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1. RESUMEN

INTRODUCCION: El sistema musculoesquelético posee una fisiologia coordinada
entre los tejidos que lo conforman. Asi, alteraciones en un tejido impactan a todo el
sistema. Por ejemplo, la paralisis muscular inducida por Toxina Botulinica tipo A
(BoNTA) en extremidades, produce atrofia del musculo y posterior deterioro del
tejido 0seo subyacente. La inyeccion de BoNTA en musculo masetero es una
practica creciente en odontologia clinica, con el fin de manejar alteraciones
miofuncionales, como el bruxismo del suefio, y estéticas, como la hipertrofia
maseterina. En ensayos preclinicos en ratones adultos, esta intervencion induce
paralisis del musculo masetero a las 24h. Paralelamente, en la cabeza mandibular
del lado paralizado aumenta la expresion de marcadores de resorcion 6sea a los 2d
y hay deterioro de su microestructura ésea los 14d post-intervencion. El objetivo de
este estudio fue determinar si a tiempos tempranos post inyeccion unilateral de
BoNTA en musculo masetero (2-7d) hay alteraciones en la microestructura de la

cabeza mandibular ipsilateral, en ratones macho adultos.

MATERIAL Y METODOS: En imagenes de microtomografia computarizada de
mandibulas de raton, se aisl6 computacionalmente la cabeza mandibular y se
cuantificaron los parametros microestructurales de Grosor Trabecular (Tb.Th) y
Fraccion de Volumen Oseo (BV/TV) (BoneJ, ImagelJ). Las mandibulas
correspondian a los siguientes grupos de animales: "No Intervenido” (n=3); o
“‘BoNTA”, inyeccion unilateral de BONTA en musculo masetero derecho y solucion
salina en masetero izquierdo, analizados a los 2d (n=9), 7d (n=9) o 14d (n=3) post
intervencion.

RESULTADOS: Se observo una disminucion significativa de Tb.Th (19 +/- 1,72%) y
BV/TV (3,71 +/- 0,49%) (p < 0.05) entre el lado BoNTA y el lado salino de ratones a
los 7d post inyeccidn. A los 14d se evidencio una profundizacién en la disminucién
de Tb.Th en el lado inyectado con BoNTA respecto a su homologo a los 7d. EIBV/TV
no registré cambios significativos entre 7d y 14d.

CONCLUSIONES: La inyeccion de BoNTA en el musculo masetero conduce a un

deterioro progresivo de la calidad 6sea de la cabeza mandibular ipsilateral desde el
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dia 7 post intervencidon, caracterizada por una disminucion de parametros

microestructurales 6seos.
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2. MARCO TEORICO.

2.1. Generalidades del sistema musculoesquelético

El sistema musculoesquelético es una estructura finamente coordinada, integrada
por articulaciones, cartilago, ligamentos, musculos y huesos (Felsenthal y Zelzer,
2017).

2.1.1 Tejido muscular

El musculo esquelético representa alrededor del 40% del peso corporal en
humanos, y contiene entre el 50 al 75% del total de proteinas del cuerpo (Frontera
y Ochala, 2015). Es un tejido altamente dinamico, capaz de remodelarse en
respuesta a estimulos metabdlicos, condiciones fisioldgicas como el ejercicio o
patologicas como una injuria local o enfermedad sistémica. Su unidad celular es la
fibra muscular, que se puedes clasificar en diferentes tipos segun la expresion de
diferentes isoformas de la cadena pesada de la miosina (MyHC) (S. Schiaffino y
Reggiani, 1994; Picard y cols., 2020). Existe una gran variedad de MyHCs (Sciote
& Kentish, 1996; Korfage y cols.,, 2005), que determinan la velocidad de
acortamiento de las fibras musculares (Larsson y Moss, 1993). Se distinguen dos
grandes grupos de fibras musculares: tipo | y tipo Il. Estas tienen caracteristicas
diferentes en cuanto a velocidad de contraccién, resistencia a la fatiga, tipo de
metabolismo (oxidativo/glucolitico), calibre de la fibra y cantidad de mitocondrias
(Pette y Staron, 2000; Cobos y Segade, 2001; Picard y cols., 2020). El tipo de fibra
que se establece esta determinado principalmente por el patron de descarga de la
neurona motora que la inerva (Korfage y cols., 2005; Blaauw y cols., 2013). Dentro
de un mismo musculo la composicion de fibras es heterogénea, con diferentes
propiedades de velocidad (tiempo de contraccion inducido por un estimulo/potencial
de accién) y fatigabilidad (disminucidn de la fuerza de contraccién durante una
contraccion tetanica)(Schiaffino y Reggiani, 1994). Esta heterogeneidad es lo que
le permite utilizar el mismo musculo para diversas tareas (Casas y cols., 2014) y es
la base de la plasticidad muscular que permite la adaptacion frente a una

determinada demanda funcional o estado metabdlico (Qaisar y cols., 2016).
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2.1.2. Tejido 6seo

El tejido 6seo es una especializacion del tejido conectivo, cuya caracteristica
principal es presentar una elevada mineralizacion de su matriz extracelular (MEC),
confiriéendole gran rigidez y dureza para proteger los 6rganos vitales y estabilizar el
sistema musculoesquelético (Morgan y Gerstenfeld, 2021).

A nivel histologico, la MEC se compone en un 70% de materia inorganica (99% de
sales fosfatos de calcio), 25% de materia organica (donde 90% es colageno y el
10% restante son distintas proteinas estructurales no-colagenas como
proteoglicanos, sialoproteinas y glicoproteinas) y 5% de agua. La MEC rodea
distintos tipos de células especializadas y presenta un gran numero de factores de
crecimiento y citoquinas (Kini y Nandeesh, 2012).

Las células 6seas juegan un rol determinante en la mantencion de la funcionalidad

de la MEC en hueso:

- Células osteoprogenitoras (“bone lining cells”): Son células alargadas
derivadas de pre-osteoblastos latentes. Su diferenciacion permite la
generacion de osteoblastos en hueso medular. Estan ubicadas en la
superficie del tejido 6seo, en endostio y periostio (Everts y cols., 2002;
Voegeli, 2004; Andersen y cols., 2009; Cediel y cols., 2009; Ibrahim et al.,
2017).

- Osteoblastos: Corresponden a células mononucleadas diferenciadas
derivadas de células osteoprogenitoras, cuya funcion principal es la sintesis
y organizacién de los componentes organicos e inorganicos de la matriz
Osea. Estan ubicados en el periostio y endostio. Algunos quedan inmersos
dentro de una “laguna” de calcificacion de matriz para diferenciarse a
osteocitos (Voegeli, 2004; Fitzgerald RH, 2004; Cediel y cols., 2009; Kini y
Nandeesh, 2012; Blair y cols., 2017).

- Osteocitos: Corresponden alrededor de 90-95% del total celular éseo. Son
células maduras propias del tejido 6seo, que sintetizan y resorben
limitadamente componentes de la matriz Osea. Presentan largas

prolongaciones comunicadas entre si o en contacto con la periferia del tejido
14



0seo, formando una red de canaliculos. Sus principales funciones son la
transduccion de estimulos mecanicos para generar diversos flujos de calcio

y la modulacion de la calcemia.

(Fitzgerald y cols., 2004; Clarke, 2008; Cediel y cols., 2009; Florencio-Silva y cols.,
2015; Plotkin y Bellido, 2016; Robling y Bonewald, 2020)

- Osteoclastos: Células gigantes multinucleadas cuya funcién principal es la
resorcion 6sea.(Boyle y cols., 2003; Charles y Aliprantis, 2014)

La actividad de las células 6seas y de factores extrinsecos permiten generar
cambios macroscopicos como microscopicos en las caracteristicas del hueso; por
ello se le considera un tejido dinamico y metabolicamente activo (Cediel y cols.,
2009), siendo capaz de adaptar su estructura frente a estimulos y reparar dafios
estructurales a través del proceso de remodelacion (Robling y cols., 2006). También
posee un rol importante en el metabolismo y homeostasis sérica pues contiene

elevadas reservas de iones fosfato y calcio (Fitzgerald, 2004).

2.1.3 Remodelacién 6sea

La naturaleza dinamica del hueso se observa en su constante capacidad para
modelar (evento superficial donde no existe coordinacién entre células éseas) y
remodelar (sincronismo entre los cuatro tipos celulares) su estructura de manera
fisiolégica a medida que se presenta requerimientos fisicos y biolégicos. (Cediel
et al.,, 2009; Huo y cols., 2021) Esta remodelacién permite la mantencion de las
dimensiones de los huesos y la homeostasis de minerales propios de la matriz
osea(Voegeli, 2004;Morgan y Gerstenfeld, 2021). (Figura 1)
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Figura 1 Proceso de remodelacion ésea. Los osteoclastos derivados de
monocitos eliminan hueso dafiado y los osteoblastos lo reemplazan por osteoide
inmaduro, que se convierte después en hueso. Los osteoblastos embebidos en
el nuevo tejido se diferencian en osteocitos. Abreviaturas: Hvm, hueso antiguo
maduro; Hnm, hueso nuevo maduro. Imagen tomada de Balanta-Melo (Tesis de
Doctorado en Ciencias Odontologicas, Universidad de Chile, 2019).

Los principales eventos desencadenados por células éseas para la remodelacidon

osea son:

- Diferenciacion osteoclastica

Los osteoblastos funcionales al igual que los osteocitos danados por cargas
mecanicas excesivas, secretan factores quimioatractantes que reclutan monocitos
en la superficie 6sea a remodelar. La diferenciacion de los osteoclastos involucra la
proliferacion de las células troncales hematopoyéticas, su conversion a macrofagos,
el progreso a un estado de progenitor de osteoclasto temprano con expresién de
receptor de calcitonina y fosfatasa acida tartrato-resistente, (TRAP) y la fusion
celular (Soysa y cols., 2012). Tanto del estroma de la médula ésea, de los

osteoblastos y osteocitos, derivan dos factores esenciales en la diferenciacion de
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los osteoclastos: el ligando del receptor activador del factor nuclear kappa-B
(RANKL) y el factor estimulante de colonias de macréfagos. Estos promueven la
expresion de genes caracteristicos en la tipificacion de linaje osteoclastico, como
TRAP, catepsina K (CTSK), metaloproteinasa 9, receptor de calcitonina e integrina-
B3. (Soysa y cols., 2012)

- Activacion osteoclastica

Este proceso involucra la polarizacién del osteoclasto diferenciado y la sintesis de
proteinas que participaran en el proceso de resorcion 6sea, tales como anhidrasa
carbonica, CTSK y ATPasa lisosomal. (Soysa y cols., 2012)Es comandado
principalmente por RANKL.

La interaccion de RANKL con la molécula RANK presente en la membrana de los
osteoclastos diferenciados permite su activacion. Esta via de activacion
osteoclastica es controlada negativamente por osteoprotegerina (OPG), secretada
por los osteoblastos, osteocitos o por células osteogénicas del estroma (Sims vy
Gooi, 2008; Udagawa y cols., 2021).

Se ha descrito que la presencia de “cracks” en el tejido éseo y/o cargas mecanicas
de elevado impacto sobre el hueso son reconocidos por los osteocitos ubicados en
sus lagunillas, los que mediante sus proyecciones dendriticas tienen la capacidad
de comunicarse con osteoclastos para fomentar la resorcion 6sea. Esto es
fundamental considerando que, antes de sintetizar nuevo tejido 6seo por parte de
los osteoblastos, es necesario remover el tejido dafado.(Sims y Gooi, 2008;
Crockett y cols., 2011).

Esta descrito que los procesos de diferenciacion y maduracién osteoclastica en
modelo murino toma entre 7 y 14 dias en completarse (Marks y Seifert, 1985;
McDonald y cols., 2021).

- Aposicion 6sea

La aposicion o formacion de hueso es controlada por factores locales y sistémicos

(Kini y Nandeesh, 2012). Un ejemplo de ello es la concentracion de vitamina D3 y
17



prostaglandina E2, que tienen efecto sinérgico junto al factor local de crecimiento
insulinico 1 (IGF-1); permiten la maduracion de osteoblastos e intercomunicacion
con osteoclastos por medio de la expresion de RANKL y/o mediante la presencia de
Runx2. Segun los requerimientos fisioldgicos presentes, los osteoblastos pueden
diferenciarse en células “bone lining cells” o quedar inmersos en lagunillas de la

matriz 6sea como osteocitos.(Crockett y cols., 2011)

2.1.4 Calidad é6sea: Relacion con micro y macroestructura del hueso

El tejido 6seo posee una compleja estructura, de la cual dependen sus propiedades
mecanicas. Se distinguen dos grandes niveles estructurales (Caeiro y cols., 2005;
Caeiro y cols., 2013; Roschger y cols., 2017) (Figura 2).

-El nivel microestructural describe al tejido segun la distribucion espacial de los
materiales que lo componen. Asi, el hueso cortical se presenta como una estructura
compacta de distribucion lamelar, que confiere armazon a la unidad. El hueso
trabecular, por su parte, es una estructura mineralizada tipo panal, formada por
varas y placas interconectadas entre si y con la superficie interna de la cortical; es
capaz de deformarse almacenando energia. Este tipo de arquitectura proporciona
una gran rigidez al armazoén cortical y permite a la unidad 6sea adaptarse a los
requerimientos biomecanicos (Caeiro y cols., 2005; Roschger y cols., 2017) (Figura
3).
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-El nivel macroestructural define las caracteristicas estructurales del hueso por
sus caracteristicas de forma, tamafo y geometria. (Caeiro y cols., 2005;

Roschger y cols., 2017).

Fibras de
colageno

Cristales de
hidroxiapatita

Macroestructura Microestructura Nanoestructura Composicién

Escala /— 5mm Escala ——— 10um Escala —— 500 nm Escala — 5nim

Figura 2 Esquema de los niveles de organizacion de la estructura 6sea de
un hueso largo de humano. Desde lo macro (izquierda) a la composicidon
molecular del hueso (derecha). Adaptacion de Oftadeh y cols., 2015.

El hueso trabecular (en el centro del hueso), al igual que hueso cortical (en la
periferia), se compone de hidroxiapatita, colageno, agua y células O&seas.
Comprende un mayor volumen del hueso y se remodela a una tasa mayor que el
hueso cortical. También poseen un comportamiento biomecanico diferente. La
fraccion de volumen 6seo (parametro que refleja la pérdida o ganancia de hueso)
(Torrubia y cols., 2020), las propiedades minerales del tejido trabecular y su
arquitectura determinan las propiedades mecanicas de este subtejido
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Figura 3 Esquema de la disposicion del tejido 6seo en un hueso largo. En
la periferia toma lugar el hueso cortical, mientras que en el centro el trabecular.
Cada subtejido exhibe una conformacion diferente, pero una composicion

molecular idéntica. Imagen extraida de Caeiro y cols., 2013.

La calidad 6sea considera los factores predictivos del riesgo de fractura de un hueso
(Samelson etal.,, 2019), entre los cuales se encuentra la macroestructura
(morfologia y geometria 6sea) (Bouxsein y Karasik, 2006) la microestructura (Borah
y cols., 2002; Boruah y cols., 2017; Popp et al., 2019), los dafios microestructurales
asociados a la fatiga (viendo el hueso como biomaterial) y la nanoestructura,
representada por variables como el grado de mineralizacién 6sea (p.ej.)(Donnelly,
2011; Fonsecay cols., 2014).Por ultimo, cabe sefialar que la caracteristica del tejido
trabecular es determinante para la rigidez de estructuras Gseas tales como el
proceso condilar mandibular (Van Eijden y cols., 2004) (Figura 4).
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Determinantes de la resistencia y fragilidad 6sea Métodos de evaluacion de propiedades oseas

Radiografia

Absorciometria dual de rayos X

Macro escala

Macroestructura Tomografia computarizada

Tamafio/ Grosor cortical/
Momento de inercia/
geometria - o
Tomografia computarizada cuantitativa de
alta resolucion

Microestructura

Conexién trabecular/ forma Microtomografia Computarizada

trabecular/ porosidad cortical/
organizacion tisular . . o
Microradiografia cuantitativa

EspectroscopiaRaman

Propiedades del tejido EspectroscopiaFourier

Densidad celular/ integridad de interconexiones entre
osteocitos/ grado de mineralizacién/ cristalinidad mineral/

; i : . b : Microscopia electronica
hidratacion/ grado y tipo de colageno/ proteinas no colageno

Nano escala

Espectroscopiade absorcion atdmica
N p p

Figura 4 Factores determinantes de la resistencia y fragilidad 6sea. (A)
Factores que determinan la resistencia y la fragilidad segun el nivel estructural.
(B) Diferente métodos existentes para la evaluacion de los determinantes de
fragilidad y resistencia 6sea segun el nivel estructural. Adaptacion de Fonseca y
cols., 2014.

2.2. Comunicacién cruzada musculo-hueso

Histéricamente la interaccion musculo- hueso se ha considerado como una unién
netamente mecanica, donde el hueso proporciona un sitio de unién para los
musculos, los que le aplican carga al hueso de manera directa (en el sitio de union)
e indirecta (al deformarse la estructura 6sea bajo la accién de la carga) y éste
responde como mecanorreceptor modificando su estructura (Colaianni y cols.,
2016). Sin embargo, se ha reportado la liberacién de mas de 600 proteinas que
incluyen factores de crecimiento, citoquinas y metaloproteasas desde lineas
mioblasticas C2C12 durante su diferenciacion (Guo y cols., 2017). Por otra parte,
se ha demostrado que las células dseas tienen funcion endocrina, mediante la

produccion y secrecion de factores circulantes como FGF23, osteocalcina, entre
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otros (Brotto y Johnson, 2014; Han y cols., 2018). Tanto musculo como hueso se
pueden considerar 6rganos endocrinos, pues liberan moléculas que ejercen su
accion a nivel sistémico en tejidos como higado, pancreas y sistema cardiovascular.
(Pedersen y Febbraio, 2008; Brotto y Johnson, 2014). Por lo tanto, con mayor razén
podran ellos estar afectando la fisiologia de sus tejidos adyacentes. Por eso es que
en los ultimos afos ha surgido la idea que musculos y huesos presentan una
comunicacién cruzada a través de moléculas secretadas (Pedersen y Febbraio,
2008; Takahashi y cols., 2016). Esto denota una relacion intima y dinamica entre
ambos tejidos, que también se describe en el sistema masticatorio (Buvinic y cols.,
2021). Existe, entonces, una relacion tanto biomolecular como mecanica entre
huesos y musculos. Las bases moleculares de esta comunicacion cruzada aun son

motivo de estudio (Brotto y Bonewald, 2015; Karsenty y Mera, 2018).

2.3. Cambios 6seos producidos por atrofia y desuso muscular

Debido a la intima relacion entre tejido 6seo y muscular es que varios estudios han
demostrado que la atrofia muscular afecta negativamente la calidad 6sea del hueso
subyacente (Bettis y cols., 2018). Ademas, se documenta que existe relacién entre
osteoporosis (disminucion de la mineralizacion ésea) y sarcopenia (disminucion de

la masa y fuerza muscular) (Hirschfeld y cols., 2017).

Por su parte, el desuso muscular por reposo de larga duracion (Krasnoff y Painter,
1999) o por microgravedad (McCarthy, 2011; Ausk y cols., 2012), genera atrofia
muscular que precede a la disminucion de masa 6sea (Lloyd y cols., 2014). También
se ha observado un efecto similar posterior a lesiones de la médula espinal, donde
se genera denervacion traumatica de los musculos de extremidades inferiores,
provocando su atrofia y posterior disminucion de masa 6sea (Qin y cols., 2010); esto
se revierte parcialmente si se estimula eléctricamente el musculo denervado
(Shields y Dudley-Javoroski, 2006). Lo mismo se observa al generar inmovilizacidon
de las extremidades, mediante diferentes modelos, como la suspension por cola en
roedores, a fin de reducir la carga de las extremidades. Bajo este modelo, aplicado
por 3 semanas, se genera atrofia significativa del musculo Gastrocnemio a los 7

dias y disminucion de hueso cortical de tibia y fémur a los 14 dias (Lloyd y cols.,
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2014). También, se ha reportado aumento en la apoptosis de osteocitos y la
produccion de RANKL previo al aumento de la resorcidn 6sea en las superficies

endocorticales y trabeculares del fémur (Cabahug-Zuckerman y cols., 2016).

Otro modelo de desuso muscular que ha sido ampliamente estudiado es la paralisis
transitoria del musculo por inyeccion de Toxina Botulinica tipo A (BoNTA) (Bettis y
cols., 2018).

2.4. Toxina Botulinica tipo A y paralisis muscular: Disminucion del tejido éseo.
La toxina botulinica es una neurotoxina polipeptidica producida por la bacteria
Clostridium botulinum. Existen 7 serotipos: A(BoNTA), B(BoNTB), C(BoNTC),
D(BoNTD), E(BoNTE), F(BoNTF) y G(BoNTG), siendo BoNTA el serotipo mas
potente. Esta toxina bloquea la exocitosis de acetilcolina por parte de la neurona
motora, inhibiendo la contraccion muscular de forma temporal (Rossetto y cols.,
2014; Miller y Clarkson, 2016). BoNTA es endocitado de manera especifica por los
terminales nerviosos colinérgicos. Una vez en el ambiente intracelular, la cadena
liviana de BoNTA corta proteoliticamente a la proteina asociada a sinaptosoma de
25 kDa (SNAP-5), que forma parte del complejo proteico necesario para la
exocitosis de acetilcolina (Figura 5). En humanos, la recuperacion de la funcion
contractil comienza de manera progresiva a los 2-3 meses luego de la intervencion,
tomando en total 6 meses aproximadamente en recuperar la funcion similar al
estado basal (Huang y cols., 2000); esto en ratones toma alrededor de 21-30 dias
(De Paiva y cols, 1999; Dressler y Saberi, 2005). En ratones, durante las primeras
dos semanas post-intervencion, las fibras musculares no reciben ningun estimulo
de tipo neuronal (Montecucco y Molgé, 2005). Esto se ve parcialmente compensado
posteriormente por la aparicion de retofios neuromusculares (fendmeno de
“sprouting”), que desaparecen aproximadamente 4-6 semanas después de la
intervencidén con BoNTA. Se propone que la aparicién de los retofios con capacidad
de generar exocitosis de acetilcolina es necesaria para la recuperacion inicial de la
union neuromuscular. En una segunda etapa, la terminal nerviosa original comienza
a recuperar su capacidad de exocitosis a través de la metabolizacién intracelular de

BoNTA y la recuperacion de SNAP25 funcional (Tsai y cols., 2015; Yoshimi y cols.,
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2017). Dadas las caracteristicas de este periodo de tiempo, se sefiala que las 2
semanas post-intervencion con BoNTA como “etapa temprana” o “aneural” de la

paralisis inducida por esta neurotoxina en modelo murino (Worton y cols., 2018).

Figura 5 Mecanismo de accion de BoNTA. (A) Cada fibra muscular es inervada
por una neurona motora, formando un complejo llamado unién neuromuscular.
(B) En la neurona motora, la liberacion de acetilcolina (en color rojo), necesaria
para la contraccion del musculo esquelético, depende del complejo SNARE
conformado por tres proteinas: sinaptobrevina, (en color amarillo), sintaxina (en
color naranja) y SNAP25 (en color verde). Imagen tomada de Balanta-Melo
(Tesis de Doctorado en Ciencias Odontologicas, Universidad de Chile, 2019).

Se ha demostrado que la paralisis muscular provocada por inyecciones de BoNTA
genera debilidad y atrofia muscular en extremidades (Vegger y cols., 2016)
,aumento de marcadores de atrofia a nivel proteico y ARNm (Atrogin-1 y MuRF-1),
disminucién de peso humedo del musculos y aumento de IL-6 sérica a las 3

semanas post intervencion (Pingel y cols., 2017).

La inyeccion de BoNTA en musculos de la pantorrilla de ratones hembra adultas
induce resorcidon 6sea en la tibia a los 3 dias post intervencién, a través de una

masiva sobreexpresion de RANKL, que se mantiene a los 7 dias. Ademas, aumenta
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del numero de osteoclastos a los 5 dias post intervencion (Aliprantis y cols., 2012).
Mediante microtomografia computarizada (microTC) se ha evidenciado que existe
disminucién de la calidad 6sea de la tibia, especificamente en la metafisis, posterior
a la paralisis de musculos de extremidad inferior en ratones, siendo significativa a
los 3 dias, y profundizada y mantenida a los 5-12 dias (Poliachik y cols., 2010). Otro
reporte constata un maximo de pérdida de masa osea a los 14 dias, y recuperacion

de los parametros basales a los 21 dias (Warner y cols., 20006).

En la actualidad, BoONTA es ampliamente usada en el territorio maxilofacial,
especificamente en musculos masticatorios, para el tratamiento de desoérdenes

temporomandibulares (DTMs) y algunas alteraciones estéticas.

2.5. Sistema masticatorio y desérdenes temporomandibulares

En los mamiferos, el aparato masticatorio es un complejo musculoesquelético
especializado en funciones tales como la masticacion, la defensa, la integracion
social, entre otras. Sus componentes principales tienen un origen embrioldgico
comun en el primer y segundo arcos faringeos incluyendo componentes 6seos
(maxilar/mandibula, dientes), la articulacion temporomandibular (ATM), los
musculos masticatorios, la lengua, los labios, las mejillas y las membranas mucosas

(Pileicikiene y cols., 2007).

La mandibula es un hueso unico e irregular, que se articula mediante dos ATM a la
base del craneo (Santagati y Rijli, 2003). Como funciones caracteristicas, la
mandibula brinda soporte y proteccion a los tejidos blandos craneofaciales (Yang y
cols., 2015), articula con los dientes inferiores (Bagi y cols., 2011), permite la
insercion de los musculos masticatorios( Chong y Evans, 1982; Baverstock y cols.,
2013) y mantiene propiedades generales de los huesos como la reserva de
minerales (calcio y fosforo)(Kwan, 2015) y como centro primario de hematopoyesis
desde la médula 6sea en su interior (Morrison y Scadden, 2014). El hueso, principal
componente estructural de la mandibula, es un tejido organizado jerarquicamente y
compuesto por una estructura cortical con alto contenido mineral (70 %) y
organizacion (laminas concéntricas), y un hueso trabecular con menor contenido

mineral (62 %) y una disposicion de laminas calcificadas mas irregulares que forman
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las trabéculas ( Burr y Akkus, 2014; Oftadeh y cols., 2015; Martin y cols., 2015) .Al
igual que otros huesos, la mandibula es altamente inervada y vascularizada, y
presenta un recubrimiento externo (periostio) y un recubrimiento interno (endostio)
en contacto directo con la medula 6sea (Lai y cols., 2014). En la médula 6sea se
encuentran los precursores mesenquimales y hematopoyéticos de las principales
células 6seas, eritrocitos y células del sistema inmunoldgico (Bellido y cols., 2013;
Morrison y Scadden, 2014). La mandibula dispone de un proceso condilar que
termina en la cabeza mandibular, con una superficie articular de fibrocartilago que
recubre el hueso subyacente (hueso subcondral) ( Shibata y cols., 2013; Orset y
cols., 2014; Liang y cols., 2016 ). Ademas, la cabeza mandibular es un centro de
crecimiento osteocondral que conserva su actividad en individuos adultos, siendo
capaz de adaptarse ante estimulos externos (Mizoguchi y cols., 2013). La ATM
constituye una de las articulaciones mas complejas y activas del organismo (Porto
y cols., 2010) Debido a su alta actividad, la ATM estda constantemente
remodelandose y es susceptible a sufrir alteraciones que comprometen su normal
funcionamiento. En este sentido, se estima que alrededor de un 60-70% de la
poblacién presenta o ha presentado signos de disfuncion de la ATM (Kellesarian y
cols., 2016). Los cambios funcionales y/o estructurales que afectan la ATM vy los
musculos masticatorios se clasifican como parafunciones (por ejemplo, bruxismo
del suefio) o desordenes temporomandibulares (por ejemplo, dolor miofascial,
desplazamientos discales, entre otros) (Leon y cols., 2005; Diaz y Lucia, 2012). En
Chile, la prevalencia de Desordenes temporomandibulares es variable segun el
rango etario. En adultos se reporta un 49,6% de al menos un diagnostico (Guerrero
y cols., 2017). Un reporte de adultos mayores evidencia una prevalencia de 47%
(Sandoval y cols., 2015). En tanto, en adolescentes alcanza un 26,88% (Aravena y
cols., 2016).

Los musculos masticatorios (pterigoideo lateral, pterigoideo medial, temporal y
masetero), si bien comparten caracteristicas generales con los de tronco y
extremidades, tienen notables diferencias (Korfage y cols., 2005; Buvinic y cols.,
2021). La primera diferencia radica en el origen embrionario; los musculos

masticatorios derivan de la diferenciacién del mesodermo paraxial a somitomeros y
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luego arcos faringeos, mientras que los de tronco y extremidades se originan
cuando el mesodermo paraxial se diferencia a somitos y luego dermomiotomos
(Lewis y cols., 2013). Otra particularidad es la expresion diferencial de isoformas de
cadena pesada de la miosina (MyHC). Segun esto, los musculos masticatorios no
solo expresan las isoformas clasicas de MyHC tipo | y I, sino también MyHC de
origen cardiaco (MyHC cardiaca a), e isoformas fetales (MyHC embrionaria y MyHC
neonatal). También presentan abundantes fibras hibridas; esto es, fibras que
expresan mas de una isoforma de MyHC, lo que sdlo se observa minimamente en
musculos de tronco y extremidades (Schiaffino y Reggiani, 2011). Esto explica por
qué los musculos masticatorios responden a gran variedad de funciones motoras, y
tienen Optimas propiedades en términos de fuerza, velocidad de contraccion y
resistencia a la fatiga (Langenbach y cols., 2003; Korfage y cols., 2005). Es por
estas diferencias que musculos de extremidades y tronco no pueden ser

homologados fisiolégicamente con los musculos masticatorios.

Los musculos masetero, temporal y pterigoideo medial, son agonistas, y cumplen el
rol de elevar la mandibula durante la masticacion, generando un movimiento
coordinado que moviliza la ATM. El musculo masetero el mas prominente de los
musculos masticatorios (Baverstock y cols., 2013; Norton y Netter, 2018); es
multipenado y posee una arquitectura organizada en compartimentos compuestos
de fibras inervadas por un alto numero de motoneuronas; unidades motoras
pequefas y, por ende, mas finamente reguladas (Cioffi y cols., 2012). Permite
movimientos anteroposteriores, y tiene un rol activo en la generacion de fuerza

oclusiva durante el proceso de molienda del alimento (Langenbach y cols., 2003).

En roedores, el musculo masetero es el musculo masticatorio mas prominente, y
presenta un mayor desarrollo debido al predominio de movimientos
anteroposteriores asociados a la conducta de roer en estos animales (Ram Ross,
2018). Esto hace que este musculo se vea particularmente afectado frente a
cambios en la actividad masticatoria (Langenbach y cols., 2003; Vreeke y cols.,
2011)
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Debido a la intima relacién entre los componentes del sistema masticatorio,
cualquier minimo cambio en uno de ellos afecta la homeostasis del sistema
completo. Por eso la actividad de los musculos masticatorios es relevante para
mantener el sistema funcional. Es sabido que la actividad de estos musculos es uno
de los factores epigenéticos mas relevantes para el correcto desarrollo craneofacial.
Alteraciones musculares incluso en la etapa adulta repercuten en la morfologia del
esqueleto craneofacial y en el correcto funcionamiento de la ATM ( Kiliaridis et al.,
1995; Matic y cols., 2007). La disfuncidén de los musculos masticatorios promueve
alteraciones morfologicas y funcionales de la ATM (Bender, 2012).

2.6. Toxina botulinica tipo A: Uso en odontologia y antecedentes de efectos
secundarios 0seos.

En la ultima década ha habido un aumento en el uso de BONTA en humanos con
fines terapéuticos para tratar problemas que afectan a los musculos masticatorios
(hipertrofia del musculo masetero, dolor miofascial), dolor de cabeza y espalda,
trastornos oftalmologicos causados por hiperactividad muscular y trastornos del
movimiento ( Munchau, 2000; Miller y Clarkson, 2016; Balanta-Melo y cols ., 2019).
Otros usos crecientes han sido con fines estéticos (Munchau, 2000). Sin embargo,
el uso de BoNTA ha sido aprobado por la Food and Drug Administration (FDA,
EE.UU.) s6lo para un numero limitado de condiciones: estrabismo, blefaroespasmo,
distonia cervical, hiperhidrosis axilar, espasticidad de miembro superior e inferior,
migrafia cronica, vejiga hiperreactiva e incontinencia urinaria(Allergan, 2021) A
pesar de ello, en Chile, el Instituto de Salud Publica tiene aprobada el uso de la
toxina para el tratamiento de bruxismo(Cortés-Monroy y Soza, 2014). Aun falta de
evidencia preclinica respecto de la seguridad de las intervenciones no aprobadas

(Pirazzini y cols., 2017).

Considerando las multiples aplicaciones clinicas y estéticas de BONTA “off-label’ en
el area odontoldgica y segun lo evidenciado en extremidades y tronco, se hace
necesario estudiar los cambios moleculares y estructurales tanto musculares como

0seos que ocurren posterior a la inyeccion de BONTA en musculo masetero.
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Un modelo de estudio consiste en la inyeccion unilateral con BONTA en musculo
masetero. Dicho modelo promueve atrofia del musculo masetero intervenido, sin
alterar el musculo contralateral inyectado con solucion salina. La intervencion no
genera signos de estrés ni incomodidad en los ratones, ni alteraciones de
alimentacion o ganancia de peso (Balanta-Melo y cols., 2019). Por lo tanto, el
musculo contralateral actua como control intra-individuo. En roedores la paralisis
del musculo masetero ocurre tan solo 24 horas después de la inyeccion de BoNTA
(Yoshimi y cols., 2017). En estas condiciones, aumentan los niveles de ARNm de
marcadores de atrofia (Atrogin-1, MuRF-1) y de regeneracion muscular (miogenina)
a los 7 dias post-inyeccion en el lado tratado con BoNTA respecto del lado
contralateral inyectado con solucion salina (Balanta-Melo y cols., 2018). Ademas,
disminuye significativamente el volumen y la masa del musculo masetero, asi como

el diametro de sus fibras a los 14 dias post-inyeccion (Balanta-Melo y cols., 2019).

El musculo esquelético activo es fundamental para la generacién de fuerzas y la
secrecion de factores que regulan, por ejemplo, la homeostasis 6sea ( Balanta-Melo
y Buvinic, 2018; Balanta-Melo y cols., 2019). En el modelo de inyeccion unilateral
de BoNTA en musculo masetero, se ha demostrado que aumenta la expresion de
de ARNm de RANKL tempranamente en el céndilo mandibular asociado (2 dias)
(Balanta-Melo y cols., 2018), y se reporta una significativa disminucion de la calidad
Osea condilar a los 14 dias post tratamiento (Balanta-Melo y cols., 2019). En otro
estudio, el defecto 6seo es evidente a las 4 semanas y se puede explicar por una
disminucién en la mineralizacion, deposicion de matriz 6sea y menor actividad
TRAP en el cartilago condilar y hueso subcondral mandibular, denotando una
menor taza de remodelado 6seo (Dutra y cols., 2018). Por microTC también se
observa disminucién de masa dsea a las 4 y 8 semanas post intervencién (Dutra y
Yadav, 2019).

Adicionalmente, se ha observado el fendmeno de retofos neuromusculares 2
semanas después de la intervencion con BoNTA en el musculo masetero de

primates no humanos (Capra y cols., 1991), y ademas se ha encontrado la
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expresion de marcadores de apoptosis en el musculo masetero de roedores en esta

misma temporalidad (Moon y cols., 2016).

La paralisis unilateral del musculo masetero inducida por BoNTA también resulta en
pérdida del hueso subcondral del condilo mandibular del lado paralizado en conejos
adultos (Rafferty y cols., 2012), ratas adultas (Kin-Darbois y cols., 2015) y ratones
adultos jévenes (Dutra y cols., 2016), ademas de afectar el crecimiento vertical
mandibular en primates no humanos jévenes, comparado con el lado no inyectado
(Kim y cols., 2019). Ademas, un estudio piloto en mujeres adultas (Raphael y cols.,
2014) y un reporte de caso (Aziz y cols., 2017) alertan sobre la pérdida osea
asociada a la inyeccion de BoNTA en musculo masetero. Un reciente reporte
documenta disminucion de la calidad 6sea de la cortical condilar a los 12 meses
post intervencién con BONTA medido con tomografia computada en mujeres adultas
(Hong y Kang, 2020).

Considerando que:

- BONTA se utiliza ampliamente en tratamientos odontolégicos clinicos vy
estéticos, sin que su uso esté aprobado para intervenir el musculo masetero.

- En modelos preclinicos de inyeccion de BoNTA en musculo masetero
aumenta la expresion de un marcador de osteoclastogénesis en la cabeza
mandibular ipsilateral luego de tan solo 2 dias post intervencion, pero solo se
ha evaluado y demostrado la pérdida significativa de la calidad ésea luego
de 14 dias.
La pregunta de investigacion del presente trabajo es: ;Se reduce la calidad
0sea de la cabeza mandibular, caracterizada por parametros de
microestructura, en estadios tempranos (2-7 dias) de la paralisis del musculo
masetero inducida por BoNTA?
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3. HIPOTESIS.
La paralisis del musculo masetero de ratdn por inyeccién de Toxina Botulinica tipo A
deteriora tempranamente la calidad 6sea de la cabeza mandibular, desde los 2 dias

post intervencion.
3.1. OBJETIVO GENERAL.

Caracterizar el efecto de la paralisis unilateral de musculo masetero inducida por
inyeccion de BoNTA en la calidad ésea de la cabeza mandibular en modelo murino,
comparando dos temporalidades post intervencion (2-7d).

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS.
En un modelo de inyeccion unilateral de BONTA en musculo masetero de ratones

macho adultos, se plantea el siguiente objetivo especifico:

1. Describir y comparar el efecto de la de inyeccion unilateral de BONTA en musculo
masetero en parametros microestructurales de la cabeza mandibular de ratén a los

2 y 7d post intervencion.
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4. MATERIALES Y METODOS.
Este es un estudio de analisis descriptivo y comparativo de datos digitales,

provenientes de un estudio experimental en modelo animal a dos temporalidades.

4.1 Estrategia Experimental

Con el fin de determinar la calidad 6sea de la cabeza mandibular en ratones adultos,
que fueron intervenidos de forma unilateral con BONTA en el musculo masetero, se

analizo la microestructura a los 2 y 7 dias post-intervencion.

4.1.1 Describir y comparar el efecto de la de inyeccién unilateral de BoNTA en
musculo masetero en parametros microestructurales de la cabeza mandibular
de ratéon a los 2 y 7d post intervencion.

Se analizaron muestras de mandibulas de ratones macho adultos previamente
escaneadas en equipo de microtomografia computarizada (Bruker Skyscan 1172,
Centro de Microtomografia Computarizada, Indiana University School of Medicine,
IN, EE.UU.), con un tamafo de voxel de 8,43 uym. Se compararon muestras de
ratones sin intervenir (Grupo No Intervenido), con ratones con inyeccion unilateral
de BoNTA en musculo masetero derecho y solucidn salina en masetero izquierdo
(grupo BoNTA, 2-7-14 dias post intervencion). A partir de reconstrucciones 3D se
obtuvo una secuencia de imagenes en dos dimensiones del area de interés (cabeza
mandibular, imagenes digitales), a la que se le caracterizo6 la microestructura osea,
cuantificando los siguientes parametros: grosor trabecular (Th.Th; promedio del
grosor de trabéculas, um), fraccion de volumen 6seo (BV/TV; relacion entre el
volumen de hueso segmentado y el volumen total de la regidon de interés, razon)
(Bouxsein et al.,, 2010). La cabeza mandibular adyacente al musculo masetero
inyectado con BoNTA se compar6 con la contralateral, adyacente al musculo
masetero inyectado con solucidn salina. Los analisis fueron realizados con el
programa Imaged 1.53n (Schneider y cols., 2012) utilizando el plugin BonedJ 1.4.3
(Doube y cols., 2010).
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4.2 Métodos.

4.2.1 Muestras.

Los analisis se realizaron utilizando los datos digitales de escaneo por microTC de
mandibulas de ratones adultos, previamente obtenidos en el laboratorio (Proyecto
Fondecyt 1151353-1201385; Proyecto ENLACE-VID ENL29/19) y de las cuales
fueron segmentadas para extraer soélo la cabeza mandibular. Por lo tanto, en este
estudio no se realizaron intervenciones y no se tuvo contacto con animales de

experimentacion.

4.2.2 Diseiio experimental de inyeccion unilateral con BoNTA en musculo
masetero.

Si bien la intervencién con BoNTA en el musculo masetero no forma parte de este
trabajo, es preciso detallar la estrategia que se ejecutd y de la cual derivan los

grupos experimentales y controles de este estudio.

Veinticuatro ratones BALB/c machos adultos (9 semanas; 22-26 g) fueron divididos
aleatoriamente en un grupo No Intervenido (n = 3) o grupos BoNTA 2d (n=9), BONTA
7d (n=9) y BoNTA 14d (n = 3). El grupo No Intervenido no se sometié a ningun
procedimiento y se genero su eutanasia a los 14 dias; se utilizé como control para
determinar el estado basal de los parametros 6seos evaluados (NI-derecho y NI-
izquierdo). El grupo BoNTA 14d se utiliz6 como control positivo para la disminucion
de los parametros de microestructura 6sea, de acuerdo a lo descrito previamente
por nuestro grupo (Balanta-Melo y cols., 2019). Tras 5 dias de aclimatacién en
condiciones estandar para todos los grupos, se define el dia 0, donde los ratones
del grupo BoNTA fueron anestesiados mediante inyeccion intraperitoneal de
ketamina 80 mg/kg y xilacina 8 mg/kg. Luego, cada animal recibié una unica
inyeccion de BoNTA (0,2 U/10 uL; Onabotulinumtoxin A; BOTOX®, Allergan Chile,
Santiago, Chile; Lote # C4306C2) en el musculo masetero derecho. La dosis se
basé en un estudio anterior (Balanta-Melo y cols., 2018), en que se escald la dosis

informada para procedimientos clinicos en humanos a la masa de musculo
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masetero de raton (3 U/g, Van Ejden y cols., 1997; Miller y Clarkson, 2016). Como
control intraindividuo se utilizo la inyeccion de 10 yL de solucion salina (0,9% p/v de

NaCl) en el musculo masetero izquierdo (Figura 6).

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 o 14 dias post inyeccion, los animales fueron sacrificados
por sobredosis de anestésico intraperitoneal. Las mandibulas fueron 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 microTC
(Balanta-Melo y cols., 2019).

Grupo control (n=3)
No intervenido (NI)

NI-Derecho ‘
NI-IZqUierdo A
/ N 0od 2dn—9 7dn—9 14 d n=3
. ' < N 5d de
_— \a\vZ N }'climatizacién +
Ratones macho adultos Grupos BoNTA (n=21) - u'—BoNTA Eutanasiay
BALB/c (n=24) BoNTA-Derecho ya ; . coleccion de
Salino-lzquierdo muestras

Figura 6 Representaciéon del modelo de estudio y grupos experimentales.
Adaptacion de informacion suplementaria de Balanta-Melo y cols., 2019.
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4.2.3 Captura de imagenes por MicroTC.

Las mandibulas se escanearon en el sistema Bruker Skyscan 1172 con los
siguientes parametros: tamafo de voxel isotropico de 8,43 um, voltaje 50 kV,
corriente 500 pA, filtro de aluminio de 0,5 mm, tiempo de integracion 926 ms y 35
min de duracién del escaneo por muestra. Las muestras se mantuvieron en
formalina al 10% durante el escaneo para evitar la desecacion. Se obtuvieron
reconstrucciones 3D de las mandibulas completas que fueron visualizadas vy
segmentadas en DRAGONFLY 2021.1.0.977 (Object Research Systems, Canada)
(Piche y cols., 2018). Con ello se obtuvo una secuencia de imagenes 2D en escala
de grises de cada cabeza mandibular de interés. Las imagenes representan recortes
digitales longitudinales del condilo, separados entre si por 8,43 pm.

4.2.4 Andlisis de microestructura.

Para la caracterizacion de la microestructura existen varios métodos, uno de ellos
es la MicroTC (Donnelly, 2011). Su uso en roedores esta ampliamente descrito y los
parametros trabeculares mas comunes a evaluar son los antes mencionados:
BV/TV y Tb.Th.(Bouxsein y cols., 2010). BV/TV es un parametro que caracteriza la
pérdida de tejido 6seo dentro de un volumen total de interés y Tb.Th un parametro
qgue cuantifica la arquitectura trabecular. Con ambos parametros se puede estimar
con precision la calidad del tejido trabecular al caracterizar la cantidad de tejido y su
arquitectura; esto es esencial para la calidad ¢sea del hueso completo (Oftadeh y
cols., 2015).

Previo al analisis de la microestructura fue necesario generar las imagenes 2D a
través de la segmentacion de la zona de interés en las reconstrucciones 3D de las
mandibulas completas (Figura 7A). Por cada mandibula se segmento6 la cabeza
mandibular izquierda y derecha utilizando el programa DRAGONFLY 2021.1.0.977
(Object Research Systems, Canada) (Piche y cols., 2018), reproduciendo la misma
seleccidon por cada muestra. Primero se posiciono la caja de segmentacion en la
cabeza mandibular, ajustandola al tamafo aproximado de dicha estructura (Figura
7B). Luego se posiciond desde una vista superior dejando un eje imaginario que va

desde el punto mas anterior al mas posterior de la cabeza mandibular, pasando por
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las subjcajas anterior, media y posterior (Figura 7C). Luego se posiciond la caja
desde una vista posterior, procurando dejar un eje imaginario pasando desde el polo
medial al polo lateral, pasando por las subcajas medial y lateral, respectivamente
(Figura 7D). Finalmente, desde una vista lateral, se delimitd la cabeza mandibular
con un eje imaginario que va desde el punto mas anterioinferior de la cabeza
mandibular al punto mas posteroinferior, eje que se proyecta hacia anterior

aproximadamente hacia la punta del proceso coroides mandibular (Figura 7E).

Una vez obtenido el set de imagenes 2D por cada cabeza mandibular, se realizo el
analisis de microestructura 6sea utilizando el procesamiento de imagenes a traves
de Imaged 1.53n (Schneider y cols., 2012), a través del plugin Boned en su version
1.4.3. (Doube y cols., 2010). Tanto la segmentacion como el analisis
microestructural fue realizado sin conocer el grupo experimental al que pertenecia

cada muestra (analisis ciego).
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Figura 7 Imagen de referencia que muestra la zona de segmentacion de la

cabeza mandibular en el programa DragonFly 2021.1.0.977.

A) Imagen de la reconstruccion 3D. B) Imagen de la reconstrucciéon 3D con la caja
(en verde) de segmentacion del condilo izquierdo de la imagen que selecciona la
zona de interés; los circulos rojos seleccionan las subcajas para el cambio de
angulacion de la segmentacion.C) Imagen superior de la cabeza mandibular con la
caja y el eje imaginario (linea discontinua amarilla) desde el punto mas anterior
(punto rojo) al mas posterior (punto amarillo). D) Imagen desde posterior de la
cabeza mandibular con la caja y el eje imaginario (linea discontinua amarilla) desde
el polo medial (punto rojo) al lateral (punto amarillo). E) Imagen lateral de la cabeza
mandibular con la caja y el eje imaginario (linea discontinua amarilla) desde el punto

mas anterioinferior (punto rojo) al punto mas posteroinferior (punto amarillo).

37



El protocolo de analisis microestructural fue realizado en Windows. Dentro del

trabajo de campo de la tesis, fue ajustado a la resolucion del MicroTC utilizado (8,43

pm) y validado como un protocolo que arroja resultados consistentes vy

reproducibles, al compararlo con el protocolo utilizado a resolucion mayor (5,11um)

previamente utilizado en nuestro grupo (Balanta-Melo y cols., 2019). El presente

protocolo se detalla a continuacién:

1)

2)

3)

4)

En Imajed 1.53n se abre la secuencia de imagenes de interés en la seccion
Import, Image Secuence.

Es necesario seleccionar la conversion a escala de grises de 8 bit (Convert
to 8-bit Grayscale o seleccionar la opcion “Image”; luego en “type” estara la
opcion 8-bit) y ordenar nombres numéricamente (Sort names numerically).
Ademas, hay que confirmar que la imagen inicial (Starting image) sea 1,
incrementos 1 (Increment) y la escala de imagenes al 100% (Scale Images).
Ajuste de escala: En la seccidn “Analyze”, se ajusta la distancia en pixeles a
1 (Distance in pixels); la distancia conocida en este analisis fue 8,43 (Known
distance); la relacion del aspecto de pixeles en 1 (Pixel aspecto ratio); y la
unidad de medida micréon (Unit of length). Se recomienda guardar la
secuencia de imagen en formato tiff. El ajuste de escala es necesario cada
vez que se abra nuevamente una secuencia.

Procesamiento de imagenes para la obtenciéon de BV/TVy Tb.Th .

a. Transformacion de imagenes en escala de grises a imagenes binarias:
Una vez que se obtiene la imagen en escala de grises en 8 bit (Figura
8A), se utiliza BonedJ 1.4.3 en la opcién plugins, donde se selecciona
la opcion Optimise Threshold; arroja una ventana en la cual hay que
seleccionar Apply Threshold y Threshold only. Mediante la
determinacién del umbral de valor blanco/negro (threshold) de la
imagen original en escala de grises, el programa interpreta las zonas
claras (hiperdenso) como hueso; en este caso, al no existir otras
estructuras mineralizadas, se puede determinar con seguridad que el
blanco de la imagen corresponde a tejido 6seo, mientras que las zonas

mas oscuras (hipodenso) es vacio. En este caso el programa arroja
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un umbral blanco/negro (threshold) automatico. El programa
automaticamente genera la secuencia de imagenes binarias
necesarias para el analisis microestructural, obteniendo una imagen
en blanco y negro, donde negro es tejido 6seo y blanco es vacio
(Figura 8B). Esta interpretacion de la imagen es generada por el
plugin Boned 1.4.3 y optimiza el analisis al eliminar el ruido de la
secuencia original de escala de grises. Se recomienda guardar esta
secuencia en formato tiff.

. Dibujo de regién de interés (Region Of Interest, ROIl): Para generar un
analisis preciso, manualmente (utilizando mouse o tableta digital de
dibujo) se dibuja en el programa la regién a analizar. Es decir, se
delimita la cabeza mandibular en la secuencia completa de imagenes,
cada una por separado (aproximadamente 250 imagenes por cabeza
mandibular). Para ello se selecciona ROl Manager en tools de la
seccion Analyse y se delimita la cabeza mandibular utilizando la
opcion Freehand Selections de Imaged 1.53n. Una vez dibujado, se
guarda cliqueando add[t] en la ventana que previamente aparece al
abrir ROl Manager. Para pasar a la siguiente imagen se debe cliquear
fuera de la region de interés de la imagen con el fin de eliminar el
dibujo previo y repetir el procedimiento con la imagen siguiente hasta
completar la secuencia. Para efecto de esta tesis se utilizé la imagen
en escala de grises 8-bit para la determinacién de ROI mas precisa y
reproducible debido a la resolucién de la imagen, a diferencia del
protocolo inicial donde se realizaba en imagen binaria, dicha
modificacion fue sujeta a validacidon para establecer la capacidad de
dar resultados reproducibles y consistentes (Figura 8C).

Una vez terminada la delimitacion de la regién de interés de la
secuencia completa, para la obtencién de BV/TV se abre la imagen
binaria y se selecciona el plugin Boned 1.4.3, Fraction y luego
Area/Volume Fraction; se obtiene una tabla con los siguientes

parametros: Volumen &seo, el volumen total de la muestray el BV/TV.
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d. Para la obtencion del Tb.Th, nuevamente se utiliza el plugin Boned
1.4.3 y su opcion Thikness, seleccionando el calculo de Tb.Th. Se
genera una tabla con el resultado del analisis de dichos parametros.
El calculo del Tb.Th es automatizado por el programa y el algoritmo
de calculo es a través de la medicion del diametro de circunferencias
que se circunscriben dentro del tejido; el programa arroja circulos de
colores de acuerdo con el grosor trabecular, siendo los colores mas
claros (amarillo/naranjo), diametros mayores, y los colores mas
oscuros (rojos/morado/azul) denotan diametros menores (Figura 8D).

e. Una vez obtenido todos los resultados, se exportan en una planilla
Microsoft® Excel® (version 2110).
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Figura 8 Imagenes representativas de una cabeza mandibular en cada uno de
los pasos para el analisis de microestructura 6sea en ImageJ 1.53n con
BoneJ1.4.3 (A) imagen en escala grises. (B) Imagen binaria. (C) Seleccion de ROI.
(D) Analisis Thickness: Imagen 2D del mapa de color con barra de calibracion de la

escala colorimétrica del algoritmo de calculo de BonedJ 1.4.3.
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4.3 Analisis estadistico

En base a lo reportado y validado previamente por nuestro grupo, donde se
determiné que el tamafio muestral necesario para evaluar la diferencia en los
parametros 6seos 3D (variables continuas) obtenidos mediante MicroTC, entre el
lado experimental (BoNTA) vy el lado control (Salino), es de minimo 8 individuos
(Balanta-Melo y cols, 2019), en la presente tesis se usaron 9 individuos de interés

para cada grupo (2 'y 7d).

Los datos se reportaron de acuerdo con el tamano de la muestra y la normalidad de
su distribucion como promedio y error estandar del promedio (+/- SEM). La
distribucion normal de los datos se determin6 mediante test de Shapiro-Wilk. La
diferencia entre lado BoNTA (derecho) y el lado Salino (izquierdo) del mismo
individuo se determiné mediante Prueba t pareada de una cola. La diferencia entre
lado BoNTA o Salino y sus homologos de distintos individuos se determiné mediante
la Prueba t-test no pareada de una cola. La comparacion multiple entre el grupo No
Intervenido y el lado Salino de individuos intervenidos a distintos tiempos, se realizo
mediante la prueba Krustal-Wallis. Todos los analisis estadisticos se realizaron con
el programa GraphPad Prism 9.0d (Software GraphPad, La Jolla, CA, EE. UU.). p
<0,05 se definio como diferencia estadistica.
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5. RESULTADOS.

5.1 Establecimiento de los controles negativos y positivos del protocolo.

Con el fin de determinar la simetria de los dos condilos en las mandibulas de los
animales, se realizaron controles sin intervencion. Paralelamente, se utilizé la
inyeccion unilateral de BoNTA y analisis luego de 14 dias como control positivo del
dafo 6seo asociado, como ya se ha descrito por nuestro grupo (Balanta-Melo y
cols., 2019).

En las mismas condiciones de alojamiento controlado que todos los individuos, no
se observaron cambios en los parametros BV/TV ni Tb.Th entre el lado derecho e
izquierdo en los individuos controles no intervenidos, (Figura 9A-B). No hubo
diferencias significativas del BV/TV entre grupo no intervenido y el lado izquierdo
(Salino) de animales intervenidos con BoNTA a los 2y 7 dias (Figura 9C). Tampoco
hubo diferencia significativa en el Tb.Th entre el grupo no intervenido y el lado Salino
de animales intervenidos con BoNTA a los 2 y 7 dias (control intraindividuo) (Figura
9D).

Alos 14 dias post intervencion, la cabeza mandibular del lado inyectado con BONTA
exhibe una disminucion significativa de la magnitud de los parametros
microestructurales 6seos evaluados respecto al lado Salino (Figura 10). Por lo
tanto, el grupo BoNTA 14d se establece como control positivo y el grupo Sin

Intervencion como control negativo.
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Figura 9 La microestructura de la cabeza mandibular adyacente al musculo
masetero inyectado con solucién salina (2-7-14d, control intra-individuo) es
equivalente a la de animales no intervenidos: lado derecho (DER) e izquierdo
(1ZQ).

A-B: Animales sin intervenir no presentan cambios en los parametros de
microestructura 6sea BV/TV (A) ni Tb.Th. (B) en las cabezas mandibulares derecha
e izquierda. n=3, promedio + SEM, test de t pareado, una cola, ns: no significativo.
C-D: En los grupos BoNTA 2-7-14d, el céndilo adyacente al musculo masetero
inyectado con solucion salina es equivalente al de los animales no intervenidos
cuando se comparan los parametros de BV/TV (C) y Tb.Th. (D). n=6-9, promedio +
SEM, prueba Kruskal-Wallis, una cola, ns: no significativo.
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BV/TV, Fraccion de Volumen 6seo; Tb.Th, Grosor Trabecular. NI: No Intervenidos.
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Figura 10 La inyeccion unilateral de BoNTA en musculo masetero reduce el
Tb.Th y BV/TV de la cabeza mandibular ipsilateral a los 14 dias post

intervencion.

A los 14 dias luego de la inyeccion de BoNTA en el musculo masetero se reduce
significativamente el Tb.Th (A) y BV/TV (B) en la cabeza mandibular ipsilateral
(BONTA) comparado con su contralateral inyectado con solucion salina (Salino).
(C-D): Imagenes representativas en 2D en escala de grises de cabezas
mandibulares de un individuo BoNTA 14d, lado Salino (C) y lado BoNTA (D). (E-F):
Imagenes representativas del mapa de color de analisis Thikness con barra de
calibracion de la escala colorimétrica del algoritmo de calculo de Boned 1.4.3, en la
zona central de cabezas mandibulares de un individuo BoNTA 14d, lado Salino (E)
y lado BoNTA (F). n = 3; promedio +/- SEM; *: p < 0.05; Test de t pareado de una
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cola. Abreviaciones: BONTA, toxina botulinica tipo A; BV/TV, Fraccion de Volumen
0seo; Tb.Th, Grosor Trabecular.

5.2 La paralisis de musculo masetero inducida por BONTA promueve pérdida
6sea temprana en la cabeza mandibular, desde los 7 dias post intervencién.
Con el fin de evaluar si disminuye la calidad 6sea de la cabeza mandibular,
caracterizada a través de su microestructura, luego de la paralisis de musculo
masetero inducida por BONTA a estadios tempranos, se compararon los parametros
BV/TV y Tb.Th a distintos tiempos post intervencion. Se observé que luego de 2
dias post inyeccion con BONTA en el musculo masetero derecho de raton, no hubo
cambios estadisticamente significativos en la cabeza mandibular del lado BoNTA
respecto al lado contralateral intervenido con solucion salina (figura 11A-B). Las
figuras 11C-D-E-F muestran imagenes representativas de las capturas 2D de
MicroTC en escala de grises (Figura 11C-D) de condilos provenientes de una
misma mandibula en la zona central de la cada cabeza mandibular de individuos
BoNTA 2d, en que no se aprecian cambios cualitativos entre el lado BONTA y el lado
salino, lo cual también se grafica en las imagenes del analisis Thickness (Figura
11E-F).

A los 7 dias post inyeccion unilateral con BONTA en el musculo masetero derecho,
disminuyeron significativamente los parametros de BV/TV y Tb.Th. en la cabeza
mandibular ipsilateral, en un 3,71 +/- 0,49% y un 19 +/- 1,72%, respectivamente.
(Figura 12A-B). La disminucion del volumen 6seo y el grosor de las trabéculas se
aprecia claramente en las imagenes representativas de la captura 2D del microTC
en escala de grises (Figura 12C-D). La disminucion del grosor de las trabéculas se
aprecia en las imagenes representativas de la captura 2D del analisis Thickness;
mapa de color con barra de calibracion de la escala colorimétrica del algoritmo de
calculo de Boned 1.4.3 (Figura 12E-F). Las imagenes corresponden a la misma

mandibula en la zona central de cada cabeza mandibular.
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Para evaluar si existe un efecto progresivo en la disminucion de la calidad de la
microestructura 6sea de la cabeza mandibular luego de la paralisis de musculo
masetero inducida por BoNTA, se compararon estos parametros a los distintos
tiempos post intervencion, como se muestra en la Figura 13. El parametro Tb.Th en
las cabezas mandibulares ipsilaterales a la inyeccion de BoNTA disminuye
significativamente entre las 2 y 7 dias (Figura 13A) y entre los 7 y 14 dias (Figura
13B) post intervencion. Por otro lado, BV/TV disminuyo significativamente entre los
2 y 7 dias post intervencion (Figura 13C) y luego se mantuvo estable hasta los 14
dias (Figura 13D).
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Figura 11 La microestructura 6sea de la cabeza mandibular no esta alterada a
los 2 dias post inyeccién unilateral de BONTA en musculo masetero.

A dos dias post intervencion no hubo cambios significativos de BV/TV (A) ni Tb.Th
(B) entre la cabeza mandibular del lado inyectado con BoNTA y el contralateral
inyectado con solucién salina en musculo masetero. (C-D): Imagenes
representativas en 2D en escala de grises de cabezas mandibulares de un individuo
BoNTA 2d, lado Salino (C) y lado BoNTA (D). (E-F): Imagenes representativas del
mapa de color de analisis Thiknes con barra de calibracion de la escala colorimétrica
del algoritmo de calculo de Boned 1.4.3, en la zona central de cabezas mandibulares
de un individuo BoNTA 2d, lado salino (E) y lado BoNTA (F). n = 9; promedio +/-
SEM; ns: no significativo; Test de t pareado de una cola. Abreviaciones: BoNTA,
toxina botulinica tipo A; BV/TV, Fraccion de Volumen o6seo;, Tb.Th, Grosor

Trabecular.
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Figura 12 La microestructura 6sea de la cabeza mandibular disminuye a los 7

dias post inyeccion unilateral de BONTA en musculo masetero.

Siete dias post intervencion se reduce significativamente BV/TV (A) y Tb.Th (B) en
la cabeza mandibular ipsilateral (BoNTA) comparado con su contralateral inyectado
con solucion salina en musculo masetero. (C-D): Imagenes representativas en 2D
en escala de grises de cabezas mandibulares de un individuo BoNTA 7d, lado salino
(C) y lado BoNTA (D). (E-F): Imagenes representativas del mapa de color de
analisis Thikness con barra de calibracion de la escala colorimétrica del algoritmo
de calculo de Boned 1.4.3, en la zona central de cabezas mandibulares de un
individuo BoNTA 7d, lado salino (E) y lado BoNTA (F). n = 9; promedio +/- SEM; ***:
p < 0.001; Test de t pareado de una cola. Abreviaciones: BoNTA, toxina botulinica

tipo A; BV/TV, Fracciéon de Volumen 6seo; Th.Th, Grosor Trabecular.
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Figura 13 La inyeccion unilateral de BoNTA en musculo masetero reduce la
microestructura 6sea de la cabeza mandibular ipsilateral de forma progresiva

desde los 7 dias.

Se comparan los valores de Tb.Th y BV/TV de condilos adyacentes a musculos
maseteros inyectado con BONTA (ipsilaterales), a distintos tiempos post-
intervencion (A) El Tb.Th del lado intervenido con BoNTA es significativamente
menor a los 7 dias respecto su homodlogo a los 2 dias (n=9). (B) BV/TV del lado
intervenido con BoNTA es significativamente menor a los 7 dias respecto su
homologo a los 2 dias (n=9). (C) El Tb.Th del lado intervenido con BoNTA es
significativamente menor a los 14 dias respecto su homologo a los 7 dias, n = 3 —
9. (D) No hay cambio significativo del BV/TV entre los 7y 14 diasn =3 - 9.

**:p <0,01; ***: p<0,001; Test de t no pareado de una cola. Se reporta promedio
+/- SEM. Abreviaciones: BoNTA, toxina botulinica tipo A; BV/TV, Fraccion de
Volumen 6seo; Th.Th, Grosor Trabecular.

50



6. DISCUSION.

6.1 Validacion del modelo y calibracion del método de analisis

En el presente trabajo se analiz6 si a tiempos cortos post inyeccion de BONTA (2-
7d) en musculo masetero de raton disminuye la calidad 6sea de la cabeza
mandibular asociada, tal como se ha descrito por nuestro grupo a 14 dias (Balanta-
Melo y cols., 2019). Con esta tesis se demuestra por primera vez que la intervencidn
unilateral con BoNTA en musculo masetero reduce la calidad 6sea de la cabeza
mandibular asociada a los 7 d post intervencién, caracterizada por una disminucién

de dos parametros de microestructura ésea medidos por microTC: BV/TV y Tb.Th.

En esta tesis se ajustd y validé un nuevo protocolo de analisis de microestructura
o0sea mediante la cuantificacion de dos parametros 6seos (BV/TV y Tb.Th) con el
uso de imagenes 2D de escaner por microTC, con tamaro de voxel de 8,43 um. El
grupo BoNTA 14 dias, exhibio una disminucion significativa de BV/TV y Tb.Th,
siendo consistente con reportes previos, donde se observé disminucion significativa
de los parametros mencionados a los 14 dias con una resolucion de 5,11 ym de
tamano de voxel (Balanta-Melo y cols., 2019). A esta temporalidad, el fenotipo de
atrofia muscular ya esta establecido y la pérdida de tejido 6seo es significativa. Por
tanto, se pudo establecer que la resolucion 8,43 um y el analisis en Boned 1.4.3 con
el protocolo desarrollado en el presente trabajo, genera un resultado consistente
con reportes previos. Esto cobra relevancia debido a que hay disponibles varios
equipos de escaneo para microTC y programas para el analisis de imagenes y, por
tanto, distintos protocolos de andlisis microestructural. Estos reportan variabilidad
en el resultado de la cuantificacion de los parametros de microestructura osea;
BV/TV es el parametro que menos varia entre los distintitos métodos de
analisis/equipo, mientras que Tb.Th tiende a mayor variabilidad entre los métodos
(Steiner y cols., 2020). Aun asi, Boned 1.4.3, utilizando el protocolo descrito en la
presente tesis, resulta un método apropiado para el analisis microestructural, con
resultados reproducibles y comparables. Cabe sefialar que la comparativa
mencionada de los resultados de analisis y toma de imagenes, a diferencia del
presente estudio, esta realizada en huesos humanos con un tamafo de voxel de 18

um (Steiner y cols., 2020).
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6.2 Efectos 6seos de BONTA en musculos de extremidades

En estudios previos se ha establecido que la fraccion de volumen 6seo y la
arquitectura del hueso trabecular, pueden explicar mas del 90% de la resistencia a
la fractura del hueso (Borah y cols., 2002; Oftadeh, Entezari y cols., 2015; Oftadeh,
Perez-Viloria, y cols., 2015; Samelson y cols., 2019). Estos resultados represetan
evidencia inédita que constatan disminucion del tejido éseo en un estadio temprano
de la paralisis inducida por BoONTA en el sistema masticatorio. Este efecto ha sido
reportado en un modelo similar, donde se observé una disminucion de BV/TV en la
tibia a los 3 dias post intervencién con BoNTA (Botox, Allergan; 2 U/100 g, 20 pl
volumen final) en los musculos gastrocnemio, soleo y plantaris de ratones hembras
C57 de 16 semanas de edad. En el mismo reporte se constaté una disminucion
significativa de Tb.Th. a los 5 dias post intervencion (Poliachik y cols., 2010). Cabe
sefalar que la resolucion de la microTC utilizada fue 10.5 ym de tamafiao de voxel,
que es menor a la usada en el presente estudio; sin embargo es suficiente para el
anaaisis de microestructura 6sea en ratones (Donnelly, 2011). Por otro lado, fueron
analizadas ratones hembras C57BL/6 adultas de 16 semanas de edad a diferencia
de esta tesis donde se usaron ratones machos adultos de 8 semanas, lo que podria
tener factores confundentes relacionados al sexo (Kim y cols., 2017). Podria exisitir
variabilidad entre hembras y machos, siendo las primeras mas suceptibles a
cambios 0seos, con mayor tendencia a la pérdida de tejido que los machos ( Genant
y Lotz, 1994; Nguyen y cols., 2001; Naganathan y Sambrook, 2003; Nieves y cols.,
2005; Cawthon, 2011; Lang, 2011; Roberts y cols., 2011; Cianferotti y Brandi, 2014;
Alswat, 2017; Konermann, 2019; Hong y Kang, 2020).

El efecto de la reduccion de tejido 6seo en extremidades inferiores posterior a la
paralisis muscular, se ha explicado por una sobreregulacion de Ia
osteoclastogénesis. En un estudio de inyeccion con BoNTA (2 U/100 g, 10l
volumen total; Allergan) en musculos de extremidad inferior de ratones hembras
C57BI6/J de 16 semanas de edad, se reportdé un aumento progresivo de RANKL en
la tibia a los 3 dias, que no es significativo sino hasta los 7 dias luego de la inyeccion.
Luego de 5 dias se observd un aumento del 122% del numero de osteoclastos

respecto al control contralateral salino. Luego de 7 dias se observé una disminucidn
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significativa de BV/TV (-51.4%) y Tb.Th (-21.2%) en la tibia del lado inyectado con
BoNTA respecto al control salino (Aliprantis et al., 2012).

6.3 Comparacioén del efecto de BONTA con otros modelos de desuso muscular
en extremidades

La inyeccion de BoNTA en musculos es uno de varios modelos existentes para
estudiar los efectos del desuso muscular sobre el tejido 6seo en animales (Brent y
cols., 2021). Otro de ellos es la suspension por cola para generar desuso de
extremidades inferiores. En este modelo se ha reportado una disminucion
significativa de BV/TV (-27%) y Tb.Th (-20%) en el hueso trabecular de tibia y femur
de ratones machos C57BL/6J de 16 semanas de edad, a los 14 dias de suspension
de cola respecto a individuos controles no suspedidos. En dicha temporalidad
reportaron una disminucién de las propiedades mecanicas del femur: 13% menos
de momento de flexion final, 10% menos tension y 12% menos rigidez a la flexion
(Lloyd y cols., 2014). Esto denota que el porcentaje de reduccion de BV/TV y Tb.Th
observados en dicho estudio, tiene un efecto bioldgico en extremidades inferiores.
Respecto a este ultimo punto, podemos exponer una limitacion de la presente tesis:
los hallazgos de reduccion de los parametros analizados, si bien son
estadisticamente significativos, no permiten extrapolar a una posible consecuencia
biolégica de esta reduccion. Para el modelo de desuso muscular por suspension
de cola se describe es capaz de reducir la fuerza muscular entre 1 a 3 dias luego
de la descarga mecanica (Hanson y cols., 2013), mientras que el uso de BoNTA es
capaz de generar la paralisis de los musculos de extremidad inferior a las 24 h
(Poliachik y cols., 2010), siendo una ventaja comparativa al generar efecto mas
rapido, ademas de permitir la generacion de un control intraindividuo, lo que no
ocurre con la suspensién de cola. Si bien este ultimo método esta validado para su
uso en estudios de desuso muscular, no es posible de aplicar en el sistema
masticario para tales efectos; otro modelo propuesto que se puede aplicar en el
territorio maxilofacial es la denervacién quirtrgica (Brent y cols., 2021). Esta genera
una paralisis total del musculo de interés con la posibilidad de generar un control
intraindividuo, pero precisa de expertiz quirdrgica y puede generar disfucion

vascular con una consecuente alteracion de la circulacion sanguinea (Kjell y Olson,
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2016). Otra posibilidad de modelo, es la generacion de desuso muscular a traves
de dieta blanda, pero involucra mayor tiempo de experimentacién y se reporta
mayoritariamente en estudios del desarrollo mandibular (Tanaka y cols., 2007;
Enomoto y cols., 2010; N. Hichijo y cols., 2014; Natsuko Hichijo y cols., 2015).

De acuerdo a lo anterior, existe una consistencia de los resultados presentados en
este trabajo con otros modelos de desuso muscular en extremidades. Sin embargo,
dicha evidencia no es completamente homologable al sistema masticatorio, por las

diferencias fisiologicas y estructurales que presentan.

6.4 Antecedentes de efectos 6seos posterior a la paralisis de musculos
masticatorios inducida por BONTA en modelo animal.

En el sistema masticatorio de ratones hembras C57BL/6J (6 semanas) luego de 4
semanas de inyeccién unilateral de BoNTA (0,3 U / 30 pl), se ha observado un 10%
de reduccion de la fraccion de volumen 6seo en el lado inyectado versus el control,
medido a traves de MicroTC (voxel de 6 um). Interesantemente, en este reporte
observaron que la disminucién de la masa 6sea se previene parcialmente cuando
se ejecuta carga mecanica estatica sobre la ATM por 4 semanas (Dutra y cols.,
2018). Esto sugiere que el hueso responde a fuerzas externas, que podrian ser
generadas por el musculo; al generarse la paralisis el estimulo desaparece, con la
consecuente pérdida de tejido éseo. Por otro lado, a nivel histolégico se demostrd
una disminicion significativa del 75% de fosfatasa alcalina, un marcador de
formacion 6sea (van Straalen y cols., 1991), en el lado BoNTA respecto a los
controles (Dutra y cols., 2018).

Un estudio en ratas adultas, también reportan una disminucion significativa de
microestructura 6sea con el uso de microTC de alta resolucién (tamafno de voxel de
2,94 uym), usando una unica de inyeccion de BoNTA (2U / 0,4 ml; Botox®, Allergan):
1U en musculo masetero y 1U en musculo temporal. A las 4 semanas post
intervencidn se reportd una disminucién significativa de BV/TV en el lado inyectado
versus los controles intra individuo (inyeccion salina) y grupos controles
propiamente tal también intervenidos pero con inyeccion de solucién salina (Kun-

Darbois y cols., 2017). Cabe sefialar que la dosis usada es mas alta que la usada
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en ratones; esto se debe a la diferencia de peso y por tanto, del tamafno del animal
y de los musculos de interés. Mientras un raton masa alrededor de 20 g (Dutra y
cols, 2018), una rata puede bordear los 500 g (Kun-Darbois y cols., 2017).

En ratones jovenes en desarrollo machos y hembras (5 semanas, transgénico
Col10a1) se reportdé una disminucion significativa de BV/TV (21.44%) y Tb.Th
(17.4%) respecto a los controles, luego de 4 semanas post inyeccion de BONTA en
el musculo masetero derecho (0,3U / 30 pl), medido con MicroTC con un tamaio de
voxel de 6 um. Cabe destacar que la disminucion de los parametros
microestructurales puede estar influenciada por la edad de los animales, puesto que
al ser individuos en desarrollo, son mas sensibles a los cambios en la proliferacion
celular asociados a la remodelacidon 6sea (Dutra y cols., 2016). El mismo grupo en
2019, reportd en ratones hembra C57BL/6 (6 semanas, equivalente a pubertad) una
reduccién del 10% de la fraccidn de volumen éseo a las 4 semanas, que es
mantenida a las 8 semanas, denotando que tal efecto no es transitorio (Dutra y
Yadav, 2019).

Un punto importante en cuanto a la variabilidad de los resultados obtenidos en los
diferentes estudios en modelo murino podria explicarse en diferencias en la
seleccion de la region de Interés (ROI). Kun-Darbois y cols en 2015 especifican un
ROI que no comprende el volumen total del condilo mandibular; excluyen el
contorno cortical, seleccionando sélo lo correspondiente a tejido 6seo esponjoso
(Kun-Darbois y cols., 2015). En otro estudio previamente mencionado, seleccionan
tanto hueso cortical como trabecular estrictamente de la cabeza mandibular, sin
abarcar parte del céndilo mandibular que es captado por la imagen 2D (Dutra y
Yadav, 2019). En esta tesis se utilizo la seleccion del contorno del condilo
mandibular, abarcando hueso cortical y trabecular de la cabeza mandibular y la

primera porcidn del céndilo mandibular, esto aumenta el volumen total a analizar.

Los hallazgos de esta tesis cobran relevancia al evidenciar tempranamente la
progresion del fenomeno de pérdida 6sea posterior a la paralisis muscular, que se
acentua a medida que transcurre el tiempo desde la intervencion. En ratas Sprague

Dawley hembras (4 semanas) se observd mediante microTC (tamano de voxel =
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9um) que 10 semanas después de una inyeccion unica bilateral con BONTA (Botox,
Allergan, Irvine, Calif) en musculo masetero hay una disminucion del 10.44% de
BV/TV y un 12,8% de Tb.Th en la cabeza mandibular (Wang y cols., 2020). Estos
resultados dan cuenta de la importancia de la musculatura funcional en la
mantencion del tejido 6seo. En el mismo estudio realizaron inyecciones multiples
espaciadas cada 2 semanas, probablemente para eliminar el fendmeno de
“sprouting” (mencionado en el marco tedrico). Por tanto, generaron un modelo
donde el musculo se denervd quimicamente durante 6 semanas, observando que
en esta ultima condicion la disminucion de BV/TV y Tb.Th es mas severa (Wang y
cols., 2020) 27.71% y 23.38% respectivamente. Por tanto, inyecciones multiples y

seriadas podrian tener mayor efecto osteopénico que una désis unica.

Solo existe un estudio donde se reportan cambios microestructurales a un tiempo
menor a los previamente mencionados, y es a 14 dias post intervencion con
inyeccion unilateral con BONTA, utilizando la misma dosis y cepa de raton que en
esta tesis. En dicho reporte se utiliz6 un microTC de mayor resolucién (tamafio de
voxel 5,11 ym) y se evidencidé una disminucion de BV/TV (16%) y Tb.Th (26%) de
forma significativa entre el lado inyectado versus el control salino y grupo control sin
intervencion (Balanta-Melo y cols., 2019). El porcentaje de reduccion de ambos
parametros difieren con la presente tesis. Por ejemplo el BV/TV en el grupo BoNTA
14d se reduce en un 1,21%, en comparacion a al 16% reportado previamente, a
pesar de ello Tb.Th se reduce de manera consistente y similar en ambos estudios,
siendo un 19 +/-1,72 % en la presente y un 26% de disminucion reportado con
anterioridad. Esto puede deberse al tamafo de la muestra. Dado que el grupo
BoNTA 14d en el presente trabajo se realizd sélo para estandarizar y validar la
técnica de cuantificacion de microestructura 6sea, se utilizé un n=3, en comparacion
al n=8 del reporte previo (Balanta-Melo y cols., 2019). A pesar de la gran diferencia
en el porcentaje de disminucion, en el presente estudio la reduccion fue significativa.
Teniendo en cuenta que previamente se establecio que a los 14 dias hay diferencias
significativas entre los grupos experimentales y control, la significancia encontrada
en esta tesis a dicha temporalidad es suficiente para establecer estos resultados

como un control positivo. Por otra parte, el control negativo (ratones sin intervencion
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eutanasiados a los 14 dias) no exhibieron cambios en la microestructura de las
cabezas mandibulares derecha e izquierda, dando cuenta que los ratones de este
modelo generan funcion masticatoria de forma simétrica.

En el presente estudio se evidencio la disminucion de tejido 6seo a los 7 dias luego
de la inyeccion, resultado que es concordante si pensamos en las bases celulares
de la remodelacién ésea. Es sabido que para exista una diminucion de la masa
Osea, debe existir un proceso de remodelacion del tejido 6seo. Esto implica la
diferenciacion y activacion osteoclastica (Boyle y cols., 2003; Robling y cols., 2006;
Clarke, 2008; Charles y Aliprantis, 2014; Katsimbri, 2017;), que ocurre tras la
expresion de RANKL por parte de osteoblasto y osteocitos (Boyce y Xing, 2008).
Teniendo en cuenta de que existe una sobreexpresion de ARNm de RANKL a los 2
dias en la cabeza mandibular en el lado del musculo masetero paralizado con
BoNTA (Balanta-Melo y cols., 2018), es probable que ya en dicha temporalidad
exista activacion de osteoclastos quiescentes (Florencio-Silva y cols., 2015). En el
presente reporte pudimos evidenciar que no existe un efecto en el tejido a los 2 dias
como respuesta aguda al aumento de RANKL; sin embargo, este resultado también
podria deberse a que el aumento de RANKL reportado, es medido a través de
ARNmM y no a nivel de expresion de la proteina funcional. Por otro lado, desde los 2
dias comenzarian a diferenciarse nuevos osteoclastos y sobreactivarse los
quiescentes, proceso que toma alrededor de 7 dias (Marks y Seifert, 1985;
McDonald y cols., 2021), donde si se pudo evidenciar disminucion del tejido oseo.
Esto da cuenta que posterior a la paralisis muscular con dosis Unica en musculo
masetero ocurre progresivamente un deterioro del tejido 6seo, que ya es
significativo desde los 7 dias. No se pudo encontrar diferencias significativas de
BV/TV entre los lados intervenidos de 7 y 14 dias, a diferencia de Tb.Th que si tuvo
una disminucion progresiva. Nuevamente esto puede deberse al bajo n utilizado a
los 14 dias, que arroja un cambio en la magnitud de BV/TV entre lado BoNTA vy
salino que, si bien es significativo intraindividuo, es probable que no sea suficiente
para que la comparacion interindividuo sea significativa. Es esperable que con un n
mayor el BV/TV a los 14 dias se acerque al 16% de disminucion que fue reportado

previamente en nuestro grupo (Balanta-Melo y cols., 2019), lo que podria lograr la
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significancia, teniendo en cuenta que en esta tesis se reporta una disminucion de
3,71 +/- 0,49% del BV/TV a los 7 dias con un n=9.

Los efectos observados en ratones y ratas son consistentes con los observados en
modelo de conejo, donde se utilizé inyeccion de BoNTA (Botox®, Allergan, 10U /
0,25 ml) en musculo masetero y se midiéo Tb.Th (entre otros) a las 4 y 12 semanas
mediante microTC. Se observé una disminucion significativa de Tb.Th a las 4
semanas y recuperacion a parametros similares a los basales a las 12 semanas
(Rafferty y cols., 2012).

Existen distintos modelos para el estudio del desuso muscular, siendo los estudios
en modelo murino los mas utilizados (Brent y cols., 2021). Estos son animales
representativos de estudio del desarrollo y fisiologia de la articulacion
temporomandibular en los mamiferos a nivel preclinico, siendo de interés desde el
punto de vista de la masticacion y su influencia en los problemas oromandibulares
desde lo experimental (Okayasu y cols., 2003; Suzuki y Ilwata, 2016;Liang y cols.,
2016). Los roedores presentan cambios de forma y tamafio de la mandibula durante
su desarrollo como resultado de la erupcion dental y el estimulo biomecanico de los
musculos masticatorios, lo que constituye un proceso importante en el
entendimiento del desarrollo craneomandibular humano (Swiderski y Zelditch,
2013).

6.5 Dosis de BoNTA y su equivalencia en diferentes estudios.

Una dificultad a la hora de comparar los resultados de nuestro estudio con la
literatura, es que los distintos estudios de paralisis con BONTA utilizan disintas dosis,
y distintas marcas comerciales de toxina, que no tienen equivalencia en su
dosificacion. En cuanto a la dosis de BoNTA utilizada, en ratones machos adultos,
una dosis de 0,1U de BoNTA (Botox Vista; Allergan) es suficiente para reducir
significativamente la actividad electromiografica del musculo masetero, 24 h post
intervencion (Yoshimi y cols., 2017). Dado que 1U equivale a la LD50 en un ratén
suizo de 20 g (1 ng / Kg) (Montecucco y Molgo, 2005), la dosis implementada en
este estudio, 0,2U (0,2 ng/kg), resulta segura para la salud general de los animales,
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suficiente para generar la atrofia del musculo masetero y consistente con estudios
publicados durante el desarrollo del modelo pre-clinico (Dutra et al., 2016; Yoshimi
y cols., 2017; Dutra et al., 2018). Teniendo en cuenta que las diferentes marcas
comerciales de BONTA no son intercambiables en términos de dosis (Doube y cols.,
2010), es relevante establecer que la neurotoxina utilizada en el desarrollo de esta
tesis corresponde Onabotulinumtoxin A (Botox®, Allergan Chile), la cual es
producida por el mismo laboratorio y bajo el mismo estandar de equivalencia de
dosis implementado para los productos utilizados previamente en ratones adultos
para inducir paralisis y atrofia del musculo masetero en un rango entre 0,1U y 0,3U
(Dutra et al., 2016;Yoshimi y cols., 2017; Dutra y cols., 2018), ademas de ser
consistente con la neurotoxina utilizada en estudios con ratas adultas ( Tsai y cols.,
2010; Kun-Darbois et al., 2015; Kun-Darbois y cols., 2017;Shi y cols., 2018) vy
conejos adultos (Rafferty y cols., 2012; Matthys y cols., 2015). Adicionalmente, en
humanos algunos de los reportes sobre el uso de BONTA en el musculo masetero
se enmarcan entre 5U y 70U por musculo (Langenbach y cols., 2003; Miller y
Clarkson, 2016; De la Torre Canales y cols., 2018; Ondo y cols., 2018; ). Con base
en la masa promedio del musculo masetero humano (Van Eijden y cols., 1997), una
dosis alta de BoNTA (70U) equivaldria aproximadamente a 3,3 U/g de musculo
masetero, lo cual se corresponde con la dosis utilizada en este estudio (0,2U en 10
pl) normalizada por la masa del masetero de raton para un promedio de 3 U/g. La
utilizaciéon de la misma neurotoxina, por lo tanto, permite evaluar y contrastar la
dosis usada en relacion con sus efectos entre diferentes especies y disefios

experimentales.

6.6 Antecedentes de efectos 6seos posterior a la paralisis de musculos
masticatorios inducida por BONTA en humanos.

Existen obvias diferencias en la temporalidad de la remodelacion 6sea entre
roedores y humanos; los primeros exiben un metabolismo comparativamente mas
rapido que los humanos (Jilka, 2013). Se estima que la remodelacion 6sea en
ratones se completa alrededor de los 14 dias (Weinstein y cols.,1998), mientras que

en humanos toma un total aproximado de 6-9 meses (Han y cols., 1997).
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En base a lo anterior podemos esperar que la disminucion de tejido 6seo posterior
a la paralisis muscular del masetero se observe a mayor tiempo en humanos.
Existen reportes en humanos que evidencian cambios en la forma de la mandibula.
Uno de ellos evidencia que posterior a la inyeccion bilateral de BoNTA (Neuronox;
Medytox Inc.) en hombres y mujeres adultos en musculo masetero (100 IU / 2 mL),
hay una disminucion significativa del volumen del angulo mandibular, medido con
Tomografia Computarizada ConeBeam (CBTC), comparando el estado previo a la
intervencidn versus 6 meses post intervencion (Lee y cols., 2017). Cabe destacar
que la toxina empleada en tal estudio (Neuronox; Medytox Inc., Seoul, Korea) no es
la utilizada en los reportes en modelo animal y la dosis usada no es suficiente para
generar una suficiente disminucion de la fuerza del masetero. Un estudio piloto en
2014, evidencié mediante CBTC en mujeres adultas (45 afios en promedio de edad),
una disminucion visual y subjetiva (analisis ciego por parte de 2 radidlogos
maxilofaciales) de la densidad 6sea en el céndilo mandibular de pacientes que
fueron expuestas al tratamiento con BoNTA para dolor miofascial, respecto a
pacientes que no recibieron intervencién con la toxina, visualizado de 6 a 10
semanas post inyeccién (Raphael y cols., 2014). En otro reporte prospectivo se
evidencio adelgazamiento de la cortical y cambios en la textura superficial del
condilo mandibular, medido por CBTC a los 12 meses luego de la intervencion con
BoNTA (Botox, Allergan, bilateral, 30-100U en masetero, 20U en temporal),
respecto al estado inicial de los pacientes (Kahn y cols., 2020). En otro reporte
retrospectivo, con un total de 77 mujeres (39 jévenes y 38 postmenopausicas), se
constato que luego de 12 meses post intervencion con BONTA de manera bilateral
en musculo masetero (20 unidades) y temporal (25 unidades) en 2 dosis espaciadas
cada 6 meses, hubo una disminucion del grosor cortical del cabeza mandibular
medido por Tomografia Computarizada (30um de tamafo de voxel), al ser
comparado con el estado inicial previa a la intervencion (Hong y Kang, 2020). Estos
resultados se contraponen con otro reporte donde no se encontraron diferencias
significativas entre el estado basal y luego de 1 afo post intervencion, midiendo
mediante CBTC la densidad 6sea y el volumen de la cabeza mandibular; estos

resultados se pueden deber al tamafio de muestra menor (n=35 mujeres adultas)
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que los reportes anteriores. Por otro lado, la dosis de BoNTA utilizada no fue
estandar para todos los participantes, ni tampoco las veces de exposicion a la toxina
fue la misma entre individuos (Raphael y cols., 2020), sobretodo la ultima variable
podria arrojar diferentes resultados (Dressler y Saberi, 2005). Dichas discrepancias
en estudios clinicos dan cuenta que los efectos deletéreos de la inyeccion con
BoNTA en el tejido 6seo mandibular es un tema de interés actual y de emergente
estudio.

Este trabajo genera bases para que posteriormente se estudie el mecanismo
molecular y celular que subyace a la coordinacion musculo/hueso que se expresa
en un fenotipo de atrofia muscular y disminucion de masa 6sea posterior a la
paralisis muscular. En el tejido 6éseo estudiado en el presente trabajo de tesis se
evidencio el curso temporal del fenomeno descrito desde un tiempo temprano.
Ademas de ser un engranaje relevante dentro de una investigacién mayor, aporta
en si mismo al conocimiento de los efectos 6seos agudos de la intervencion

muscular con BoNTA a nivel del condilo mandibular.
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7. CONCLUSIONES Y PROYECCIONES

7.1 Conclusiones

La paralisis unilateral del musculo masetero inducida por BONTA, reduce temprana
y progresivamente la calidad ésea de la cabeza mandibular del lado inyectado,
caracterizada por la disminucion de parametros microestructurales (BV/TVy Tb.Th),
desde los 7 dias post intervencion.

Estos resultados evidencian un posible efecto secundario de la utilizacién de BONTA
en musculo masetero que conlleva a un proceso de osteopenia de la cabeza
mandibular cuyo mecanismo molecular y celular no esta completamente descrito.
Esto es relevante para la investigacion clinica odontolégica a tener en cuenta para
futuros estudios de potencial dafo, ademas como antecedente a informar a los

pacientes intervenidos con esta toxina.

7.2 Proyecciones

Respecto a la calidad 6sea a nivel microestructural y su repercusion biologica ¢ La
disminucion de la calidad 6sea caracterizada a través de la microestructura 6sea
tendra efectos biolodgicos y clinicos para los pacientes tratados con BoNTA en
musculos masticatorios? Pensado en el diagnostico de patologias osteopénicas ¢ La
caracterizacion de la microestructura 6sea mediante tomografia computarizada

podra ser un método diagnostico de osteopenia a nivel clinico?

En cuanto al uso de BoNTA en pacientes con patologia osteopénica de base ¢ Se
producira un deterioro aumentado del tejido 6éseo de la cabeza mandibular en
pacientes tratados con BoNTA en musculo masticatorios que presentan una
patologia osteopénica concomitante?

En cuanto a intervenciones dermatoldgicas ¢ existen consecuencias osteopénicas

maxilofaciales con las inyecciones multiples de BoNTA con fines estéticos?
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