UNIVERSIDAD DE MURCIA

Departamento de Dermatologia, Estomatologia,
Radiologia y Medicina Fisica

Estudio del efecto de la aplicacion sistémica de
pamidronato disddico y acido zoledronico en hueso
mandibular en un modelo de experimentacion animal

Dia. Susana Martinez Millan

2015



UNIVERSIDAD DE
MURCIA

Estudio del efecto de la aplicacion sistémica de

pamidronato disddico y acido zoledronico en hueso

mandibular en un modelo de experimentacion
animal

UNIVERSIDAD DE MURCIA
FACULTAD DE MEDICINA

Departamento de Dermatologia, Estomatologia,
Radiologia y Medicina Fisica

DNA. SUSANA MARTINEZ MILLAN
2015

Estudio del efecto de la aplicacion sistémica de pamidronato disédico y acido zoledrénico
en hueso mandibular en un modelo de experimentacién animal
I



UNIVERSIDAD DE
MURCIA

UNIVERSIDAD DE
MURCIA

D. PIA LOPEZ JORNET , Profesora Titular de Universidad del
Area de ESTOMATOLOGIAen el Departamento de DERMATOLOGIA,
MEDICINA FISICA Y RADIOLOGIA , AUTORIZA:

La presentacién de la Tesis Doctoral titulada "ESTUDIO DE LA
APLICACION SISTEMICA DE PAMIDRONATO DISODICO Y ACIDO
ZOLENDRONICO EN HUESO MANDIBULAR EN UN MODELO
EXPERIMENTACION ANIMAL %, realizada por D. SUSANA MARTINEZ
MILLAN bajo mi inmediata direccién y supervisién, y que presenta
para la obtencuon del grado de Doctor por la Universidad de Murcia.

En Murcia, a 28 de OCTUBRE de 2015

Mod:T-20 |

Estudio del efecto de la aplicacion sistémica de pamidronato disédico y acido zoledrénico
en hueso mandibular en un modelo de experimentacién animal
I



UNIVERSIDAD DE
MURCIA

Agradecimientos:

A mi directora, por su paciencia
A mi familia, por su ayuda

A Oscar, por su apoyo

A Silvia, por compartir las prisas
A Ascension, Marta y Fabio

Dedicado a mi hijo Alejandro, por el tiempo robado,
y a mi futura criatura, por no darle el reposo necesario.

Estudio del efecto de la aplicacion sistémica de pamidronato disédico y acido zoledrénico
en hueso mandibular en un modelo de experimentacién animal
I



UNIVERSIDAD DE

MURCIA
INDICE:

1. INTRODUCCION 5
1.1. Historia de los bisfosfonatos 6
1.2. Caracteristicas quimicas de los bisfosfonatos 8
1.3. Caracteristicas farmacologicas de los bisfosfonatos 10
1.4. Clasificacion de los bisfosfonatos 12
1.5. Mecanismo de accion de los bisfosfonatos 14
1.7. Indicaciones y aplicaciones clinicas 24
1.6. Osteonecrosis maxilar por bisfosfonatos 25

2. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS 43
2.1. Justificacion 44
2.2. Objetivos 47

3. METODOLOGIA 48
3.1. Material 49
3.2. Metodologia 54
3.3. Tratamiento estadistico 66

4. RESULTADOS 67
4.1. Anélisis morfométrico de las radiografias digitales 68
4.2. Anélisis estereoldgico de la densidad vascular 71
4.3. Anélisis estereologico de la densidad 6sea 73
4.4. Microanalisis de elementos por microscopia electronica 75

de barrido

5. DISCUSION 79

6. CONCLUSIONES 98

7. BIBLIOGRAFIA 100

Estudio del efecto de la aplicacion sistémica de pamidronato disédico y acido zoledrénico
en hueso mandibular en un modelo de experimentacién animal /
I



UNIVERSIDAD DE
MURCIA

INNRUDUGEIO)

Estudio del efecto de la aplicacion sistémica de pamidronato disédico y acido zoledrénico
en hueso mandibular en un modelo de experimentacién animal
I



1. INTRODUCCION

1.1. Historia de los bisfosfonatos

La primera sintesis de los bisfosfonatos (BFs) ocurrié en Alemania
en 1865. Sus primeros usos fueron industriales, como aceites, inhibidores
de la corrosion, en la industria textil, y en los fertilizantes. El posterior
descubrimiento de los BFs como agentes terapéuticos dio lugar a la
aparicion de un importante grupo de farmacos, cuyo uso se ha extendido en
las Gltimas cuatro décadas; por tanto, las caracteristicas biologicas de los
BFs se conocen desde hace unos 40 afios. En medicina, originalmente estos
farmacos fueron usados como inhibidores de la reabsorcion GOsea en
humanos. El etidronato, que fue el primer bisfosfonato usado para el
tratamiento de enfermedades humanas, se habia sintetizado un siglo antes.
(Gutta & Louis 2007; Fleisch 1998)

En 1968 Fleisch hizo la primera publicacidn sobre las caracteristicas
bioldgicas de los BFs. A comienzos de la década de 1960 Fleisch probo
que los pirofosfatos inorganicos (PFI) prevenian la calcificacion de los
fluidos corporales por la unién con los cristales de hidroxiapatita. En estos
estudios sobre el PFI encontraron que el plasma y la orina contienen
compuestos que inhiben la precipitacién del fosfato calcico, y que parte de
esta actividad inhibitoria era debida a dicho PFI, un compuesto que no se
habia descrito anteriormente en la literatura cientifica. Fue entonces cuando
se demostré que el PFI afectaba in vitro la formacion y disolucién de los
cristales de fosfato de calcio. Este efecto fue similar con el carbonato de
calcio y, por esta razon, fueron utilizados en detergentes. Como el PFI era

capaz de inhibir la calcificacion ectdpica in vivo, se sugirid que podria
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actuar como un regulador fisioldgico de la calcificacidon y descalcificacion
in vivo, estando su concentracion local determinada por la actividad de

pirofosfatasas locales.

El inconveniente era que las formas orales de estos compuestos eran
inactivadas por las fosfatasas secretadas a nivel gastrointestinal. Debido a
su falta de accion cuando se administra por via oral y su rapida hidrdlisis
cuando se administra por via parentenal, el pirofosfato se usa de forma

terapeutica solo en la escintigrafia (Fleisch 1998).

Esto llevé a la busqueda de analogos estables de los pirofosfatos
inorganicos, que mostraran actividades fisico-quimicas similares, pero
resistentes a la hidrélisis enzimaética y, por tanto, que no se degraden
metabdlicamente. Surgieron entonces los difosfonatos [actualmente
llamados bisfosfonatos (BFs)]. Los BFs toleraban bien la via oral sin ser
inactivados, y esto fue el elemento clave en su éxito. También inhiben la
disolucion de los cristales de hidroxiapatita. Estudios posteriores probaron
que evitan la reabsorcion 0sea inhibiendo la actividad osteoclastica (Gutta
& Louis 2007).

El valor potencial de los BFs para su uso clinico fue considerado en
la década de 1970, centrandose a partir de ahi los esfuerzos de
investigacion en el desarrollo de compuestos mas potentes en la actividad
antireabsortiva, pero sin capacidad para inhibir la mineralizacion. Los BFs
han ido evolucionando desde esas primeras formas utilizadas en Medicina.
A principios de la década de 1990 eran usados como agente diagnostico en
diversas alteraciones Oseas y del metabolismo del calcio (Hewitt & Farah
2007), y actualmente su uso esta muy extendido en la terapedtica de estas

alteraciones, como metéstasis 0seas, enfermedad de Paget u osteoporosis.
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A pesar del tiempo que se llevan empleando estos compuestos como
agentes terapéuticos, hoy en dia aun no estan claros todos los mecanismos

de accion a nivel celular y molecular, que siguen siendo investigados.

1.2. Caracteristicas quimicas de los bisfosfonatos

Los bisfosfonatos son compuestos quimicamente estables derivados
del pirofosfato inorganico (PFI), un compuesto que se produce de manera
natural en los organismos, en el cual dos grupos fosfato estan unidos por
esterificacion a una molécula de oxigeno. En el PFI, los dos grupos fosfato
estan unidos por enlaces fosfoanhidrido, que es extremadamente inestable;
sin embargo, en los BFs los dos grupos fosfonato estan unidos al atomo de
carbono central por enlaces fosfoéster, que son muy resistentes a la
hidrolisis. El atomo central de carbono puede formar dos enlaces
covalentes adicionales, y las cadenas laterales resultantes se suelen referir
como R1 y R2. La parte P-C-P de los BFs es la responsable de su gran
afinidad por los iones metalicos divalentes (como los iones de calcio,
magnesio o hierro) y por el hueso. Los dos grupos fosfato tienen una doble
accion, por un lado se requieren para la union a los minerales 0seos, y por
otro a las células mediadoras de la actividad antireabsortiva. Cuando
ademas la cadena R1 es un grupo hidroxilo, estos compuestos son capaces
de quelar los iones de calcio con mayor efectividad, por una unién
tridentada, en vez de bidentada. A diferencia de los PFls, casi todos los
BFs de uso clinico actualmente tienen un grupo hidroxilo unido al carbono

central en esta posicién R1 (Santini y cols. 2003; Backman y cols. 2008).
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Figura 1.1. Estructura quimica del pirofosfato inorganico y de los

bisfosfosnatos.

OH  OH OH R1OH
0=P-0-P=0 0=P-C-P=0
oH ok oH R2 OH
PIROFOSFATO BISFOSFONATOS

El etidronato fue el primer bisfosfonato utilizado para el tratamiento
terapedtico en humanos, y fue sintetizado hace méas de 100 afios. Consiste
en una estructura quimica simple, donde la cadena R1 es un grupo
hidroxilo (-OH), y la cadena R2 es un grupo metilo (—CH3). Cuando la
longitud de la cadena lateral R2 es aumentada de un simple grupo metilo a
cadenas alquilicas mas largas se obtienen compuestos significativamente
mas potentes. Con la introduccion de un grupo amino primario (-NH2) en
el extremo de la cadena alquilica R2, se obtuvo un incremento de su
potencia por 1000, formando asi los amino-bisfosfonatos (p.ej.
pamidronato, alendronato y neridronato). Los amino-bisfosfonatos con un
grupo amino secundario (p.ej. incadronato) y un grupo amino terciario
(p.ej. olpadronato) son aun mas efectivos, y su potencia alcanza el pico
maximo cuando el nitrogeno terciario estd incluido en una estructura de
anillo en la cadena lateral R2 (como en el risedronato y &cido zoledrdnico).
Cada BF tiene sus propiedades quimicas, bioquimicas y biologicas
caracteristicas, las cuales implican que no es posible extrapolar los
resultados de un compuesto a otro con respecto a sus acciones (Santini y
cols. 2003; Dunford y cols. 2001).
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1.3. Caracteristicas farmacoldgicas de los bisfosfonatos

La farmacologia clinica de los BFs se caracteriza por una absorcién
intestinal baja, pero una altisima localizacion y aposicion selectiva en
hueso. Al no ser biodegradables, son absorbidos, almacenados y excretados
por el organismo sin metabolizarse. Mientras que la biodisponibilidad de
una dosis intravenosa es del 100%, en la administracion por via oral se
reduce al 1-5%. La absorcion via oral es realizada por difusion pasiva en el
estomago y en el intestino. La vida media en plasma es de 1-2 horas.
Aproximadamente el 50-80% del bisfosfonato disponible es rapidamente
captado por el hueso. El 20-50% restante se excreta por la orina sin ser
metabolizado. Dicha captacion por el hueso se aumenta en condiciones de
alto remodelado 6seo o de menor excrecion renal. EI recambio 6seo en los
maxilares es mayor comparado con el resto del esqueleto, especialmente en
la cresta alveolar. Tras integrarse en el hueso, los BFs son liberados
unicamente cuando el hueso es destruido durante la remodelacion. En
humanos, la vida media en el esqueleto de los distintos BFs va desde 3
meses hasta los 10 afios. La inhibicion de la reabsorcion 0sea alcanza a un
nivel estable incluso cuando el compuesto se administra continuamente,
como se ha visto en varios estudios en animales (Gutta & Louis 2007;
Fleisch 1998; Fleisch 2003; Torregrosa y cols. 2010).
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Figura 1.2. Estructura quimica del &cido zoledronico
[1-hidroxi-2-(1H-imidazol-1-il)etilideno] bis-fosfonato
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Figura 1.3. Estructura quimica del pamidronato disodico.

(3-amino-1-hidroxipropilideno) bis-fosfonato
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e Dosificacion de los bisfosfonatos:

El pamidronato, BF de la 2° generacién, se administra via
Intravenosa en periodos de 2 a 24 horas, cada 3 a 4 semanas, a una dosis de
90 mg. El acido zoledronico, perteneciente a la tercera generacion, es el BF
mas potente actualmente en el uso clinico. En comparacién con el
pamidronato, el &cido zoledronico es significativamente mas efectivo en el
control de la hipercalcemia maligna y reduciendo el namero total de
eventos relacionados con los huesos. El &cido zoledrdnico se administra por

infusion intravenosa mensual en dosis de 4 mg en un periodo de 15
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minutos. Si es tolerado, no es inusual mantener a los pacientes con esta
terapia indefinidamente. Las preparaciones orales con BFs (alendronato,
risedronato) son también potentes inhibidores de los osteoclastos, pero no
son tan eficaces en el tratamiento de enfermedades osteoliticas malignas, y
sOlo estan indicados para el tratamiento de la osteoporosis (Ruggiero y
cols. 2004).

Teoricamente, a mayor potencia del farmaco, la dosis y la frecuencia
de administracion deben ser menores, aunque se incrementa el riesgo de
acumulacion y la probable toxicidad y efectos secundarios como son fiebre,
deterioro de la funcidn renal, supresion excesiva del remodelado 6seo,
dolor musculo-esquelético severo, respuesta inflamatoria aguda, fibrilacion

auricular e hipocalcemia entre otros.

1.4. Clasificacion de los bisfosfonatos

Con respecto a la clasificacion de los BFs, la diferencia entre ellos
viene dada por la union al carbono de la cadena lateral R2 y la presencia o

ausencia de un atomo de nitrégeno o no en dicho grupo.

Bisfosfonatos no nitrogenados:

Dentro de este grupo los mas conocidos y empleados en clinica son
el etidronato, clodronato y el tiludronato. Hoy en dia se siguen usando de
forma habitual. Son rédpidamente metabolizados por los osteoclastos,
incorporandose a las moléculas del recién formado adenosin trifosfato
(ATP) de las aminoacil-ARNSsintetasas clase Il después de la transferencia

mediada por osteclastos desde la superficie mineral 6sea. Se cree que la
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acumulacion intracelular de estos analogos de ATP no hidrolizables es
citotdxica para los osteoclastos por inhibir la accién de maltiples procesos
celulares ATP-dependientes, llevando a los osteoclastos a la apoptosis
(Russell 2007).

Bisfosfonatos nitrogenados:

Los BFs de nueva generacion o BFs nitrogenados (BFs-N) son los
BFs que contienen nitrogeno y son mucho mas potentes. Por lo tanto se
acumulan en el hueso y tienen un efecto continuo cuyo resultado esta
relacionado posiblemente con las necrosis Oseas. Tiene 2 acciones
principales, como son la induccion de otro andlogo del ATP que induce
apoptosis, y la inhibicion de la farnesil pirofosfato sintetasa (FPFS), la cual
es una enzima que forma parte de la ruta del mevalonato encargada de la
sintesis del colesterol. Dentro de este grupo se incluyen el pamidronato,

acido zoledronico, alendronato, ibandronato y risedronato.

Actualmente se esta sustituyendo esta clasificacion, y se estan
comenzando a separar los BFs por generaciones, en las cuales la primera
generacion estaria formada por los BFs no nitrogenados (BFs-NN), debido
a su similitud estructural cercana al PFI. La segunda generacion estaria
formada por los BFs-N mas potentes que los de primera generacion, como
el pamidronato (que difiere de los de la primera generacion en que inhibe la
reabsorcion 0sea a una dosis que no afecta la mineralizacién), y los de
tercera generacion, como el &cido zoledronico, que es el mas potente de los
BFs-N, y que muestra una fuerte actividad antiosteoclastica similar al

pamidronato. (Tabla 1.1)
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Tabla 1.1. Potencia y via de administracion de los bisfosfonatos
BISFOSFONATO | VIA ADMINISTRACION GRUPO POTENCIA
Etidronato Oral No Nitrogenado 1
Clodronato Oral No Nitrogenado 10
Tiludronato Oral No Nitrogenado 50
Alendronato Oral Nitrogenado 1.000
Risedronato Oral Nitrogenado 1.000
Ibandronato Oral/Intavenoso Nitrogenado 1.000
Pamidronato Intravenoso Nitrogenado 1.000-5.000
Zoledronato Intravenoso Nitrogenado 10.000

1.5. Mecanismo de accion de los bisfosfonatos

Estudios pioneros en la década de 1960 demostraron que los BFs
eran capaces de inhibir la calcificacion por la union a los cristales de
hidroxiapatita (HA). Los efectos fisico-quimicos de la mayoria de los BFs
son muy similares a los de sus analogos naturales PFIs. Asi pues, inhiben la
formacién y agregacion de cristales de fosfato calcico, incluso a
concentraciones muy bajas, bloquean la transformacion de fosfato célcico
amorfo a HA y retrasan la agregacion de cristales de apatita. Los BFs
también retrasan la disolucion de estos cristales de HA, motivo por el cual
se investiga la accion de estos compuestos en la reabsorcion del hueso in

VIVvO.

Estudio del efecto de la aplicacion sistémica de pamidronato disédico y acido zoledroénico
en hueso mandibular en un modelo de experimentacién animal

‘!



Todos estos efectos parecen estar relacionados con la marcada
afinidad de estos compuestos por la superficie de la fase s6lida del fosfato
calcico donde se unen dentro del calcio por quimioabsorcion. En
consecuencia, la retencion esquelética de los BFs depende de Ia
disponibilidad de puentes de union en la HA. Los BFs son preferentemente
incorporados en las localizaciones donde hay una remodelacion ésea
activa, lo que comlUnmente se produce en zonas caracterizadas por
recambio esquelético acelerado. Los BFs que no son captados en el

esqueleto se eliminan rapidamente de la circulacion por excrecion renal.

Ademés de su capacidad de inhibir la calcificacion, los BFs inhiben
la degradacion de HA, lo que suprime la reabsorcion de hueso, y estas
propiedades de los BFs es lo que ha llevado a su utilidad como agentes
clinicos. Mas recientemente, se ha sugerido que los BFs también pueden
limitar tanto la funcion de apoptosis de los osteoblastos como la de los

osteocitos.

Sin embargo, la osteoclasia normal es vital para el recambio 0seo y
la viabilidad de los huesos. Los osteocitos se desarrollan a partir de los
osteoblastos, los cuales han segregado cristales de HA en una matriz de
coldgeno mineralizada, conocida como hueso mineralizado, que luego
encierra al osteocito. El osteocito es una célula terminal con una esperanza
de vida de alrededor de 150 dias. Asi pues el osteocito, acabado su tiempo
de vida normal, ya no puede mantener la matriz mineral que lo rodea, y se

desarrollan las microfracturas.

La osteoclasia normal reabsorbe el hueso no vital, y libera
citoquinas, como la proteina morfogenética 6sea (PMO) y los factores de

crecimiento de la insulina 1y 2 (ILG1 e ILG2), que normalmente inducen a
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las células madre mesenquimales, y a los osteoblastos premitdticos, a
diferenciarse en hueso activo formando osteoblastos. La interrupcion de
este ciclo homeostatico por la inhibicion eficaz en la resorcion 6sea da
como resultado la acumulacion de osteocitos no vitales y microfracturas de

la antigua matriz mineral.

Los estudios han demostrado que, ademas de la inhibicion de los
osteoclastos, los BFs, particularmente los nitrogenados mas potentes,
también inhiben la metastasis 0sea y reducen la carga tumoral de los
tumores 0seos. Aunque los BFs varian en su potencia, comparten la
capacidad de persistir en el hueso durante un periodo prolongado en el que
no se aprecia metabolizacion. En general, parece que los BFs alteran el
microambiente del hueso por lo que es menos favorable para la
colonizacion de las celulas tumorales. Desafortunadamente, estos cambios
también alteran los mecanismos homeostaticos normales del hueso y

probablemente sean menos favorables para las células 6seas normales.

Mecanismo de accion a nivel molecular

Los BFs-N son potentes inhibidores de la sintesis de los residuos
lipidicos farnesil y geranilgeranil y, por tanto, de la isoprenilacion. Las
consecuencias de esta inhibicion son la ruptura de importantes vias de
transduccion de sefiales que regulan la proliferacion, las propiedades
invasivas y la actividad pro-angiogénica de las células tumorales humanas.
De hecho, la adicién de un residuo lipidico a todas las pequefias proteinas
de union a GTP es esencial para su correcta localizacion en la parte interna
de la membrana plasmatica y para su consecuente activacion por sefiales
externas. Se deben co-localizar con sus efectores, que estan situados en la

parte interna de la membrana plasmatica, en cuya localizacion también se
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encuentran los substratos necesarios para mediar en las diferentes funciones

de este tipo de moléculas (Caraglia y cols. 2006).

En las células humanas, los isoprenoides se derivan de la ruta del
mevalonato, que comienza con una reaccion catalizada por la HMGCCoA
reductasa (la reaccion limitante de la sintesis del colesterol), que cataliza la
conversion del HMGCCoA en acido mevalonico. La ruta arrancada por
esta reaccion puede llevar a la sintesis de una molécula isoprenoide clave:
el farnesil-pirofosfato (FPF), cuya formacion es catalizada por la
farnesilpirofosfato sintasa (FPFS). EI FPF puede ser convertido por una
serie de reacciones a colesterol; transferido en proteinas diana celulares
como FPF (reaccion catalizada por la farnesiltransferasa); o primero
convertido en geranilgeranil-pirofosfato y de ahi transferido a las proteinas
celulares por la geranilgenariltransferasa tipo | o tipo Il. Los grupos
isoprenoides se unen a las cisteinas polipeptidicas a traves de uniones
tioester (C-S-C). La conversion del receptor de la proteina-cisteina a
proteina-serina en el oncogén H-Ras previene la prenilacion y abole su
capacidad de transformaciéon maligna. Tras todo el proceso de
isoprenilacion, finalmente la proteina esta lista para ser translocada en las
membranas celulares para recibir sefiales intra o extracelulares. (Caraglia y
cols. 2006). (Figuras 1.4y 1.5)
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Figura 1.4. Esquema del mecanismo de isoprenilacion de substratos

intracelulares
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Figura 1.5. Esquema de las dianas moleculares intracelulares y

mecanismos de accion de los bisfosfonatos nitrogenados
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Efectos sobre osteoblastos, osteoclastos y osteocitos

Los BFs-NN pueden acumular intracelularmente analogos del ATP
en los osteoclastos, e inducir su apoptosis. Los BFs nitrogenados, mas
potentes (como pamidronato, risedronato, zoledronato y alendronato),
inhiben la sintesis de esteroles via la ruta del mevalonato, induciendo la
apoptosis de los osteoclastos e inhibiendo la reabsorcion Osea a través de
un mecanismo diferente a los empleados por los BFs no nitrogenados. La
farnesil difosfato (FPP) sintasa es la enzima de la ruta del mevalonato
inhibida especificamente en los osteoclastos. Concentraciones nanomolares
de estos BFs son suficientes para inhibir esta enzima. Los BFs nitrogenados
mas potentes actian como analogos del lipido difosfato isoprenoide
inhibiendo la FPP sintasa en la ruta del mevalonato. Estos compuestos
inhiben lipidos isoprenoides esenciales para la farnesilacion post-
transacional y la geranilacion de las proteinas de sefializacion GTPasa. La
pérdida de estas proteinas sefializadoras es instrumental en la pérdida de la

actividad reabsortiva y la apoptosis de los osteoclastos.

Los BFs actuan a nivel celular en los osteoclastos e interrumpen su
funcion de distintas formas. Inhiben el reclutamiento de los osteoclastos,
reduce el periodo vital de éstos, e inhiben la actividad en la superficie ésea
de estas células. De esta forma se ve afectada la reabsorcion del hueso. En
términos moleculares, la funcién osteoclastica se ve alterada por la
interaccion de los BFs con receptores de superficie celulares asi como de

enzimas intracelulares (Hewitt & Farah 2007).

Los BFs también actian sobre los osteoclastos indirectamente a

través de sus efectos sobre los osteoblastos. Esto ocurre por la alteracion en
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la secrecidn osteoblastica de factores paracrinos solubles implicados en la

regulacion de la actividad osteoclastica.

Efectos sobre la angiogénesis

Se ha descrito el efecto antiangiogénico de los BFs sobre las masas
tumorales, aunque su efecto a nivel 6seo aun es objeto de estudio. El &cido

zoledronico es el gue mayor potencia antiangiogénica presenta.

El factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF) es una potente
sefial pro-angiogénica para las células endoteliales. El receptor VEGF2 es
el receptor principal de las sefiales VEGF en las células endoteliales. Los
efectos del acido zoledrdnico en la migracion de las células endoteliales, la
expresion de la proteina VEGFR2 y la respuesta al VEGF son atenuadas
por el geranilgeranil pirofosfato. El acido zoledronico induce una
acumulacion aberrante de VEGF2. Esto no es por la induccion de la

transcripcion ARNm, sino por la disrupcién de la via del mevalonato.

El VEGF interacttia con muchos receptores, incluyendo el
VEGFR1/fms-like tirosina quinasa (FLT)-1 y el VEGFR2/KDR/FLK-1
(quinasa hepatica fetal 1). Las evidencias experimentales muestran al
VEGFR2 como el mayor receptor en la mediacion de las sefiales celulares
en respuesta al VEGF en celulas endoteliales. La activacion selectiva del
VEGFR1 no induce migracion celular o liberacion de calcio intercelular en
celulas endoteliales; en contraste, la inactivacion funcional del VEGFR2
por un anticuerpo de blogueo interrumpe la angiogénesis. Las células
endoteliales estimuladas por el VEGF fosforilan el VEGFR2 y disminuyen

la llegada a los objetivos de las sefiales, como la PLC- v. Esto sugiere que

la VEGFR2 es el principal receptor responsable de la transduccion de la
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sefial durante la estimulacion por VEGF en células endoteliales (Basi y

cols. 2010).

En resumen, los efectos del &cido zoledrdnico sobre la angiogénesis

son:

- Inhibicion de la quimiotaxis de las células endoteliales hacia el
VEGF, lo que es contrarrestado por la GGPP.

- Acumulacion de VEGFR2 dentro de las células endoteliales

- EI'VEGFR2 no se altera tras la estimulacion con VEGF en células

endoteliales tratadas con acido zoledroénico.

Efectos sobre las células epiteliales

Algunos autores creen que el efecto citotoxico de los bisfosfonatos
sobre las células epiteliales juega un papel importante en el desarrollo de la
osteonecrosis maxilar por bisfosfonatos (ONM) (Reid 2007). Estos efectos
aun estar por investigar en profundidad. Se sabe de la toxicidad de los BFs
sobre distintas estirpes celulares y, aunque en estudios animales se ha
descrito una reduccion importante de la MMP-9 (metaloproteinasa de la
matriz 9, responsable de la migracion de la células epiteliales para
reepitelizacion de heridas) en células epiteliales tras la administracion de
acido zoledrénico (Allam y cols. 2011), esto no es concluyente para aclarar
el papel de los bisfosfonatos en la deficiente cicatrizacion de las lesiones
por ONM.
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Efectos sobre las células tumorales

e Efectos antitumorales directos:

El mecanismo antitumoral primario de los bisfosfonatos es la
induccidn de la apoptosis en los osteoclastos y las células tumorales. Los
BFs han demostrado efectos pro-apoptoicos directos en diferentes lineas
celulares cancerosas, en un patrén tiempo- y dosis-dependiente. Tanto los
BFs-NN como los BFs-N son efectivos induciendo la apoptosis de las
células tumorales, pero los nitrogenados tienen una mayor potencia. Hay
que resefiar que la concentracion de BFs necesaria para inducir apoptosis
en la célula tumoral es mayor (10-100 pmol/L) que la necesaria para la
induccion de la apoptosis del osteoclasto, resaltando la importancia de
conseguir niveles farmacocinéticos de BFs para conseguir los efectos anti-
tumorales. El acido zoledrénico induce apoptosis en lineas celulares
humanas de cancer de mama por la liberacién mitocondrial del citocromo C
e iniciando la via de la caspasa-3. Ademas la regulacion pro-apoptoica de la
proteina bcl-2, y la inhibicion de la activacion Ras por el bloqueo de
enzimas involucradas en la prenilacion de proteinas, puede contribuir a los
efectos del acido zoledrdnico sobre la apoptosis de las células tumorales.
También hay evidencias que sugieren que los BFs nitrogenados tienen
efectos anti-apoptoicos aditivos 0 sinérgicos con agentes citotoxicos
estandar (Morgan & Lipton 2010).

Los BFs también estan fuertemente implicados en la inhibicion de la
adhesion e invasion de las células tumorales, que representan pasos clave
en el proceso de la metastasis. Los BFs pamidronato, alendronato,
clodronato, ibandronato, y acido zoledronico llevan a una inhibicidn
especifica y dosis- dependiente de la adhesién a la matriz 6sea mineralizada
y no mineralizada de las células de carcinoma de préstata y de pecho, que

Estudio del efecto de la aplicacion sistémica de pamidronato disédico y acido zoledroénico
en hueso mandibular en un modelo de experimentacién animal

UNIVERSIDAD DE
MURCIA



no se extiende a las células normales. Se ha propuesto que a bajas
concentraciones en el rango sub-micromolar, los BFs median los efectos de
la invasidn de las células tumorales via inhibicidn de la ruta del mevalonato
que lleva a la prenilacion de la guanosina trifosfatasa (GTPasa); esta
inhibicion se revierte parcialmente por la adicién de productos intermedios
de la ruta del mevalonato, geranilgeraniol y trans-trans-farnesol. A mayores
concentraciones los BFs inhiben la actividad de la metaloproteinasa de la
matriz, que resulta en la degradacion de la matriz extracelular, un paso

critico para la migracion y la invasion de las células tumorales.

e Efectos antitumorales indirectos:

La relacion bidireccional entre los factores de crecimiento derivados
del hueso y el tumor instiga el auto sostenimiento del circulo vicioso del
desarrollo y progresion de las metastasis 6seas. Numerosos factores de
crecimiento encontrados en hueso, como IGF-I, IGF-I1 y factor FGF-2, se
han visto implicados en la promocion de la proliferacion de las células
tumorales in vitro. El tratamiento con BFs como el clodronato, ibandronato,
pamidronato y acido zoledrénico revierte total o parcialmente los efectos
estimulatorios de dichos factores en la proliferacion de células de cancer de

mama.

Las evidencias preclinicas indican que los BFs son potentes
inhibidores de la angiogénesis, un proceso clave en el crecimiento y la

progresion del tumor.

Los BFs-N ademas tienen propiedades inmunomoduladoras,
particularmente en relacion con la regulacién de la inmunovigilancia del

huésped mediada por células T-y-6 de las células tumorales. Ademas de
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activar la funcion citolitica de las células T-y-6, el 4cido zoledronico induce
la maduracion de la produccion del interferon y de estas células, y regula la
expresion de los receptores de superficie como CD40, CD80 y CD83
(Morgan & Lipton 2010).

1.6. Indicaciones y aplicaciones clinicas de los bisfosfonatos

Los BFs poseen una notable eficacia en el tratamiento de procesos
asociados a un incremento de la reabsorcion 0sea, siendo inicialmente
utilizados en la enfermedad de Paget, en la hipercalcemia maligna,
mieloma, metastasis 0seas y osteoporosis. Los BFs intravenosos son usados
principalmente en el tratamiento de pacientes oncologicos. Los BFs via
oral estan indicados principalmente para el tratamiento de la osteoporosis,
la cual puede estar presente en el contexto de otras enfermedades (como
enfermedad intestinal inflamatoria o cirrosis biliar primaria), como
resultado del uso de otros farmacos (principalmente esteroides), o como

consecuencia de la menopausia.

Tabla 1.2. Indicaciones clinicas de los bisfosfonatos.

INDICACIONES DE LOS BISFOSFONATOS

Prevencion y tratamiento de la osteoporosis en mujeres posmenopausicas

Aumentar la masa 6sea en hombres con osteoporosis

Tratamiento de la osteoporosis inducida por glucocorticoides

Tratamiento de la enfermedad de Paget

Hipercalcemia maligna

Metastasis 6seas de tumores solidos

Lesiones osteoliticas del mieloma
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1.7. Osteonecrosis maxilar por bisfosfonatos (ONM)

1.7.1. Concepto:

La ONM por BFs aparece por primera vez en la literatura cientifica
en 2003, en el articulo publicado por Marx y cols., en el que describen 36
casos de ONM asociados a BFs intravenosos, mas concretamente a
pamidronato y &cido zoledrénico. Al afio siguiente, Ruggiero y cols.
presentan otros 63 nuevos casos, entre los que figuran 7 asociados a BFs
orales. En 2005 Bagan y cols. publican la primera serie de casos en Espafia
y en Europa.

Estos autores descubrieron lesiones similares a la osteorradionecrosis
en los maxilares de pacientes que no habian recibido radioterapia en cabeza
ni cuello. La caracteristica comun a todos estos pacientes era el tratamiento
con BFs. Las lesiones recordaban a las producidas en el siglo XIX en los
trabajadores de la industria del fosforo (conocida esta enfermedad como
phossy jaw), y de ahi se intuyo su relacion con los BFs (Ruggiero y cols.
2006).

En la actualidad, la ONM es reconocida como una complicacién
significativa relacionada con el uso de BFs. Estos farmacos son
comunmente utilizados en alteraciones 0seas causadas principalmente por
metastasis 0seas (mayoritariamente de mama, pulmon y prostata),
hipercalcemia maligna, enfermedad de Paget y, sobre todo, en la

osteoporosis.

Segun publicé la AAOMS en 2007, y que ha sido revisado en 2014,
las lesiones susceptibles de ser clasificadas como ONM por BFs son las

que:
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- Se presentan en pacientes en tratamiento o que han recibido farmacos
antireabsortivos (BFs) o antiangiogénicos.

- Presentan exposicidén de hueso necrotico en el territorio maxilofacial
de mas de 8 semanas de evolucion, o fistula intra 6 extraoral que
llega a hueso, y

- No han recibido radioterapia en los maxilares no presentan

metastasis maxilares. (Ruggiero y cols. 2014)

Tomando como referencia lo anterior, el panel de expertos espafiol

liderado por el profesor Bagan, publico en 2008 los criterios:

Paciente que recibe o ha recibido tratamiento con bisfosfonatos IV.

Presencia de una o varias lesiones ulceradas en la mucosa de los
procesos alveolares, con exposicion de hueso maxilar o mandibular.
La presencia de dolor o fistulas debe alertar sobre una posible lesién
incipiente.

- El hueso expuesto presenta un aspecto necratico.

- La lesion se presenta de forma espontanea, o mas frecuentemente
tras una cirugia dento-alveolar (sobre todo tras exodoncias).

- Ausencia de cicatrizacion durante un periodo de al menos 8 semanas.

1.7.2. Epidemiologia

La incidencia real de la ONM se desconoce actualmente, y las cifras
difieren entre los distintos autores. Esto puede ser debido a que el nimero
de pacientes varia de unas series a otras, y a que faltan estudios
prospectivos. Ademas, hay que tener en cuenta que la vida media de estos
farmacos esta entre 1 y 10 afios, y debe todavia determinarse, su efecto

acumulativo en el hueso. Por ello, es importante tener presente que la
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incidencia de esta patologia puede cambiar en los proximos afios

(Bocanegra-Perez 2010).

1.7.3. Etiopatogenia

La etiopatogenia de la ONM se desconoce. Se han descrito una serie

de factores relacionados con esta enfermedad como son alteracion de la

inmunidad y de los mecanismos reparadores, debidos a la neoplasia.

Compromiso vascular

Bajo recambio 0seo

Toxicidad 6sea de los bisfosfonatos

Toxicidad de los bisfosfonatos en los tejidos blandos
Otros.

Con respecto a los factores de riesgo de la ONM encontramos:

Relacionados con los farmacos:

» Potencia del bisfosfonato: los BF-N son los méas potentes. Via de
administracion.

» Dosis acumulada

» Duracion de la terapia.

Relacionados con factores locales:

 Cirugia dentoalveolar

« Anatomia: mas frecuente en mandibula.

» Enfermedades concomitantes.

Relacionados con factores demogréaficos y sistemicos:

+ Edad.

* Raza: Caucasiana

« Cancer: Mieloma, cancer de mama, cancer de prostata, de pulmoén

Otros factores:

« Terapia con corticoides
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» Diabetes

» Tabaco

* Alcohol

» Higiene bucal deficiente

« Otros agentes quimioterapicos: Metotrexato, Tamoxifeno,

Vincristina, Ciclofosfamida, 5-Fluorouracilo, Melfalan

1.7.4. Clinica

La ONM por BFs presenta una serie de manifestaciones muy

caracteristicas que la hacen facilmente reconocible por su clinica, siendo
las pruebas complementarias una ayuda, pero no esenciales para el primer
diagnostico en el paciente.

El inicio suele ser con dolor, supuracion o bien manifestandose como
una falta de cicatrizacion en el proceso alveolar.

En los protocolos y consensos sobre ONM por BFs se acepta que el
criterio para diagnosticar esta lesion sera la presencia de una exposicion
0sea maxilar o mandibular con la vision de un hueso necrotico. Sin
embargo hay algunos casos en los que el paciente antes de producirse la
exposicion presenta una supuracion a traves de alguna fistula oral en el

proceso alveolar, acompafiada o no de dolor.
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Los sintomas y signos de la ONM por BFs son:

- Dolor: este es progresivo y mantenido, en ocasiones necesitando
importantes dosis de analgésicos para controlarlo. Cabe sefialar que
en situaciones iniciales el paciente esta asintomatico.

- Supuracién a través de alguna fistula gingival.

- Exposicion de hueso necrético maxilar o mandibular a través de una

solucion de continuidad de la mucosa.

La exposicion 6sea suele tener un diametro entre 0’5 y 2 cm, con la
particularidad de que es frecuente que sean varias las zonas expuestas de
forma simultdnea en un mismo paciente. Con el paso del tiempo las
lesiones pueden ir incrementandose en tamafo, sobre todo con los BFs
intravenosos, pudiendo producir fistulizaciones a piel, comunicaciones
orosinusales e incluso originar de forma mas infrecuente fracturas
mandibulares. Las lesiones son muy similares a las que suceden en el

paciente con osteorradionecrosis.
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Con relacion a la localizacion, la ONM es mas frecuente en
mandibula que en maxilar; y dentro de la mandibula sobre todo en las areas

molares.

Existen 3 estadios en la evolucién de la ONM por bisfosfonatos,
cuya catalogacion nos ha de ser de gran ayuda para establecer y planificar
el tratamiento:

- Estadio 1: caracterizado por exposicion 0sea asintomatica, sin signos
clinicos de inflamacion ni de infeccion.

- Estadio 2: caracterizado por exposicion 6sea con infeccion,
acompafada de dolor, eritema e inflamacién de la mucosa, con o sin
supuracion.

- Estadio 3: caracterizado por exposicion Osea asociada a dolor,
inflamacion e infeccion que es dificil de tratar con antibioterapia oral
0 intravenosa. La presencia de fistula cutanea secundaria a la

osteonecrosis 0 a fractura patoldgica es frecuente en este estadio.
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Bagan y cols. proponen subdividir el estadio 2 en dos apartados:

- Apartado 2a: este primer subapartado deberia incluir aquellos
pacientes con un hueso expuesto necrético, o bien aquellos con
fistulas y dolor e infeccion, que responden bien a los tratamientos
conservadores. Se trata de pacientes que consideramos “estables” en
la progresion de la ONM, ya que no avanza o no se agrava la
necrosis ni los signos derivados de ella.

- Apartado 2b: corresponderia a los pacientes del apartado 2a que a
pesar de los tratamientos conservadores propuestos, sus lesiones
progresan y se agravan, bien en la extension de la zona expuesta o en
las complicaciones infecciosas derivadas de ella, pero que todavia no
presentan una fractura mandibular, una fistula extraoral, o bien una
gran osteolisis que llegue al borde inferior mandibular; es decir, no

tiene los datos considerados como para pertenecer al estadio 3.

Esta clasificacion nos sirve de guia a la hora de instaurar el
tratamiento de estas lesiones. AlUn no se ha encontrado un tratamiento
realmente efectivo en todos los casos, y estas pautas son recomendaciones,
no son definitivas. Muchos de los casos no curan, solo se consigue
atenuacién de los sintomas, toméandose en ocasiones esto como éxito del

tratamiento.

1.8.5. Diagnostico

En cuanto a las pruebas complementarias, como se indico
anteriormente, solamente con la clinica es suficiente para el diagndstico,

segun los protocolos y consensos actuales. Sin embargo, en los casos que
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puedan surgir dudas diagndsticas con la metastasis es aconsejable realizar
una biopsia.

En la ONM el resultado de una osteomielitis cronica con zonas de
secuestro 6seo y frecuente infeccion por Actinomyces nos ayudaran a
establecer el diagnostico.

Otra prueba de laboratorio que recomendamos es el cultivo y
antibiograma de la zona expuesta, ya que estos pacientes van a requerir
prolongados tratamientos con antibioticos, por lo que es de gran utilidad
conocer el espectro bacteriano existente y su sensibilidad de estos
microorganismos a los diferentes antibioticos disponibles.

Habitualmente, las alteraciones radiograficas no son evidentes hasta
que la afectacion Osea estd muy avanzada, por lo que en los estadios
iniciales de ONM no se detectaran cambios. Las manifestaciones
radiograficas iniciales pueden simular una enfermedad periodontal,
mientras que las avanzadas son compatibles con una osteomielitis, o0 bien
un tumor primario 0 una metastasis 0sea, en el caso de pacientes
oncoldgicos.

Con relacion a la ortopantomografia, se hara sisteméaticamente en
todo paciente, y en ella se apreciard la zona osteolitica y en su caso el
secuestro, de margenes mal definidos, que suele estar inicialmente en el
hueso alveolar. Ella nos ayudara a valorar la extensiéon de la lesion. Sin
embargo, en muchas ocasiones en la ortopantomografia no vemos la
afectacion real de la zona lesional, por lo que recomendamos realizar una
tomografia computarizada (TC) siempre que tengamos una ONM. Asi por
ejemplo, en la zona posterior mandibular es muy frecuente la afectacion de
la tabla lingual, aspecto que en la ortopantomografia no podemos apreciar

bien, y si en la TC. Esta tltima nos sirve para ver la proximidad de la lesion

Estudio del efecto de la aplicacion sistémica de pamidronato disédico y acido zoledroénico
en hueso mandibular en un modelo de experimentacién animal

UNIVERSIDAD DE
MURCIA



S
PN
\

UNIVERSIDAD DE
MURCIA

al nervio dentario inferior, posibles fracturas mandibulares, y por supuesto,
comunicaciones con los senos maxilares y las fosas nasales (Bagan 2008).
En el momento actual, faltan criterios estandar de diagnostico a través de

las imagenes y esto afecta a la toma de decisiones terapéuticas.
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1.8.6. Tratamiento

El objetivo del tratamiento en los pacientes diagnosticados de ONM
debe estar dirigido a eliminar el dolor, controlar la infeccion de los tejidos
blandos y del hueso, y de evitar o disminuir la progresion de la necrosis
Osea.

Segun el estadio en que esté incluido el paciente, Ruggiero y cols. y
la AAOMS proponen unas pautas de tratamiento:

- Paciente del estadio 1: tratamiento a base de enjuagues de
clorhexidina al 0’12 %, no estando indicado ningin tipo de
tratamiento quirdrgico.

- Paciente del estadio 2: tratamiento a base de enjuagues de
clorhexidina al 0’12 %, analgésicos, y antibioterapia selectiva segun
el antibiograma. Marx y cols. establecen que la administracion del
antibiotico debe prolongarse 15 dias, o hasta que el dolor esté
controlado. La cirugia solo estd indicada para desbridamientos
superficiales que alivien la irritacion de los tejidos blandos.

- Paciente del estadio 3: tratamiento méas exigente, precisa de una
terapeutica quirurgica.

El panel de expertos espafiol, liderado por el profesor Bagan, no da
esta pauta por valida hasta que se puedan constatar con resultados claros
basados en la evidencia su utilidad o eficacia en la aplicacion clinica. Por
ello, proponen una modificacion, basada en su division en dos subapartados
del estadio 2. Para pacientes del subapartado 2a el tratamiento propuesto
consiste en colutorios con Clorhexidina, antibioterapia y analgesia. Para los
pacientes pertenecientes al subapartado 2b, el tratamiento seria el mismo,

pero ademas con cirugia para la eliminacién de la zona de necrosis dsea.
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En la literatura no existe un patron estandar ni directrices claras de
protocolos de tratamiento Unico, con un resultado clinico predecible,
porque estan determinados por criterios clinicos basados en el consenso de
expertos y el tratamiento generalmente se selecciona de forma empirica.
Han sido descritas varias opciones de tratamiento. El actual sistema de
estadiaje AAOMS (que asigna a los pacientes a diferentes etapas de la
enfermedad sobre la base casi exclusivamente de criterios clinicos) se ha
modificado, creando un sistema de estadiaje clinico y radiologico
combinado con el objetivo de poner en comin los pacientes ONM en
diferentes grupos. Una vez establecido el estadiaje, la estrategia del
tratamiento se basa en tratamientos conservadores como antibioticos y
enjuague bucal de clorhexidina 0,12% en estadios iniciales, estando
reservado el tratamiento quirdrgico para pacientes en estadios avanzados,
aunque en las ultimas revisiones se observa una tendencia en realizarlo en
estadios méas tempranos debido a una mejor respuesta (Ruggiero y cols.
2014, Coviello y cols. 2015, Khan y cols. 2015, Fliefel y cols. 2015).

Con el tratamiento quirdrgico existe un alto riego de recidiva, pero es
dificil mantener a un paciente con tratamientos analgésicos y antibioticos
durante periodos prolongados, cuando eliminando la zona necrética, los
sintomas mejoran o desaparecen al menos durante un tiempo (Carbonel y
cols. 2008).

Las lesiones subsidiarias de tratamiento bajo anestesia local serian
lesiones menores de 2 cm y que no comprometan estructuras anatomicas
vecinas: seno maxilar o fosas nasales en maxilar, y en mandibula la cortical
interna en profundidad (Bocanegra-Pérez 2010).

Las modalidades de tratamiento de menor a mayor agresividad son:
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- Curetaje: consiste en la remocion de las esquirlas de hueso necrético
que perforan la mucosa que los cubre y favorecen la aparicion de
erosiones por el roce continuado.

- Secuestrectomia: el secuestro 6seo es un fragmento necrético que se
encuentra total o parcialmente desprendido del hueso adyacente o
circundante.

- Desbridamiento: con anestesia local o general en funcion del tamafio y

localizacién de la lesion.

Los factores clave para el éxito del tratamiento en estos pacientes con
ONM establecida ain no se han identificado con claridad, existen
diferentes criterios de éxito, para unos se considera éxito pasar de un
estadio superior a uno inferior y para otros se trata de resolucién definitiva.
Los resultados de las diferentes estudios se complica debido a la inclusion
de los pacientes que toman diferentes bifosfonatos y hacerlo en una
indicacion clinica distinta, ademas de la potencia, y via de administracion y
comorbilidad. No hay homogeneidad en el seguimiento y recurrencia
(Rupel y cols. 2014; Khan y cols. 2015).
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Se estan desarrollando nuevos enfoques de tratamiento
complementario en pacientes que han desarrollado ONM por BFs, como la
terapia con ozono, la bioestimulacién con laser de Nd:YAG (Vescovi y
cols 2007), el oxigeno hiperbarico (Freiberger y cols 2007), o la
administracion de parathormona (Harper & Fung 2007), con resultados no
homogeneos, con pocos o0 ningun resultado positivo, y al ser estudios con
un numero muy pequefio de pacientes no son concluyentes ( Pelaz y cols.
2014).

Durante los Gltimos afios se han empezado a utilizar concentrados
autologos de plaquetas (APC) en el tratamiento de la ONM por BFs. Se ha
encontrado que los factores de crecimiento especificos (tales como factor
de crecimiento derivado de plaquetas [PDGF], de crecimiento
transformante factor bl [TGF-b1], factor de crecimiento epidérmico [EGF],
factor de crecimiento endotelial vascular [VEGF], factor de crecimiento-I
similar a la insulina [IGF-I], factor de crecimiento de fibroblastos basico
[bFGF], factor de crecimiento de hepatocitos [HGF]) mejoran la
angiogénesis. Estos factores podrian estimular la produccion de colageno,
producir agentes anti-inflamatorios, iniciar el crecimiento interno vascular,
inducir la diferenciacion celular, controlar la respuesta inflamatoria local y
mejorar el tejido de la herida asocidndose a un menor dolor y tumefaccion;
por eso algunos autores proponen aplicarlo de forma preventiva en las
intervenciones quirdrgicas o en la ONM establecida (Bocanegra-Pérez y
cols. 2012). El objetivo del tratamiento de los pacientes en riesgo de
desarrollar ONM, o para aquellos que tienen la enfermedad activa, es la
preservacion de la calidad de vida mediante el control del dolor y de la

infeccion, ademas de prevenir el desarrollo de nuevas areas de necrosis.

Estudio del efecto de la aplicacion sistémica de pamidronato disédico y acido zoledroénico
en hueso mandibular en un modelo de experimentacién animal

UNIVERSIDAD DE
MURCIA



Las limitaciones son muchas: no hay estudios randomizados que
puedan ser incluidos, la mayoria son series pequefias de una serie de casos
0 de casos control; ademas hay mucha hetereogenidad en los protocolos
para la ONM: presenta gran variedad de factores como tipo de bifosfonato,
indicacion, administracion, duracién del tratamiento, factores gatillo,
comorbilidad, seguimiento, medidas terapeuticas de éxito... Parece
imprescindible desarrollar estudios de mayor calidad para valorar
adecuadamente el potencial terapéutico.

Lo que si se esta constatando es la menor incidencia de nuevos casos
de ONM en los ultimos afios, por un lado por la divulgacion de la
informacion sobre esta patologia a los distintos sectores sanitarios, y la
aplicacion generalizada de las recomendaciones preventivas en pacientes
que van a ser tratados con bisfosfonatos (Fusco y cols. 2013; Rupel y cols.
2014).

En los altimos afios, se han descrito lesiones muy similares de ONM
relacionadas con la administracion de farmacos antiangiogénicos como el
Bevacizumab, abriendo nuevas incognitas sobre la fisiopatologia de la
ONM (Aragon-Ching & Dahut 2008, Ayllon y cols. 2009, Van Poznak
2010, Magremanne y cols. 2013).

En general el manejo sigue siendo controvertido. El tratamiento
conservador conduce a buenos resultados en casos que estan en las etepas
iniciales. Los tratamientos quirurgicos se reservan para estadios mas
avanzados. Sin embargo en la actualidad existe tendencia hacia el
tratamiento quirurgico en las etapas mas tempranas con el fin de evitar la

progresion de la necrosis.
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1.8.7 PREVENCION

Las distintas sociedades cientificas y comités concluyen que las
medidas de prevencidn son el mejor enfoque ante esta patologia, y que la
coordinacién de la atencion medica y dental es importante para prevenir el
desarrollo de ONM y promover la salud oral de estos enfermos.

Los objetivos que se pretenden con el documento de revision bucal
son: facilitar la recogida de los datos necesarios para la evaluacion del
paciente, unificar las revisiones e informes, y las recomendaciones del
tratamiento odontologico mas adecuado para el paciente. (Ruggiero 2008,
Ruggiero y cols. 2014)

Las recomendaciones para realizar la revision son: exploracion
dental para detectar posibles focos de infeccion, tanto ya existentes como
potenciales; exploracion periodontal y periimplantaria; identificar posibles
factores irritativos, que puedan provocar ulceraciones mucosas con
exposicion 6sea, y exploracion de las mucosas. Ademas, se debe registrar
la realizacion de pruebas diagndsticas.

A continuacion exponemos las pautas propuestas por la reunién de
expertos, que se pueden resumir en los siguientes puntos (Junquera y
Martin-Granizo 2008):

e Antes v durante los tres primeros meses de la administracion del
tratamiento intravenoso (AAOMS, 2007):

- Informar al paciente y su entorno sobre la importancia del
mantenimiento de la salud bucal con relacién al tratamiento y

solicitar una valoracidn del paciente antes del inicio del mismo.
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Se debera diagnosticar la existencia de focos infecciosos, tanto
dento-alveolares como periodontales, presentes o futuros, y
recomendar y proceder a su inmediato tratamiento.

Se deberan realizar todos los tratamientos no invasivos apropiados
para alcanzar un buen nivel de salud oral, informando al paciente y a
su entorno sobre la importancia de este objetivo.

Evaluar y corregir la posible existencia de traumatismos protéticos,
especialmente sobre las superficies linguales.

Informar y concienciar al paciente sobre los riesgos relacionados con
la cirugia dentoalveolar una vez que se ha instaurado el tratamiento

asi como sobre la persistencia del riesgo.

Durante la administracion del tratamiento intravenoso (después de

los primeros 3 meses de tratamiento)

Debera evitarse la realizacion de cualquier tipo de cirugia oral e
implantoldgica.

Ante la presencia de un foco infeccioso, el tratamiento de los
conductos debe ser la primera indicacion, procurando un minimo
trauma periapical y periodontal. Valorar cobertura antibiotica.
Controlar periédicamente el estado de salud oral del paciente,
manteniendo sus condiciones optimas. Se recomiendan controles al

menos cada seis meses.

Después del tratamiento intravenoso

Debera evitarse la realizacion de cualquier tipo de cirugia oral al
menos durante un periodo no inferior a los 10 afios de la Gltima

administracion del bisfosfonato. Aunque es cierto que se ha
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demostrado la presencia de &cido zoledronico hasta 12 afios después,
no hay datos al respecto en la literatura de referencia y este punto
permanece controvertido.

- Motivar y mantener un riguroso control de la salud oral del paciente,

durante largo tiempo.

e Bisfosfonatos orales o bisfosfonatos intravenosos (Zometa®) a una

dosis anual durante tres afios:

- Antes de la administracion del tratamiento informar y recomendar a
sus pacientes la evaluacion de su salud oral antes del inicio del
mismo. Los especialistas en salud oral tienen un plazo de 3 afios para
alcanzar un oOptimo estado de salud oral. Durante este periodo se
podra realizar todo tipo de tratamiento quirdrgico y rehabilitador,
comenzando por los que requieran un mayor compromiso en el
remodelado 6seo.

- Durante la administracion del tratamiento oral (debido al escaso
nivel de evidencia disponible, las recomendaciones deberan ser
actualizadas constantemente): En los pacientes con menos de tres
afios de tratamiento y sin factores de riesgo, los especialistas de la
salud oral podran realizar cualquier tipo de tratamiento quirdrgico y
rehabilitador que requiera el buen cuidado de su paciente. Se debera
obtener un consentimiento informado que afiada a los riesgos propios
de cada cirugia, la osteonecrosis en relacion con la ingesta del
bisfosfonato oral. Se debera controlar peridodicamente el estado de

salud oral.
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e Pacientes con menos de tres afios de tratamiento, pero con factores

de riesgo (administracién concomitante de corticoides, edad superior

a 70 afios):

- Seria recomendable, si las condiciones clinicas lo permiten, la
suspension del medicamento durante un periodo de tres meses antes
de la realizacion de cualquier tipo de cirugia oral.

- La reincorporacion del tratamiento con BFs se realizara cuando haya
cicatrizado de la cirugia.

- La determinacion sanguinea del telopéptido C-terminal del colageno
tipo | (b-CTx) precisa de mayor evidencia cientifica para confirmar
su validez como parametro de medicion de riesgo de ONM.

- Se debe obtener un consentimiento informado y controlar

periédicamente el estado de salud oral.
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2. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

2.1 JUSTIFICACION

En los ultimos afios se ha extendido ampliamente el uso de BFs para
el tratamiento de numerosas patologias, tales como enfermedad de Paget,
hipercalcemia maligna, osteoporosis, mieloma multiple, asi como
metastasis 0seas de distintos tipos de cancer. Estan indicados en aquellas
patologias que cursan con un aumento de la reabsorcion 6sea mediada por
osteoclastos. La enfermedad de Paget fue la primera enfermedad en la que
se emplearon estos farmacos, aunque hoy en dia su principal indicacion es
la osteoporosis postmenopausica, donde se ha demostrado su eficacia para
la prevencion de fracturas osteoporoticas. En las guias de tratamiento
existentes para la osteoporosis, tanto nacionales como internacionales, los

BFs son los farmacos de eleccion.

Paralelamente, se ha detectado la aparicion de ONM asociada al uso
de estos farmacos. Dada la relativamente reciente aparicion de esta
complicacion, describiendose el primer caso hace poco mas de una decada,
aun no estan totalmente claros los mecanismos de accion en el desarrollo
de estas lesiones, siendo por el momento dificil de controlar y tratar cuando

aparece, asi como de prevenirla.

En la bibliografia se refieren distintas hipotesis de produccion de la
lesion, asi como variadas propuestas de tratamiento, no siendo aun
concluyente ninguno de ellos. Las teorias sobre el mecanismo de

produccion de la ONM por BFs se centran en tres factores:
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- Supresion de la remodelacidn Osea: la accion directa inhibiendo los
osteoclastos es el factor mas referido en relacion al origen de la ONM. Los
BFs actian sobre estas células responsables del recambio 0seo,
suprimiendo su funcion e induciendo su apoptosis. La falta de recambio
6seo0 asociada a otros factores como medicaciones inmunosupresoras,
sobreinfeccion e intervenciones traumaticas a nivel oral serian los

desencadenantes de la ONM.

- Inhibicion de la angiogénesis: aunque se suele asociar el término
avascular a la ONM, hay discrepancias entre los autores si hay una
reduccion real de la vascularizacion, y si ésta se debe al efecto directo
antiangiogenico de los BFs, o es secundaria a la inhibicion de la
remodelacion Osea mediada por los osteoclastos. Esta falta de aporte
sanguineo causaria la necrosis del tejido y su posterior sobreinfeccion. Esta
teoria estd en auge debido a la aparicion de lesiones similares de ONM

asociadas a otros tratamientos antiangiogénicos del cancer.

- Sobreinfeccion de la zona expuesta: algunos autores defienden el
hecho de que los BFs producen toxicidad en el tejido blando, el tejido 6seo
expuesto se infecta y se vuelve necrotico, en oposicion a la mayoria de
autores, que sugieren que el tejido necrético se sobreinfecta debido a la
gran cantidad de bacterias presentes en la cavidad oral. Ademas, algunos
estudios reflejan la accion directa de los BFs sobre algunas células del

sistema inmune, alterandose.

Se han realizado diversos estudios experimentales en animales para
observar la influencia de los BFs. Los resultados de estos trabajos son
heterogeneos, teniendo en cuenta los diferentes modelos animales, tipos de

BFs, dosis y métodos usados.
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Los modelos animales desempefian un papel importante para mejorar
el conocimiento de la etiologia, fisiopatologia, diagnostico, prevencion y
terapéutica. Los BFs poseen una alta selectividad de accion, requieren
estudios de farmacologia de seguridad y toxicoldgicos para definir efectos
sobre sistemas esquelético y no esqueléticos, estimar dosis humanas
equivalentes seguras, identificar parametros de monitorizacion y proveer
margenes de seguridad durante las distintas etapas de investigacion clinica
(Mondelo 2006).

Los BFs constituyen un grupo de farmacos capaces de modular el
recambio 6seo y disminuir su remodelado cuando existe una reabsorcion
excesiva. En la actualidad la investigacion clinica en este campo se basa en
la busqueda modificaciones del regimen terapeutico, como la
administracion intermitente, la utilizacion de la via oral o la intravenosa, la
duracion del tratamiento, la combinacion con otros farmacos, asi como el
uso extendido en el tiempo.

A pesar del aumento de la literatura sobre casos de ONM, aun no se
saben con certeza los mecanismos fisiopatologicos de esta entidad. Se estan
realizando numerosos estudios en modelos animales buscando estos
mecanismos, siendo un terreno amplio de investigacion, ain con pocas
zonas de claridad, y en el cual se encuadra nuestro estudio, realizado en
ratas Sprague-Dawley, sobre la accion de dos de estos BFs a nivel de

huesos maxilares.
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2.2 OBJETIVOS

El objetivo general fue estudiar el efecto de la administracion

sistémica los bisfosfonatos pamidronato disédico y acido zoledrénico sobre

el hueso mandibular en ratas Sprague-Dawley tras la realizacion de

exodoncias.

Este objetivo general fue dividido en una serie de objetivos

especificos que permiten responder a los diferentes aspectos que plantea

nuestro estudio:

Objetivos especificos:

1.

Valorar radiologicamente la capacidad de neoformacion OGsea en
alveolos post-extraccion tras la administracion sistémica de

Pamidronato Disddico y de Acido Zoledrénico.

Estudiar el efecto del Pamidronato Disddico y del Acido Zoledrénico
sobre la neogénesis vascular por unidad de volumen de hueso

neoformado, tras realizar exodoncias.

Estudiar el efecto del Pamidronato Disddico y del Acido Zoledrénico
sobre la neogénesis Osea por unidad de volumen de hueso

neoformado, tras realizar exodoncias, mediante analisis esterologico.

Analizar la calidad mineral del hueso neoformado en un alveolo
postextraccion tras la administracion sistémica de Pamidronato

Disddico y Acido Zoledronico.
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3.1 MATERIAL

3.1.1. Animales de experimentacion

Los animales de experimentacion utilizados en este estudio fueron
obtenidos del animalario del Servicio de Apoyo a la Investigacion de la
Universidad de Murcia. Se emplearon 70 ratas macho adultas Sprague-
Dawley con un promedio de peso de 250 gramos (rango 210-382 g). Se

realizo el pesaje previo a la preparacion de los animales.

Los animales fueron aclimatados una semana antes de iniciar el
estudio, con libre acceso al agua potable y al alimento estandar de
laboratorio basado en una dieta de pellets (Panlab®, Barcelona). Las ratas
fueron alojadas en jaulas de plastico bajo unas condiciones ambientales
constantes consistentes en temperatura ambiente de 21° C y ciclos de 12
horas de luz y 12 horas de oscuridad. (Figura 3.1). Tras las exodoncias
realizadas segun el modelo experimental, la comida fue triturada mediante
un triturador de alimento para animales de experimentacion, consiguiendo

asi una dieta blanda. (Figura 3.2).

Los animales fueron tratados siguiendo las normas de la Directiva
Europea 2010/63 y el Real Decreto 53/2013 del 1 de Febrero, sobre
proteccion de animales utilizados para experimentacion y otros fines
cientificos B.O.E. n° 34 de 8 de Febrero de 2013.
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3.1.2. Farmacos empleados
Los bisfosfonatos empleados para nuestro estudio fueron:
- Pamidronato disddico (Sigma-Aldrich Quimica SA, Madrid)

Figura 3.3. Estructura quimica del pamidronato disddico
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- Acido zoledronico (Intatrade Chemical GmbH, Alemania)

Figura 3.4. Estructura quimica del acido zoledronico
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Para la técnica anestésica para la realizacion de las exodoncias se

administro:
- Ketamina (Imalgene® 1000, Laboratorios Merial SA, Lyon, Francia)
- Xilacina (Xilagesic® 2% Laboratorios Calier, Barcelona) (Fig. 3.5)

- Clorhidrato de Lidocaina al 2% con 1:100.000 de epinefrina (Ultracain®,
Laboratorios Normon SA, Madrid) (Fig. 3.6)
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Para el control del dolor postoperatorio:

- Buprenorfina (Temgesic® 0'3 g/l, Schering-Plough, Levallois-Perret,
Francia)
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3.1.3. Aparatologia empleada

Para el estudio radioldgico se utilizdé un equipo de radiologia
intraoral Elitys® (Trophy Dental, Texas, USA) con un captador digital
mediante el sistema RVG 6000 (Kodak Dental System, Madrid, Espafia)
(Figura 3.7 y 3.8). Las imagenes obtenidas fueron procesadas mediante un
ordenador convencional Pentium IV de 80 Gb de disco duro, a través del
software Trophy Windows 5.06 para Windows (Trophy Dental, Texas,
USA).

En este estudio se busca determinar la capacidad de neoformacién 0sea
tras la exodoncia, mediante la medicion del area radiolicida en mm?2. Para
ello se utilizo el siguiente equipo de morfometria digital:

- Ordenador de control con monitor color y tarjeta digitalizadora.

- Programa de captacién de iméagenes MIP4® advances v.5.01.02

(Digital Image System S.L., Barcelona).

Figura 3.7. Equipo de radiologia Figura 3.8. Captador digital de
intraoral RVG
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3.2. METODOL OGIA

3.2.1. Disefio del estudio

Este es un estudio prospectivo con casos control y dos grupos de
tratamiento con pamidronato disédico y acido zoledronico. En él se
incluyeron un total de 70 animales. Los animales empleados fueron ratas
Sprague-Dawley. El estudio fue llevado a cabo tras haber sido aprobado
por la Comision de Bioética de la Universidad de Murcia.

Estos 70 animales fueron divididos de forma aleatoria en los

siguientes grupos de estudio (Tabla 3.1):

- Grupo 1 (n=10): grupo control. A los animales de este grupo se les
realizaron las exodoncias de los molares mandibulares derechos tras
un periodo de aclimatacion en el laboratorio, para que el resultado de
la medicion de las variables de estudio en este grupo sirvieran como
valores control (sin la administracion de ningun farmaco). Los
animales de este grupo fueron sacrificados 14 dias después de las

exodoncias.

- Grupo 2 (n=10): a estos animales se les administr0 pamidronato
disédico, en dosis de 3 mg/kg/dia (0'75 mg/250g/dia), durante una

semana, siendo la dosis acumulada de 525 mg.

- Grupo 3 (n=10): misma pauta que el grupo 2, durante 2 semanas,

siendo la dosis acumulada de 10'5 mg.

- Grupo 4 (n=10): misma dosificacion que grupos 2 y 3, durante 3

semanas, con una dosis acumulada de 15'75 mg.

- Grupo 5 (n=10): estos animales recibieron acido zoledronico, en una

dosis de 0’80 mg/kg/semana, recibiendo una dosis tnica de 020 mg.
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- Grupo 6 (n=10): misma pauta que el grupo 5, durante 2 semanas, con

una dosis acumulada de 0'40 mg.

- Grupo 7 (n=10): misma pauta que los grupos 5 y 6, durante 3

semanas, con una dosis acumulada de 0'60 mg.

Los farmacos fueron administrados por via intraperitoneal, ajustadas las

dosis al peso del animal, y en el rango horario de 9 a 12 a.m.

Tabla 3.1: Disefio del estudio

N= 70 ratas Sprague-Dawley

Control | Pamidronato Disodico Acido Zoledronico

1 2 3 4 5 6 7

Grupos (n=10) | (n=10) | (n=10) | (n=10) | (n=10) | (n=10) | (n=10)

Tiempo admin. BF
(en semanas)

Dosis BF

X 525 | 10,50 | 15,75 0,2 0,4 0,6
acumulada (mg)

Exodoncias Dia +1 tras Gltima admismitracién del BF

Sacrificio 14 dias tras las exodoncias

3.2.2. Técnica quirurgica
Las exodoncias de molares fueron realizadas al dia siguiente de la
ultima administracion del farmaco.

-Técnica anestésica: los animales fueron anestesiados con una mezcla de

ketamina y xilacina a una concentracion del 50%, administrada por
inyeccion intraperitoneal en dosis de 0'1 ml/100 g de peso corporal. Tras la
anestesia, los animales fueron colocados en posicidn supina para proceder a

las exodoncias. Cada una de las ratas recibié un suplemento de anestesia
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local mediante infiltracion de 0'1 ml de Clorhidrato de Lidocaina al 2% con
1:100.000 de epinefrina, para potenciar el efecto anestésico y conseguir una
accion hemostatica local.

- Exodoncia de los molares: Los molares fueron luxados y extraidos

mediante pinzas mosquito rectas dentadas (Hu-Friedy®, Chicago, USA).
Las heridas fueron suturadas con sutura reabsorbible 5/0 (Lorca Marin®
SA, Murcia). Finalmente para el manejo del dolor postoperatorio se
administré a cada animal 0'15 mg/kg de Buprenorfina de forma subcutanea,

cada 12 horas durante las primeras 72 horas.

Fig 3.10. Instrumental utilizado para las exodoncias de molares.

3.2.3. Sacrificio de los animales

Las ratas fueron sacrificadas a los 14 dias de las exodoncias. El
sacrificio se realizd mediante la inhalacion de CO2, introduciéndolos en
una campana de CO2 y activando el gas durante 1 minuto a 2-3 atmosferas.
Una vez desactivado dicho gas, los animales permanecieron en la campana,

completamente sellada, durante 2-3 minutos mas.
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3.2.4. Preparacion y analisis de las muestras

Inmediatamente después de sacrificar a los animales, cada mandibula
fue disecada y seccionada en la linea media para obtener la hemimandibula
derecha. Posteriormente, realizamos radiografias intraorales digitales para
llevar a cabo el estudio morfométrico radioldgico de los alveolos
postextraccion. Finalmente, fijamos las muestras en formol al 10% para su
posterior estudio histopatologico con el objetivo de realizar el anélisis
estereologico vascular y 6seo, y el microanalisis de elementos para valorar

los niveles de Calcio y Fosforo.

Figura 3.11. Diseccion de la mandibula de rata, y hemiseccion de la

misma.

3.2.5. Métodos de medicidén

3.2.5.1. Estudio morfométrico de las radiografias digitales

Para el estudio radioldgico se utilizd un equipo de radiologia
intraoral Elitys® con un captador digital mediante el sistema RVG 6000.

Las imagenes obtenidas fueron procesadas mediante un ordenador
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convencional Pentium IV de 80 Gb de disco duro, a traves del software
Trophy Windows 5.06 para Windows.

Con el objetivo de obtener imagenes radiolégicas homogéneas, se
realizaron siempre a 60 Kvp, 7 mA y 0,05 s de exposicion.

El estudio morfométrico de las radiografias digitales se llevo a cabo
en el Servicio de Analisis de Imagen (SAI) de la Universidad de Murcia,
sobre radiografias digitales de las muestras mandibulares.

La valoracién de la capacidad de neoformacion dsea tras la
exodoncia se realizd0 mediante la medicion del &rea radiolucida en mma2,
Para la obtencion del area radiolicida en la radiografia digital (RAR) se
siguieron estos pasos:

1. Delimitacion digital de la imagen radiollcida (Figura 3.12).
2. Captura de la imagen radiolucida (Figura 3.13).

3. Determinacion del a&rea en mm? (Figura 3.14).

Figura 3.12: Delimitacion digital de la imagen radiolucida.
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Figura 3.13: Captura de la imagen radioltcida.
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Figura 3.14: Determinacion del &rea en mm2,
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3.2.5.2. Analisis estereoldgico: cuantificacion de la densidad vascular y

Osea

Tras realizar el estudio radioldgico, las muestras fueron incluidas en
formalina neutra tamponada al 10%. EI cuerpo mandibular de las
hemimandibulas derechas fue seccionado sagitalmente mediante una fresa
de disco (Komet®, Brasseler Group, Darmstadt, Alemania). La porcion
alveolar fue usada para el analisis estereologico y el microanalisis de
elementos (cuantificacion de Calcio y Fosforo).

Para él analisis estereologico, los segmentos 0seos alveolares fueron
descalcificados durante 10 dias con 10% de &cido clorhidrico y el 4% de
formaldehido (Osteomol®, Merck, Darmstadt, Alemania), reducido a la
mitad y procesados para inclusion en parafina. Se utilizd un microtomo
para obtener cortes semi-serie de 3um de espesor. Las secciones fueron
tefiidas con hematoxilina- eosina.

El resultado fue de 5 secciones por muestra separadas por una
distancia de 15 pm (lo que suponia una distancia total de estudio
estereologico de 60 pm).

Todas las cuantificaciones vasculares se realizaron en un volumen de
referencia, definido facilmente por las estructuras anatomicas y las
fronteras creadas artificialmente. El hueso alveolar distal del incisivo
central constituye el limite anterior. El hueso alveolar distal del primer
molar constituye el limite posterior, el estrato basal del epitelio gingival
constituye el limite superior, y una linea imaginaria que une los apices de la
raiz del incisivo central y los primeros molares constituye el limite inferior.

Las mediciones fueron realizadas, por un examinador previamente
entrenado y cegado para desconocer el grupo de estudio que observaba en

cada momento, sobre las imagenes de las secciones de la muestra,
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observadas a través del monitor de una camara a color conectada a un
microscopio (New Cast Olympus Bx61), que a su vez estaba conectado a
un software estereoldgico (Visiopharm Integrate System version 3.2.4.0).
Se realizd6 una estimacién del ndmero de vasos sanguineos por
unidad de area de forma sistematica en todas las muestras como indicador
de la angiogénesis. La seleccion del area de estudio se realizd a 2x,
mientras que el muestreo selectivo se hizo a 10x. El valor medio para cada

animal fue utilizado para el analisis estadistico (Fig. 3.15y 3.16).

Figura 3.15. Seleccion del area de estudio a 2x y muestreo selectivo.
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La evaluacion de la angiogénesis y la formacion de nuevo hueso
alveolar se realizd6 mediante la estimacion de sus respectivas fracciones en
volumen, un método basico y ampliamente utilizado en ciencias

biomédicas. Estas se determinan como la proporcion de cada de volumen
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para el volumen de referencia, y considera la densidad volumétrica de cada
parametro estereoldgico. Las densidades volumétricas se expresan

generalmente en porcentajes sin unidades.

Figura 3.16. Estudio detallado de cada una de las zonas seleccionadas.
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De acuerdo con estos principios, la densidad volumétrica de los
vasos sanguineos por unidad de volumen del hueso alveolar se estimo y se
utilizé como indicador de angiogénesis para la comparacion de los grupos
en el presente estudio.

El proceso de estimacidn se realiz6 en un monitor de ordenador
mediante el aprovechamiento de un sistema de adquisicion de imagenes
utilizado en nuestro laboratorio (Figura 3.17). En resumen, las muestras se
colocaron directamente en un escaner a color de alta resolucion (Leica SCN
400) y se almacenaron como documentos JPEG. Esto dio lugar a imagenes

ampliadas en nuestra region de interés que podrian observarse con
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resolucién suficiente (40x) para distinguir los limites del volumen de
referencia y los margenes de los huesos. Debido a que la resolucion de las
imagenes no era suficiente para la estimacion de los vasos sanguineos, las
fracciones volumétricas se midieron sobre las imagenes observadas a través
del microscopio. Esto se llevo a cabo facilmente mediante la bdsqueda y

ampliacion de las areas en las muestras histologicas.

Figura 3.17. Estimacion del nimero de vasos sanguineos por unidad de

area a 10x.
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3.2.5.3. Microanalisis de elementos por microscopia electréonica de barrido:

niveles de Calcio y Foésforo

Para estudiar estos pardmetros se emplearon las secciones sagitales
correspondientes a la regién posterior de la zona alveolar del cuerpo
mandibular. Estos cortes no fueron descalcificados, con el objetivo de
medir los niveles de Ca y P mediante un sistema de microanalisis de

elementos. ElI microanalisis de elementos fue realizado en el Servicio de
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Microscopia de la Universidad de Murcia (perteneciente al Servicio de

Apoyo a la Investigacion).

La cuantificacion de los niveles de Ca y P fue obtenida mediante los
siguientes cinco pasos:

1. Las muestras fueron embebidas en un gel de acido fosférico al 37%
(Dentaflux®, Algete, Madrid) durante 15 segundos, y posteriormente
lavadas con abundante agua para retirar cualquier resto de acido.

2. Montaje de las muestras en platinas para microscopio electronico de
barrido, en las que recibieron un bafio de carbono.

3. Visualizacion de las muestras en el microscopio electronico de barrido
(MEB) con electrones secundarios o retrodispersados (backscattered)
(MEB-ES) Jeol® JSM-6100 (Scanning electron microscopes, Tokio,
Japon). Todas las muestras fueron estudiadas a 500um de aumento

(Figura 3.18).

Figura 3.18. Visualizacion del hueso en el MEB.
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4. Digitalizacion de las imagenes.

5. Medicion de los niveles de Ca y P mediante el software Inca
Microanalysis Systems® (Oxford Instruments S.A., Madrid) (Figura
3.19).

Figura 3.19. Espectro de elementos obtenido mediante el microanalisis.

Spectrum 11

Full Scale 1539 ctz Cur=sor; 0.000 keh

Realizamos un analisis quimico de la composicion mineral del hueso
mediante un sistema microanalitico basado en energia dispersa y
espectrometria de rayos X (EDX). Este sistema permite evaluar la
concentracion relativa de todos los elementos quimicos presentes en el
hueso, usando un analisis puntual y un mapeo elemental para determinar la
distribucion mineral. La concentracion relativa de cada elemento se indica
mediante una escala de color donde, para cada elemento, el color azul
oscuro indica el cero absoluto y el blanco indica la concentracion 100%

absoluta de ese elemento.
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3.3. Tratamiento estadistico

Analizamos los datos estadisticos con el paquete de software SPSS®
versién 12.0 (SPSS® Inc, Chicago, USA) para Windows, en el cual hemos

efectuado los siguientes procedimientos estadisticos:

Estadistica descriptiva:

En primer lugar, para el analisis descriptivo de la distribucion
general de la muestra, asi como para el analisis de cada una de las variables
(tanto en conjunto como para cada uno de los subgrupos), se han hallado
valores tales como: media, desviacion tipica y los valores maximos y

minimos (rango).

Estadistica inferencial:

En segundo lugar, para el analisis comparativo de las variables se
consider6 que la hipotesis nula (existencia de wuna relacion de
independencia entre las variables), se deberia rechazar (cuando esta se
rechaza, se considera que la relacion entre las variables es de dependencia),
cuando la probabilidad minima de rechazo (el llamado “p-valor”) no sea

superior al nivel critico estandar de 0.05.

Para ello, se ha realizado el estudio de las asociaciones entre las
variables cuantitativas continuas: comprobamos la normalidad en la
distribucién de la muestra mediante el test de normalidad de Kolmogorov-
Smirnov y el test de homogeneidad de la varianza de Levene, y como los
datos no mostraban una distribucion normal fueron analizados mediante
test no paramétricos. El test no paramétrico utilizado fue el test U-de

Mann-Whitney (para comparar dos muestras).
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4. RESULTADOS

Nuestra muestra estaba formada por 70 ratas Sprague-Dawley macho
adultas, con un peso medio de 250 gramos (rango 210-382 g). Los 70
animales fueron divididos en los 7 grupos de estudio de 10 ratas cada
grupo. Al realizar la diseccion mandibular tras el sacrificio de los animales,
las variables de estudio se analizaron sobre un total de 10 hemimandibulas

derechas por cada grupo.

4.1 Analisis morfométrico de las radiografias digitales

Al estudiar la regeneracion osea del alveolo post-extraccion 14 dias
despues de las exodoncias, mediante el analisis morfométrico de las
radiografias digitales, observamos que el grupo con una menor &rea
radiolucida y, por tanto, una mayor regeneracion del alveolo post-
extraccion fue el grupo 6 (0,40 mg de dosis acumulada de Acido
Zoledrénico) con 1,41 (1,22-1,57) mm?, mostrando diferencias
estadisticamente significativas con los grupos 1 (p=0,008), 4 (p=0,047), 5
(p=0,016) y 7 (p=0,075). Debemos destacar que el grupo en el que no se
administré ningun farmaco bisfosfonato (grupo control), presenté una
regeneracion del alveolo post-extraccion mucho mas lenta, con un area
radiol(cida de 3,27 (2,06-3,56) mm? con diferencias estadisticamente
significativas respecto a todos los grupos de estudio [grupo 3 (p=0,028),
grupo 4 (p=0,028), grupo 5 (p=0,016), grupo 6 (p=0,008) y grupo 7
(p=0,016)], excepto con el grupo que recibio la menor dosis acumulada de
Pamidronato Disodico: grupo 2 (p=0,095) (Tabla 4.1).
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Tabla 4.1. Comparacion del area radioltcida en las radiografias digitales a
los 14 dias de las exodoncias (test U de Mann- Whitney).

Grupo Mandibula: AR" (mm?)
Mediana (rango)
Grupo 1 (control) 3,27 (2,06-3,56)%
Grupo 2 (5,25 mg DA~ Pamidronato disodico) 1,67 (1,23-2,60)
Grupo 3 (10,50 mg DA Pamidronato disddico) 1,78 (1,58-2,56)"¢
Grupo 4 (15,75 mg DA Pamidronato disédico) 1,91 (1,25-2,64)°
Grupo 5 (0,20 mg DA Acido Zoledronico) 1,82 (1,48-2,16)"¢
Grupo 6 (0,40 mg DA Acido Zoledrénico) 1,41 (1,22-1,57)"¢
Grupo 7 (0,60 mg DA Acido Zoledrénico) 1,65 (1,32-2,26)°
"AR = Area Radiolucida; = DA = Dosis Acumulada.
Los grupos marcados con diferentes letras superescritas mostraron
diferencias significativas. Los grupos sin letras superescritas no
tenian diferencias significativas con ningun otro grupo

Figura 4.1. Radiografia digital de mandibula de rata Sprague-Dawley.
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Figura 4.2. Medianas de los valores de area radiolucida en las radiografia

digitales 14 dias post-extraccion en los distintos grupos.
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Tabla 4.2. Valor de p entre cada uno de los grupos de estudio con respecto

al area radiolucida.

RAR GRUPO 2 | GRUPO 3 | GRUPO 4 | GRUPOS5 | GRUPOG6 | GRUPO 7
GRUPO 1 0,095 0,028 0,028 0,016 0,008 0,016
GRUPO 2 0,841 0,600 0,917 0,117 0,602
GRUPO 3 0,841 0,754 0,009 0,251
GRUPO 4 0,600 0,047 0,346
GRUPO 5 0,016 0,347
GRUPO 6 0,175
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4.2 Analisis estereoldgico de la densidad vascular

El anélisis estereoldgico para la cuantificacion de la densidad
vascular de los alveolos post-extraccion mostré que en el grupo en el que
no se administré ningun farmaco bisfosfonato (grupo control), aparecia un
mayor porcentaje de densidad vascular por pm® [0,50 (0,03-0,07)], con
diferencias estadisticamente significativas respecto a los grupos en los que
se administro Acido Zoledrénico [grupo 5 (p=0,014), grupo 6 (p=0,014) y
grupo 7 (p=0,014)]; y sin diferencias significativas respecto a aquellos en
los que administramos Pamidronato Disodico [grupo 2 (p=0,086), grupo 3
(p=0,219) y grupo 4 (p=0,057) (Tabla 4.3).

Tabla 4.3. Comparacién de la densidad vascular por pm? entre los grupos
de estudio (test U de Mann- Whitney).

Grupo Densidad de vasos (%) por
3
um

Mediana (rango)
Grupo 1 (control) 0,50 (0,03-0,07)?
Grupo 2 (5,25 mg DA™ Pamidronato disodico) 0,03 (0,02-0,04)?
Grupo 3 (10,50 mg DA Pamidronato disodico) 0,03 (0,01-0,04)?
Grupo 4 (15,75 mg DA Pamidronato disédico) 0,02 (0,01-0,04)?
Grupo 5 (0,20 mg DA Acido Zoledrénico) 0,01 (0,01-0,02)°
Grupo 6 (0,40 mg DA Acido Zoledrénico) 0,01 (0,01-0,01)°
Grupo 7 (0,60 mg DA Acido Zoledrénico) 0,01 (0,01-0,02)°
" DA = Dosis Acumulada. Los grupos marcados con diferentes letras
superescritas mostraron diferencias significativas
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Figura 4.3. Medianas de los valores de la densidad vascular por ums en los

distintos grupos de estudio.
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Tabla 4.4. Valor de p entre cada uno de los grupos de estudio con respecto

a la densidad vascular.

Densvasc | GRUPO 2 | GRUPO 3 | GRUPO 4 | GRUPO5 | GRUPO6 | GRUPO 7
GRUPO 1 0,086 0,219 0,057 0,014 0,014 0,014
GRUPO 2 0,346 0,465 0,016 0,009 0,016
GRUPO 3 0,249 0,028 0,009 0,016
GRUPO 4 0,017 0,028 0,016
GRUPO 5 0,249 0,347
GRUPO 6 0,116
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Figura 4.4. Imagen histologica para medicion estereoldgica.
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4.3 Analisis estereoldgico de la densidad 6sea

Al cuantificar la densidad 6sea mediante andlisis estereoldgico
observamos que los grupos donde se administraron farmacos bisfosfonatos
(Pamidronato Disodico: grupos 2, 3y 4 y Acido Zoledrénico: grupos 5, 6 y
7) presentaban un mayor porcentaje de densidad ésea en el alveolo post-
extraccion, con diferencias estadisticamente significativas respecto al grupo
control. Ademas, los grupos donde administramos acido zoledrénico
mostraron una mayor densidad 6sea que los grupos donde se administro

pamidronato disdédico, con diferencias significativas (Tabla 4.5).
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Tabla 4.5. Comparacién de la densidad 6sea por pm? entre los grupos de

estudio (test U de Mann- Whitney).

Grupo Densidad de hueso (%)
por um?®
Mediana (rango)

Grupo 1 (control) 21,69 (20,48-35,78)%
Grupo 2 (5,25 mg DA™ Pamidronato disodico) 64,77 (45,89-65,77)°
Grupo 3 (10,50 mg DA Pamidronato disddico) 65,77 (61,33-67,99)°
Grupo 4 (15,75 mg DA Pamidronato disddico) 67,77 (37,28-175,99)"
Grupo 5 (0,20 mg DA Acido Zoledrénico) 73,27 (41,95-146,66)°
Grupo 6 (0,40 mg DA Acido Zoledrénico) 86,13 (60,13-112,85)°
Grupo 7 (0,60 mg DA Acido Zoledrénico) 97,99 (84,66-147,55)°
" DA = Dosis Acumulada. Los grupos marcados con diferentes letras
superescritas mostraron diferencias significativas

Figura 4.5. Medianas de los valores de la densidad 6sea por pm? en los

distintos grupos de estudio.
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Tabla 4.6. Valor de p entre cada uno de los grupos de estudio con respecto

a la densidad 6sea.

Dens 6sea | GRUPO 2 | GRUPO 3 | GRUPO 4 | GRUPO 5 | GRUPO 6 | GRUPO 7
GRUPO 1 0,014 0,014 0,014 0,014 0,014 0,014
GRUPO 2 0,056 0,117 0,065 0,047 0,009
GRUPO 3 0,596 0,099 0,015 0,009
GRUPO 4 0,050 0,047 0,017
GRUPO 5 0,602 0,251
GRUPO 6 0,251

4.4. Microanalisis de elementos por microscopia electronica de

barrido

Finalmente, al valorar la calidad mineral del hueso neoformado en el

alveolo post-extraccion mediante el microanalisis de los elementos Ca y P,

observamos que los grupos donde se administro el &cido zoledrdnico

(grupos 5, 6 y 7) presentaron mayores porcentajes de Ca y P que el grupo

control y que los grupos donde se administré pamidronato disédico (grupos

3, 4y 5), con diferencias estadisticamente significativas (Tabla 4.7).
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Tabla 4.7. Comparacion de la concentracién relativa de Calcio y Fésforo

entre los grupos de estudio (test U de Mann- Whitney).

Grupo Calcio (%) Fosforo (%)
Mediana (rango) Mediana (rango)
Grupo 1 (control) 12,80 (0,30-35,30)? 9,50 (1,40-30,30)%
Grupo 2 (5,25 mg DA™ PAM) 6,82 (4,65-10,41) 5,28 (2,68-6,28)°
Grupo 3 (10,50 mg DA PAM) 3,73 (0,56-12,43)% 2,19 (0,55-9,19)?
Grupo 4 (15,75 mg DA PAM) 10,88 (1,73-34,89)? 9,56 (1,53-34,35)%
Grupo 5 (0,20 mg DA ZOL) 22,80 (1,60-33,60)° 16,10 (2,10-21,30)°
Grupo 6 (0,40 mg DA ZOL) 24,80 (10,60-34,10)° 18,40 (11,60-20,60)°
Grupo 7 (0,60 mg DA ZOL) 25,70 (9,50-39,40)° 16,60 (4,50-19,90)°
" DA = Dosis Acumulada. Los grupos marcados con diferentes letras superescritas
mostraron diferencias significativas
PAM= Pamidronato disédico. ZOL= Acido zoledrénico.

Figura 4.6. Medianas de los valores de calcio y fosforo en los grupos del
estudio.
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Figura 4.8. Espectro de elementos obtenido mediante microanalisis.
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Tabla 4.8. Valor de p entre cada uno de los grupos de estudio con respecto

a la concentracion relativa de calcio.

UNIVERSIDAD DE

Ca GRUPO 2 | GRUPO 3 | GRUPO 4 | GRUPO 5 | GRUPO 6 | GRUPO 7
GRUPO 1 0,917 0,251 0,347 0,017 0,016 0,075
GRUPO 2 0,228 0,347 0,009 0,009 0,047
GRUPO 3 0,116 0,009 0,009 0,047
GRUPO 4 0,917 0,047 0,045
GRUPO 5 0,175 0,602
GRUPO 6 0,600

Tabla 4.9. Valor de p entre cada uno de los grupos de estudio con respecto

a la concentracion relativa de fésforo.

P GRUPO 2 | GRUPO 3 | GRUPO 4 | GRUPO 5 | GRUPO 6 | GRUPO 7
GRUPO 1 0,251 0,175 0,251 0,046 0,016 0,050
GRUPO 2 0,119 0,251 0,046 0,028 0,042
GRUPO 3 0,216 0,009 0,009 0,046
GRUPO 4 0,602 0,045 0,017
GRUPO 5 0,116 0,917
GRUPO 6 0,147
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5. DISCUSION

Con el presente estudio nos propusimos estudiar el efecto de la
administracion sistémica los bisfosfonatos pamidronato disodico y acido
zoledronico sobre el hueso mandibular en ratas Sprague-Dawley tras la
realizacion de exodoncias, en el proceso de cicatrizacion de alveolos post

extraccion a los 14 dias de la administracion de la tltima dosis.

Los modelos animales son indispensables para el estudio de nuevos
farmacos y estrategias de investigacion. EI motivo de optar por la
realizacion del estudio en ratas es debido a que son animales econémicos,
de facil manejo, y adecuados para diferenciar las distintas etapas (Senel
2010, Soltau 2008, Yamashita 2011, Yang 2015).

Todos los animales de nuestro estudio fueron macho, porque los
estrogenos de las hembras podian producir alteraciones en los resultados,
ya que estos influyen en el remodelado 6seo. Los estrogenos tienen un
doble efecto sobre el metabolismo éseo: por un lado favorecen la
formacidon oOsea al aumentar el nimero y funcion de los osteoblastos y por

otro, disminuyen la reabsorcion osteoclastica (Mondelo 2006).

La importancia de esta investigacion de la aplicacion sistémica de
dos bifosfonatos se debe a que cada vez se publican mas estudios que tratan
de investigar los efectos secundarios a nivel de los huesos mandibulares de
estos farmacos, ya que aun no se han esclarecido completamente sus
mecanismos de accion.

El hueso es un tejido en constante remodelacion, con continua

aposicion y reabsorcion, y manteniendo asi el volumen 6seo, reparando el
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dafo tisular, y regulando la homeostasis del metabolismo fosfocalcico. Este
proceso de remodelacion permite la renovacion de un 5% del hueso
cortical, y un 20% del hueso trabecular al afio. El hueso cortical supone un
75 % del total, pero su actividad metabdlica es 10 veces menor que la del
hueso trabecular; por esto, la renovacion del hueso total al afio es de un 5-

10% (Fernandez-Tresguerres y cols. 2006).

El remodelado 6seo se divide en 5 fases:

1. Fase quiescente: Hueso en reposo. Los factores que inician el

proceso de remodelado aun no son bien conocidos.

2. Fase de activacion: El primer fendbmeno que tiene lugar es la
activacion de la superficie 0sea previa a la reabsorcion, mediante la
retraccion de las células limitantes (osteoblastos maduros elongados
existentes en la superficie enddstica) y la digestion de la membrana
enddstica por la accion de las colagenasas. Al quedar expuesta la
superficie mineralizada se produce la atraccion de osteclastos

circulantes procedentes de los vasos proximos.

3. Fase de reabsorcion: Los osteoclastos comienzan a disolver la matriz
mineral y a descomponer la matriz osteoide. Este proceso es
terminado por los macrofagos y permite la liberacion de los factores
de crecimiento contenidos en la matriz, fundamentalmente TGF-§
(factor transformante del crecimiento ), PDGF (factor de
crecimiento derivado de las plaquetas), IGF-I y Il (factor andlogo a

la insulina | y I1).

4. Fase de formacion: Simultaneamente en las zonas de reabsorciéon se

produce el agrupamiento de preosteoblastos, atraidos por los factores
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de crecimiento que se liberaron de la matriz que actian como
quimiotacticos, y ademas estimulan su proliferacion. Los
preosteoblastos sintetizan una sustancia cementante sobre la que se
va a adherir el nuevo tejido, y expresan BMPs (proteinas
morfogenéticas dseas) responsables de la diferenciacion. A los pocos
dias, los osteoblastos ya diferenciados van a sintetizar la sustancia

osteoide que rellenara las zonas horadadas.

5. Fase de mineralizacion: A los 30 dias del deposito de osteoide
comienza la mineralizacion, que finalizara a los 130 dias en el hueso

cortical, y a los 90 dias en el hueso trabecular.

Y de ahi entra de nuevo en fase quiescente o de reposo. (Fernandez-

Tresguerres y cols. 2006)

En la regulacion fisiologica de la remodelacion Osea intervienen
numerosos factores: genéticos, mecanicos, hormonales, nutricionales,
vasculonerviosos y locales (factores de crecimiento, proteinas de la matriz
y citoquinas). Este proceso de remodelacion también se ve afectado por
factores externos, como la administracion de los BFs, alterando el proceso
de renovacion, y dando lugar a un hueso envejecido. Aln se investigan los
mecanismos de accion de estos farmacos sobre el tejido 0seo, sobre todo

intentando dilucidar los mecanismos patogénicos de la ONM por BFs.

En este estudio comparamos la accion de dos de estos BFs sobre el
hueso mandibular en ratas Sprague-Dawley, analizando las diferencias en

la regeneracion en el alveolo post-extraccion.
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5.1. Sobre el disefio del estudio:

Se decidio realizar este estudio con acido zoledrdnico y pamidronato
disédico por ser dos de los BFs intravenosos mas utilizados clinicamente.
El pamidronato disddico se incluye en los BFs de segunda generacién, con
una potencia moderada, y el acido zoledronico, perteneciente a la tercera
generacion, es actualmente el BF méas potente en el mercado. Ademas, los
primeros casos de osteoquimionecrosis maxilar fueron descritos en

pacientes tratados con estos dos BFs (Marx 2003).

En cuanto al modelo animal utilizado en este estudio, se optd por
ratas Sprague-Dawley, ya que la mayoria de publicaciones encontradas
sobre investigacion de los efectos de los BFs con modelos animales han
sido realizadas con distintas especies de ratas y ratones (Aghaloo 2011,
Aguirre 2012, Ali-Erdem 2011, Astrand 2006, Back 2012, Backman 2008,
Belfrage 2012, Bi 2010, Camacho-Alonso 2013, Cetinkaya 2008, Conte-
Neto 2013, Conte-Neto 2012, Croucher 2003, Cruz 2011, Fournier 2002,
Giraudo 2004, Howie 2015, Jabbour 2014, Jee 2010, Kang 2013, Kuiper
2012, Little 2005, Lopez-Jornet 2010, Lopez-Jornet 2011, Maahs 2010,
Marino 2012, Mayahara 2003, Palacio 2012, Park 2013, Pataki 1997, Sahni
1993, Senel 2010, Soltau 2008, Yamashita 2011, Yang 2015, Yu 2012).
Otros autores sin embargo prefieren utilizar perros como modelo animal en
estos estudios (Allam 2011, Allen 2007, 2009 y 2011). Allen en concreto
defiende el uso de estos animales y no el de roedores para investigar los
efectos de los BFs a nivel esquelético, alegando que el recambio Gseo en

perros Beagles es muy similar al de los humanos (Tabla 5.1)
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Tabla 5.1. Comparacidn entre distintos estudios con BFs en modelos de

experimentacion animal: animales y dosis de BFs.

Autor

Nuestro estudio

Aghaloo y cols.
2011

Aguirre y cols.
2012

Ali-Erdem vy cols.
2011

Allam y cols. 2011

Allen y cols. 2011

Bi y cols. 2010

Camacho-Alonso
y cols 2013

Cetinkaya y cols.
2008

Conte-Neto y
cols. 2013

Conte-Neto y
cols. 2012

Cruz y cols. 2011

Howie y cols.
2015

Jabbour y cols.
2014

Jeey cols. 2010

Animal

70 ratas Sprague-
Dawley

38 ratas Sprague-
Dawley

38 ratas del arroz

(Oryzomys palustris)

80 ratas Wistar

12 perros Beagle

12 perros Beagle

Ratén tipo salvaje
C57BL6

80 ratas Sprague-
Dawley

35 ratas Wistar
20 ratas Holtzman
60 ratas

Holtzman

60 ratas Lewis

80 ratas Sprague-
Dawley

44 ratas Sprague-
Dawley

20 ratas Sprague-
Dawley

BF

Z0L
PAM

Z0L

ALE

Z0L

Z0L

Z0L

Z0L

Z0L

Z0L

RIS

ALE

ALE

PAM
ZO0L

ZO0L

Z0L

ALE

Pauta farmaco
0,80 mg/kg/semana
3 mg/kg/dia

66 pg/kg, 3 veces/semana
3 semanas

15 pg/kg cada 2 semanas
8 ng/kg y 80 ng/kg, 1 vez al mes
7,5 pg/kg semanal — 3 semanas
Dexametasona 1 mg/kg semanal

0,06 mg/kg cada 2 semanas
3 meses

0,06 mg/kg cada 2 semanas
3 meses

125 ng/kg-2 veces/semana
Dexametasona 5 mg/kg semanal
Docetaxel 25 mg/kg semanal

0’8 mg/kg semanal
1, 2 y 3 semanas

0,1 6 1 mg/kg/dia
3 u 8 semanas

1 mg/ kg /dia
60 dias

1 6 3 mg/kg/dia
60 dias

1 mg/kg, dias 21 y 38
0,04 mg/kg, dias 21 y 55

80 pg/kg/semana
13 semanas

0,13 mg/kg/semanal

Dexametasona 3,8 mg/kg/semanal
Dexametasona + ZOL combinados

1 mg/kg/dia
1 semana
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Kang y cols. 2013 35 ratones Z0L 200 pg/kg — 3 veces/semana
C57BL/6J 8 semanas
Lopez-Jornet y 120 ratas PAM 3 mg/kg /dia
cols. 2011 Sprague-Dawley

Dexametasona 1 6 3 mg/kg/dia
Bencilpenicilina 0,1 ml/kg/dia

Lopez-Jornet y 200 ratas PAM 3 mg/kg /dia
cols. 2010 Sprague-Dawley
Dexametasona 1 mg/kg/dia

Maahs y cols. 31 ratas Wistar ALE 0,05 mg/kg/semana-28 semanas
2011

Z0L 0,6 mg/kg/28 dias-140 dias
Marino y cols. 34 ratas Sprague- Z0L 20 pg/kg — 2 dosis en 3 semanas
2012 Dawley
Senel y cols. 60 ratas Sprague- ZOL 0,1 mg/kg - 3 veces/semana
2010 Dawley

PAM 3 mg/kg — 3 veces/semana

6 u 8 semanas

Yamashita y cols. 40 ratas Sprague- ZOL 0,1 6 0,3 mg/kg/semana
2011 Dawley 14 semanas

ZOL: ACIDO ZOLEDRONICO. PAM: PAMIDRONATO DISODICO. RIS: RISEDRONATO.
ALE: ALENDRONATO.

Resumiendo segun Amler (1996), en la cronologia de la cicatrizacion

del alveolo post- extraccion existen 5 estadios:

- Estadio 1: se forma inmediatamente un coagulo de células blancas
y rojas, produciéndose hemostasia.

- Estadio 2: el tejido de granulacion reemplaza al codgulo sobre el
4° 0 5° dia. Se inicia la angiogénesis a través de la cadena de
células endoteliales y formacion de capilares.

- Estadio 3: el tejido conectivo reemplaza gradualmente al tejido de
granulacion en 14-16 dias. Recubrimiento epitelial completo.

- Estadio 4: inicio de calcificacion de tejido osteoide, comenzando
en la base y periferia del alveolo (7-10 dias). A las 6 semanas, el
hueso trabecular rellena casi al completo al alveolo. Méaxima

actividad osteoblastica, proliferacion de elementos celulares y de
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tejido conectivo con osteoblastos debajo de tejido osteoide
alrededor de lagunas inmaduras de hueso (42-6% semana post-
extraccion). Tras la 82 semana, la osteogénesis parece disminuir.

- Estadio 5: tras 4 6 5 semanas hay epitelizacion completa del
alveolo. Relleno 6seo completo entre 5% y 10% semana. A las 16
semanas se completa relleno 0seo, con poca actividad
osteogénica.

Cardaropoli y cols. en 2003 en su modelo experimental animal,
establecen diferentes fases en la cicatrizacion: la secuencia empieza por
matriz de tejido conectivo, seguida de formacion de hueso reticular y luego
de hueso lamelar y médula ésea. Mientras que Chen y cols.(2004) hacen

referencia a los cambios internos y externos del alveolo post-extraccion.

Con respecto a la comparacion de nuestros resultados con otros
estudios, a pesar de la cantidad de publicaciones que se estan realizando
sobre los efectos de los BFs en modelos animales (ya que es un tema de
actualidad), hay numerosas diferencias entre ellos, ya sea por el modelo
animal elegido, el BF a estudiar, la asociacion o no con otros farmacos, la
dosificacion del BF, el tiempo de administracion, la realizacion o no de
exodoncias, los parametros a analizar o la metodologia para la obtencion de
datos. Por consiguiente, hay pocos estudios sobre la calidad y cantidad del
hueso neoformado tras la exodoncia en ratas tratadas con pamidronato
disédico y acido zoledronico, a través de la medicion del calcio y el fosforo
y del area radiolicida del alveolo post-extraccion, asi como de la

valoracion de las variaciones en la densidad vascular y ésea (Tabla 5.2).
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Tabla 5.2. Comparacidn entre distintos estudios de BFs en modelos de

experimentacion animal: métodos y objetivos del estudio.

Autor

Nuestro estudio

Aghaloo y cols.
2011

Aguirre y cols.
2012
Ali-Erdem y cols.

2011

Allam y cols. 2011

Allen y cols. 2011

Biy cols. 2010

Camacho-Alonso

y cols 2013

Cetinkaya y cols.
2008

Conte-Neto y
cols. 2013

Conte-Neto y
cols. 2012

Cruz y cols. 2011
Howie y cols.
2015

Jabbour y cols.
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BF

Z0L

PAM

ZO0L

ALE

ZOL

ZOL

ZOL

ZOL

ZOL

ZOL

RIS

ALE

ALE

PAM

ZOL

ZOL

ZOL

Estudio
Neoformacion 6sea y
vascular post- extraccion

Calidad mineral 6sea

Afectacion periodontal y
ONM

Periodontitis y ONM

Alveolo post-extraccion

Epitelio post-extraccion

Hueso post-extraccion y

ONM

ONM en alveolo post-
extraccion

Resistencia 6sea a la

fractura

Afectacién periodontal

ONM post-extraccién

Dificultad exodoncias

Densidad 6sea

ONM post-extraccion

Cicatrizacion alveolo

Anadlisis de muestras

Radiologia — Estereologia
Microanalisis de elementos
(Microscopio electronico barrido)

MicroTC
Histologia

MicroTC
Histologia
Inmunohistoquimica

Histologia

Histologia
Inmunohistoquimica

Aspecto macroscopico
Micro TC - Histologia

MicroTC — Histologia
Inmunohistoquimica

Test biomecénico
Microandlisis elementos (MEB)

Morfometria (Rx)
Estereologia (Histologia)

Estereologia (Histologia)
Marcadores sanguineos

Tiempo operatorio
Fracturas dentales

Densitometria 6sea
Histomorfometria

Aspecto macroscépico
MicroTC - Histologia

Aspecto macroscépico



Jee y cols. 2010 ALE

Kang y cols. 2013  ZOL

Lopez-Jornet y PAM
cols. 2011

Lopez-Jornet y PAM
cols. 2010

Maahs y cols. ALE
2011 ZOL
Marino y cols. Z0L
2012

Senel y cols. ZOL
2010 PAM

Yamashitay cols. ZOL
2011

ZOL: ACIDO ZOLEDRONICO.
ALE: ALENDRONATO.

post-extraccion
Hueso post-extraccion

ONM tras infeccion

periapical

ONM post-extraccion

ONM post-extraccion

ONM post-extraccion

ONM post-extraccion

Efectos BFs en hueso

Cicatrizacién en paladar

UNIVERSIDAD DE
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MicroTC
MicroTC in vivo

MicroTC
Histologia

Histologia
Histologia
Aspecto macroscopico

Histologia

Histologia
MicroTC

Histologia

Histomorfometria
Inmunohistoquimica

PAM: PAMIDRONATO DISODICO. RIS: RISEDRONATO.

5.2. Sobre el estudio morfométrico radiologico

En el analisis morfométrico de las radiografias digitales del alveolo

post-extraccion, en nuestro estudio hallamos que el grupo tratado con acido

zoledrdnico durante 2 semanas fue en el que mayor regeneracion 0sea se

encontro, siendo esta diferencia significativa con respecto al grupo control,

con los otros dos grupos tratados con acido zoledronico, y con el grupo que

recibié pamidronato disédico durante 3 semanas.

Cetinkaya y cols., en su modelo experimental de periodontitis en

ratas Wistar, miden mediante radiografia convencional la pérdida Osea

alveolar, obteniendo diferencias significativas de menor pérdida de hueso
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en ratas a las que se les administro risedronato durante un corto periodo de
tiempo (3 semanas), con respecto al grupo control. Sin embargo, no hay
diferencias significativas en las mediciones de las ratas que recibieron el
farmaco durante un periodo de tiempo mayor (8 semanas). En nuestro
estudio, todos los grupos de animales que recibieron BFs, a excepcion del
que recibié la menor dosis acumulada de pamidronato disodico, presentan

una mayor regeneracion del alveolo post-extracion que el grupo control.

Allen y cols. estudiaron en perros beagle el efecto del éacido
zoledrdnico en el alveolo post-extraccion vs grupo control, midiendo el
area de regeneracion 0sea mediante tomografia computarizada. La dosis
utilizada de &cido zoledronico fue de 0,06mg/kg, en infusion cada 2
semanas, durante 3 meses. Esto da una dosis acumulada en mg/kg inferior a
la administrada en nuestro estudio, con la salvedad de que el modelo
animal es distinto. Realizaron exodoncias de molares en las semanas 4 y 8
tras el inicio del tratamiento con el acido zoledronico, realizando las
mediciones en las semanas 4 y 8 post-extraccion. En sus resultados no
encontraron diferencias significativas en la neoformacion de hueso a las 4
semanas de la extraccion, pero si a las 8 semanas, siendo significativamente
mayor en los animales tratados con acido zoledrénico que en el grupo
control. En nuestro estudio, con un modelo animal distinto, con una dosis
acumulada superior de acido zoledronico, y realizando las mediciones 14
dias tras las exodoncias, encontramos que la regeneracién del alveolo post-
extraccion es mayor en los grupos que recibieron acido zoledronico que en

el grupo control.

Jee y cols. estudiaron el efecto del alendronato sobre los alveolos
post-extraccion en ratas ovarectomizadas, mediante TC in vivo, no
encontrando diferencias significativas entre los tres grupos del estudio
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(control, ovarectomizadas, ovarectomizadas recibiendo alendronato) con
respecto a la neoformacion Gsea a nivel radiolégico 2, 4 y 6 semanas
después de las exodoncias. En nuestro estudio todos los grupos que
recibieron BFs (a excepcion del de menor dosis acumulada de pamidronato
disédico) presentaron una mayor regeneracion del alveolo que el grupo

control.

Conte-Neto y cols., en su estudio sobre alveolos post-extraccion
también con alendronato en ratas Holtzmann, observan mediante cortes
histoldgicos que el volumen de hueso neoformado en las ratas tratadas con
el bisfosfonato presentan una menor formacion de hueso post-exodoncia
que en el grupo control, siendo estadisticamente significativa esta
diferencia sélo en el tercio medio del alveolo de la raiz distal del 1° molar,
zona del estudio. A diferencia de este trabajo, en nuestro estudio si hay una
mayor neoformacion 0sea en todos los grupos a los que se les administro

BFs, excepto el de menor dosis de pamodronato disodico.

Howie y cols., en su estudio de ONM post-extraccion en ratas
Sprague-Dawley tratadas con dosis de acido zoledrénico de 0,80 pg/kg/
semana, calcula la aposicion de nuevo hueso mediante analisis dinamico
del hueso, hallando como resultado que en el grupo tratado con BFs
presenta una menor aposicion 6sea y menor nivel de formacion mineral que
el grupo control. En nuestro estudio, sin embargo, la administracion de los
farmacos aumenta la formacion Gsea post-extraccion en 5 de los 6 grupos

tratados con BFs.
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Tabla 5.3. Comparacién de resultados
radiologico
Autor Estudio

Nuestro estudio Rx para valorar neoformacion 6sea post-

extraccion, ratas Sprague-Dawley

Allen y cols. MicroTC para valorar neoformacion 6sea post-
2011 extraccion, perros Beagle
Cetinkaya y Rx para valorar pérdida 6sea periodontal,
cols. 2008 ratas Wistar

Conte-Neto y Medicion de superficie de hueso neoformado

cols. 2013 en cortes histolégicos, ratas Holtzmann
Howie y cols. Medicion de parametros dinamicos del hueso
2015 post-extraccion, ratas Sprague-Dawley

Jee y cols. 2010 Neoformacion 6sea en alveolo post-extraccion

con micro TC, ratas Sprague-Dawley

en el

UNIVERSIDAD DE
MURCIA

estudio morfométrico

Resultados

Mayor hueso formado en todos los
grupos de PAM y ZOL excepto grupo
2

Mayor hueso formado en el grupo de
ZOL tras 8 semanas post-extraccion

Menor pérdida 6sea con dosis de
RIS a corto plazo

Menor hueso neoformado en los
grupos que recibieron ALE

Menor aposicion dsea en grupo
tratado con ZOL

No diferencias significativas entre
tratadas con ALE y controles

ZOL: ACIDO ZOLEDRONICO. PAM: PAMIDRONATO DISODICO. RIS: RISEDRONATO. ALE: ALENDRONATO.

5.3.

Sobre el andlisis de la densidad vascular

El siguiente parametro a analizar en nuestro estudio fue la densidad

vascular en el hueso de neoformado, mediante estereologia. Elegimos este

método y no medicion por inmunohistoquimica por su mayor sencillez y

menor coste. Se observd una menor densidad vascular en los grupos que

recibieron acido zoledrdnico, siendo esta diferencia significativa con

respecto a los grupos que recibieron pamidronato disodico y al grupo

control.

Conte-Neto y cols. en su estudio de alveolos post-extraccion en ratas

tratadas con alendronato, no encontraron diferencias significativas en la
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vascularizacion a los 3 dias de las exodoncias entre el grupo control y el
que recibié BFs, pero si hubo una disminucién significativa en la
vascularizacion en el grupo tratado con alendronato con respecto al grupo
control a los 28 dias de la extraccidén. En nuestro estudio, todos los grupos
que recibieron &cido zoledronico tenian una disminucion significativa de la
densidad vascular con respecto al grupo control y a los que recibieron

pamidronato disodico.

Cetinkaya y cols., en su estudio del efecto del risedronato en un
modelo de periodontitis experimental en ratas, miden mediante estereologia
la densidad vascular, hallando unicamente diferencias significativas sobre
la disminucion de la angiogénesis en el grupo con una mayor dosis y
duracion de administracion del farmaco (1 mg/kg, 8 semanas) con respecto
al resto de grupos del estudio. En nuestro estudio, los grupos tratados con
pamidronato disodico no presentaron diferencias significativas en cuanto a
la densidad vascular con respecto al grupo control; sin embargo, los grupos
que recibieron 4acido zoledronico si presentaron una reduccion
estadisticamente significativa en la vascularizacion con respecto al resto de

grupos.

Bi y cols.en su modelo experimental con ratas de ONM post-
extraccion causada por BFs, administraron acido zoledronico (125 g/
kg/semana), concomitante o no con dexametasona y doxetacel, evaluando
la angiogénesis 6sea mediante inmunohistoquimica, y hallando que los
grupos que habian recibido acido zoledronico presentaban una fuerte
supresion de la angiogénesis en las zonas de las extraccion. En nuestro
estudio también hallamos que el acido zoledronico reduce la angiogénesis
en hueso, no asi el pamidronato, en las dosis empeladas en nuestra
investigacion.
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Maahs y cols., estudian la apariciéon de ONM post-extraccion en ratas
tras la administracién de alendronato ¢ acido zoledrénico, midiendo entre
otros parametros mediante inmunohistoquimica la presencia de VEFG
como indicador de la angiogénesis, no encontrando diferencias
significativas entre el grupo control y los grupos que recibieron BFs. Sin
embargo en nuestro estudio si hay una reduccion significativa de la

densidad vascular en los grupos tratados con acido zoledronico.

Tabla 5.4. Comparacion de resultados en el anélisis de la densidad vascular

Autor Estudio Resultados
Nuestro estudio Esterologia de densidad vascular post- Grupos tratados con ZOL presentan
extraccion, ratas sprague-Dawley menor vascularizacion

Biy cols. 2010 Inmunohistoquimica y recuento de Grupos tratados con ZOL presentan
vasos sanguineos, ratones C57BL6 reduccién de angiogénesis

Cetinkaya y cols. Estereologia de densidad vascular en Menor vascularizacion sélo en grupo de

2008 periodontitis, ratas Wistar mayor dosis y tiempo de RIS

Conte-Neto y Estereometria de cortes histolégicos Menor vascularizacion en grupo ALE a

cols. 2013 post-extraccién, ratas Holtzmann los 28 dias post-exodoncia

Maahs y cols. Inmunohistoquimica para medir VEGF No encuentra diferencias significativas

2010 post extraccion, ratas Wistar entre grupos control, ALE y ZOL

ZOL: ACIDO ZOLEDRONICO. PAM: PAMIDRONATO DISODICO. RIS: RISEDRONATO. ALE: ALENDRONATO

5.4. Sobre el analisis de la densidad Osea

En el analisis en nuestro estudio de la densidad dsea en el hueso de
neoformado mediante estereologia, hallamos diferencias significativas
entre el grupo control y todos los grupos en que se administraron
bisfosfonatos, siendo mayor la densidad ésea en estos Gltimos. Ademas, en
los grupos que recibieron acido zoledrénico durante 2 y 3 semanas, la
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densidad 6sea fue significativamente mayor que en los 3 grupos tratados

con pamidronato disédico.

Jee y cols. midieron mediante tomografia computerizada la densidad
6sea de los alveolos post-extraccion en ratas ovarectomizadas tras la
administracion de alendronato, hallando diferencias significativas en el
aumento de la densidad Osea entre los grupos control y el de administracion
del farmaco a las 4 semanas tras la extraccion; la diferencia también fue
significativa entre los grupos ovariectomizados tratados con y sin
alendronato en el mismo periodo. En nuestra investigacion también
hallamos que los grupos a los cuales se administré BFs tenian un aumento
significativo de la densidad Osea con respecto al control, siendo mas

relevante en los grupos que recibieron acido zoledronico.

Cetinkaya y cols., en su estudio del efecto del risedronato en un
modelo de periodontitis experimental en ratas, encontraron diferencias
significativas en su medicion mediante estereologia en el aumento de la
densidad Gsea entre los dos grupos con un periodo de administracion corto
del BF, y los dos grupos que recibieron el farmaco en un plazo mas largo,
asi como el grupo con periodontitis pero sin administracion de BF.
También hubo diferencias significativas entre los grupos que recibiron BF
(excepto el de menor dosis y duracion) y los grupos control sin
periodontitis, teniendo estos Gltimos una mayor densidad 6sea. En nuestro
estudio la administracion de BFs supone un aumento de la densidad Osea

con respecto al grupo control.

En su estudio de la ONM por BFs en ratas, Marino y cols. miden
mediante microTC la densidad mineral Osea de los alveolos post-

extraccion, siendo esta mayor en los grupos que recibieron 4acido
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zoledrénico que en el grupo control. Nuestros resultados coinciden con este
estudio en el aumento de la densidad 6sea en los grupos tratados tanto con

pamidronato disddico como con &cido zoledrénico.

Tabla 5.5. Comparacién de resultados en el andlisis de la densidad 6sea

Autor Estudio Resultados
Nuestro estudio Estereologia de densidad 6sea post- Mayor densidad en BFs que control
extraccion, ratas Sprague-Dawley Mayor densidad con ZOL que PAM
Cetinkaya y Esterologia de densidad 6sea en periodontitis Menor densidad en RIS que control
cols. 2008 con BFs, ratas Wistar
Jee y cols. 2010 Densidad radiografica con micro TC en alveolo Diferencias significativas entre
post-extraccion, ratas Sprague- Dawley tratadas con ALE y controles
Marino y cols. Densidad mineral 6sea con microTC en Mayor densidad 6sea en ZOL vs
2012 alveolo post-extraccion, ratas Sprague-Dawley control

ZOL: ACIDO ZOLEDRONICO. PAM: PAMIDRONATO DISODICO. RIS: RISEDRONATO. ALE: ALENDRONATO.

5.5 Sobre el microandlisis de elementos

Por ultimo, el microanalisis de elementos en nuestro estudio revelo
diferencias significativas entre los grupos que recibieron acido zoledronico
con respecto a los grupos control y tratados con pamidronato, siendo mayor

el porcentaje de calcio y fosforo en los primeros.

Camacho-Alonso y cols. estudian el efecto del &cido zoledrdnico en
hueso mandibular y fémur de ratas, haciendo microanalisis de elementos
con el microscopio electrénico de barrido. En sus resultados encuentran
también una mayor cantidad de calcio y fdésforo en las mandibulas
provenientes de los grupos que recibieron acido zoledrénico con respecto al

grupo control, con diferencias significativas, pero sin embargo no lo son en
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las mediciones en fémur. En nuestro estudio también hallamos un mayor

porcentaje de Cay P en los grupos tratados con acido zoledroénico.

Mayahara y cols. estudian el efecto del pamidronato disodico en la
concentracion de calcio y fosforo en humero de rata, no hallando
diferencias significativas con los grupos no tratados con BFs. En nuestro
estudio, en mandibula de rata, no encontramos diferencias significativas
entre los grupos que recibieron pamidronato disédico y el grupo control,
pero si mayor concentracion de Ca y P en los grupos que recibieron acido

zoledronico.

Tabla 5.6. Comparacion de resultados en el microanalisis de elementos

Autor Estudio Resultados
Nuestro estudio Microanalisis de elementos con MEB, ratas Mayor concentracion de Cay P en
Sprague-Dawley grupo ZOL
Camacho-Alonso  Microandlisis de elementos con MEB, ratas Mayor concentracion de Cay P en
y cols. 2013 Sprague-Dawley grupo ZOL
Mayahara y cols. Microandlisis de elementos con MEB en No diferencias significativas entre PAM
2003 hamero, ratas Wistar y resto de grupos

ZOL: ACIDO ZOLEDRONICO. PAM: PAMIDRONATO DISODICO. RIS: RISEDRONATO. ALE: ALENDRONATO.

5.6  Sobre otros elementos del nuestro estudio

Cabe destacar en nuestro estudio la no aparicion de osteonecrosis
maxilar en ninguno de los animales de nuestra muestra, a diferencia de

otros estudios que si registran lesiones de este tipo.

También sefalar la limitacion de nuestro estudio, al valorar
unicamente la zona de hueso post-extraccion, ya que no analizamos el resto

del hueso mandibular.
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No podemos establecer resultados concluyentes debido
fundamentalmente a la escasez de estudios y heterogeneidad de los
mismos. No obstante, nuestros resultados corresponden al andlisis de un
namero de muestras a distintas concentraciones farmacoldgicas, pero
limitado en el tiempo a los 14 dias, no pudiendo ofrecer resultados a méas
largo plazo. Son necesarias nuevas investigaciones en las que los
tratamientos sean mas prolongados en el tiempo, y aplicar nuevos métodos
que nos permitan identificar en dltimo término a los pacientes que
presenten un riesgo mas elevado de desarrollar ONM para tomar las
medidas preventivas oportunas y poder identificar mejor estos procesos.

Como podemos observar, hay una gran disparidad en los estudios
sobre los efectos de los bisfosfonatos, utilizandose diferentes métodos y
estudiando diversos parametros, siendo necesarios muchos mas estudios
para poder llegar a averiguar los mecanismos Ultimos de accion de los

bisfosfonatos.

Deberia estandarizarse el estudio de los mismos para poder comparar
los distintos resultados, y asi extrapolarlos a su efecto en humanos. Se
deberian consensuar modelos de experimentacién teniendo en cuenta los

siguientes factores:

modelo animal a emplear

- BFs a estudiar, dosificacion y tiempo de administracion del

farmaco
- administracién concomitante de otros farmacos
- manipulaciones a realizar (exodoncias, fracturas, periodontitis)

- pardmetros a analizar, y métodos para la medicion de los mismos.

Estudio del efecto de la aplicacion sistémica de pamidronato disédico y acido zoledroénico
en hueso mandibular en un modelo de experimentacién animal

UNIVERSIDAD DE
MURCIA



UNIVERSIDAD DE
MURCIA

Estudio del efecto de la aplicacion sistémica de pamidronato disédico y acido zoledrénico
en hueso mandibular en un modelo de experimentacién animal ofe
I



UNIVERSIDAD DE
MURCIA

6. CONCLUSIONES

Una vez analizados los resultados de nuestro estudio en hueso
mandibular de ratas Sprague-Dawley, llegamos a las siguientes
conclusiones:

1. Radiologicamente, la administracion sistéemica de Pamidronato
Disédico o Acido Zoledrénico aumenta la neoformacion 6sea tras la
extraccion dental con respecto al grupo control, siendo mayor la

formacion de hueso al administrar Acido Zoledrénico.

2. La densidad vascular en el hueso neoformado del alveolo
postextraccion no se ve alterada por la administracion sistémica de
Pamidronato Disodico; sin embargo, esta densidad vascular si

disminuye al administrar Acido Zoledrdnico de forma sistémica.

3. Ladensidad de hueso neoformado medida por unidad de volumen en
el alveolo postextraccion mediante estereologia es mayor tras
administrar Pamidronato Disodico o Acido Zoledrénico de forma
sistemica con respecto al grupo control, obteniendo mayor densidad

6sea con Acido Zoledrénico.

4. Al cuantificar la cantidad de calcio y fosforo mediante microanalisis
EDX (espectrometria por dispersion de energia de rayos X),
encontramos que los porcentajes de los mismos eran mayores en los
grupos a los que se administr6 de forma sistémica Acido

Zoledrénico.
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