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Resumen

La osteonecrosis de maxilar asociada a
aminobisfosfonatos (BRONJ) constituye un
efecto secundario del tratamiento crénico
con los mas potentes. Un modelo experi-
mental permitiria determinar la patogenia de
dicha alteracién. La oveja presenta caracte-
risticas orales y del metabolismo 6seo simi-
lar al humano y permite realizar manipulacio-
nes bucales. Se evaluaron cambios clinicos,
remodelacion 6sea y masa 6sea maxilar en
ovejas hembras adultas tratadas con zolen-
dronato (ZOL), durante 22 meses y utilizando
dosis equivalente al tratamiento de neopla-
sias. Seis ovariectomizadas (OVX) recibieron
ZOL; 5 OVX'y 4 SHAM (control) recibieron so-
lucion fisiologica. Al inicio, 4 y 22 meses se
evaluo calcemia, fosfatemia, crosslaps (CTX)
y fosfatasa alcalina ésea. Al final, se evalu6
contenido mineral éseo de la hemimandibula
superior (CMO: mg/cm?). Al final del estudio,
CTX disminuy6 significativamente en ZOL
(p<0,05) sin diferencias entre SHAM y OVX.
En maxilar, los contenidos de Ca y P (g/g te-
jido) y CMO (g/cm?) disminuyeron en OVX vs.
SHAM (p<0,05) y solo Ca y CMO respecto de
ZOL (p<0,05). ZOL incrementé el contenido
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de Ca y CMO, mientras que el de P perma-
neci6 significativamente disminuido respecto
de SHAM. La sobrevida en SHAM y OVX fue
del 100% y en ZOL 77% (2 muertes); 2 ove-
jas del grupo ZOL presentaron necrosis de
maxilar. Conclusiones: fue posible obtener
desarrollo de BRONJ por tratamiento croéni-
co con ZOL, el cual redujo notablemente la
resorcion y, segun la relaciéon Ca/P, posible-
mente haya afectado la mineralizacion 6sea.
Palabras clave: osteonecrosis de maxilar
asociada a bisfosfonatos, ovejas, acido zole-
drénico, remodelacién 6sea, crosslaps.

Abstract

EXPERIMENTAL MODEL

OF OSTEONECROSIS OF THE JAW
ASSOCIATED TO CHRONIC TREATMENT
WITH AMINOBISPHOSPHONATES

Bisphosphonate-related osteonecrosis of
the jaw (BRONJ) is a complication of chron-
ic treatment with the most powerful ami-
nobisphosphonates (BPs). An experimental
animal model would allow to determine the
pathogenesis of this complication. Ewes ex-
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hibit similar oral cavity characteristics and
bone metabolism as humans, and they are
suitable for oral cavity interventions. We ex-
amined herein the clinical manifestations,
bone remodeling status, and maxillary bone
mass in adult female ewes treated with zole-
dronate (ZOL) for 22 months. Six ovariecto-
mized (OVX) ewes received ZOL; and 5 OVX
and 4 SHAM animals received saline solu-
tion. At the start of the experiment, and at
the 4 and 22 month-time points serum Ca,
P, crosslaps (CTX), and bone alkaline phos-
phatase were measured. Bone mineral con-
tent (BMC) of the superior hemimandible
was measured at the end of the experiment.
At this time point, CTX was significantly de-
creased only in the ZOL group (p<0.05). Ca
and P content (g/g tissue) and BMC in the
mandible were significantly decreased in

Introduccion

Los bisfosfonatos (BP), analogos del piro-
fosfato, constituyen los principales agentes
anticatabdlicos utilizados en el tratamiento de
las patologias 6seas caracterizadas por una
excesiva resorcion osteoclastica. En este sen-
tido se utilizan como terapia en osteoporosis
posmenopdusica y enfermedad de Paget, y
en el tratamiento de neoplasias tales como hi-
percalcemias tumorales o asociadas a metas-
tasis 6seas. Por su estructura presentan una
gran avidez por la fase mineral de hidroxia-
patita, a la que se unen en los sitios metabo-
licamente activos, suprimiendo la actividad
osteoclastica.! La potencia farmacoldgica de
los BP varia enormemente; en la actualidad,
el acido zoledrénico (ZOL) es el que presen-
ta mayor potencia relativa, por lo cual, una
vez incorporado al hueso, puede persistir en
él hasta 10 afos.? El uso crénico de dichos
farmacos, especialmente los mas potentes,

the OVX group compared to SHAM animals
(p<0.05) and only Ca content and BMC were
decreased when compared to ZOL (p<0.05).
ZOL treatment increased the Ca content and
BMC, whereas the P content remained low
compared to the SHAM group (p<0.05). All
ewes from the SHAM and OVX groups and
77% of the animals from the ZOL group sur-
vived until the end of the experiment, where-
as two ewes of ZOL group exhibited BRONJ.
Conclusion: under our experimental condi-
tions, it was possible to induce BRONJ by
the chronic ZOL administration, which in turn
induced a high reduction in bone resorption
as well as possibly impaired bone mineraliza-
tion, based on the Ca/P ratio in the mandible.
Key words: bisphosphonates related osteo-
necrosis of the jaw, sheep, zoledronic acid,
bone remodeling, crosslaps.

ha dado lugar a efectos colaterales negativos
como la osteonecrosis de maxilar asociada
al tratamiento crénico con BP (de sus siglas
en inglés: BRONJ). Su frecuente localizacion
podria deberse al estrés fisioldégico al que
se encuentra sometida dicha area ya que el
maxilar, respecto del resto de los huesos del
organismo, es una regidén particularmente
susceptible de acumular BP. Este efecto se
debe al hecho de que la remodelacién ésea
en maxilar es aproximadamente 10 veces mas
rapida que la que se produce en los huesos
largos del esqueleto.® Por otra parte, la fuerza
masticatoria somete a los huesos maxilares
a frecuentes microtraumatismos, lo cual es-
timula la remodelacion.* Asimismo, las mani-
pulaciones dentales producen un microam-
biente Unico en el sentido de que se expone
hueso al medio externo en presencia de una
microflora oral que podria contribuir al desa-
rrollo de infecciones. Los BP también afectan
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el funcionamiento de las células epiteliales y
de aquellas implicadas en la respuesta inmu-
nitaria (p. ej., macréfagos y otras células del
sistema inmunitario).® Si bien el mecanismo
patologico no estd aun dilucidado, se postu-
la que la pronunciada disminucién de la re-
modelacion 6sea y la accion antiangiogénica
de dichas drogas, junto a las manipulaciones
dentales y el efecto sobre la respuesta inmu-
nitaria, serian factores de riesgo que contri-
buirian al desarrollo de BRONJ.®

El estudio de la etiologia de BRONJ en
los seres humanos es complicado debido a
la existencia de factores confundidores que
usualmente son irrelevantes en modelos ani-
males. Estos uUltimos proporcionan un mate-
rial experimental uniforme vy, si bien existen
modelos de BRONJ, en la mayoria, si no en
todos ellos, los animales no solo fueron ex-
puestos a BP sino también a otros farmacos
como glucocorticoides, lo cual puede adicio-
nar factores de riesgo para dicha patologia.”®

La oveja es un animal mediano, décil, facil
de mantener y manejar y relativamente ba-
rato comparado con otros animales del mis-
mo tamano. Dichos animales son aceptados
como modelo experimental en el estudio de
multiples aspectos relacionados con la inves-
tigacion del metabolismo éseo, por el hecho
de presentar similitudes con el ser humano
en cuanto a peso, tamafo y caracteristicas
mecanicas del esqueleto. Ademas es posible
obtener una cantidad suficiente de muestras
biolégicas como sangre y orina y pueden rea-
lizarse multiples extracciones de biopsias de
cresta iliaca.’® Otros factores hacen también
efectivo su uso en el estudio de patologias
orales. En este sentido, la oveja presenta mo-
lares y premolares y desarrolla periodontitis
por bacterias orales patdgenas similares a las
del ser humano, y el maxilar es lo suficiente-
mente grande como para permitir procedi-
mientos quirdrgicos.!"2

La hipdtesis del presente estudio utilizando
ZOL como monoterapia fue que los cambios
orales que pudieran producirse se deberian

exclusivamente al efecto del tratamiento con
el BP. En el presente estudio experimental se
replicaron en ovejas hembras varios de los
factores de riesgo asociados a los reportes
clinicos de BRONJ: pérdida de masa 6sea por
caida en los niveles estrogénicos, administra-
cioén intravenosa de un BP con elevada poten-
cia relativa por un largo periodo de tiempo y
manipulacién oral por extraccién dentaria. El
objetivo fue evaluar la posibilidad de desarro-
llar BRONJ debido a la acumulacion de BP en
forma espontanea o por manipulaciones ora-
les (extracciéon dental), tratando de dilucidar
alguno de los mecanismos implicados en el
desarrollo de la patologia 6sea, que preocupa
a odontdélogos y profesionales de la salud en
general.

Materiales y métodos
Fdarmacos

El acido zoledrénico (ZOL) fue gentilmen-
te provisto por Gador Argentina (S.A.). Las
dosis suministradas fueron equivalentes a
las que se utilizan en estudios clinicos para
el tratamiento de pacientes con mieloma.'®
Una dosis mensual de 4 mg ZOL (equivalente
a 66 pg/kg para un peso corporal de 60 kg)
fue administrada en ayunas por inyeccién en
la vena yugular. No se utilizaron supresores
del sistema inmunitario ni ninguna otra droga
que pudiera afectar el desarrollo de BRONJ.

La lidocaina al 2% se utiliz6 como suple-
mento de anestesia local para realizar la ex-
traccion dental solo en el caso de que fuera
necesario.

Para realizar los procedimientos quirlrgi-
cos se indujo anestesia general mediante in-
yeccion intramuscular de ketamina y xylacina
(100 mg/kg y 5 mg/kg, respectivamente) (Ho-
lliday Scout S.A., Buenos Aires, Argentina), si-
guiendo el protocolo estandarizado para este
tipo de intervencion.' Asimismo, en el pro-
ceso posoperatorio se utilizaron antibiéticos
en forma subcutanea (ampicilina, 12,5 mg/kg)
y, cuando fue necesario, un analgésico para
controlar el dolor
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Animales

Se utilizaron 15 ovejas hembras adultas
sanas de raza Corriedale, de la zona del Valle
Medio, Rio Negro, con una edad comprendida
entre 3 y 5 afos y un peso aproximado de 30
a 45 kg. Se ubicaron en la Chacra Experimen-
tal de la Universidad Nacional de Rio Negro y
se mantuvieron bajo condiciones extensivas.
El agua y la alimentacién fue suministrada
“ad libitum”, utilizando una dieta a base de
pasturas coasociadas de alfalfa, gramineas y
agropiro para cubrir todos los requerimientos
nutricionales de dichos animales.

En el presente estudio se observaron los li-
neamientos estandares aceptados, siguiendo
las normas para el cuidado y uso de animales
de experimentacion en concordancia con las
Guias Eticas Internacionales. Los animales
fueron mantenidos, examinados y luego sa-
crificados por veterinarios autorizados para el
manejo de animales por el Servicio Nacional
de Sanidad y Calidad Agroalimentaria (SENA-
SA), los que se encuentran regulados bajo es-
trictas normas sanitarias ambientales.

Diseno experimental

Con el objeto de disminuir los niveles es-
trogénicos y provocar osteopenia, 11 animales
fueron sometidos a una ovariectomia (OVX)
bilateral bajo anestesia general con monito-
rizacion cardiaca y respiratoria. Una vez que
los ovarios fueron localizados, se los removid.
Al resto de los animales (n=4) se les practicé
una operacion simulada (SHAM) y se los utili-
z6 como control; los oviductos fueron ligados
para prevenir embarazos accidentales durante
el estudio. Para acceder al tracto reproducti-
vo, el equipo de veterinarios practico a cada
animal una laparotomia en el flanco izquierdo.

Al segundo dia poscirugia, los anima-
les fueron divididos en grupos y tratados de
acuerdo con el esquema siguiente:

1. OVX: animales OVX que recibieron solu-
cidn fisiologica (SF) (n=5)

2. ZOL: animales OVX que recibieron acido
zoledrénico (n=6)

3. SHAM: animales controles SHAM que
recibieron SF (n=4).

En ayunas y antes de la infusion de ZOL
o SF se extrajo sangre de la vena yugular en
forma mensual durante los primeros 6 meses
de tratamiento y luego a intervalos de 3 me-
ses. A los 12 meses a todos los animales se
les realiz6 la exodoncia del 1. molar superior
bajo anestesia general.

El estudio continué hasta los 22 meses
cuando todos los animales fueron sacrifica-
dos por los veterinarios autorizados por el SE-
NASA, siguiendo las guias de buenas practi-
cas experimentales. Al sacrificio se extrajeron
los maxilares y las tibias a las cuales se les
practicé Rx en el sitio de extraccion del diente
y, a ambas, densitometria 6sea.

Metodologia empleada
Evaluacion clinica, peso corporal, estado
dental y examen periodontal

La evaluacién clinica fue llevada a cabo
cada 3 dias por el equipo de veterinarios,
mientras que el peso corporal fue controlado
semanalmente. En dicha evaluacion se toma-
ron en cuenta el estado general y los cambios
clinicos producidos en la mucosa oral, asi
como la posible pérdida de piezas dentarias.

Los secuestros 0seos y el desarrollo
de osteonecrosis fueron confirmados por
odontélogos y patdlogos veterinarios de
la Universidad. Las evaluaciones odonto-
I6gicas se realizaron macroscopicamente
en forma trimestral hasta la exodoncia del
primer molar y luego mensualmente has-
ta la finalizacion del estudio. Se adapté la
clasificacion de Ruggiero y col. para deter-
minar la presencia y estadio de BRONJ en
los animales de experimentacién utilizados
en este estudio: estadio 0: falta de exposi-
cion de hueso necroético pero presencia al
final del estudio de cambios radiograficos
tales como procesos apicales y secuestros
6seos; estadio 1: hueso expuesto o necroé-
tico o fistulas que lleguen al hueso sin sig-
nos de infeccion; estadio 2: hueso expuesto
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0 necrotico o fistulas que lleguen al hueso
asociadas a infeccién evidente y eritema en
la region de hueso expuesto con o sin dre-
naje purulento o signos de infeccion, y esta-
dio 3: hueso expuesto o necrético o fistulas
que lleguen al hueso asociadas a infeccién
evidente y eritema en la region de hueso ex-
puesto con signos de infeccion y mas de 1
de los siguientes hallazgos: hueso expuesto
o necroético con una extension mas alla de la
region del hueso alveolar, fistula extraoral,
ostedlisis que se extiende al borde inferior
del maxilar o piso de seno.’®

Densitometria osea

La densitometria de los maxilares se de-
termindé “ex vivo” al final de la experiencia
utilizando un densitémetro Lunar DPX Alfa,
radiacion Lunar Corp.®, Madison, WI, Estados
Unidos), provisto de un software para peque-
fos animales. Se evalué el contenido mineral
Oseo (g/cm?).

Todas los maxilares fueron analizadas utili-
zando el mismo tipo de exploracion. La preci-
sion del software fue evaluada por la medicién
de un mismo maxilar cinco veces con reposi-
cién entre dos exploraciones en el mismo dia.
El coeficiente de variacién del contenido mine-
ral 6seo (CMO) (g/cm?) fue del 3%.

Histologia de cresta iliaca

Alos 4 meses y al final de la experiencia se
realiz6 una biopsia de cresta iliaca bajo con-
diciones estandarizadas. Cada biopsia ésea
fue extraida con un sacabocado conforman-
do una forma cilindrica de 8 mm de diametro.
La biopsia se llevo a cabo a 1,5 cm del borde
de la cresta iliaca y a 2,5 cm del borde lateral
de dicha cresta iliaca. El material extraido fue
procesado de acuerdo con los estandares ac-
tuales para lo cual fue fijado en formol buffer
y descalcificado en EDTA 10% para su pos-
terior inclusién en parafina. En cortes colo-
reados con hematoxilina-eosina y en un area
determinada de hueso esponjoso se evalud el
volumen 6seo (VO/VT) (%) como porcentaje

de tejido 6seo en relacion con el volumen to-
tal.

Determinaciones bioquimicas

En suero se evalud calcemia por espectro-
fotometria de absorcion atomica, a 423 mm,
empleando cloruro de lantano (concentracién
de 6500 ppm) como supresor de interferen-
cias. El equipo utilizado para la medicion fue un
espectrofotometro de absorcion atémica GBC
902 de doble haz con llama de aire-acetileno.
El coeficiente de variacion (CV) intraensayo fue
de 0,9% vy el interensayo de 1,2%. La fosfate-
mia se evalud por colorometria UV a 420 nm
utilizando un ensayo comercial (BioSystems,
Argentina), evaluando el desarrollo de color
con un espectrofotometro UV visible Metro-
lab 2100®. ElI CV intrasensayo fue de 1,3% y el
CV interensayo de 2,9%. La fosfatasa alcalina
6sea (FAO) se midié mediante un ensayo co-
mercial (Fosfatasas Alcalinas, Wiener optimi-
zado) previa precipitacion de la isoforma 6sea
con lectina de germen de trigo, por espectrofo-
tometria a 520 nm. La reactividad cruzada con
la isoforma fosfatasa alcalina hepatica fue in-
ferior al 5%. Los CV intraensayo e interensayo
fueron de 4-8% y 6-8%, respectivamente.

El telopéptido C-terminal del colage-
no tipo | (BCTX) fue determinado mediante
un inmunoensayo de competicion proteica
(Crosslaps, Nordic Bioscience Diagnostics A/
S®). Dicho método es especifico para el octa-
péptido del telopéptido C terminal de la cade-
na a1 del colageno tipo I (glu-lis-ala-his-asp-
gli-gli-arg = péptido CTX). La absorbancia
se midié mediante un lector de microplacas
(Microplate reader Metrolab 980°) a 450 nm.
El limite de deteccion fue de 2,0 ng/ml. EI CV
intraensayo fue de 5,6 al 9,2% y el CV interen-
sayo entre 10,5y 14,8%.¢

Estudlios radiogrédficos

Al final del estudio se realiz6é una radiogra-
fia panoramica de la hemimandibula izquier-
da de cada uno de los animales utilizando un
equipo odontolégico de Rx.
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Anadlisis estadistico

Los datos se expresaron como media +
error estandar (desvio estandar) o mediana,
maximos o minimos segun la distribucion de
las muestras. La normalidad y la homogenei-
dad de las varianzas fueron evaluadas por
la prueba de Kolmogorov-Smirnov y la de
Levene, respectivamente. Los datos fueron
analizados estadisticamente mediante ANO-
VA de un factor utilizando la prueba “ad hoc”
de comparaciones multiples para demostrar
diferencias significativas entre los grupos.
Para todos los andlisis se utilizd el programa
estadistico SPSS® (SPSS para Windows, 8.2
version), considerando que dos muestras son
diferentes cuando el valor de p fue <0,05.

Resultados
Examen clinico y andlisis antropométricos
En los animales SHAM y OVX, la sobrevida
fue del 100% mientras que en el grupo tratado
con ZOL fue del 77% (4/6). La muerte de las
dos ovejas ocurrié durante el Ultimo mes de la
experiencia, en un caso por insuficiencia renal
y en el otro por diarrea. El estado cianético de
las mucosas se incrementé en el siguiente or-
den: SHAM < OVX < ZOL (Tabla 1). En todos
los animales de los grupos SHAM y OVX, la ci-
catrizacion en el sitio de extraccion dentaria fue
normal y luego de la intervencion no se observé
ulceracién, hueso expuesto ni signos inflamato-
rios en el sitio de extraccién o en otra region del
maxilar. Contrariamente, en todos los animales

Tabla 1. Signos clinicos y datos antropométricos

SHAM ovX ZOL
Peso corporal inicial (kg) 33+2 34+4 35+2
Peso corporal final (kg) 30+6 3115 334
Peso de maxilar (g) 161,4+8,6 142,8+1,2*  185,1+9,7***
Mucosa cianética (al afio) -/+ ++
Sobrevida 100% 100% 7%
Necrosis de mandibula NO NO Si (2/6)

(*): p<0,05 comparado con el grupo OVX+Vh (*): p<0,05 comparado con el grupo SHAM.

del grupo ZOL existié un retraso en la cicatri-
zacion en el sitio de extraccion dentaria; asi-
mismo, signos inflamatorios y hueso necrotico
por infeccion con especies de Actinomyces se
observaron en 2/6 ovejas del grupo ZOL (33%)
(véase Tabla 1). Respecto de los signos infla-
matorios, es importante mencionar que solo
pudieron evidenciarse luego del cuarto mes de
realizadas las manipulaciones odontoldgicas.
Asimismo, la presencia de hueso expuesto se
observa en la figura 1. Por otra parte, la com-
paraciéon de Rx panoramica realizada al final
del estudio con la fotografia correspondiente
mostré resultados compatibles (Figuras 1y 2
C). En este sentido, si bien radiograficamente

Figura 1. Foto del maxilar de las ovejas en la cual
se observa la presencia de hueso expuesto e infec-
cién por Actinomices spp.
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no se pueden evaluar las corticales lingual y
vestibular, se observa un comportamiento nor-
mal tanto en los animales SHAM como OVX,
mientras que el analisis correspondiente a los
animales con BRONJ mostraron un proceso
apical que envuelve a los 3 molares inferiores,
con disrupcién de las corticales alveolares.

No se observaron diferencias en el peso
corporal (PC) entre los tres grupos estudia-
dos, tanto al inicio como al final del estudio.
Al final del estudio, el peso del maxilar fue
significativamente menor en el grupo OVX
(142,8+1,2) (p<0,05), sin diferencias entre los
grupos SHAM y ZOL (161,4+8,6 y 180,1+9,7)
(véase Tabla 1).

Andlisis bioquimicos

Todos los grupos presentaron similares
valores bioquimicos al inicio del estudio,
mientras que algunas diferencias significati-
vas fueron observadas al 4.° mes de trata-
miento y al final del estudio (Tabla 2). En los
tres grupos, los niveles de Ca sérico (sCa)
disminuyeron significativamente compara-
dos con los niveles basales (p<0,05), sin
diferencias entre los 3 grupos al final de la
experiencia. Los niveles de fosfatemia (P) se

incrementaron significativamente en el grupo
OVX al 4.° mes de tratamiento, comparados
tanto con los niveles basales como con los
otros 2 grupos estudiados (p<0,05). EI P no
mostré diferencias entre los grupos SHAM
y ZOL al 4.° mes ni entre los tres grupos
estudiados al final del estudio. En los tres
grupos, los niveles de FAO mostraron una
tendencia a ser menores al final del estudio,
sin observarse diferencias significativas en-
tre los distintos grupos (Tabla 2). Los niveles
de CTX se incrementaron en los animales
OVX al 4.° mes comparados tanto con los
niveles basales como respecto de los otros
dos grupos (p<0,05); asimismo, los niveles
de CTX del grupo OVX mostraron una reduc-
cién significativa al final del estudio compa-
rados con el 4.° mes, aunque permanecieron
significativamente mayores que los niveles
basales (p<0,05). Los niveles CTX disminu-
yeron significativamente en forma progre-
siva en el grupo de animales ZOL (p<0,05).
Al final de la experiencia, los niveles de CTX
fueron significativamente menores en el gru-
po ZOL frente a los de los grupos SHAM y
OVX (p<0,05), los que no mostraron diferen-
cias entre ellos.

Tabla 2. Determinaciones bioquimicas durante el estudio

Basal Al 4.0 mes Al final
Calcio sérico (mg/dl)
SHAM 9,7+ 0,1 9,5+0,2 9,2 +0,3*
OvX 9,1+0,3 9,4+0,2 8,9 + 0,4*
ZOL 9,2+0,4 9,1+03 8,9+0,3"
Fosfato sérico (mg/dl)
SHAM 4104 3,9+0.2 43+04
OvX 4,6 +0,3 5,6 = 0,3%***** 4,0 + 0,4#
ZOL 47+05 49+0,2 40+0,2
Fosfatasa alcalina 6sea (mg/dL)
SHAM 66,0 + 4,2 64,7 +9,2 51,5+ 3,1#
OVX 65,0 + 4,7 69,3 + 5,1 58,3 + 0,6#
ZO0L 62,3 + 3,6 58,4 +£2,9 50,8 + 3,4#

(*): p<0,05 comparado con los niveles basales; (**): p<0,05 comparado con el grupo control;
(***): p<0,05 comparado con el grupo ZOL (#): p<0,05 final vs. 4.0 mes de tratamiento.
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Figuras 2 A, B y C. Radiografias panoramicas correspondientes al maxilar inferior izquierdo de ovejas
pertenecientes a los grupos SHAM (A), OVX (B) y tratada con ZOL (C). La flecha en la figura 2C sefiala el

proceso apical.

Analisis en maxilar

Al 4.° mes de estudio, los porcentajes
de Cay P (g/100 g de tejido) fueron simila-
res en OVX y ZOL, los que a su vez fueron
significativamente menores que en el grupo
control (p<0,05). Al final del estudio, el con-
tenido Ca y P (g/100 g de hueso) del maxilar
del grupo OVX fue significativamente menor
(p<0,05) respecto del grupo control y solo el
contenido de Ca respecto del grupo ZOL. El
contenido de Ca fue significativamente ma-
yor y el de P significativamente menor en el
grupo ZOL respecto del control (Figura 3). La
relacion Ca/P en maxilar no mostré diferen-
cias a los 4 meses; sin embargo, al final de la
experiencia la relacion fue similar en los gru-

pos OVX y control (1,49+0,28 y 1,41+0,34,
respectivamente), los cuales resultaron signi-
ficativamente menores que en el grupo ZOL
(1,65+0,35) (p<0,05).

El CMO (mg/cm? en la hemimandibula
del grupo OVX fue significativamente menor,
mientras que el del grupo ZOL fue significati-
vamente mayor que el observado en los ani-
males SHAM (p<0,05) (Figura 4).

Los valores de VO/VT% a los 4 meses
no presentaron diferencias entre los grupos
estudiados. Al final de la experiencia el VO/
VT% de los grupos SHAM y OVX fue sig-
nificativamente menor que en el grupo ZOL
(48+5 y 47+9 vs. 57+7, respectivamente;
p<0,05).

Ca (g/g Tejido)
0,4

* kk
’

0,2 —

SHAM OovX ZoL

P (g/g Tejido)
04

0,3

0,2 +—

0,1

SHAM OovX ZoL

Figura 3. Contenido de Cay P en maxilar al final del estudio.
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SHAM

ovX

Z0L

Figura 4. Contenido mineral 6seo en la hemimandibula izquierda por DXA “ex vivo”. mg/cm?.

Discusién

El tratamiento con BP para osteoporosis y
otras patologias éseas es actualmente el de
eleccién. Sin embargo, en los Ultimos afios
se han desencadenado efectos secundarios,
entre los que se encuentra BRONJ, por el tra-
tamiento crénico con BP, especialmente los
mas potentes. A pesar de las numerosas pu-
blicaciones que asocian los BP con la ONJ, el
papel exacto de dichos farmacos en la pato-
fisiologia de tal condicién aun permanece sin
clarificar.!”

La mayoria de los casos de BRONJ fue-
ron inicialmente documentados en pacientes
que recibian altas dosis de BP por via en-
dovenosa para el tratamiento/prevencion de
neoplasias.' Si bien la incidencia es hasta el
momento escasa, se debe recordar que los
BP son los farmacos antirresortivos que con
mayor frecuencia se utilizan para el tratamien-
to de la osteoporosis. En consecuencia, dicha
incidencia posiblemente aumente en el futuro,
a medida que transcurra el tiempo, ya que uno
de los factores implicados en el desarrollo de
tales efectos negativos esta relacionado con
la duracién del tratamiento con BP. En este

sentido, se ha documentado que existe un
nuamero creciente de casos de BRONJ en pa-
cientes tratados con BP por osteoporosis.”'®

Los modelos animales son Utiles para en-
tender varios aspectos del mecanismo pato-
I6gico de BRONJ, asi como para establecer
estrategias de prevencion y tratamiento. Los
modelos deberian indefectiblemente mime-
tizar la presentacion clinica de dicho efecto
secundario. La mayoria de las investigaciones
en este campo han sido realizadas en ratas.
Aunque dichos roedores son menos costosos
y mas faciles de mantener, tienen varias des-
ventajas. Una de ellas es que comunmente
existen cofactores adicionales en el desarrollo
de BRONJ, que incluyen traumatismos denta-
les y enfermedad periodontal. En este sentido,
la rata es demasiado pequena como para lle-
var a cabo intervenciones orales, y los anima-
les adultos, ademas, desarrollan cementosis,
el hueso cortical no contiene sistema harver-
siano y no presentan recambio intracortical, el
cual desempefaria un papel importante en el
desarrollo de BRONJ. La oveja es un animal
mediano que presenta varias ventajas: genéti-
camente esta mas cercano al ser humano que
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los roedores; la tasa metabdlica es similar a
la del hombre, presenta remodelacion haver-
siana y, como la mujer, la oveja tiene menarca
y ciclos ovulatorios frecuentes y regulares.?
El metabolismo 6seo de la oveja OVX se ase-
meja al de la mujer durante los primeros afios
de la menopausia y los productos de la acti-
vidad osteoblastica y osteoclastica (p. €j., os-
teocalcina, CTX) estan claramente definidos.
Respecto de la cavidad oral, la pérdida de
hueso que se produce por OVX se acompana
de pérdida de hueso oral; ademas, las ove-
jas desarrollan periodontitis y, especialmente,
son lo suficientemente grandes como para
realizarles intervenciones odontolégicas.”10-12

En la literatura se pueden encontrar varios
modelos de BRONJ tanto en animales peque-
flos (roedores) como en animales medianos
(perros, cerdos mini y ovejas); sin embargo,
en todos ellos —a excepcion de uno que no
lo especifica fehacientemente—?' se coadmi-
nistraron otros farmacos que adicionalmente
podrian haber contribuido a aumentar la inci-
dencia de BRONJ. El presente modelo expe-
rimental evalué especificamente el papel del
Z0L como monodroga, en los cambios aso-
ciados en la cavidad oral que pudieran pro-
ducirse, al utilizar un esquema clinico similar
al usado en pacientes oncoldgicos.' Si bien
no todos los animales desarrollaron BRONJ,
pudo determinase su presencia en dos de los
animales tratados por largo tiempo con ZOL.
El hecho de que ciertos animales desarrolla-
ran BRONJ y otros no podria ser explicado
por la susceptibilidad o resistencia individual
al desarrollo de dicha patologia o por dife-
rencias genéticas en la homeostasis 6sea en
las diferentes ovejas, tal cual lo observado
en los seres humanos. Es importante sefalar
que se observé BRONJ en maxilar, sitio de
la cavidad oral donde no se efectuaron ma-
nipulaciones dentales previamente debido a
que la extraccién dentaria fue realizada en el
maxilar superior. Por otra parte, la ausencia
de dicha patologia en los otros dos grupos
que no recibieron BP sugiere un papel direc-

to del tratamiento con BP sobre la necrosis
observada en la cavidad oral.

La patofisiologia exacta del desarrollo de
BRONJ aparenta ser multifactorial.?? La dis-
minucion del recambio 6seo seria el meca-
nismo principal a través del cual los BP ejer-
cen su efecto biolégico. Esto determina que
la supresion de la remodelacién intracortical
seria uno de los factores principales impli-
cados en el desarrollo de BRONJ. Ademas
del efecto de los BP sobre el turnover 6seo,
se debe recordar que el hueso alveolar pre-
senta una minima cobertura de mucosa para
separar la cavidad oral de las bacterias alli
presentes. Por lo cual, la extraccién denta-
ria, la profundidad de caries, el traumatismo
y la enfermedad periodontal son capaces
de permitir que los patégenos alcancen la
superficie del hueso y causen infecciones,
tales como las comunmente observadas en
BRONJ.2® Todos estos factores de riesgo po-
drian contribuir al desarrollo de BRONJ. En
el presente estudio, los cambios observados
en la cavidad oral durante el periodo experi-
mental sugieren cierto grado de toxicidad. El
examen local revela un retraso en la epiteli-
zacion completa del sito de extraccion dental
en aquellos animales tratados con ZOL com-
parados con los otros dos grupos; sin embar-
go, no se observaron diferencias al final del
estudio debido a la larga duracion de la ex-
periencia. Ademas, el epitelio gingival mostré
un alto grado de inflamacién al compararlo
con los otros grupos que permanecieron al
final del estudio, y mas importante aun fue el
hecho de que se observaron signos de hueso
expuesto en 2 de los 6 animales tratados con
ZOL, similar a BRONJ. Asimismo, dicha alte-
racién presentaba infeccién con Actinomy-
ces. La patologia aqui estudiada se desarrollo
en maxilar sin observarse signos de necrosis
en otra region del esqueleto. El porqué del
desarrollo de BRONJ en el maxilar podria ser
explicado por varias razones. Dicho sitio y el
hueso alveolar presentan una velocidad de re-
cambio 6seo varias veces superior al del resto
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del esqueleto, lo cual implica una recaptacion
aumentada de BP.® La aceleracion de la re-
modelacién podria, a su vez, aumentar la con-
centracién en el epitelio oral a una suficiente
como para generar efectos toxicos.

La supresién del recambio en los anima-
les tratados con ZOL ha sido confirmada en
el presente estudio. EI CTX es considerado en
la actualidad como el biomarcador mas espe-
cifico y sensible para evaluar cambios en la
resorcion osteoclastica.?* En concordancia
con este hallazgo, tanto el contenido mineral
como la biopsia de cresta iliaca en el grupo
ZOL evidenciaron niveles varias veces supe-
riores al observado tanto en animales OVX no
tratados como en los controles SHAM. Esta
mayor masa 6sea se acompano de una posi-
ble alteracién en el proceso de mineralizacion,
ya que la relacién Ca/P del grupo ZOL fue su-
perior al de los otros dos grupos.

Conclusiones

Teniendo en cuenta los resultados del pre-
sente estudio, dentro del contexto de su dise-
fo se observaron cambios sistémicos y orales
del metabolismo 6seo por el tratamiento con
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