcomérica consiste en un
movimiento de filamentos gruesos de Miosina sobre filamentos delgados de
Actina, con ayuda de multiples proteinas accesorias (Mukund & Subramaniam,
2020; Schiaffino & Reggiani, 2011).

Las fibras musculares son células multinucleadas, donde la proteina motora
principal es la Miosina. Segun la expresion de distintas isoformas de cadena
pesada de Miosina (“Myosin Heavy Chain”, MyHC), las fibras musculares se
pueden clasificar en tipo | y Il (Blaauw et al., 2013). Las fibras tipo | o lentas,
tienen velocidad de contraccion lenta, son resistentes a la fatiga muscular, tienen
metabolismo oxidativo y alto contenido de mitocondrias. Por otro lado, dentro de
las fibras tipo Il o rapidas se encuentran dos subtipos, IIA y IlIX, que se
caracterizan por tener velocidad de contraccion rapida y gran generacion de
fuerza, se fatigan mas rapidamente, tienen un metabolismo principalmente
glicolitico y presentan un mayor diametro en comparacion a las fibras tipo | (Qaisar
et al., 2016; Schiaffino & Reggiani, 2011).
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Figura 1. Representacion de una porcion de una fibra muscular esquelética. Se muestra la fibra
muscular como conjunto de miofibrillas, revestidas por el sarcolema (membrana plasmatica). Las células
satélites residen a lo largo de la fibra muscular, sobre el sarcolema, debajo de la lamina basal y proximas a los
mion(cleos. Las fibras nerviosas inervadoras se extienden a lo largo de la fibra muscular, pero se contactan
con las fibras musculares en regiones especificas. Imagen modificada de Mukund y cols. (Mukund &

Subramaniam, 2020).

La unidad funcional del masculo, denominada unidad motora, se compone
de una motoneurona y el conjunto de fibras musculares que inerva. Estas se
comunican a través de wuna sinapsis quimica especializada, la union
neuromuscular, region donde se produce la transmisién de impulsos eléctricos
mediante la liberacion del neurotransmisor Acetilcolina (Ach) desde la terminal
nerviosa a la fibra muscular para finalmente generar la contracciéon (Mukund &
Subramaniam, 2020). La uniéon neuromuscular se compone de tres estructuras
principales (Figura 2): 1) Region presinaptica, que contiene “vesiculas sinapticas”
cargadas con acetilcolina (Ach), las cuales se fusionan en “zonas activas” para
iniciar la transmisidon neuromuscular. Estas zonas contienen proteinas altamente
especializadas, asociadas al acoplamiento, fusién y exocitosis de las vesiculas, lo
cual ocurre por la entrada de calcio al terminal nervioso. La maquinaria exocitica
se compone del receptor de la proteina de uniébn a NSF soluble (SNARE) y de



proteinas tipo SEC1/MUNC18 (SM). ElI complejo SNARE (SNAP receptors)
consta de las proteinas SNAP25, Sintaxina-1 (asociadas a la membrana
presinaptica) y Sinaptobrevina (asociada a la vesicula) (Hughes et al., 2006;
Mukund & Subramaniam, 2020). 2) Hendidura sinaptica, que contiene la lamina
basal compuesta por proteinas estructurales de matriz extracelular, como
colageno y laminina. 3) Superficie post sinaptica, compuesta por la membrana de
la fibora muscular (sarcolema) con pliegues de unién (Mukund & Subramaniam,
2020).
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Figura 2. Representacion de una unidén neuromuscular. En la zona presinaptica las
vesiculas se fusionan con la membrana terminal y liberan acetilcolina (Ach) a la hendidura sinaptica. La
entrada de calcio a través de los canales de Ca?* dependientes de voltaje (VGCC) desencadena la fusion de
vesiculas y la liberacion de las zonas activas. El espacio sindptico contiene la lamina basal. Imagen

modificada de Mukund y cols. (Mukund & Subramaniam, 2020).

Las células satélite son células madre miogénicas quiescentes, ubicadas
alrededor de la fibra muscular, especificamente entre el sarcolema y la lamina
basal (Frontera & Ochala, 2015). Estas cumplen un rol fundamental en la
capacidad de reparacion y regeneracion muscular, ya que se activan, proliferan y

se diferencian en nuevas fibras musculares frente a estimulos tanto fisiologicos



(por ejemplo, ejercicio), como patoldgicos (por ejemplo, dafio o lesibn muscular)
(Frontera & Ochala, 2015; Musaro & Carosio, 2017). Su activacion esta asociada a
diferentes factores reguladores miogénicos, como MyoD1 y Miogenina, que estan
relacionados directamente con la masa muscular o reparacion muscular (Manzano
et al., 2011).

1.2 Mdsculos Masticatorios

El sistema masticatorio es un grupo organizado de estructuras
craneofaciales donde huesos, musculos y articulacion temporomandibular (ATM)
son un componente fundamental en las funciones orofaciales, tales como la
masticacion, deglucion y habla. Los muasculos masticatorios se dividen en
musculos elevadores (temporal, masetero, pterigoideo medial) y musculos
depresores (digastrico, pterigoideo lateral, genihioideo y milohioideo) (Isola et al.,
2018).

Los musculos masticatorios tienen multiples diferencias con los muasculos
del tronco y extremidades, tales como: 1. Derivan del mesodermo del primer arco
faringeo, mientras que los musculos de tronco y extremidades derivan de los
somitos; 2. Expresan isoformas de MyHC que en mdusculos de tronco y
extremidades no se expresan en la etapa adulta (MyHC fetal, neonatal y cardiaca);
3. Hay una gran proporcion de fibras hibridas, es decir, una misma fibra muscular
expresa distintas isoformas de MyHC; 4. Sus fibras tipo Il tienen un menor
diametro que las tipo I, contrario a lo que ocurre en tronco y extremidades; 5. Sus
fibras tipo | alcanzan velocidades de contraccion mucho mas lentas y las tipo Il
velocidades mucho mas réapidas que sus contrapartes en muasculos de tronco y
extremidades, lo que da un mayor rango dinamico contractil. Todo lo anterior da
lugar a una alta heterogeneidad de fibras musculares en los musculos
masticatorios, que generan gran fuerza y tienen alta resistencia a la fatiga,
ademas de ser capaces de responder frente a factores genéticos, hormonales y
ambientales (Schiaffino & Reggiani, 1996; Sciote et al., 2003).



1.3 Trastornos temporomandibulares

Los trastornos temporomandibulares (TTM) son un grupo de patologias de
origen multifactorial, que involucran a ATM, muasculos masticatorios, huesos y
estructuras blandas asociadas. Causan dolor y disfuncion y son de etiologia
compleja; a pesar de tener bases fisicas reconocibles, muchos casos involucran
factores biopsicosociales o emocionales, dificultando su diagnostico y posterior
tratamiento (Li & Leung, 2021).

Estudios han determinado que los TTM afectan entre un 6 y un 12% de la
poblacion, que sélo alrededor de un 5% del porcentaje afectado presenta signos y
sintomas con necesidad de tratamiento y que existe una mayor prevalencia en
mujeres (De Rossi et al., 2014). Estudios en Chile han demostrado que de la
poblacién afectada con TTM, un 62% corresponde a mujeres y un 38% a hombres
(Diaz Guzman et al., 2012; Guerrero et al., 2017), lo que sugiere que el sexo es un
factor importante a considerar en la prevalencia de estas patologias.

Los TTM pueden ser de origen articular y no articular. Estos ultimos son
desdrdenes que afectan a los musculos masticatorios y se presentan en mas del
50% de los casos como dolor miofascial, que surge a partir de habitos
parafuncionales, como por ejemplo el bruxismo (Liu & Steinkeler, 2013). Los
tratamientos se han enfocado principalmente en la reduccién de dolor y mejora de
la funcion mandibular. Se han utilizado distintos métodos como medicacion
analgésica y antiinflamatoria, dispositivos oclusales, fisioterapia, intervenciones
psicolégicas, acupuntura o inyeccion de toxina botulinica tipo A (BoNTA) (Li &
Leung, 2021). La inyeccibn de BONTA en musculo masetero es ampliamente
utilizada para el tratamiento de TTMs; sin embargo, los efectos de esta toxina en
la mejoria del dolor no son consistentes a través de los estudios (Datta Gupta et
al., 2022; Wu et al., 2023). Un estudio reciente demostré que la inyeccion de
BoNTA y solucién salina (placebo) tienen efectos similares en el tratamiento de

dolor miofascial a corto plazo (Reeve et al., 2024). Si bien no se ha encontrado un



mayor riesgo de dafio por su uso, se concluyé que los estudios no han sido
disefiados para medir esto de manera rigurosa (la Fleur & Adams, 2020).

1.4 Toxinabotulinica

La toxina botulinica (BoNT) es una proteina liberada por bacterias
anaerobicas Gram positivo llamadas Clostridium botulinum, Clostridium
butyrricum, Clostridium barati, entre otras especies. (Choudhury et al., 2021; Patil
et al.,, 2016). Existen 8 serotipos de BONT, donde la mayoria causa paralisis
muscular flacida a nivel de la union neuromuscular, bloqueando el proceso de
secrecion de Ach desde la motoneurona, mediado por proteinas SNAREs (Figura
3) (Miller & Clarkson, 2016; Tinastepe et al., 2015).

Las distintas cepas bacterianas secretan esta neurotoxina junto con otro
tipo de proteinas con accion hemoaglutinadora, conocidas como proteinas
asociadas a neurotoxina (NAPs), las que le otorgan proteccién contra el ambiente,
como acidez y temperatura. Estas formas complejas de BoNT son usadas
actualmente en aplicaciones terapéuticas (Choudhury et al., 2021). Se han
descrito 8 serotipos de toxina botulinica, de los cuales la tipo A (BoNTA) y tipo B
son de uso clinico (Janes et al., 2021).

La paralisis inducida por la toxina es temporal (2-6 meses en humanos),
teniendo BoNTA mayor duracion de accion que la tipo B. Ambas son ampliamente
utilizadas en desérdenes musculares para los cuales la toxina esta aprobada por
la FDA, incluyendo distonias, espasmos, temblores y migrafias (Allergan, 2023).
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Figura 3. Esquema del efecto de la toxina botulinica en la unién neuromuscular. (A) Liberacién
normal del neurotransmisor en la unién neuromuscular. (B) Mecanismo de accién de toxina botulinica. Se
muestran los blancos moleculares de accién de los distintos serotipos de toxina botulinica (Cecilia Cortés-
Monroy & Soledad Soza, 2014)

1.4.1 Usos clinicos y estéticos de BONTA en musculo masetero

Uno de los recientes usos de BONTA ha sido en el tratamiento de TTMs,
como los que afectan los musculos masticatorios, donde se inyecta BONTA para
disminuir su funcién y nocicepcién. En la practica odontologica, la inyecciéon de
BoNTA en musculo masetero es ampliamente utilizada para el tratamiento de
dichos trastornos, como el bruxismo, dolor orofascial o hipertrofia maseterina
(Tinastepe et al., 2015; von Lindern et al., 2001). En Chile, estos usos estan



aprobados por el Instituto de Salud Publica (ISP) (ISP, 2021). Sin embargo, cabe
recalcar que la inyeccion de BONTA en musculo masetero no estd aprobado por la
FDA (Food and Drug Adminisitration, EE. UU) ni recomendada por el fabricante.

Por lo tanto, su uso se considera off label.

La aplicacion de BoNTA en el aparato masticatorio requiere estudios a
mayor profundidad, debido a la multifactorialidad de trastornos como el bruxismo y
la descripcion reciente de efectos de atrofia y osteopenia generados por BONTA

en este territorio (De la Torre Canales et al., 2024; Patel et al., 2019).

1.5 Atrofia muscular

La atrofia muscular se define como la pérdida de masa y disminucién de
fuerza muscular. Se caracteriza por una disminuciéon del area de seccidn
transversal de las fibras musculares, cambios en el tipo de fibras o isoformas de
Miosina, y disminucion de la razén sintesis/degradacion de proteinas (Ding et al.,
2018; Gomes et al., 2001; Yin et al., 2021). La atrofia muscular puede ocurrir en
condiciones tanto agudas, como el desuso del musculo (por ejemplo, por
inmovilizaciéon transitoria), como asociada a patologias crénicas (por ejemplo,
cancer, diabetes, enfermedades neurodegenerativas o genéticas), o durante el
envejecimiento (Ding et al., 2018; Gao et al., 2018). Se puede clasificar en atrofia
primaria, como resultado de patologias neuromusculares congénitas o genéticas; y
atrofia secundaria, como resultado de patologias adquiridas o condicion fisca

(ejemplo: inmovilizacién, desuso) (Yin et al., 2021).

La atrofia por desuso es consecuencia de episodios de inactividad
muscular, lo que produce una rapida pérdida de masa muscular. Esto ocurre
debido a un desbalance en la sintesis y degradacion de proteinas que son
reguladas por los factores de transcripcién de la familia FoxO (Forhead Box-O)
(Wall et al., 2013).

La sintesis y degradacion de proteinas es regulada por distintas vias de

sefalizacion. La sintesis de proteinas es principalmente comandada por el factor



de crecimiento similar a la insulina (IGF1). La via de sefalizacién IGF1-Akt/PKB-
MTOR promueve la sintesis proteica al activar Akt, que inhibe la degradacion de
proteinas mediante la inhibicion de los factores de transcripcion FoxO y estimula la
sintesis de proteinas a través del complejo de molécula diana de rapamicina en
mamiferos (MTOR) (Anderson et al., 2017; Schiaffino & Mammucari, 2011). Por el
contrario, las principales vias de degradacion proteica involucradas en la atrofia
muscular son el sistema ubiquitina proteasoma (UPS) y la autofagia (Sandri,
2013). La via UPS cumple un rol fundamental en los procesos catabdlicos que
contribuyen en la atrofia muscular y se compone principalmente de Ubiquitina
ligasas E1, E2 y E3. Las proteinas MuRF-1 (muscle RING finger protein 1) y
MAFbx/Atrogin-1 (muscle atrophy F-box), son las principales ligasas de E3 que se
expresan en el musculo esquelético (Zhang et al., 2018). Los factores FoxO son
necesarios para la induccién transcripcional de las ligasas MuRF-1 y Atrogin-1, las
cuales se encargan de degradar miosinas y proteinas musculares en general. Los
factores FoxO, a su vez, son regulados positivamente por la proteina Miostatina,
encargada de frenar el crecimiento muscular (Figura 4) (Bodine et al., 2001,
McFarlane et al., 2006).

1.6 Atrofiade musculo masticatorio inducida por toxina botulinica

En humanos, la inyeccion de toxina botulinica en musculos masticatorios,
particularmente en musculos masetero y/o temporal, se realiza con fines estéticos
o para aliviar dolores faciales producto de los TTM, tales como bruxismo, trismus e
hipertrofia (Rafferty et al., 2012).

En un estudio en ratas macho adultas donde se realizé inyeccion bilateral
de BoNTA en musculo masetero y temporal, se observo un aumento de proteinas
Atrogin-1 y MuRF-1 y ademas, pérdida 6sea del condilo mandibular adyacente
(Kin-Darbois et al., 2015). De igual manera, un estudio en ratas hembras adultas
concluyé que la inyeccion bilateral de BoNTA en musculo masetero produce
pérdida de masa muscular, aumento de Atrogin-1 y MuRF-1, provocando una
disminucion de carga oclusal y funcion masticatoria (Shi et al., 2018).
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Figura 4. Mecanismo de sefializaciéon para atrofia muscular: efecto de vias de
sintesis y degradacidon de proteinas. Los factores de transcripcion FoxO aumentan la expresion de
genes de ubiquitina ligasa E3 especificos de musculo, MuRF1 y Atrogin-1, durante la atrofia muscular. FoxO
es regulado negativamente por Akt y positivamente por miostatina. La via IGF-1 inhibe los factores de

transcripcion FoxO y activa la via mTOR. Figura modificada de (Ebert et al., 2019).

En ratones machos adultos, la inyeccién unilateral de BoNTA en musculo
masetero disminuye la masa muscular y aumenta la expresion de marcadores de
atrofia muscular desde los 2 dias post-inyeccion; ademas, reduce el area de
seccion transversal de las fibras musculares desde los 7 dias post inyeccion
(Balanta-Melo et al., 2023; Balanta-Melo et al., 2018). Dado que a la fecha no
existe evidencia que compare este efecto en hembras y machos, es de gran
relevancia evaluar si existen posibles diferencias que permitan establecer

dimorfismo sexual en el efecto adverso de BoNTA sobre el aparato masticatorio.
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1.7 Dimorfismo sexual en musculo esquelético

Existen diferencias en la proporcién de distintos tipos de fibras musculares
entre hembras y machos. Las hembras tienden a tener un mayor contenido de
fibras tipo | en masculo esquelético y, por lo tanto, una tendencia al metabolismo
oxidativo que permite una mayor resistencia y recuperacion, en comparacion con

los machos (Haizlip et al., 2015).

Por otro lado, los machos tienen un mayor porcentaje de fibras tipo II, las
cuales producen mayor fuerza que las fibras tipo | (Nuzzo, 2024). Ademas, el area
de seccion transversal de fibras musculares es mayor en hombres que en
mujeres, lo que se condice con el mayor porcentaje de masa muscular que tienen
los hombres (Callahan et al., 2014; Haizlip et al., 2015).

En ratones hembras adultas se encontré que en musculo extensor largo de
dedos hay una menor cantidad de células satélite por fibra muscular en
comparacién a machos, lo que sugiere que en hembras hay una menor capacidad
de reparacion muscular (Neal et al., 2012). Estudios han demostrado que los
machos tienen una mayor activacion y proliferaciéon de células satélites que las
hembras. Estas diferencias pueden deberse en parte a diferencias en la
proliferacion de células satélite mediada por la hormona testosterona (Rosa-
Caldwell & Greene, 2019).

Las hormonas sexuales cumplen un rol fundamental en la homeostasis del
tejido muscular. Los androgenos y estrégenos, derivadas del colesterol,
secretados principalmente por las gonadas y glandulas adrenales, contribuyen a la
diferencia en morfologia y funcion del musculo esquelético (Anderson et al., 2017).
La testosterona, principal hormona masculina, actia mediante la accion de los
receptores de andrégenos (AR) para aumentar la sintesis proteica, cumpliendo un
rol fundamental en el aumento de masa y fuerza muscular (Alexander et al., 2022;
Anderson et al., 2017; Rosa-Caldwell & Greene, 2019).



12

Los estrdgenos son las principales hormonas femeninas. Existen multiples
receptores de estrogenos tanto en el citosol como en el sarcolema de los miocitos,
los cuales participan en la regulacion de masa y contraccion muscular; sin
embargo, los estudios han presentado controversias y se necesita ampliar el
conocimiento en esta area (Anderson et al., 2017). Los niveles de estrégenos
varian durante el ciclo menstrual y disminuyen con la edad. Posterior a la
menopausia los niveles de estrégenos permanecen muy bajos (Alexander et al.,
2022; Spangenburg et al., 2012). La forma mas abundante de estrogeno producida
en el cuerpo es 17B- estradiol (E2) (Enns & Tiidus, 2010). Se ha visto que la
presencia de E2 intramuscular esta altamente asociada a la fuerza y potencia
muscular. Sin embargo, las vias de sefalizacibn aun no estan suficientemente
claras y se desconocen los factores que podrian gatillar las posibles diferencias
con los machos, lo que requiere mayor estudio a profundidad (Péllanen et al.,
2015).

1.8 Dimorfismo sexual y atrofia muscular

Estudios en ratas demostraron que bajo descarga de extremidades traseras
las hembras tienen una mayor disminucién de peso y del area de seccion
transversal de fibras musculares de musculo s6leo que machos. Se observé que
en hembras hay mayores niveles de proteinas ubiquitinadas y una mayor
activacion de desfosforilacion de FOXOa3 a los 7 dias posteriores a la descarga
de extremidades traseras, lo que se traduce en una regulacion positiva del UPS;
esto quiere decir que la ruta catabdlica esta mas activa en hembras que en
machos (Yoshihara et al., 2019). De manera similar, en ratones bajo descarga de
extremidades se encontro que las hembras tienen una ruta catabodlica méas activa y
mayor disminucion de sintesis proteica, lo cual se correlaciona con una mayor

pérdida muscular en comparacion a los machos (Rosa-Caldwell et al., 2021).

Recientemente, se indico que después de periodos de atrofia, la regulacion
de la masa y fuerza muscular en mujeres parece ser afectada por el estado de las

hormonas ovéricas, especificamente de E2 (McMillin et al., 2022).
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Considerando la informacion expuesta, podemos sefialar que:

- La inyeccion de BoNTA en muasculo masetero es una practica clinica
habitual, aunque off label, para tratar TTMs de origen muscular.

- Las mujeres tienen mayor prevalencia de TTMs y son las que mas utilizan
BoNTA para intervenciones clinicas y estéticas.

- Estudios preclinicos demuestran que la inyeccion de BoNTA en musculo
masetero induce atrofia muscular.

- Los estudios preclinicos se han realizado principalmente en animales
machos.

- Existen diferencias en la morfofuncién del tejido muscular y respuesta a
factores inductores de atrofia en machos y hembras, con mayor propension
a atrofia en hembras.

Teniendo esto en cuenta, nos preguntamos “¢ Existen mayores niveles de
atrofia en musculo masetero de hembras que de machos posterior a la inyeccion
de BoNTA?”

2. HIPOTESIS

La inyeccion unilateral de toxina botulinica tipo A en musculo masetero de

ratén adulto induce mayores niveles de atrofia en hembras que en machos.

3. OBJETIVO GENERAL

Determinar y comparar signos de atrofia de musculo masetero inducida por

inyeccion unilateral de BONTA en ratones hembra y macho adultos.
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4. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Cuantificar y comparar en machos y hembras la expresion relativa de
marcadores moleculares de atrofia y reparacion en musculo masetero.
2) Determinar y comparar en machos y hembras marcadores

macroscopicos e histologicos de atrofia de musculo masetero.

5. METODOLOGIA

5.1 Tipode estudio

Estudio experimental en modelo animal.

5.2 Disefio experimental y tamafio muestral

Se utilizaron musculos maseteros de ratones macho y hembra adultos para
comparar su afectacion luego de paralisis muscular unilateral inducida por BoNTA.

Se utilizaron los siguientes grupos experimentales (Figura 5).

- Ratones sin intervenir: 7 hembras y 7 machos

- Ratones con inyeccion unilateral de BoONTA en musculo masetero: 41
hembras y 41 machos. De este grupo, se eutanasiaron animales a distintos
dias post intervencion (2, 7 y 14 dias) para comparar entre hembras y
machos no solo la magnitud, sino también la temporalidad de los efectos de
atrofia muscular. El desglose del nimero de animales se resume en la
Tabla 1.



BALB/c
adultes

B

Intervenidos

Solucian

BoNTA salina

t] %

Masetere
izquierdo

Masetsre
derecho

Eutanasia y diseccién de
misculos maseteros

2 dias 7 dias 14 dias

B

Na Intervenidos

Eutanasia y diseccion de
musculos maseteros

Evaluacién de parametros de atrofia muscular

Figura 5. Esquema de disefio experimental. ¢ = hembras, J= machos.

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

15

Grupo no intervenido Grupos intervenidos con BoNTA/salino

Tiempo post _ ) ) )

) » No aplica 2 dias 7 dias 14 dias
intervencion

N° hembras gRTPCR: n=4 gRTPCR: n=8 gRTPCR: n=9 gRTPCR: n=8
(total n=41) Histologia: n=3 Histologia: n=3 Histologia: n=3 | Histologia: n=3
N° machos gRTPCR: n=4 gRTPCR: n=8 gRTPCR: n=9 gRTPCR: n=8
(total n=41) Histologia: n=3 Histologia: n=3 Histologia: n=3 | Histologia: n=3

El tamafio muestral necesario para determinar diferencias en expresion

génica entre los lados inyectados con BONTA o solucién salina ha sido calculado y

reportado por nuestro grupo en estudios previos como n=6 (Balanta-Melo et al.,

2023), mientras que para detectar cambios en el diametro de fibras musculares
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por técnicas histologicas basta un n=3 (Balanta-Melo et al., 2018). Como en este
trabajo se utilizaron muestras derivadas del proyecto Fondecyt 1201385, algunos
grupos intervenidos tienen un n>6, pues se utlizaron todas las muestras

disponibles.

Los protocolos para el manejo animal y procedimientos experimentales
fueron aprobados por el Comité Institucional de Cuidado y Uso de Animales de la
Universidad de Chile (N°20381-ODO-UCH-el) y Comité de Bioseguridad del
Campus Norte de la Universidad de Chile (FDO N° 137). Cabe mencionar que
todo el trabajo con animales y toma de muestras formé parte del proyecto
Fondecyt 1201385 (IR: Sonja Buvinic), y fue realizado por personal certificado
(Sonja Buvinic, Noelia Blanco).

5.3 Intervencion con BoNTA en musculo masetero

Ratones BALB/c adultos (8-9 semanas de edad, 18-28g) se alojaron en
condiciones controladas (20 £ 2 °C, humedad relativa 42% - 48% y 12 h ciclo luz /
oscuridad), con agua y comida ad libitum (LabDiet® JL Rata y raton / Auto 6F
5K67; Lab Diet, St Louis, MO, EE. UU.).

En el dia 0, los ratones fueron anestesiados mediante una inyeccioén i.p. de
Ketamina-Xilacina (80 mg/kg — 8 mg/kg). Luego, los animales del grupo BoNTA
recibieron una unica inyeccion de BoNTA (0,2U/10 uL; Onabotulinumtoxin A;
BOTOX®, Allergan Chile, Chile) en el musculo masetero derecho. La dosis y
protocolo de inyeccion se estandarizé en un estudio anterior (Balanta-Melo et al.,
2019) y fue escalada a la masa del musculo masetero del raton segun las dosis
informadas para procedimientos clinicos en humanos (Miller & Clarkson, 2016;
Van Eijden et al., 1997). El musculo masetero izquierdo se inyectdé con 10 pL de
solucion salina (0,9% p/v de NaCl) como control intra-individuo. Los animales del
grupo no intervenido no tuvieron ningan tipo de intervencion adicional a la

anestesia.
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Se realiz6 una evaluacion diaria general del bienestar animal y se registré6 masa
corporal al comienzo, dia por medio y al final del protocolo, por personal de la
Plataforma Experimental de la Facultad de Odontologia de la Universidad de
Chile. Posterior a la intervencion (2, 7 o 14 dias), cada animal recibié una
sobredosis de combinacidon de anestesia (Ketamina/Xilacina) i.p. como método de
eutanasia, verificado mediante la evaluacion de signos vitales. Se diseccionaron
los musculos maseteros derecho e izquierdo y se cuantific6 su masa en balanza
analitica (Balanta-Melo et al., 2019). Las muestras se procesaron de acuerdo a la

técnica a utilizar.

5.4 Extraccion y cuantificacion de ARN total, RT — PCR tiempo real

(qPCR)

Los musculos destinados a analisis de gPCR, se separaron en mitades
luego de la diseccion y se congelaron como muestra y contramuestra de forma
separada en nitrdgeno liquido por 1 min. Luego se almacenaron a -80°C hasta su
procesamiento. La obtencion del ARN total del musculo masetero se realizé con el
reactivo Trizol® (ThermoFisher, MA, EE. UU.), siguiendo el protocolo descrito
previamente (Balanta-Melo et al., 2018). Se precipitd el ARN con isopropanol y
GlycoBlue® (ThermoFisher, MA, EE. UU.) toda la noche a -20°C. Luego se lavd
con etanol frio al 75% y resuspendié en 20 ul de agua libre de nucleasas. Para
eliminar las trazas de ADN gendmico se realiz6 tratamiento del ARN mediante el
kit DNAsa | (ThermoFisher, #AM1906, MA, EE. UU.) y se determind la
concentracion de ARN en ng/ul, evaluando la pureza mediante la razén de
absorbancias 260/280 nm por espectrofotometria en equipo Nanodrop. La
obtencion de ADNCc a partir de ARN fue mediante la disolucion de 1 ug de ARN en
agua libre de nucleasas, utilizando el kit High Capacity cDNA Reverse
Transcription (ThermoFisher, #4368814, MA, EE. UU.) en un volumen total de 20
ul y luego se llevo a termociclador MiniAmp Thermal Cycler (Applied Biosystems
by ThermoFisher Scientific) en el esquema siguiente: 25°C por 10 min, 37°C por
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120 min, 85°C por 5 min, 4°C «; la duracion total fue de 2 h y 15 min

aproximadamente. Posteriormente, las muestras se guardaron a -20°C.

El gPCR se realizé utilizando el producto Fast SYBR™ Green Master Mix
(ThermoFisher, #4385616, MA, EE. UU.), mezclando 6 ul del mix con 1 pl de
ADNCc (dilucion de 1:5 del ADNc derivado de la transcripcion inversa), 1,2 pl de
mezcla de partidores sentido y antisentido correspondientes (concentracion final
en reaccion, 400 nM) y 3,8 ul de H20 sin nucleasas. La reaccién de gPCR se
realizd en el equipo StepOne™ Real-Time PCR System (Thermo Fischer
Scientific, MA, EE. UU.), utilizando el siguiente esquema de ciclos: 95°C durante
20 s, 40 ciclos de 95°C por 3 sy 60°C por 30 s.

Se analizaron los niveles de expresion relativa de ARNm de Atrogin-1,
MuRF-1 y Miogenina (marcadores de atrofia muscular) y se utiliz6 como
normalizador el gen “housekeeping” Gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa
(Gapdh). Los partidores especificos para cada gen analizado se detallan en la
Tabla 2. Los valores fueron normalizados a la expresion del gen constitutivo
Gapdh y analizados segiin método de 2-22CT (Pfaffl, 2001).

Tabla 2. Descripcion de los partidores usados para gPCR

Gen Partidor sentido (5’-3’) Partidor Anti-sentido (5°-3’) Referencia
Atrogin-1 GTTTTCAGCAGGCCAAGAAG TTGCCAGAGAACACGCTATG (Murphy et al., 2012)
MuRF-1 TGCCTACTTGCTCCTTGT CTGGTGGCTATTCTCCTT (Murphy et al., 2012)
Miogenina CTCCCTTACGTCCATCGT CAGGACAGCCCCACTTAA (Church et al., 2014)
Gapdh CAACTTTGGCATTGTGGAAG CTGCTTCACCACCTTCTTG (Bustamante et al., 2014)
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5.5 Criocortes del musculo masetero, inmunofluorescencia indirectay

cuantificacién de diametro minimo de Feret de fibras musculares

Posterior a la eutanasia y diseccion de los musculos maseteros izquierdo y
derecho, éstos se embebieron en el criopreservante Tissue-Tek ® OCT (Sakura
Finetek, #4583, CA, EE. UU.) y luego se congelaron de manera independiente
durante 1 min segun protocolo de isopentano en nitrogeno liquido (Meng et al.,
2014). Cada musculo se almacend en un tubo eppendorff a -80°C hasta su
procesamiento. Se realizaron criocortes de musculo masetero en secciones
transversales congeladas de 10 um de grosor (Criostato Leica CM-1520) y se
ubicaron en portaobjetos silanizados StarFrost®. Las placas se guardaron a -20°C

hasta su procesamiento.

Los criocortes de musculo masetero se lavaron con tampon fosfato salino
(PBS; 137 mM NacCl, 2.7 mM KCI, 10 mM NazHPOa4, 1.8 mM KH2POa4, pH 7,2), se
fijaron con paraformaldehido al 4% en PBS por 30 min a temperatura ambiente y
se incubaron con glicina 100 mM en PBS por 10 min. Se permeabiliz6 la
membrana con 0,1% de Tritdn 100X en PBS por 10 min a temperatura ambiente y
luego se bloqued con PBS suplementado con albumina de suero bovino (BSA) al
4% por 10 min a temperatura ambiente. Se incubé el anticuerpo primario anti-
caveolina3 1:100 (BD Biosciences, #610421, CA, EE.UU.) en PBS-BSA al 2%
durante toda la noche a 4°C en camara humeda. Al dia siguiente, los cortes se
lavaron 3 veces por 5 min con PBS-BSA 4%. Se incubaron las muestras
simultdneamente con el anticuerpo secundario Alexa Fluor® 488 Anti-mouse 1:100
(ThermoFisher, #A11001, MA, EE. UU.) y con tincion de Hoechst 33342 1:2000
para marcar los nucleos (ThermoFisher, #H3570, MA, EE. UU.), por 30 min a 37°C
en oscuridad. Se utilizé medio de montaje DAKO (Agilent, CA, EE. UU.). Se dej6
secar a oscuras durante 24 h. Adicionalmente se realizé un control negativo en el
cual un criocorte de musculo masetero fue incubado sélo con el anticuerpo
secundario, para ver la posible unién inespecifica de este anticuerpo a las

muestras.
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Las imé&genes de las inmunofluorescencias fueron obtenidas en un
microscopio de epifluorescencias Nikon Ti-E invertido, con un objetivo 10x. Se
adquirieron tres imagenes de cada corte. Se utilizé el programa ImageJ (National
Institute of Health, NIH, EE.UU.) para visualizar imagenes y se guardaron en
formato TIFF.

El diametro minimo de Feret de las fibras musculares se cuantifico
utilizando el programa DRAGONFLY (V.2022.2.0.1361, Object Research System,
Canada). Para asegurar un correcto analisis, se trabajé en ciego con las muestras
codificadas, sin saber a qué condicién correspondian. Se obtuvo un modelo en el
cual se realizd un entrenamiento del programa para identificar las fibras
musculares, utilizando distintos recortes de las imagenes de las muestras que
contuvieran 15-20 fibras. En este se definieron los rangos que diferenciaban
“fibras” y “background”, y luego se realizO un mejoramiento manual de lo

preseleccionado por el equipo.

Para obtener el andlisis, se cargaron individualmente los archivos TIFF en
el programa DRAGONFLY, que reconstruye la imagen en una escala de grises, de
0 a 255. A cada recorte se le aplicé el modelo generado previamente, donde se
obtuvieron las regiones de interés (ROI) y se cuantifico el parametro de “diametro
minimo de Feret”. Los resultados del analisis fueron exportados en formato CSV,
el que es compatible con Excel. Estos datos fueron compilados y guardados con
su identificacién correspondiente para su posterior analisis estadistico.

5.6 Presentaciéon de datos y analisis estadistico

Los datos obtenidos fueron ordenados y asociados a las muestras
correspondientes. Los graficos y el analisis estadistico se realizaron con el
programa GraphPad Prism 10.2.3, los resultados se expresaron como promedio +
error estandar de la media (SEM). El nivel de significancia establecido fue de
p<0,05. La distribucion normal de los datos se evalu6 mediante la prueba de

Shapiro-Wilk. Si los datos presentaban distribucion normal, se utilizé test de t
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pareado para comparar los dos lados de un mismo animal, y no pareado para
comparar datos de distintos animales. En caso de no tener distribucién normal de
los datos, se utilizaron pruebas no paramétricas como el Test de Wilcoxon o Mann
Whitney para comparacion entre dos condiciones (pareada y no pareada,

respectivamente).

En los casos de diametro de fibra, se evaluaron un rango de 100-250 fibras
por foto tomada en las muestras; se utilizaron tres fotos por cada muestra, y tres
muestras (3 animales diferentes) para cada condicion (total de 9 imagenes por
condicion). Al tener multiples datos provenientes de cada individuo, se utilizo el t-
test anidado de dos colas para comparar dentro de cada grupo. Para comparar 3 0

mas condiciones se utilizd6 ANOVA anidado de dos colas.

6. RESULTADOS
6.1 Comparaciéon de masa corporal, masa de musculo masetero y
diametro de fibras musculares en ratones machos y hembras sin

intervencioén

Para caracterizar y comparar los parametros fisicos de masa corporal y del
musculo masetero 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. Ademas, se evalu6 la masa de los muasculos

maseteros.

La masa corporal de los ratones macho fue un 15% mayor que la de las
hembras (Figura 6A). Pese a que la masa de los musculos maseteros no tuvo
diferencia significativa entre sexos (Figura 6B), al normalizarla con sus respectivas
masas corporales, se observa que los musculos maseteros de las hembras son
significativamente mas grandes en relacion al tamafo del animal que los de los

machos (Figura 6C).
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Figura 6. Comparacion de masa corporal, masa de musculos maseteros y didmetro de fibras de
musculo masetero entre ratones hembras y machos no intervenidos. Se compararon los parametros
fisicos e histolégicos de ratones BALB/c hembras y machos 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 + SEM. Test t no pareado, ns: no
significativo; *: p<0,05; ***p<0,001. (D-E) Los musculos fueron diseccionados y se realizaron criocortes
para analizar el diametro de las fibras musculares. (D) Histograma de distribucién del porcentaje de fibras;
muestra la frecuencia de fibras musculares de hembras y machos a los distintos diametros. (E) Analisis
anidado de la distribucion de fibras de acuerdo a su diametro minimo de Feret. Los valores se presentan
como mediana (linea discontinua) y cuartiles (linea de puntos). ns: no significativo. Test de t anidado. El
histograma (D) y el t-test anidado (E) fueron obtenidos evaluando el didmetro minimo de Feret de fibras

Unicas (3 fotos diferentes por animal, 250-500 fibras por masetero; n=3 hembras y n=3 machos).
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Se evalud el diametro de Feret de las fibras musculares de musculos
maseteros de ratones hembras y machos no intervenidos, lo que se representa
como un histograma que indica el porcentaje de fibras que presenta cierto
diametro (Figura 6D). Del histograma se desprende que las hembras tienen una
tendencia a tener fibras de menor diametro que los machos, lo que se manifiesta
como un corrimiento de la curva hacia la izquierda. Sin embargo, al evaluar el
diametro promedio de las fibras musculares, y analizarlo mediante un test anidado,

no se observan diferencias significativas entre machos y hembras (Figura 6E).

Pese a que el musculo de las hembras parece ser mas grande respecto del
tamafio corporal, el didmetro de fibras entre hembras y machos no es
significativamente diferente, e incluso tiende a ser menor en hembras en

comparacion a machos.

6.2 Efecto de la inyeccién de BoNTA en la masa corporal y masa de

musculo masetero de ratones hembras y machos

Para evaluar si la inyeccion unilateral de BoNTA en musculo masetero
afectaba la ingesta de alimento, se utilizO como indicador el registro de masa
corporal previo a la inyeccién (“inicial”’) e inmediatamente posterior a la eutanasia
(“final”). Esto se compar6 con los indicadores registrados para animales no

intervenidos incorporados en los grupos de estudio.

El tratamiento unilateral con BONTA en el musculo masetero generé una
leve disminucion en la masa corporal de las hembras a los 2, 7 y 14 dias post
intervencion, siendo mas acentuada a los 2 dias post intervencion y tendiendo a
revertir a lo largo de los dias (Figura 7A). En el caso de los machos, solo se
observdé una disminucion significativa de la masa corporal a los 2 dias post

intervencion (Figura 7B).
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Figura 7. (Pagina anterior) Efecto del tratamiento unilateral con BoNTA a diferentes dias en la masa
corporal y la masa del musculo masetero en ratones hembras y machos. (A-B) Comparacion de la masa
corporal previa a la inyeccién unica de BoNTA/Salino (“Inicial”) e inmediatamente posterior a la eutanasia
(“Final”) a diferentes dias post intervencion en ratones hembras (A) y machos (B). (C-D) Comparacion de la
masa del misculo masetero inyectado con solucidon salina y su contralateral inyectado con BoNTA, a
diferentes dias post intervencion en ratones hembras (C) y machos (D). (E-F) Comparacion de masa de
musculo maseteros normalizada con su masa corporal correspondiente. Para C-D-E-F, NI corresponde a
animales no intervenidos, en que las barras claras son el misculo masetero izquierdo y las barras oscuras el
musculo masetero derecho. (G) Comparacion de la disminuciéon de masa masetero/corporal inducida por
BONTA respecto de su lado contralateral inyectado con salino, en los distintos tiempos entre hembras y
machos. Datos expresados como promedio + SEM. n=6-11; test de t pareado (A-F; mismos animales, masa
inicial/final, lado salino vs BONTA a cada tiempo post intervencion); test t no pareado (G, ratones hembras vs
machos a cada tiempo post intervencion), *: p<0,05; **: p<0,01; ***: p<0,001; ns: no significativo. NI: no

intervenido.

Al comparar la masa del musculo masetero inyectado con BoNTA, con el
musculo masetero inyectado con solucién salina (derecho e izquierdo,
respectivamente) se detectdé en hembras y machos una disminucion significativa a
los 7 y 14 dias post intervencion, siendo esta Ultima levemente mas acentuada en
hembras (36% reduccion, p<0,001) que en machos (32% reduccion, p<0,01)
(Figura 7C y 7D). Lo mismo ocurre al normalizar la masa de masculos maseteros
con la masa corporal, donde en hembras hay un 31% de reduccién a los 7 dias y
36% a los 14 dias (Figura 7E). En el caso de los machos, la reduccion de masa
del lado inyectado con BONTA fue de un 27% a los 7 dias y 32% a los 14 dias
(Figura 7F).

Finalmente se compara el porcentaje de reduccion de masa masetero/masa
corporal inducida por BONTA en hembras y machos (Figura 7G). Pese a que
parece haber una tendencia de mayor pérdida de masa inducida por BONTA luego
de 2d en hembras que en machos, los resultados no son significativos a ninguna

de las temporalidades estudiadas.
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6.3 Efecto de la paralisis inducida por BoONTA en la expresion relativa
de genes de atrofiay regeneracion muscular en ratones hembras y

machos

Para evaluar si existe dimorfismo sexual en el efecto de la inyeccion
unilateral de BoNTA en el musculo masetero en la expresion de marcadores
moleculares de atrofia muscular, se cuantificaron los niveles de expresion relativa
de ARNm de Atrogin-1, MuRF-1 y Miogenina de ratones hembras y machos a los
2, 7'y 14 dias post intervencion, ademas de ratones no intervenidos. Para obtener
los resultados, los valores fueron normalizados respecto al promedio de los
animales no intervenidos (masetero izquierdo/derecho) tanto en hembras como en

machos.

Para la representacién y discusion de datos, en cada figura se muestra: un
grafico pareado por cada sexo que une con una linea los lados izquierdos (salino)
y derechos (BoNTA) de cada individuo; un grafico de barra por cada sexo, que
muestran el promedio * desviacion estandar de cada medicién, junto con la
significancia estadistica de las diferencias; y un grafico del porcentaje de cambio
de cada parametro (aumento o disminucion en lado BoNTA respecto de cada lado

salino), comparando hembras y machos para cada tiempo.

Los resultados del gen Atrogin-1 fueron similares entre hembras y machos
(Figura 8 A y B). Se observa un gran aumento de expresion a los 2-7 dias post
inyeccion de BoNTA, que se reduce a los 14d (Figura 8 A-D). Pese a que en los
gréficos de la figura 8 C-D parece que hubiese un mayor aumento de Atrogin-1 a
los 2 y 14d en hembras que en machos, cuando se expresa como porcentaje de
aumento respecto de su lado salino no se observan diferencias significativas entre

sexos a ninguna temporalidad (Figura 8E).
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Figura 8. La inyeccion unilateral de BoNTA aumenta expresién del marcador de atrofia muscular
Atrogin-1 en magnitudes semejantes en hembras y machos. Ratones hembras o machos fueron
inyectados con BoNTA en el misculo masetero derecho y solucion salina en misculo masetero izquierdo.
Los animales se eutanasiaron a distintos tiempos post intervencion (2-7-14 dias) y no intervenidos. Los
musculos se diseccionaron y procesaron para cuantificar los niveles relativos de expresion de ARNm del
gen Atrogin-1 (Atg-1) mediante qRT-PCR. Se utiliz6é GAPDH como normalizador. Se muestra la
cuantificacion del gen expresado en veces de aumento (escala logaritmica) en hembras (A-C) y en
machos (B-D). Los gréficos A-B comparan la expresion relativa a Atrogin-1 en mudsculos contralaterales de
cada individuo (lado salino, circulos vs lado BoNTA, triangulos); los dos lados de un mismo animal se
muestran unidos por una linea. Los graficos C-D corresponden a la representacion del promedio + SEM
de los valores de todos los individuos mostrados en A-B. (E) Comparacion del porcentaje de aumento de
expresion de gen Atrogin-1 inducido por BONTA en los distintos tiempos entre hembras y machos. n=8-11;
test de t pareado (C-D; mismos animales, lado salino vs BoNTA a cada tiempo post intervencion); test t no
pareado (E, ratones hembras vs machos a cada tiempo post intervencion), *: p<0,05; **: p<0,01; ns: no

significativo. NI: no intervenido.
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El analisis de MuRF-1 muestra resultados similares entre hembras vy
machos (Figura 9). Hembras y machos presentan un aumento significativo desde
los 2 dias post inyeccion de BONTA en musculo masetero derecho, en
comparacion al lado contralateral. Al igual que en el caso de Atrogin, el aumento
ocurre mayormente a tiempos tempranos (2-7 dias post intervencion) y se reduce
luego de 14 dias (Figura 9 A-D). El analisis de porcentaje de cambio del lado
inyectado con BoONTA respecto del lado inyectado con solucién salina muestra que
no existen diferencias significativas entre sexos a ninguna de las temporalidades

evaluadas (Figura 9E).

Por ultimo, el analisis de expresion relativa del gen de Miogenina muestra
un aumento significativo en el lado inyectado con BONTA a las tres temporalidades
estudiadas, tanto en machos como en hembras (Figura 10 A-D). Pese a que el
aumento parece ser mayor en hembras a los 2 dias, no hay diferencia significativa
entre sexos a ninguno de los tiempos evaluados (Figura 10E).

Es importante destacar que en el caso de los animales no intervenidos, la
expresion de los genes de atrofia fue equivalente en los maseteros izquierdos y
derechos (Figuras 8-9-10).

6.4 Efecto de la paralisis inducida por BONTA en el didametro de fibras

musculares en ratones hembras y machos

Para evaluar si existe dimorfismo sexual en el efecto de la inyeccion
unilateral de BONTA en el musculo masetero en marcadores histolégicos de atrofia
muscular, se evalu6 el didmetro de las fibras musculares en cortes transversales
de musculo de ratones hembras (Figura 11) y machos (Figura 12). Se muestran
cortes representativos de musculo masetero inyectado con solucion salina, o su
contralateral inyectado con BoONTA, a los 2d (Figura 11A y 12A), 7d (Figura 11B y

12B) o 14d (Figura 11C y 12C) post intervencién. En las imagenes el limite celular
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Figura 9. La inyeccion unilateral de BONTA aumenta expresion del marcador de atrofia muscular
MuRF-1 en magnitudes semejantes hembras y machos. Ratones hembras o machos fueron
inyectados con BONTA en el muasculo masetero derecho y solucion salina en musculo masetero
izquierdo. Los animales se eutanasiaron a distintos tiempos post intervencién (2-7-14 dias) y no
intervenidos. Los musculos se diseccionaron y procesaron para cuantificar los niveles relativos de
expresion de ARNm del gen MuRF-1 mediante gqRT-PCR. Se utiliz6 GAPDH como normalizador. Se
muestra la cuantificacion de gen expresado en veces de aumento (escala logaritmica) en hembras (A-C)
y en machos (B-D). Los graficos A-B comparan la expresion relativa a MuRF-1 en mdusculos
contralaterales de cada individuo (lado salino, circulos vs lado BoNTA, triangulos); los dos lados de un
mismo animal se muestran unidos por una linea. Los graficos C-D corresponden a la representacion del
promedio + SEM de los valores de todos los individuos mostrados en A-B. (E) Comparacion del
porcentaje de aumento de expresion de gen MuRF-1 inducido por BoNTA en los distintos tiempos entre
hembras y machos. n=8-11; test de t pareado (C-D; mismos animales, lado salino vs BoNTA a cada
tiempo post intervencion); test t no pareado (E, ratones hembras vs machos a cada tiempo post

intervencion), *: p<0,05; **: p<0,01; ns: no significativo. NI: no intervenido.
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Figura 10. La inyeccion unilateral de BONTA aumenta expresion del marcador de atrofia muscular
Miogenina en magnitudes semejantes en hembras y machos. Ratones hembras o machos fueron
inyectados con BONTA en el musculo masetero derecho y solucién salina en misculo masetero izquierdo.
Los animales se eutanasiaron a distintos tiempos post intervencion (2-7-14 dias) y no intervenidos. Los
musculos se diseccionaron y procesaron para cuantificar los niveles relativos de expresion de ARNm del
gen Miogenina (Myog) mediante qRT-PCR. Se utiliz6 GAPDH como normalizador. Se muestra la
cuantificacion de gen expresado en veces de aumento (escala logaritmica) en hembras (A-C) y en machos
(B-D). Los gréficos A-B comparan la expresion relativa a Miogenina en musculos contralaterales de cada
individuo (lado salino, circulos vs lado BoNTA, triangulos); los dos lados de un mismo animal se muestran
unidos por una linea. Los gréaficos C-D corresponden a la representacion del promedio + SEM de los
valores de todos los individuos mostrados en A-B. (E) Comparacion del porcentaje de aumento de
expresion de gen Miogenina inducido por BONTA en los distintos tiempos entre hembras y machos. n=8-
11; test de t pareado (C-D; mismos animales, lado salino vs BONTA a cada tiempo post intervencion); test t
no pareado (E, ratones hembras vs machos a cada tiempo post intervencién), *: p<0,05; **: p<0,01; ns: no

significativo. NI: no intervenido.



2d

A Salino BONTA B Salino

207 — 20 — 207 )
(=]

& > S Salino
S 55 S 15 S 15| -+ BONTA
B s k|
2 10 < 10 g 104
8 o <
5} o S
5 g g
= # 2 | s 7
o . L . T L
v T T r — L oo S S L o T | E—  —

0 20 40 60 80 0 20 40 60 80 0 20 40 60 80 100

Diametro minimo de Feret (um) Didmetro minimo de Feret (um) Diametro minimo de Feret (um)
G H
ns ** ok ok
fé\ 100 —_ ’E\ 100 i fg 100 —
3 3 3
= = =
D 80 T 80 D 80—
= et =
() ) (]
LL L LL
() _ () _ ()] _
- 60 5 60 L 60
o o o
= = E
= 40— = 40— = 40—
£ £ £ ¢
o o o
= 204 = 20 = 20
7] 9] 7]
IS S 1S
'S © '©
a o T T o o0 T T o o T T
Salino BoNTA Salino BONTA Salino BoNTA

Figura 11. Diametro de fibras musculares disminuye gradualmente a los 2, 7 y 14 dias post
inyeccién de BONTA en musculo masetero en ratones hembras. Ratones hembras fueron inyectados
con BoNTA en el musculo masetero derecho y solucién salina en musculo masetero izquierdo. Los
animales se eutanasiaron a distintos tiempos post intervencion (2-7-14 dias). Los musculos se
diseccionaron y congelaron, para realizar criocortes ftransversales de 10 um. Se realizd
inmunofluorescencia indirecta para marcar limites celulares con un anticuerpo anti-caveolina3 (verde) y se
tifieron los nucleos con Hoescht (azul). Se adquirieron imagenes por microscopia de epifluorescencia. A-C:
Imagenes representativas de las inmunofluorescencias de musculos maseteros inyectados con solucién
salina 0 BoNTA, a los 2d (A), 7d (B) o 14d (C) post intervencién. Barra de escala: 100 um. D-F:
Histogramas de distribucion del porcentaje de fibras en hembras muestra la frecuencia de diametro de
fibras musculares comparando musculos inyectados con solucion salina y musculos inyectados con
BONTA, a distintos dias post intervencion. G-I: Graficos anidados de la distribucion del diametro de fibras
en hembras a distintos dias post intervencion.

Gréficos anidados: Los valores se presentan como mediana (linea discontinua) y cuartiles (linea de
puntos). n=3. Test t anidado. ns: no significativo; *: p<0,05; **: p<0,01; ***p<0,001.

Los histogramas (C-D) y test t anidados (E-F) fueron obtenidos evaluando el didametro minimo de Feret de

fibras Gnicas (300-600 fibras por masetero), n=3 hembras.
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Figura 12. Diametro de fibras musculares disminuye gradualmente a los 2, 7 y 14 dias post
inyeccién de BoNTA en musculo masetero en ratones machos. Ratones machos fueron inyectados
con BoNTA en el musculo masetero derecho y solucién salina en muasculo masetero izquierdo. Los
animales se eutanasiaron a distintos tiempos post intervencion (2-7-14 dias). Los musculos se
diseccionaron y congelaron, para realizar criocortes transversales de 10 upm. Se realizd
inmunofluorescencia indirecta para marcar limites celulares con un anticuerpo anti-caveolina3 (verde) y se
tifieron los nucleos con Hoescht (azul). Se adquirieron imagenes por microscopia de epifluorescencia. A-C:
Imagenes representativas de las inmunofluorescencias de musculos maseteros inyectados con solucién
salina 0 BoNTA, a los 2d (A), 7d (B) o 14d (C) post intervencion. Barra de escala: 100 pm. D-F:
Histogramas de distribucion del porcentaje de fibras en machos muestra la frecuencia de diametro de
fibras musculares comparando musculos inyectados con solucion salina y musculos inyectados con
BONTA, a distintos dias post intervencion. G-I: Gréficos anidados de la distribucion del diametro de fibras
en machos a distintos dias post intervencion.

Gréficos anidados: Los valores se presentan como mediana (linea discontinua) y cuartiles (linea de
puntos). n=3. Test t anidado. ns: no significativo; *: p<0,05.

Los histogramas (C-D) y test t anidados (E-F) fueron obtenidos evaluando el diametro minimo de Feret de

fibras Unicas (300-600 fibras por masetero), n=3 machos.
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se detecta como marca fluorescente de la proteina Caveolina3 (verde), y los
nucleos se distinguen como tincién azul con el reactivo de Hoechst. Las imagenes
salino-BoNTA en cada caso corresponden a lados contralaterales de un mismo
animal, y se aprecia claramente como el diametro de las fibras musculares va
disminuyendo en el lado inyectado con BONTA a medida que pasa el tiempo post
intervencion, tanto en hembras como en machos. Para evaluar cuantitativamente
tal efecto, se determing el diametro minimo de Feret de las fibras musculares.
Para esto, se utilizaron muestras de 3 animales por cada condicion, y de cada
musculo se cuantificé el didmetro de las fibras en tres imagenes diferentes. Al
representar dichos datos como histogramas de frecuencia de fibras de acuerdo a
su didmetro, se observa que la curva de musculos inyectados con BoONTA se va
desplazando secuencialmente hacia didmetros menores a medida que avanzan
los dias post intervencioén, tanto en hembras (Figura 11 D-F) como en machos
(Figura 12 D-F). La disminucion del didmetro promedio de las fibras queda
demostrada con las graficas de violin y test estadisticos anidados, que muestran
una disminucion significativa del diametro del lado BONTA respecto del lado salino
a los 7 y 14d post intervencion, tanto en hembras (Figura 11 G-l) como en machos
(Figura 12 G-1). En ambas temporalidades, el nivel de significancia de la diferencia

estadistica fue mayor en hembras que en machos.
6.5 Efecto de la pardlisis inducida por BONTA en el didametro de fibras

de musculo contralateral inyectado con solucion salina en ratones

hembras y machos

Adicionalmente a evaluar el efecto de BoONTA sobre el musculo masetero,
se determind qué le ocurre al diametro de fibras musculares del musculo
contralateral, inyectado con solucién salina, con el paso de los dias post

intervencion, en hembras y machos (Figura 13).

Se observé que a mayor tiempo post intervencion, hay un efecto diferencial

en el masetero inyectado con solucion salina (contralateral al lado BONTA) de
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Figura 13. El musculo masetero contralateral a la inyeccion de BoNTA, inyectado con solucién
salina, se hipertrofia en hembras y se atrofia en machos. A-B: Histogramas de distribucion del
porcentaje de fibras; muestra la frecuencia de didmetro de fibras musculares comparando musculos
maseteros no intervenidos e inyectados con solucion salina (izquierdo) a distintos tiempos post
intervencion (2-7-14 dias) de hembras (A) y machos (B). C-D: Graficos anidados de la distribucion de
fibras de acuerdo a su diametro minimo de Feret de hembras (C) y machos (D). Los valores se presentan
como mediana (linea discontinua) y cuartiles (linea de puntos). n=3. Test anidado ANOVA de 1 via. ns: no
significativo; *: p<0,05; **: p<0,01.

Los histogramas (A-B) y test anidados (C-D) fueron obtenidos evaluando el didmetro minimo de Feret de

fibras Unicas (300-600 fibras por masetero, 3 animales diferentes por condicion).
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hembras y machos, al compararlos con musculos de ratones no intervenidos de su
mismo sexo y edad. Al evaluar los histogramas de frecuencia de fibras de acuerdo
a su didmetro, se observé que en hembras a medida que pasan los dias post
intervencion se observa un corrimiento secuencial hacia el lado derecho; es decir,
aumenta la frecuencia de fibras de mayor diametro (Figura 13A). En cambio, en
machos existe un corrimiento de las curvas hacia la izquierda a lo largo de los
dias, hacia didmetros menores (Figura 13B). Lo anterior se ve reforzado cuando
se realiza el analisis estadistico anidado de los didmetros de fibras de cada
muestra, en que se detecta un aumento significativo del diametro promedio de las
fibras a los 14d post intervencion en hembras (Figura 13C) y una disminucion
significativa del diametro de fibras a la misma temporalidad en machos (Figura

13D), respecto de musculos maseteros de animales no intervenidos.

7. DISCUSION

El presente trabajo aborda por primera vez el dimorfismo sexual en la
atrofia de masculo masetero de ratén inducida por inyeccion unilateral de BoNTA.
Interesantemente, no se observan diferencias en la induccion de atrofia por
BONTA en machos y hembras. Sin embargo, si se encuentran diferencias
significativas en la adaptacion del musculo contralateral inyectado con solucion
salina. Mientras que en ratones hembra muestra aumentos de diametro de fibras
que sugieren hipertrofia, en ratones macho disminuye secuencialmente el

diametro de fibras musculares, sugiriendo un fenédmeno de atrofia.
7.1 Caracterizacion por sexo de masa corporal y maseterina en ratones

BALB/c hembras y machos sin intervenir

La primera etapa fue caracterizar los parametros de masa corporal y masa

de maseteros de los ratones hembras y machos.
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En los ratones no intervenidos, se encontré que las hembras tienen una
menor masa corporal en comparacion a los machos de la misma especie y edad.
Al comparar la masa de musculos maseteros se observo que los valores son
similares, siendo ligeramente menores en hembras que en machos. Sin embargo,
al normalizar la masa muscular de los maseteros respecto a la masa corporal
correspondiente, se encontrd que las hembras tienen valores mayores, lo que
puede indicar una mayor fuerza de mordida relativa a su tamafio. Un estudio
previo en musculo masetero de humanos encontré que el tono muscular es mayor
en hombres que en mujeres, sugiriendo que esto puede deberse a efectos
hormonales, como la testosterona, principal hormona masculina, que influye
directamente en la masa muscular (Ramazanoglu et al., 2021). No se compard, sin
embargo, el tamafio del muUsculo masetero y su relacion con las dimensiones
corporales. Cabe mencionar que el tamafio muscular no siempre se relaciona con
la fuerza ejercida por el musculo (Loenneke et al.,, 2019; Riviati & Indra, 2023;
Wang et al., 2021), ya que podria estar variando el tipo de fibras musculares, que
es lo que se relaciona directamente con la funcion. Interesantemente, en el
presente trabajo evaluamos el diametro de fibras de musculos maseteros de
ratones no intervenidos, y encontramos que las hembras (diametro promedio de
40,9 um) presentan diametros menores que las de machos (diametro promedio de
49,3 um), lo que se ve reflejado en un claro corrimiento en el histograma de
frecuencia de fibras hacia menores diametros en hembras. Por lo tanto, es posible
que las hembras tengan un tipo de fibra distinta que los machos en el musculo
masetero, ya sea globalmente o en alguna de sus zonas. Esto requeriria de
estudios adicionales para su comprobacién. Estudios previos han descrito que el
area de seccion transversal de todo el masculo en las mujeres es del 60% al 70%
de la de los hombres (Nuzzo, 2024).
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7.2 Efecto de inyeccion unilateral de BONTA en masa corporal y de

musculos maseteros de ratones BALB/c hembras y machos

En el presente trabajo se evaluo si el tratamiento con BONTA afecta la masa
corporal de los ratones, comparando este parametro al inicio del tratamiento (dia
de inyeccion unilateral de BoNTA) con su valor al final del tratamiento (dia de
eutanasia y toma de muestras: 2, 7 o 14d). El resultado muestra que tanto en
hembras como en machos luego de 2d de inyeccién de BoNTA hay una leve pero
significativa reduccion de peso, entre 3-5% del peso corporal total. Esto puede
deberse a que el procedimiento o la paralisis maseterina afecta la capacidad de
alimentacion de los ratones. Esta disminucién significativa del peso se mantiene
en hembras a los 7 y 14d post intervencién, pero en machos se torna no
significativa en esas temporalidades. De todas formas, una disminuciéon menor al
5% del peso corporal total en un procedimiento es considerada inocua y sin
significancia biolégica, de acuerdo con la escala de bienestar animal de Morton y
Griffiths (Morton & Griffiths, 1985). En un estudio con conejos, se encontré que al
realizar una inyeccion bilateral de BoNTA en los musculos maseteros se afecta la
alimentacion de los animales provocando una baja de un 12% de su masa
corporal (Liu et al., 2023). Sin embargo, es distinto paralizar el misculo masetero

unilateral que bilateralmente.

Estudios previos de nuestro laboratorio habian evaluado el efecto de la
inyeccion unilateral de BONTA en musculo masetero luego de 14 dias,
exclusivamente en ratones macho. En esas condiciones se reportd que la
inyeccion de BONTA disminuye significativamente la masa y volumen del musculo
masetero, respecto del mauasculo contralateral inyectado con BoONTA.
Paralelamente, no se encontraron diferencias en la masa de musculos maseteros
inyectados con solucién salina, respecto de musculos maseteros sin intervencion
(Balanta-Melo et al., 2023; Balanta-Melo et al., 2018; Balanta-Melo et al., 2019). El
gran aporte de este trabajo es haber comparado no so6lo temporalidades mas

tempranas, sino el efecto en machos y hembras. En ese contexto, se reporta en el
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presente estudio que la inyeccion de BONTA en muasculo masetero reduce
significativamente su masa a partir de los 7 dias post intervencion, sin diferencias

en la magnitud del cambio entre machos y hembras.

7.3 Inyeccion unilateral de BONTA en musculo masetero promueve
niveles equivalentes de atrofia muscular en ratones BALB/c

hembras y machos

Atrogin-1 y MuRF-1 son ligasas de la via de degradacion UPS que son
altamente expresadas durante la atrofia muscular (Bodine et al., 2001; Gomes et
al., 2001). La Miogenina es conocida por su papel en la formacion de fibras
musculares; especificamente, participa en la diferenciacion de mioblastos durante
el desarrollo embrionario. Posterior al nacimiento su expresion disminuye ya que
es inhibida por la inervacion muscular (Macpherson et al., 2011; Moresi et al.,
2010). Un estudio en ratones adultos concluy6 que la Miogenina es un mediador
que contribuye a la atrofia muscular inducida por denervacién, en parte, por la
activacion del gen Atrogin-1 (Macpherson et al., 2011). Ademas, se sobreexpresa
en denervacion de muasculo esqueletal humano (Chen et al., 2011). Similar a la
denervacion, el mecanismo de accién de BoNTA bloquea el impuslo nervioso en la
union neuromuscular, provocando una pardlisis muscular reversible (Pirazzini et
al., 2017).

Previos trabajos de nuestro grupo determinaron que los marcadores
moleculares de atrofia y regeneracion muscular Atrogin-1, MuRF y Miogenina
tienen un aumento significativo a 2, 7 y 14 dias posterior a la inyeccion unilateral
de BoNTA en ratones machos. Ademas, se observé que la expresién génica de
Atrogin-1 y MuRF tienden a aumentar en menor magnitud a los 14 dias (Balanta-
Melo et al., 2023).

En el presente trabajo, se observo un patron similar; a los 2 y 7 dias post

intervencidn aumenta la expresion de Atrogin-1, MuRF-1 y Miogenina en
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magnitudes similares en hembras y machos. A los 14 dias aumentan en menor

magnitud en ambos sexos.

Para comparar el nivel de aumento de marcadores de atrofia y regeneracion entre
hembras y machos, se analizé el porcentaje de cambio de expresién de cada uno
de los genes del lado tratado (BoNTA) contra el lado no tratado (solucion salina).
En ninguno de los tres marcadores analizados se encontraron diferencias
significativas en los porcentajes de cambio entre hembras y machos, lo que

sugiere que ambos son afectados de manera similar a nivel molecular.

Un estudio previo de nuestro grupo encontré que la inyeccién unilateral de
BONTA en musculo masetero de ratones machos aumenta la expresién génica de
marcadores de atrofia y regeneracion no solo en el musculo masetero intervenido,
sino también en muasculos agonistas ipsilaterales (musculo temporal y pterigoideo
medial) (Balanta-Melo et al., 2023). Esto podria deberse a una comunicacion
bioquimica de los musculos mediante de moléculas secretadas, o a

compensaciones biomecanicas por carga y descarga.

Para evaluar el efecto morfolégico de la inyeccion de BoNTA en los
musculos, se cuantificé el diametro minimo de Feret de las fibras de musculos
maseteros de hembras y machos a los 2, 7 y 14 dias, donde se compar6 el lado
tratado (BoNTA) vs el lado lado no tratado (solucion salina). Se detectd que existe
una disminucion progresiva del diametro de fibras del musculo inyectado con
BONTA desde 2 dias post intervencion, con una diferencia significativa a los 7 y 14
dias para hembras y machos. Esta disminucién en el didametro de fibras alcanzé
mayor significancia estadistica en hembras, en las que ademas se nota un mayor
corrimiento en las curvas de los histogramas de diametros de fibras entre los lados
salino y BoNTA. De manera similar, estudios previos en ratas encontraron que
posterior a 7 dias de descarga los masculos de extremidades de hembras tienen
mayor reduccion del area de seccidn transversal en comparacion a los machos
(Yoshihara et al., 2019).
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Interesantemente, donde si se encontré una diferencia entre sexos fue con
la adaptacién del musculo inyectado con solucion salina, contralateral al musculo
paralizado con BoNTA. Al evaluar el diametro de fibras de musculos maseteros
inyectados con solucion salina a distintos dias post intervencion, se encontré una
disminucién progresiva del diametro en animales machos, que a los 14d es
significativa respecto de fibras de musculos maseteros sin intervencion. Esto
sugiere que podria existir cierto grado de atrofia muscular incluso en el musculo
contralateral a la inyeccion de BoNTA. En hembras, en cambio, se observa el
fenbmeno opuesto, en que el diametro de las fibras del musculo masetero
contralateral a la inyeccion de BONTA aumenta progresivamente, siendo
significativo a los 14d respecto del musculos sin intervencién. Esto seria un
posible indicador de hipertrofia, que podria ocurrir de manera compensatoria para
suplir la funcion del muasculo masetero paralizado por BoNTA. Un estudio previo
en conejos hembras, encontrd que posterior a la inyeccion unilateral de BONTA en
musculo masetero existia un aumento de diametro de fibras en el musculo
contralateral no inyectado, y que ademas tenian mayor masa muscular que
muasculos de animales control no intervenidos (Baldwin et al.,, 2022). Esta
hipertrofia muscular puede deberse a una compensacién del lado contralateral
inyectado con BoNTA. Es importante mencionar que, para hablar directamente de
atrofia e hipertrofia muscular, es necesario un trabajo mas detallado en el que
evalien marcadores moleculares de estas vias. Adicionalmente, al analizar la
expresion de Miogenina en el misculo masetero inyectado con solucién salina de
hembras y machos, se observa que mientras que en machos no hay cambios, en
hembras hay un aumento de expresion a los 7d en comparacién a masculos no
intervenidos. Este puede puede deberse a la activacién de células satélite de las
fibras musculares en respuesta a los estimulos hipertréficos, las que a su vez
producen un aumento de expresion de Miogenina (Manzano et al., 2011; Saliu et
al., 2024).

Un estudio en ratones hembra y machos adultos en mdusculos de
extremidades encontr6 que las hembras tienen una programacion catabdlica

exacerbada y represion anabolica en respuesta a la atrofia por desuso, lo que
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parece corresponder a una mayor pérdida muscular en comparacion a machos
(Rosa-Caldwell et al., 2021). Cabe destacar que el papel hormonal tiene un rol
fundamental en el musculo esquelético, ya que hombres y mujeres responden
diferencialmente a procesos de desgaste muscular. La testosterona es una
hormona masculina altamente estudiada en hombres y se ha visto que participa en
el mantenimiento de masa muscular; sin embargo, los efectos en mujeres son
minimos o desconocidos (Anderson et al., 2017). Por otro lado, los estrégenos
parecen tener un efecto protector en la preservacion de masa y funcién muscular,
aunqgue las vias moleculares aun son estudiadas. La predisposicion a pérdida de
masa muscular inducida por el desuso es mas evidente en condiciones de
deficiencia de estrogenos, como ocurre posterior al inicio de la menopausia
(Anderson et al., 2017; McMillin et al., 2022).

8. CONCLUSION

Existe dimorfismo sexual en la estructura muscular de masculos maseteros
de ratones BALB/c adultos hembras y machos. Las hembras presentan muasculos
maseteros mas grandes en relacibn a su masa corporal en comparacion a
machos. Paralelamente, las hembras presentan didmetros de fibras musculares en

masetero menores que en machos.

La inyeccion de BoNTA en musculo masetero aumenta progresivamente la
expresion relativa de marcadores moleculares de atrofia muscular, sin diferencia
entre machos y hembras. Sin embargo, a nivel histolégico existe una disminucién
mas significativa del diametro de fibras a los 7 y 14 dias post intervencién en

hembras.

El musculo masetero contralateral a la inyeccion de BONTA se adapta
diferencialmente de acuerdo al sexo. En hembras muestra signos de hipertrofia

muscular y en machos de atrofia muscular.
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9. ALCANCES Y PROYECCIONES

Este trabajo describe la diferencia a nivel molecular e histolégico del
muasculo posterior a la inyeccion unilateral de BoNTA en musculo masetero,

comparando por primera vez machos y hembras.

Existe una adaptacion diferencial en hembras y machos, donde en hembras
se produce una hipertrofia del musculo contralateral no inyectado y en machos
una atrofia muscular. Es necesario evaluar las vias de adaptaciéon que se
producen en hembras y machos durante la atrofia, y como la morfo-funcion y eje

hormonal puede afectar a cada uno de ellos.

Es relevante estudiar si esto se replica en humanos, ya que son las mujeres
quien se ven mas afectadas por trastornos temporomandibulares y quienes
mayormente se intervienen con BONTA con fines clinicos y estéticos, en

comparacion a los hombres.

Si bien el presente trabajo se realizd en ratones jovenes, seria interesante
evaluar el efecto diferencial de BONTA en animales hembras post menopadusicos,
considerando que el eje hormonal es distinto.
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