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ATP: trifosfato de adenosina (Adenosin triphosphate).
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BF-N: Bifosfonato nitrogenado.

BMPs: proteinas morfogenéticas éseas (bone morphogenetic proteins).

BSP: sialoproteina 6sea (bone sialoprotein).



CBFA1: factor de transcripcion clave en la diferenciacion de osteoblastos

humanos, también llamado Runx-2.

CD44: Molécula de diferenciacion celular 44 (Cluster of differentiation 44).

CD73: 5'-nucleotidase (5'-NT), regulador de la diferenciacién osteogénica de

células madre mesenquimales.

CD90: Thy-1 o CD90 (Cluster of Differentiation 90) es una proteina de
superficie celular conservada anclada con glicofosfatidilinositol (GPI)
fuertemente N-glicosilada de 25-37 kDa con un UuUnico dominio de
inmunoglobulina similar a V, descubierto originalmente como un antigeno de
timocito. Thy-1 puede ser utilizado como un marcador para una variedad de

células madre y para los procesos axonales de las neuronas maduras.

CD105: La endoglina es una glicoproteina de la membrana tipo | localizada
en la superficie de la célula que forma parte del complejo receptor del TGF-
beta. Esta proteina consiste en un homodimero de 180 kDa con puentes
disulfuro 1. Se ha encontrado en células endoteliales, macréfagos activados,

fibroblastos y células de musculo liso.

CDK1: quinasa dependiente de ciclina 1 (cell divisibn control protein 2

homolog).
CDK4: quinasa dependiente de ciclina 4.

CFU-GM: Unidad formadora de colonias de Granulocitos y Macréfagos

(Granulocyte-macrophage colony-forming unit).

COX-2: ciclooxigenasa 2.

c-Raf: proteina quinasa proto-oncogeénica serin /treonin, también llamada c-
RAF o Raf-1. Enzima codificada en humanos por el gen RAF1, pertenece a la
via MAPK.

CRE: element de respuesta de cCAMP.



CREB: element de union de respuesta a CAMP (CAMP response element-
binding).

CTX: telopeptido carboxiterminal de procolageno tipo 1.

CXCR4: Qimiocina (familia de las quinasas). Chemokine receptor type 4.
También llamado fusin o CD184. Proteina codificada por el gen CXCR4. En

superficie de inmunocitos TCD4. Correceptor del VIH.
DMSO: dimetilsulfoxido.
EDTA: acido etilendiaminotetraacético.
EGFR: factor de crecimiento epidérmico.
ER: receptor de estrogeno (estrogen receptor).
ERE: elemento de respuesta a estrogenos.

ERK: via ERK o via MAPK, proteina quinasas activadas por mitbgenos de

regulacion extracelular (Mitogen-Activated Protein Kinases).

FDA: Administraciéon de Alimentos y Medicamentos de EE.UU (Food and

Drug Administration).
FGF-2: factor de crecimiento de fibroblastos.
FPPS: farnesildifosfato sintetasa.
GDP: guanosin difosfato (Guanosine diphosphate).
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GMPc: guanosin monofosfato ciclico (cyclic guanosine monophosphate,
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IL-1: interleuquina 1.
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IL-4: interleuquina 4.

IL-6: interleuquina 6.

INOS: oxido nitroso sintetasa.

IPP: pirofosfato de isopentenilo.

JNK: quinasa c-Jun N-terminal.

MAP: proteinas asociadas a microtubulos (microtule associated proteins).
MAPK: via MAP cinasas o ERK (Mitogen-Activated Protein Kinases).

M-CSF: factor estimulante de colonias de macréfagos (Macrophage colony
stimulating factor).

MEK: proteina quinasa activada por mitdgeno perteneciente a la via MAPK o
ERK.

MLT: melatonina.

MRONJ: osteonecrosis mandibular asociada a medicamentos (medication
related osteonecrosis of the jaw).



MSK1: Mitogen-and stress-activated protein kinase-1. Activada por MAPK y
SAPK/p38 puede mediar la activacion de CREB.

MT1: receptor de melatonina 1.
MT2: receptor de melatonina 2.
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NAT: N-acetiltransferasa.
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NQO2: quinona reductasa 2.
OCN: osteocalcina.
ODF: factor de diferenciacion de osteoclastos.
ONM: osteonecrosis maxilar.
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OPG: osteoprotegerina.

OPN: osteopontina.
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PI. pirofosfato inorganico.

PKA: proteina quinasa A (protein kinase A).
PKC: proteina quinasa C (protein kinase C).
PKCa: proteina quinasa C a.

PLC: fosofolipasa C (phospholipase C).
PPARC: receptor de peroxisomas.

Prkd1l: proteina quinasa D1, regula la sefalizacion de receptores de
membrana, el transporte a Golgi, proteccion frente al estrés oxidativo

mitocondrial, transcripcion genética, y morfologia, movilidad y adhesion celular.

p38: proteina quinasa activada por mitégeno responsalbe de la estimulacién

por estrés y de la diferenciacion celular, apoptosis y fagocitosis.

P90rsk: quinasa AGC de la familia RSK. Fosforilada y activada por ERK1/2
en respuesta a factores de crecimiento, hormonas polipeptidicas vy
neurotransmisores. Participa en la regulacidbn negativa de la apoptosis y
caspasas, regulacion positiva de diferenciacion celular y crecimiento celular, y

regulacién positiva de factores de transcripcion de ARN polimerasa |l.

RANK: receptor activador del factor nuclear kB (Receptor Activator for

Nuclear Factor K B).

RANKL: ligando del receptor activador del factor nuclear kB (Receptor

Activator for Nuclear Factor k B Ligand).
REM: fase del suefio REM (Rapid Eye Movement).

RUNX-2: factor de transcripcion clave en la diferenciacion de osteoblastos
humanos, también llamado Cbfal.



SIR2: gen sirtuin (su homdlogo en mamiferos es SIRT1). Participa en la
respuesta a estrés como calor o inanicién y en la extension del tiempo de vida

bajo restriccion caldrica.

SIRT1: miembro de la familia de proteina sirtuin, homologo de Sir2.
Proteinas reguladoras intracelulares con actividad mono-ADP-
ribosiltransferasa. La induccion de su expresion aumenta la sensibilidad celular

a insulina.

Stat 3: El transductor de sefial y activador de la transcripcién 3, factor de

transcripcion codificado en humanos por el gen STAT3.
STS: Staurosporine. Induce cambios en MAPK.
TNFR: receptor de factor de necrosis tumoral.
TNF-a: factor de necrosis tumoral a (tumoral necrosis factor a).
TXNIP: Thioredoxin-interacting protein.

Whnts: glicoproteinas ricas en cisteina.
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RESUMEN

Objetivo: Evaluar los efectos citoprotectores de la melatonina (MLT) sobre
osteoblastos humanos tratados con acido zoledrénico (AZ). Métodos: Los
osteoblastos humanos fueron expuestos a AZ (1, 5, 10, 50, 100 and 300 pM) y
MLT (1, 10, 50, 100 y 200 uM) durante 24, 48 y 72 horas de incubacion, para
evaluar sus efectos sobre la viabilidad celular. Resultados: la viabilidad celular
de los osteoblastos humanos disminuy6 con las concentraciones crecientes de
AZ, durante el periodo de incubacién de 24, 48 y 72 horas. Se obtuvo una
mejora en la viabilidad celular tras 24 horas de incubacién con MLT a baja
concentracion (sin diferencias estadisticamente significativas); la viabilidad
celular aumento tras 48 y 72 horas de incubacion con MLT a alta concentracion
(100 and 200 pM). La MLT a concentraciones de 100 y 200 pyM parece tener
cierto efecto citoprotector sobre los osteoblastos humanos tratados con AZ a
bajas concentraciones de AZ (1 y 5 uM), ya sea a las 24, 48 o 72 horas. Sin
embargo, a concentraciones de AZ = 10 yM los posibles efectos citoprotectores
de la MLT fueron bajos a las 24 horas de incubacion. Conclusiones: La MLT
tiene un efecto citoprotector sobre los osteoblastos humanos tratados con AZ y
podria representar una alternativa preventiva prometedora para los pacientes

con riesgo de osteonecrosis mandibular relacionada con los bisfosfonatos.



SUMMARY

Objective: To evaluate the cytoprotective effects of melatonin (MLT) on
zoledronic acid (ZA)-treated human osteoblasts. Methods: Human osteoblasts
were exposed to ZA (1, 5, 10, 50, 100 and 300 uM) and MLT (1, 10, 50, 100 y
200 uM) for 24, 48 and 72 hours of incubation, to evaluate their effects on cell
viability. Results: As ZA concentration increased, greater reductions in cell
viability of human osteoblasts were induced whether at 24, 48 or 72 hours
incubation. At 24 hours incubation with MLT, greatest cell viability was obtained
when low dose of MLT was applied (without significant differences); 48 and 72
hours incubation presented the greatest cell viability with the highest MLT
concentrations (100 and 200 uM). MLT at concentrations of 100 and 200 pM
would appear to have a certain cytoprotective effect on ZA-treated human
osteoblasts with low concentrations of ZA (1 y 5 uM), whether at 24, 48 or 72
hours; however, at ZA concentrations 210 yM the possible cytoprotective
effects of MLT were low at 24 hours incubation. Conclusions: MLT has a
cytoprotective effect on ZA-treated human osteoblasts and could represent a
promising preventative alternative for patients at risk of bisphosphonate-related

osteonecrosis of the jaw.
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INTRODUCCION

1.1 BIFOSFONATOS

Los bisfosfonatos o bifosfonatos (BFs), antes denominados difosfonatos, son
compuestos quimicos analogos al pirofosfato inorganico, que presentan una

gran afinidad por los cristales de hidroxiapatita 6seos (Drake y cols., 2008).

El amplio uso de los bifosfonatos como inhibidores de la resorcion 6sea en
multiples patologias y/o situaciones clinicas, es directamente atribuible a su
eficacia en la mejora de la calidad de vida de los pacientes con cancer
metastasico de hueso, osteoporosis o enfermedad de Paget (Russell y cols.,
2006).

1.1.1 Cronologia historica de los bifosfonatos

Aunque los primeros bifosfonatos fueron sintetizados a mediados del siglo
XIX, las caracteristicas bioldgicas de los bifosfonatos como regulador fisiolégico
en la calcificacion ésea no fueron publicadas hasta 1968, por lo que su
aplicacion en medicina se ha producido exclusivamente en las 3 o 4 ultimas

décadas.

Los BFs se empleaban en la industria textil, como inhibidores de la

corrosion, fertilizantes y aceites industriales.

Uno de los pasos mas importantes para el uso clinico de este farmaco fue el
descubrimiento de que inhibian la reabsorcion 6sea, ya que tienen la propiedad
de ser capaces de inhibir la disolucion de cristales de hidroxiapatita.
Encontraron que el pirofosfato inorganico presente en el plasma y en la orina
inhibia la precipitacién del fosfato de calcio. Se demostré que el pirofosfato
afectaba a la formaciéon y disolucion de cristales de fosfato de calcio in vitro.
Posteriormente, se demostré que el pirofosfato podia inhibir la calcificacion
ectdpica in vivo, y se planted su utilizacion como regulador fisiolégico de los
procesos de calcificacion. Pero el pirofosfato, administrado por via oral, tiene
una escasa accion y por via parenteral se hidroliza rapidamente, por ello se

buscaron compuestos similares al pirofosfato que tuvieran mejores propiedades

Estudio in vitro del efecto citoprotector de la melatonina sobre la citotoxicidad del acido zoledrénico en
osteoblastos humanos.



INTRODUCCION

y surgieron los BFs (Francis y cols., 1969; Fleisch y cols., 1969; Russell y cols.,
1970; Fleisch y cols., 1998).

Se realizé un trabajo clinico con etidronato en el tratamiento de trastornos de
calcificacion tales como miositis osificante progresiva (ahora conocido como la
fibrodisplasia osificante progresiva, o FOP), y en la enfermedad de Paget,
(Smith y cols., 1971; Bassett y cols., 1969), en el que se mostré mas eficacia
que los tratamientos utilizados anteriormente, debido a la fuerte afinidad del
farmaco al mineral 6seo. Otro uso clinico era como agentes de exploracion
Osea para detectar metastasis 0seas y otras lesiones esqueléticas. Durante la
década de 1970, comenzaron a ser utilizados como agentes terapéuticos en
oncologia y ahora se han establecido para el tratamiento y la prevencioén de
complicaciones esqueléticas asociadas con metastasis 6seas o de mieloma
derivadas de canceres de mama, de prOstata, y otros o6rganos. En la
osteoporosis posmenopausica, reducen los marcadores de recambio 06seo,
aumentan la densidad mineral 6ésea en la columna lumbar y la cadera, por lo
gue reducen el riesgo de fracturas. (Liberman y cols., 1995; Watts y cols., 1990;
Reginster y cols., 2000; Harris y cols., 1999; Black y cols., 1996; Boonen y
cols., 2005) También se utilizan para el tratamiento de la osteoporosis inducida
por glucocorticoides, osteoporosis masculina y en nifios con osteogénesis

imperfecta.

En la actualidad, estan indicados en: la prevencién y el tratamiento de la
osteoporosis, el manejo de metastasis 0seas asociadas a diferentes tipos de
cancer (mieloma multiple, cancer de mama, préstata y pulmén) y finalmente en
determinadas displasias y distrofias 6seas como la enfermedad de Paget y la
osteogénesis imperfecta.

1.1.2 Estructura quimica de los bifosfonatos

Los bisfosfonatos son compuestos quimicamente estables derivados del
pirofosfato inorganico, un compuesto que se produce de manera natural en los
organismos, en el cual dos grupos fosfato se unen por esterificacion de una

molécula de oxigeno (ver Figura 1). A diferencia del pirofosfato inorganico, los

Estudio in vitro del efecto citoprotector de la melatonina sobre la citotoxicidad del acido zoledrénico en
osteoblastos humanos.



INTRODUCCION

bifosfonatos se caracterizan por la presencia de dos uniones C-P y por la
sustitucion de un atomo central de oxigeno por uno de carbono para conectar
los dos fosfatos. Si la dos uniones estan localizadas en el mismo atomo de
carbono se denomina bifosfonato geminal (Fleisch y cols., 1998). Esta
estructura molecular, les concede una gran estabilidad, resistencia a la

hidrdlisis y alta afinidad por el calcio de la hidroxiapatita (Drake y cols., 2008).

Figura 1: Estructura molecular de un bifosfonato.

Pirofosfato inorganico Bifosfonato genérico P —— C— p Union a mineral

OH OH OH R1 OH R1 Afinidad al
I | | | | mineral 6seo

O=P—0=—P=0 O=P=—C—P=0 R2 Potencia
| | antiresortiva

Casi todos los bisfosfonatos de uso clinico actual también tienen un grupo
hidroxilo unido al carbono central (denominado posicion R1). Los grupos fosfato
proporcionan una fuerte afinidad por los cristales de hidroxiapatita en el hueso,
mientras que el grupo hidroxilo aumenta alin mas su capacidad para unirse al
calcio, proporciondndole asi una interaccion terciaria con la matriz Osea
(Russell y cols., 2006).

Los dos grupos fosfato tienen una doble funcién, para la unién a mineral
0seo y para la actividad antirresortiva mediada por células. Las modificaciones
de uno o ambos grupos fosfonato pueden reducir drasticamente la afinidad de
los bifosfonatos al mineral 6seo (Ebetino y cols., 1998), asi como reducir su

potencia bioquimica (Ebetino y cols., 1995; Luckman y cols., 1998).

Aunque los grupos fosfato e hidroxilo son esenciales para la afinidad de los
BFs con la matriz ésea, las estructuras de la fraccién final (denominado
posicidbn R2) unidas al carbono central, determinan la potencia del BFs en la
inhibicion de la resabsorcion 0sea. La presencia de un atomo de nitrdgeno o un

grupo amino aumenta la potencia antireabsortiva del BFs de 10 a 10.000, en
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relacion con los primeros BFs no nitrogenados (Drake y cols., 2008).
1.1.3 Clasificacion de los bisfosfonatos

La evolucion farmacoldgica del medicamento ha dado lugar a dos grandes
grupos de farmacos: en primer lugar los bifosfonatos no nitrogenados que se
siguen usando en la actualidad, de los cuales los mas conocidos y empleados
en medicina son el Clodronato, Etidronato y el Tiludronato (ver Figura 2); y una
segunda generacion de bifosfonatos nitrogenados, siendo los mas utilizados el
Acido Zoledronato, el Pamidronato, el Ibandronato y el Risendronato (ver

Figura 3).

La diferencia entre ambos grupos depende de la union de la cadena lateral
R2 al carbono central y de la presencia o ausencia de un atomo de nitrégeno

en dicha cadena (Senel y cols., 2009).

Figura 2: Estructura quimica de los BFs no nitrogenados.

Bifosfonatos no nitrogenados

Etidronato Clodronato Tiludronato
(1-Hidroxietilideno)-bis- (Disclorometileno)- bis- [[(4-clorofenil)tio]
fosfonato fosfonato metielno]-bis-fosfonato

O- OH (|)- 0- Cl (|)- 0- (|3I (|)-
O=P=—C—P=0 O=P=—C—P=0 O=P=—C—P=0
0- CH; oO- 0O- Cl oO- 0- S o-
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Figura 3: Estructura quimica de los BFs nitrogenados.

Pamidronato
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INTRODUCCION

Hoy en dia, se ha comenzado a clasificar a los BFs por generaciones, siendo

la primera generacién la de los BFs no nitrogenados, similares al pirofosfato

inérganico. La segunda generacion estaria formada por los BFs nitrogenados,

mas potentes que los de la primera generacién, como el pamidronato (que

inhibe la reabsorcién 6sea a unas dosis que no afectan a la mineralizacion).

Por altimo, los Bf de tercera generacion donde se incluye el zoledronato que es

el més potente y tiene una fuerte actividad antiosteoclastica (Ruggiero y cols.,

20004; Senel y cols., 2009).

En la tabla 1 se recogen los BFs comunmente empleados en la préactica

clinica.
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Tabla 1. BFs mas empleados en la practica clinica actual (Woo y cols., 2006; ADA., 2006;

Montoya y cols., 2009).

Nombre
comercial

Didronel

Nombre
genérico

Osteum
Difosfen
Bonefos
(Canada)

Skelid

Fosamax

Fosavance
Fosamax
plus D

Aredia

Linoten
Pmifos
Xinsidona
Actonel

Acrel
Actonel con
calcio

Zometa

Aclasta
Boniva

Bondronat

Fabricacion y

localizacion
Procter & Gamble
Pharmaceuticals,
Cincinnati, Ohio

Schering AG, Berlin,
Germany

Sanofi- Synthelabo
Inc., New York, New

Merck & Co. Inc.,
Whitehouse Station,
New Jersey

Merck & Co. Inc.,
Whitehouse Station,
New Jersey
Novartis
Pharmaceuticals,
East Hanover, New
Jersey

Procter & Gamble
Pharmaceuticals,
Cincinnati, Ohio

Procter & Gamble
Pharmaceuticals,
Cincinnati, Ohio
Novartis
Pharmaceuticals,
East Hanover, New
Jersey

Roche Laboratories
Inc., Nutley, New
Jersey

Formas de

dosificacion
Tabletas de
200 y 400 mg

Tabletas de
400 y 800 mg,
ampollas de
600mg/ml IV
Tableta 200 mg

Tabletas de 5,
10, 35, 40,y 70
mg; solucién
oral 70 mg/ 75
mL

Tabletas 70 mg
y 2800 U
cloranfenicol
Viales de 30,
60y 90 mg IV

Tabletas 5, 30,
y 35 mg

Tabletas de 35
mgy 500 mg
de calcio
Viales de 4mg
\Y

Tableta 2,5 mg
Tableta 150 mg
3mg/ 3mL IV

Contiene
nitrégeno

No, fraccién
de azufre

si

Aprobacion
por la FDA
1/09/1977

No aprobado

7/03/1997

29/09/1995

7/04/2005

31/10/1991

27/03/1998

12/08/2005

20/08/2001

16/05/2003

24/03/2005
6/06/2006
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1.1.4 Mecanismo de accion de los bifosfonatos

1.1.4.1 Ciclo de remodelacién 6sea

El hueso es un tejido dindmico en constante formacion y reabsorcion. Este
fendbmeno equilibrado, denominado proceso de remodelado, permite la
renovacion de un 5-15 % del hueso total al afio en condiciones normales
(Davies y cols., 2000). El remodelado 6seo consiste en la reabsorcion de una
cantidad determinada de hueso llevada a cabo por los osteoclastos, asi como
la formacion de la matriz osteoide por los osteoblastos y su posterior
mineralizacion. Este fendmeno tiene lugar en pequefas areas de la cortical o
de la superficie trabecular, llamadas "unidades basicas de remodelado
0seo" (Fernadndez-Tresguerres y cols., 2006).

El hueso es un tejido conjuntivo mineralizado muy vascularizado e inervado,
que estd estructurado en laminillas de matriz osteoide -calcificada. La
disposicion de estas laminillas es la que determina que el hueso sea cortical o

€esponjoso.

En el hueso cortical la matriz 6sea forma laminillas y los osteocitos se ubican
entre ellas formando osteoplastos. Las laminillas se disponen de forma
concéntrica alrededor de los canales vasculares llamados conductos de Havers
y forman osteonas. La laminillas situadas entre las osteonas forman el sistema
intersticial. Los conductos de Havers se comunican con los espacios medulares

a través de los canales perforantes o de Volkman.

El hueso esponjoso lo constituyen laminillas 6seas que forman placas
llamadas trabéculas en las que se sitdan los osteocitos. Las trabéculas forman
una red que delimita cavidades en cuyo interior se encuentra médula ésea
(Wheater y cols., 1987).

Ambos tipos de hueso contienen células especializadas, matriz organica y

fase mineral.

En el hueso encontramos varias estirpes celulares distintas: fibroblastos,
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osteoblastos, condroblastos, adipocitos y mioblastos, todas ellas derivan de

células mesenquimales pluripotenciales indiferenciadas.
» Osteoblastos

Los osteoblastos derivan de células madre mesenquimales, se sabe que su
diferenciacion esta controlada por genes, por el factor de transcripcion Cbhfal y
por las proteinas morfogenéticas 6seas (BMPs) (Fernandez-Tresguerres y
cols., 2006).

A medida que las células precursoras se van diferenciando expresan en la
membrana celular proteinas especificas de su funcion o marcadores, como
Cbfal, o el colageno | y la osteopontina (OPN). Igualmente la fosfatasa alcalina
(ALP) es una proteina de superficie que podria participar en la regulacion de la
proliferacion, migracion y diferenciacion de las células osteoblasticas. La
sialoproteina 6sea (BSP) y la osteocalcina (OCN), son marcadores de
diferenciacion del pre-osteoblasto al osteoblasto y aparecen cuando se inicia la
mineralizacion (Fernandez-Tresguerres y cols., 2006).

Los osteoblastos son células grandes (20-30 um), de forma poliédrica, con
citoplasma baséfilo y con un aparato de Golgi y un reticulo endoplasmico
rugoso de tamafio importante. Los osteoblastos y osteocitos se comunican

entre si por proteinas transmembrana o integrinas (Civitelli y cols., 1993).

Los osteoblastos sintetizan las proteinas coldgenas y no colagenas de la
matriz organica del hueso, dirigen la disposicién de las fibrillas de la matriz
extracelular, contribuyen a la mineralizacién de la sustancia osteoide, median
en la reabsorcién llevada a cabo por los osteoclastos a través de la sintesis de
citoquinas especificas y sintetizan factores de crecimiento (Fernandez-

Tresguerres y cols., 2006)

La vida media de los osteoblastos humanos es de 1 a 10 semanas, al
término de las cuales pueden desaparecer por mecanismos de apoptosis,

transformarse en células limitantes o de revestimiento (bone lining cells) o en
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osteocitos (15 %) (Aubin y Lin, 1996).
» Osteocitos

Una vez mineralizada la matriz, algunos osteoblastos quedan atrapados
dentro, transformandose en osteocitos. Los osteocitos poseen forma estrellada
Yy Su cuerpo se sitla en el interior de lagunas u osteoplasmas, y se organizan

formando un sincitio de células interconectadas (Ham y cols., 1952).

Los osteocitos constituyen el estadio final desde la linea osteoblastica y son
incapaces de renovarse. Poseen los mismos marcadores que los osteoblastos,
pero tienen como marcador especifico el CD44 (Fernandez-Tresguerres y cols.,
2006).

» Osteoclastos

Las células encargadas de la reabsorcidén son los osteoclastos. Se trata de

células grandes (100 um), multinucleadas, ricas en mitocondrias y vacuolas.

Proceden de células madre hematopoyéticas medulares denominadas
"Unidades Formadoras de Colonias de Granulocitos y Macrofagos" (CFU-GM),

precursoras de macrofagos y monocitos (Mundy y cols., 1993).

Los osteoclastos se movilizan hacia la zona a reabsorber y se adhieren a la
superficie 6sea mineralizada por la zona de su membrana con borde en cepillo.
El citoplasma adjunto al borde en cepillo esta libre de organulos y se denomina
“zona clara” y el osteoclasto se une al hueso a través de las integrinas. Las
integrinas reconocen la secuencia Arg-Gly-Asp (RGD) existente en el colageno
y otras proteinas de la matriz osteoide. El aparto de Golgi excreta enzimas
lisosomales que provocan un ambiente acido. Estas enzimas proteoliticas
como colagenasas, metaloproteasas, catepsina K, o glucuronidasa, van a
originar la reabsorcion del hueso mediante la solubilizacion de la matriz

organica primero y de la mineral después (Mundy y cols., 1993).

Los osteoblastos son fundamentales para la osteoclastogénesis, ya que
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producen el factor estimulante de las colonias de macréfagos (M-CSF) para la
formaciébn de células gigantes multinucleadas. La regulacion de la
osteoclastogénesis esta mediada por 3 moléculas: RANK (Receptor for
Activation of Nuclear Factor KB) situado en la membrana de osteoclastos y pre-
osteoclastos, RANKL (ligando de RANK) situado en la superficie de
osteoblastos y pre-osteoblastos y OPG (osteoprotegerina) proteina sintetizada
por osteoblastos y pre-osteoblastos. Los osteoclastos se diferencian y se
activan cuando RANK se une a RANKL y favorecen la reabsocion ésea.
Ademas en este proceso de diferenciacion y activacion también participan
citoquinas como las interleuquinas 1, 6 y 11, el factor de necrosis tumoral a
(TNF-a), el interferon gamma (y) y el factor estimulador de colonias de
macrofagos (M-CSF) que se une al receptor C-Fms de los osteoclastos
(Takahashi y col, 2002). La osteoprotegerina secretada por el osteoblasto, se
une a RANKL para impedir la unibn de RANKL a RANK y asi impedir la
reabsorcion 6sea (ver Figura 4) (Fernandez-Tresguerres y col, 2006).

Figura 4: Sistema RANK-RANKL-OPG

Citoquinas
proresortivas

Preosteoblasto

Preosteoclasto

Diferenciaciéon y
activacion
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» Matriz organica

La matriz organica o sustancia osteoide representa un tercio del peso 0seo.
Esta formada fundamentalmente por proteinas, entre las que destaca el
coldgeno (90% de la matriz extracelular) sobre todo tipo | (>95%) y tipo V
(<5%). También se ha comprobado la presencia en pequefias proporciones de
colageno tipo I, relacionado con las fibras de Sharpey y tipo Xll, formado bajo

estrés mecanico.

Entre las proteinas no colagenas destacan los Proteoglicanos (Hialuronano y
Condroitin-sulfato); Proteinas con &cido y-carboxi-glutAmico como la
osteocalcina sintetizada por los osteoblastos; Glicoproteinas (osteonectina para
la adhesion celular, la fosfatasa alcalina para la mineralizacién, y las proteinas
con el tripéptido RGD (Arg-Gly-Asp) (osteopontina, sialoproteinas Oseas,
fibronectina, trombospondina y vitronectina), fundamentales en los procesos de

remodelado y regeneracion éseos.

También encontramos factores de crecimiento y proteinas procedentes del
plasma (albumina y a2-SH-glicoproteina), probablemente relacionadas con la

incorporacion del calcio a la matriz osteoide.
» Fase mineral

El componente mineral del hueso representa el 65% del peso 6seo. Esta
formado por calcio, fosfato y carbonato (en proporciones de 10:6:1) en forma
de pequefios cristales de hidroxiapatita Caio (PO4)s(OH),y, en menor

proporcion hay magnesio, sodio, potasio, manganeso y fllor.
1.1.4.2 Accion de los bifosfonatos sobre el metabolismo 6seo

Los BFs tienen una estructura quimica similar a la del pirofosfato inorganico,
por ello se unen a los cristales de hidroxiapatita (HA) del hueso. Tienden a
incorporarse en las zonas de hueso que tienen una remodelacion 6sea activa.
Los BFs que no se unen al hueso se eliminan por excrecion renal (Drake y

cols., 2008). Los BFs quedan unidos al hueso durante largos periodos de
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tiempo alterando el microambiente 6seo; parece que impide la colonizacion de
células cancerigenas y debido a ello se emplea en pacientes oncoldgicos, pero
las células normales también se ven alteradas (Melo y cols., 2005). Durante el
remodelado 6seo el BF se libera del hueso y lo absorbe el osteoclasto que no
puede hidrolizarlo y en su interior provoca una serie de procesos que lo
conduciran finalmente a la apoptosis. La muerte de los osteoclastos inhibira la
activacion de la formacion de hueso por parte de los osteoblastos, y el hueso
afectado no tendra capacidad de remodelado. Este efecto, es el deseado en
aguellas patologias con alteracion del metabolismo 6seo, como por ejemplo en
la osteoporosis, para impedir la desmineralizacioén y para frenar el avance de
metastasis 0seas en casos oncoldgicos (Melo y cols., 2005).

Durante el proceso de remodelado 6seo, el osteoblasto integrado en la
matriz organica segrega proteinas y contribuye a la mineralizacion de los
cristales de HA. En esta matriz mineralizada queda atrapado el osteoblasto que
se diferencia a osteocito, que constituye el estadio final de esta linea celular
con una vida media de 150 dias, tras los cuales, se desarrollan microfracturas
en dicha matriz. Los osteoblastos son los encargados de activar la
osteoclastogénesis y tras ella, la nueva formacion 6sea. Los BFs interrumpen
este ciclo de remodelado y los osteocitos no vitales se acumulan en la matriz

O0sea (Marx y cols., 2003).

Los osteoclastos segregan acidos y enzimas para solubilizar la matriz 6sea,
causando un ambiente acido que hace que los BFs, almacenados en el hueso
unidos a la HA, se liberen de la superficie 6sea. Posteriormente, se incluyen
dentro del osteoclasto e inhiben su actividad. Entre las formas de captacion de
los BFs por los osteoclastos, se han sefialado la transcitosis (paso de los
fragmentos de hueso resorbidos al interior de los osteoclastos en las vesiculas)
y la pinocitosis (captacion de material extracelular a través de la formacién de
vesiculas, formadas a partir de invaginaciones de la membrana celular)
(Reszka y cols., 2003).

El BF puede inhibir al osteoclasto causandole retraccién, condensacion y

fragmentacion que culmina con su apoptosis, o alterar las vesiculas
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intracelulares y desorganizar la actina del citoesqueleto, y alterar el borde en

cepillo del osteoclasto (Diel y cols., 2007).

Los efectos farmacoldgicos clasicos de los BFs parecen ser el resultado de
dos propiedades fundamentales: su afinidad por el mineral 6seo y sus efectos
inhibitorios sobre los osteoclastos. La afinidad de union mineral difiere entre los
BFs clinicamente usados y puede influir en su distribucion dentro del hueso, su

potencia bioldgica, y su duracion de accion (Russell y cols., 2008).

El mecanismo por el que los BFs que contienen nitrégeno promueven la
apoptosis de osteoclastos es distinto del mecanismo de los BFs que no
contienen nitrégeno. Los BFs que no contienen nitrégeno se consideran de
primera generacion. Debido a su estrecha similitud estructural con el pirofosfato
inorganico, éstos se incorporan a las moléculas de trifosfato de adenosina
(ATP) recién formado por la sintetasa de transferencia clase Il aminoacil-ARN
después de la captacion mediada por los osteoclastos a partir de la superficie
mineral del hueso (Russell y cols., 2006). Se cree que la acumulacién
intracelular de estos analogos de ATP no hidrolizables puede ser citotoxica
para los osteoclastos, ya que inhiben mdultiples procesos celulares
dependientes de ATP, lo que conduce a la apoptosis de los osteoclastos. Los
analogos no hidrolizables de ATP inhiben la adenina nucleétido translocasa de
la membrana mitrocondrial lo que afecta a su permeabilidad e inicia la
activacion de las caspasas que conducen a la apoptosis del osteoclasto
(Rogers y cols., 2003; Diel y cols., 2007; Hewitt y cols., 2007; Russell y cols.,
2008).

Los efectos antirresortivos de los BFs que contienen nitrdgeno parecen ser
el resultado de su inhibicion de la enzima farnesildifosfato sintetasa (FPPS) en
los osteoclastos. La FPPS es una enzima clave en la via del mevalonato, que
genera lipidos isoprenoides utilizados para la modificacion post-traduccional de
las pequefas proteinas de union a GTP que son esenciales para la funciéon de
los osteoclastos. La prenilacion de estas proteinas las activa para regular
propiedades estructurales de los osteoclastos como su morfologia,

citoesqueleto, trafico vesicular y manteniemiento de la membrana (Russell y
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cols., 2008).

La inhibicion de la FPPS causa la acumulacion de pirofosfato de isopentenilo
(IPP), el metabolito previo de FPPS en la via del mevalonato. Se ha
demostrado recientemente que la acumulacion de IPP en células tratadas con
bifosfonatos nitrogenados también causa la producciéon de un nuevo metabolito,
Apppl. De acuerdo con la evidencia reciente, este metabolito se forma por la
condensacion de monofosfato de adenosina con IPP. Apppl provoca la
apoptosis de los osteoclastos inhibiendo la adenina nucleétido translocasa de
la membrana mitrocondrial (Monkkonen y cols., 2006). Como resultado, la
inhibicién de la FPPS puede causar la apoptosis de osteoclastos, y por lo tanto,
impedir la resorcidon 6sea, no sélo por la interferencia con la prenilacién de
proteinas, sino también por la acumulacion de Apppl. Parece que los cambios
morfologicos asociados con la exposicion de los osteoclastos a bifosfonatos
nitrogenados (como la pérdida del borde rugoso, la alteracion de la actina del
citoesqueleto, y la alteracion del trafico vesicular) se explican mejor por su

efecto sobre la prenilacion de proteinas (Coxon y cols., 2000).

La reabsorcion Osea tiene lugar en un espacio delimitado por la superficie
O0sea y el borde en cepillo del osteoclasto creando un ambiente &cido, se
desmineraliza la matriz y se degrada el coldgeno. Cuando el osteoblasto tiene
alterada la membrana y también el trafico vesicular, se altera el proceso de

reabsorcion 6sea.

Se han investigado ademas, efectos sobre otras dianas celulares, tales
como los osteocitos, que también pueden ser importantes, habiéndose
sugerido que los BFs limitan la apoptosis tanto de osteoblastos como de
osteocitos (Rusell y cols., 2008; Plotkin y cols., 1999). La inhibicién de la
apoptosis de osteocitos parece estar mediada a traves de la apertura de los
hemicanales de conexina y la posterior activacion de quinasas reguladas por

sefales extracelulares (ERK) (Plotkin y cols., 2006).
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1.1.5 Aplicacion clinica de los bifosfonatos

El amplio uso de los BFs como inhibidores de la resorcion ésea en multiples
patologias y/o situaciones clinicas, es directamente atribuible a su eficacia en la
mejora de la calidad de vida de los pacientes con cancer metastasico de hueso,

osteoporosis o enfermedad de Paget.

La osteopenia y osteoporosis son consecuencias de un desequilibrio en los
procesos de remodelacion 6sea. La funcion y la actividad de los osteoblastos y
los osteoclastos son moduladas por hormonas sexuales, una variedad de
citoquinas, y la tensidbn mecanica fisioldégica. Los cambios relacionados con la
edad, la actividad fisica y niveles de hormonas sexuales originan un aumento
en el nimero de osteoclastos y zonas de resorcibn 6sea, dando como

resultado una disminucion global en la masa 6sea y la resistencia.

Como supresores potentes de la actividad de los osteoclastos, los
bisfosfonatos provocan un remodelado lento y aumentan la densidad mineral
O0sea, reduciendo asi el riesgo de fractura en pacientes con osteopenia y

osteoporosis (Chestnut y cols., 2001; Guyatt y cols., 2002).

La metastasis de tumores solidos o el mieloma multiple pueden comportarse
con actividades osteoliticas, osteogénicas o0 mixtas. En metastasis con
componente osteolitico, se cree que se produce una activacion osteoclastica,
ya sea directamente por las células de mieloma o indirectamente a través de la
estimulacién de factores osteoclastogénicos tales como la interleuquina (IL-6),
la proteina inflamatoria de macrofagos 1a, IL - 1, y RANKL (Ruggiero y cols.,
2009a). Por ello, ya que los BFs son potentes inhibidores de la funcion de los

osteoclastos, son eficaces clinicamente en todas estas enfermedades.

Esta terapia ha tenido un impacto significativo en la disminucién de la
morbilidad del cancer, al reducir el dolor de huesos, la hipercalcemia, y las
complicaciones esqueléticas tales como fracturas patolégicas. En ensayos
clinicos, se ha comprobado la eficacia de los BFs intravenosos en el retraso de

la lisis 6sea en la enfermedad secundaria al mieloma multiple, cancer de mama
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avanzado, y otros tumores solidos (Van Holten-Verzantvoort y cols., 1993;

Michaelson y cols., 2005).

En las guias de practica clinica establecidas por la Sociedad Americana de
Oncologia Clinica, el uso de los bifosfonatos es considerado como el estandar
de cuidado para el tratamiento de hipercalcemia (de moderada a severa)
asociada a malignidad y para las lesiones osteoliticas asociadas a metastasis
de cancer de mama y mieloma mdudltiple en conjuncibn con agentes
quimioterapéuticos antineoplasicos (Hillner y cols., 2000; Berenson y cols.,
2002). La Food and Drug Administration de EE.UU. (FDA) ha ampliado las
indicaciones de los bifosfonatos intravenosos al incluir su utilizacion para casos
de metéastasis 6seas de cualquier tumor solido. En 2005 se estim6 que mas de
2,8 millones de pacientes con cancer de todo el mundo habian recibido
bisfosfonatos intravenosos desde su introduccién en el mercado (United States
Food and Drug Administration Oncologic Drugs Advisory Committee., 2005).

Légicamente, los pacientes tratados con BFs también pueden sufrir sus
efectos secundarios. Los efectos secundarios negativos se pueden clasificar en
cuatro grandes grupos: a) las reacciones de fase aguda, b) efectos
gastrointestinales, c) efectos secundarios renales y d) osteonecrosis maxilar
(ONM). Los BFs mas frecuentemente asociados con la ONM son los BFs que
contienen nitrégeno de administracion endovenosa y con la carcateristica de
ser de potencia elevada, por ejemplo, pamidronato o zoledronato. En cuanto a
la etiopatogenia de ONM, se estan discutiendo varias teorias: la inhibicion de la
remodelacion Osea, el efecto sobre los tejidos blandos, y el efecto

antiangiogénico de los BFs (Walter y cols., 2011).

1.1.6 Farmacocinética

En general, los BFs pueden considerarse farmacos que se absorben,
distribuyen y excretan sin experimentar grandes modificaciones (Stepensky y
cols., 2003). Esto se debe al enlace PCP, que confiere a estos compuestos
resistencia a la hidrdlisis por pirofosfatasas. Sin embargo, es posible que las

cadenas laterales que caracterizan a cada farmaco, especificamente sean
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hidrolizadas y posteriormente metabolizadas (Garcia y cols., 2002).
» Absorcion

Una caracteristica fundamental que rige la farmacologia clinica de los BFs
es su biodisponibilidad. Como clase, los BFs son muy hidréfilos. En
consecuencia, son mal absorbidos desde el tracto gastrointestinal después de
la administracién oral (generalmente con una absorcion inferior al 1% en una
dosis oral) (Lin y cols., 1996). Ademas, solo alrededor del 50% del farmaco
absorbido se retiene selectivamente en el esqueleto, mientras que el resto se

elimina en la orina sin ser metabolizado (Cremers y cols., 2005).

La absorcién oral de los BFs es dosis-dependiente, como demuestran
algunos ensayos llevados a cabo en animales, y ensayos clinicos realizados
(Sharpe y cols., 2001; Dooley y cols., 1999). Ademas, puede verse interferida

por la ingesta alimentaria concomitante.

En cambio, los BFs wusados por via parenteral presentan una

biodisponibilidad del 50%, lo que aumenta la incidencia de complicaciones.
» Distribucion

En cuanto a su distribucién en el hueso, a nivel microscopico, los BFs
inicialmente se localizan en regiones donde el hueso se reabsorbe por
osteoclastos y donde se esta depositando nuevo mineral debajo de los
osteoblastos. Como la matriz derivada de osteoblastos comienza a mineralizar,
los cristales recién formados proporcionan grandes superficies de mineral

expuesto disponible para su depdsito (Rusell y cols., 2008).

A pH fisiolégico (7'4) los BFs estan ionizados y se unen a proteinas
plasmaticas para circular por el plasma sanguineo siendo la albumina la
proteina mas susceptible a esta unién (Sharpe y cols., 2001; Dooley y cols.,
1999).

Aproximadamente de un 20 a un 50% de la dosis absorbida de BF, se fija en
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los lugares de mineralizacion 6sea. Los bifosfonatos se dirigen a los sitios de
alta remodelacion en estados de enfermedad, tales como la enfermedad de
Paget y el cAncer metastatico en el hueso, y tal vez incluso en la osteoporosis,

en los que ejercen su efecto terapéutico.

Por tanto, la cantidad de farmaco fijado, esta directamente relacionado con
el grado de mineralizacion, y cuanto mayor sea ésta, menor sera el porcentaje

de farmaco eliminado por la orina (M6nkkdnen y cols., 1990).

Gran parte del farmaco unido a las superficies 6seas queda enterrado
rapidamente y puede ser retenido durante largos periodos. Los BFs
desapareceran del esqueleto mas rapidamente cuando los procesos de

remodelacién estén acelerados.

En teoria, la liberacién de los mismos a partir de hueso puede producirse a
través de al menos dos mecanismos, a saber, la desorcion quimica y la
resorcion osteoclastica. La union de BFs a superficies de HA es un proceso
fisico-quimico reversible (Nancollas y cols., 2006; Lawson y cols., 2005). EI BF
se adsorbe cuando las concentraciones del mismo en el liquido extracelular
son altas y este proceso se revertird cuando las concentraciones sean bajas.
Por tanto, los BFs con mayor afinidad por el mineral 6seo, se prevé que
muestren mayor adsorcion y baja desorcion. (Rusell y cos.l, 2008). Esta nocién
se apoya en las observaciones de que los BFs se pueden encontrar en plasma
y en orina muchos meses después de su dosificaciéon (Green y cols., 2002;

Christiansen y cols., 2003; Cremers y cols., 2002).

Se han demostrado diferencias significativas en la afinidad de union cinética
de varios puntos basicos a HA y se ha establecido el orden siguiente:
clodronato < etidronato < risedronato < ibandronato < alendronato <
pamidronato < zoledronato (Nancollas y cols., 2006; Ebetino y cols., 2004).
Este mismo orden de clasificacion se ha encontrado para apatita carbonatada,
gue se asemeja mas de cerca al mineral 6seo natural (Henneman y cols.,
2007). Las pequefias diferencias en la estructura del BF conducen a cambios
sorprendentes en la afinidad a hueso. Sustituyentes R1 tales como hidroxil o
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amino mejoran la quimioabsorcion al mineral. Mientras que las variaciones en
el grupo R2 influyen en la inhibicion de los osteoclastos que resulta en
diferencias en la potencia antiresortiva. Por lo tanto, se postula que la
configuracion tridimensional del BF que contiene nitrogeno (BF-N) y la
orientacion de su nitrogeno pueden desempefiar un papel importante en la
afinidad de union a minerales, lo que a su vez puede tener una influencia sobre
la potencia farmacolégica y efectos clinicos diferentes (Lawson y cols., 2005;
Rusell y cols., 2008).

En cuanto a los resultados hasta ahora publicados y los estudios recientes,
la capacidad de union parece estar en el orden siguiente, a pH 7,4: risedronato
<zoledronato <ibandronato <etidronato <alendronato (Ebetino y cols., 1998).
Ademas de la afinidad de unién, hay propiedades fisicoquimicas de los BF-N
que pueden influir ain més en sus actividades diferenciales, tales como la

carga molecular y la tension interfacial.

En resumen, el orden de rango de cada una de las propiedades mas criticas

es el siguiente:

- Afinidad Mineral: clodronato < etidronato < risedronato < ibandronato <

alendronato < pamidronato < zoledronato

-Inhibiciébn enzimatica de FPPS: etidronato = clodronato (inhibidores muy
débiles) <<<< pamidronato < alendronato < ibandronato < risedronato <

zoledronato

- Efecto de unirse a HA en la carga superficial (potencial zeta) BP:
risedronato < clodronato < etidronato < zoledronato < ibandronato <

alendronato

Se han observado diferencias entre bifosfonatos en base a su
comportamiento clinico y los efectos que podrian explicarse por sus
propiedades quimicas y bioquimicas. Se cree que las diferencias en la union al

mineral y la potencia inhibidora para la FPPS afectan a la duracion de su
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accion. Las diferencias en el grado de inhibicion de la enzima FPPS dentro de
los osteoclastos, pueden suponer una importante contribucion a la potencia
farmacoldgica de los bifosfonatos nitrogenados. Hasta cierto punto, este
ranking de potencia se correlaciona con la velocidad de proteccion frente a las
fracturas. Russell y Watts mantienen la hipétesis de que los compuestos con
alta afinidad por el mineral pueden quedar atrapados en los sitios de primera
exposicién en mayor medida que los compuestos de baja afinidad. Por tanto, la
hipoétesis predice que el BF de menor afinidad se puede distribuir de manera

mas eficiente a todos los sitios dentro del hueso. (Rusell y cols., 2008).

Normalmente, los BFs no se depositan en tejidos blandos pero a veces,
pueden depositarse en el estbmago, el higado o el bazo, siendo este depdsito
mayor, cuanto mayor es la dosis administrada de farmaco. Este depdsito puede
ser debido a que los BFs forman complejos con el hierro y el calcio, que
posteriormente son fagocitados por los macréfagos del sistema
reticuloendotelial. Las infusiones intravenosas de estos farmacos o las dosis
elevadas son peligrosas, ya que pueden provocar fallo renal (Fleisch y cols.,
1969).

» Eliminacion

Tras la administracion de BF, el farmaco desaparece del plasma
rapidamente, con una semivida de eliminacion de 1- 2 horas. La rapida
desaparicion de los BF del plasma, se debe a la excrecion renal y a la
captacion por parte del tejido 6seo. Tras la fijacion de los BF al tejido Gseo,
cuando éste se reabsorbe, se vuelven a liberar, por lo que su semivida
depende del grado de remodelacion 6sea y se ha estimado que ésta puede ser
de 10 afios (Gertz y cols., 2009). Ademas, la disposicion 6sea de los BF se ve
afectada por la edad, el sexo y la unidén a proteinas plasmaticas. Todo esto,
contribuye a la gran variabilidad inter e intraindividual descrita (Stepensky y
cols., 2003).

Russell y cols., establecieron el rango de excrecion urinaria en 24 horas, tras

la primera dosis, siendo: acido zoledronico (38%) <alendronato (44%)
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<risedronato (65%) <clodronato (73%). Estos resultados coinciden de forma
inversa con los perfiles de afinidad, es decir, BFs con una mayor afinidad de
union tienen una menor excrecion urinaria en 24 horas. Por tanto a través de la
excrecion urinaria se podrian medir, pequefias cantidades de BFs, durante
muchas semanas, meses, o afios después de interrumpir el tratamiento,
presumiblemente debido a su liberacion continua de la estructura 6sea (Russell
y cols., 2008).

1.1.7 Acido Zoledrdnico

Los BFs de primera generacion como etidronato o clodronato no contienen
nitrégeno, los de segunda generacion si lo contienen, y dentro de éstos ultimos
se pueden diferenciar los que contienen nitrégeno dentro de una cadena
alquilica como son el alendronato, el pamidronato y el ibandronato, de los BFs
gue contiene el nitrégeno dentro de un anillo heterociclico como risedronato y

zoledronato.

El acido zoledroénico (1-hidroxi-2 (1H-imidazol-1-il) etilen-1,1-diyldifosfénico),
es un BF de tercera generacion que contiene nitrégeno y actualmente es el
mas potente. Los dos grupos fosfato se unen por un atomo de carbono central
y tiene dos cadenas laterales R1 y R2, donde R1 es el grupo hidroxilo y R2 es
el anillo imidazol. EI grupo hidroxilo se ancla a la superficie 6sea y el grupo R2

le proporciona la potencia antiresortiva (ver Figura 5) (Qingzhu y cols., 2016).

Figura 5: Estructura quimica del 4cido zoledronico.

En 2002, el AZ (Zometa®, Novartis Pharmaceuticals Corporation, East
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Hanover, New Jersey) fue aprobado para el tratamiento de metastasis 60sea por
la Food and Drug Administration (FDA) de EE.UU. (Otto y cols., 2010)
Después, para el tratamiento de la osteoporosis se aprobd una perfusién anual
de zoledronato (Reclast®, Novartis Pharmaceuticals Corporation, East Hanover,
New Jersey). La FDA en agosto de 2007 aprobé el acido zoledrénico (Aclasta®,
Novartis Pharmaceuticals Corporation, East Hanover, New Jersey)
administrado una vez al aflo para el tratamiento de la osteoporosis (United
States Food and Drug Administration Oncologic Drugs Advisory Committee.,
2007).

La importante actividad reguladora del metabolismo 6seo ha hecho que BFs
como el AZ hayan sido administrados en 2009 a una poblacion mundial
estimada de 3 millones de pacientes, para prevenir o tratar neoplasias 6seas
y/o metéstasis que afectaban al tejido 6seo (Rusell y cols., 2008) como en el
cancer de mama en etapa temprana (Gnant, 2012) y cancer de prostata
(Marech y cols., 2012).

El AZ, a una dosis de 4 6 5 mg (la dosis aprobada por la Administracion de
Alimentos y Medicamentos para la osteoporosis), suprime eficazmente los
marcadores bioquimicos de la resorcién 6sea durante 1 afio en mujeres con
osteoporosis posmenopausica. EI AZ también es eficaz en la reduccién de

fracturas vertebrales, de caderay otras (Black y cols., 2007).

El primer ensayo para evaluar los efectos del zoledronato en la fracturas fue
el realizado por Black y cols., en 2007. Este ensayo a doble ciego incluy6 7765
mujeres postmenopausicas de una media de edad de 73 afios, con
osteoporosis y evidencia de fracturas clinicas. Las pacientes fueron clasificadas
segun el uso de farmacos para el tratamiento de osteoporosis. Las pacientes
del grupo 1 (3889 mujeres) recibieron una infusion de 5 mg de &acido
zoledrénico durante 15 minutos, las del grupo 2 (3876 mujeres) recibieron una
infusién de placebo, al inicio del estudio, a los 12 y 24 meses. Todos los
pacientes tomaron calcio diario via oral 1000-1500 mg y vitamina D 400-1200
Ul. El seguimiento de los pacientes fue de 3 afios. En cuanto a los resultados

del estudio, se encontr6 que el zoledronato redujo el riesgo de fracturas

Estudio in vitro del efecto citoprotector de la melatonina sobre la citotoxicidad del acido zoledrénico en
osteoblastos humanos.

22



INTRODUCCION

vertebrales en un 70% en comparacion con el placebo en el grupo de pacientes

gue no tomaban otros medicamentos para la osteoporosis (Black y cols., 2007).

El zoledronato tiene un perfil de fuerte actividad inhibidora sobre la FPPS y
los osteoclastos, ademas de tener una alta afinidad por el mineral éseo. Estas
caracteristicas parecen contribuir a su alta potencia, asi como la duracion de su
accion. El AZ es el BF que mayor capacidad inhibidora tiene sobre la FPPS
(Nacollas y cols., 2002). ElI orden de los BF en cuanto a la potencia de
inhibicion de la FPPS coincide con el orden de potencia antiresortiva
(zoledrénico>risedronato>ibandronato>alendronato) (Farahmand y cols., 2005).
El grado de inhibicion de la FPPS y su potencia esta relacionado con el grado
de afinidad a los cristales de HA y se ha demostrado que esta diferencia entre
los BF reside en la cadena lateral R2 (zoledrénico>
alendronato>ibandronato=risedronato) (Nacollas y cols., 2006). El zoledronato
es el tunico BF que se ha desarrollado en exclusiva para uso intravenoso pero
no para uso oral, lo que ha dado lugar a un atractivo régimen de una Gnica
dosis al afio en el tratamiento de la osteoporosis. A pesar de que su perfil
podria sugerir que el AZ debiese mostrar el inicio mas rapido de accion entre
los bifosfonatos, sobre todos los tipos de fractura, en realidad sélo tiene un
efecto rapido para las fracturas vertebrales y no para la reduccion de fracturas
de cadera segun los datos disponibles hasta el momento. (Black y cols., 2007)
El AZ puede representar un ejemplo adicional de como la propiedad de alta
afinidad y / o alta capacidad posiblemente restringe la distribucion a los sitios
dentro del hueso que son criticos para la prevencion de fracturas no

vertebrales.

Después de la administracion de una sola dosis intravenosa (2-16 mg) de
AZ, el 40 % de la dosis se recupera en la orina en 24 horas, siempre gue exista
una funcién renal normal. La vida media plasmatica varia de 0 a 87 horas, con
eliminacion terminal de hasta 146 horas. El resto de la dosis se presume que
esta unida al hueso, donde se libera lentamente con el tiempo, lo que resulta
en niveles bajos en plasma. Al no ser metabolizado, no interacciona con el

sistema citocromo P450 por lo que no interfiere en el metabolismo de
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sustancias que lo hagan por esta via. No se han documentado interacciones

medicamentosas especificas (Bilezikian y cols., 2006; Chen y cols., 2002).

En pacientes con insuficiencia renal leve (aclaramiento de creatinina = 50-80
ml/min) y moderada (aclaramiento de creatinina = 35-50 ml/min), no es
necesario ajustar la dosis de acido zoledrénico. En pacientes con insuficiencia
renal grave (aclaramiento de creatinina <35 ml/min) no se recomienda su uso

(Demontiero y Duque., 2009).

Algunas de las complicaciones de estos farmacos son la fibrilacioén auricular,
la supresion excesiva del recambio 6seo, la hipocalcemia, la respuesta
inflamatoria aguda debido al nitrégeno, un severo dolor musculoesquelético y
por supuesto la osteonecrosis maxilar, la mas relevante para este estudio
(Drake y cols., 2008).

Tras la infusion intravenosa del AZ se pueden desencadenar sintomas
similares a la gripe, como fiebre, mialgia y fatiga (Reid y cols., 2010). En el
estudio de Kotian y cols., de 2016, este tipo de sintomas se dio en el 78% de
los pacientes, comenzaron tras las 16 horas de la infusion parenteral y se
resolvieron a los tres dias. El tratamiento para ello se basa en la toma de
farmacos antipiréticos (Kotian y cols., 20016). Se cree que esta reaccion aguda
esta mediada por citoquinas proinflamatorias (Dicuonzo y cols., 2003).

Un efecto secundario de la infusibn de AZ es la nefrotoxicidad, cuya
incidencia es de 0-9% (Lyles y cols., 2007). La lesion renal se produce por
necrosis tubular aguda (Perazella y Markowitz, 2008). Es mas probable si la
infusion del farmaco es rapida (menos de 15 minutos) (Berenson y cols., 2009),
y en pacientes ancianos, con enfermedad renal preexistente, con otras
enfermedades, o que estén tomando medicamentos nefrotoxicos (Orwoll y
cols., 2005). El acido zoledronico esta contraindicado en pacientes con

aclaramiento de creatinina <35 mil/min.

La correlacion entre la administracion de AZ y fibrilacion auricular no esta

clara (Camm, 2010). En el estudio de Black y cols., de 2007 la incidencia de
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fibrilacién auricular fue de 2'4% respecto al 1'9% en los pacientes que
recibieron un placebo. La fibrilaciobn auricular se consider6 grave en 50
pacientes del grupo tratado con zoledronico (1,3%), en comparacion con 17
pacientes (0,4%) en el grupo placebo. Entre los 50 pacientes, los eventos
ocurrieron mas de 30 dias después de la infusién en 47 pacientes. Se requiere
mas evidencia para considerar si este hallazgo es s6lo una casualidad o un
efecto secundario real que debe considerarse seriamente al tratar a pacientes

ancianos (Black y cols., 2007).

Kotian y cols., de 2016, concluyen que el AZ tiene muy pocos efectos
adversos que pueden ser controlados y prevenidos con el seguimiento del
paciente. Encontraron que los sintomas mas frecuentes eran pirexia, artralgia y

mialgia y que se resolvian con el tratamiento sintomatico (Kotian y cols., 2016).
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1.2 OSTEONECROSIS MAXILAR POR BIFOSFONATOS

1.2.1 Definicién

Desde el afio 2003, han sido publicadas numerosas series de pacientes en
tratamiento con bifosfonatos que sufren un tipo de oseomielitis posterior a un
tratamiento odontologico. La misma, que es de etiologia desconocida, ha sido
denominada osteonecrosis maxilar por BFs (ONMB) (Ruggiero y cols., 2009a;

Woo y cols., 2006; Marx y cols., 2003; Lopez-Jornet y cols., 2010a).

Segun la Asociacion Americana de Cirujanos Orales y Maxilofaciales
(AAOMS), la ONMB se define como el hueso necrotico expuesto en la region
maxilofacial por un periodo de al menos 8 semanas en relacion al tratamiento
con BFs actual o anterior, con ausencia de radiacion de cabeza y cuello en la
historia del paciente (Ruggiero y cols., 2009a).

La AAOMS en la reunion efectuada en septiembre del 2013, recomendo
cambiar la nomenclatura de osteonecrosis secundaria a BFs por osteonecrosis
asociada a medicamentos antirreabsortivos y terapias antiangiogénicas. La
evidencia actual, sugiere que hay una relacién entre la aparicion de OMN de la
mandibula y el uso de otras clases de tratamientos farmacoldgicos inhibidores

de RANKL, asi como inhibidores de la angiogénesis (Ruggiero y cols., 2014).
1.2.2 Criterios diagnésticos

En Espafa, se aplican los siguientes criterios para la definicion de ONMB
(Bagan y cols., 2007; y 2008):

1. Paciente que recibio o esta recibiendo tratamiento con BFs IV.

2. Presencia de una o mas lesiones ulceradas en la mucosa de los
procesos alveolares, con exposicion del hueso maxilar o mandibular.
También pueden existir casos sin exposicion 60sea, con dolor o
fistulas, que deben ser considerados para realizar un estudio mas

detallado.
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3. El hueso expuesto, cuando esta presente, presenta un aspecto
necratico.

4. La lesibn puede aparecer de forma espontdnea, 0 mas
frecuentemente, tras un antecedente de cirugia dentoalveolar
(especialmente exodoncias).

5. Ausencia de cicatrizacion de al menos un periodo de seis semanas.

Los signos y sintomas descritos, son sugestivos, pero no patognomonicos
de la ONMB, y su diagnostico debe basarse ademas, en el examen clinico y
radiografico ya que no se recomienda practicar la biopsia de la lesion, para
realizar el examen histoldgico, si no hay sospecha de lesion maligna (Estilo y
cols., 2008; Khan y cols., 2008).

Las imagenes radiograficas de las lesiones de ONMB pueden mostrar
regiones de hueso moteado, secuestros 0seos, zonas de lisis 6sea 0 zonas de
lisis combinadas con osteoesclerosis. Ademas se ha observado un
ensanchamiento del ligamento periodontal en la furca de molares (Marx y
cols.2005).

También se han propuesto otras pruebas de diagndstico por imagen como la
gammagrafia, mas sensible que la radiografia para la deteccién temprana,
aunque no especifica. La tomografia computerizada muestra cambios en el
entramado 0seo en lesiones mayores de 1 cm. También la resonancia
magnética da informacion acerca de la isquemia y la necrosis en estadios
iniciales. Y por ultimo los escaneres de radionucleétidos 0seos, que detectan la
vascularizacién de forma mas sensible para el diagnéstico precoz (Rusell y
cols., 2007; Estilo y cols., 2008).

En el examen clinico podemos encontrar una o varias lesiones ulceradas.
Estas Ulceras pueden encontrarse en cualquier zona de la mandibula y es muy
tipico encontrarlas en el alveolo postexodoncia o en zonas de roce de protesis
dentales. La zona del secuestro 6seo puede presentar hinchazén y drenara pus
si se ha sobreinfectado. El tejido que rodea la lesion 6sea suele estar inflamado
y eritematoso. El paciente puede o no presentar dolor, movilidad dental, fistulas
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cutdneas o mucosas y en estadios avanzados fractura 6sea (Ruggiero y cols.,
2004).

En el examen microscopico, se observa hueso necrético asociado a
bacterias y a tejido de granulacion. En cuanto a las especies bacterianas
encontradas, algunos autores han encontrado una flora oral normal, mientras
que otros han obtenido muestras con Actinomyces, aunque no se ha
establecido una relacién de asociacion directa entre esta especie y el desarrollo
de ONMB. La trabeculacion ésea vista con radiografia es normal o ligeramente
irregular, con &reas radiotransparentes difusas, secuestros 0seos, Yy
regeneracion 6sea incompleta de la zona de la extraccion dental, pero no hay
imagenes patognomonicas. En la biopsia de los tejidos blandos se encuentra
una mucosa escamosa inflamada o un tejido de granulacién sin signos de

malignidad (Ruggiero y cols., 2005).

El diagnédstico diferencial de ONMB debe excluir las condiciones clinicas
comunes como la osteitis alveolar, osteomielitis de distinto origenes, sinusitis,
gingivitis/periodontitis, patologia periapical, y los trastornos de la articulacion

temporomandibular (Ruggiero y cols., 2009b).
1.2.3 Factores de riesgo

Los factores de riesgo para el desarrollo de ONM pueden agruparse en tres
apartados: (American Association of Oral and Maxillofacial Surgeons, 2007)

a) Los factores de riesgo relacionados con farmacos pueden incluir la
potencia del BF en particular. Los BF-N suponen mayor riesgo que los no
nitrogenados. La administracion intravenosa de BFs parece conferir un mayor
riesgo que la administracion oral. Por ejemplo, el AZ es mas potente que el
pamidronato, que a su vez, es mas potente que los BFs orales. La duraciéon de
la terapia es importante, a mayor duracién, mayor riesgo de desarrollo de ONM
(Ruggiero y cols., 2004). Entre los pacientes que toman BFs orales, el factor de

riesgo principal es el tratamiento con BFs continuo durante mas de 3 afios
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(Ruggiero y cols., 2009a; Marx y cols., 2007).

b) Los factores de riesgo locales pueden incluir la cirugia dentoalveolar
reciente, como extracciones, colocacion de implantes dentales, cirugia
periapical y cirugia periodontal que impliqguen lesibn 6sea (American
Association of Oral and Maxillofacial Surgeons., 2007). Otros factores locales
también pueden influir, como la anatomia local (torus, crestas milohioideas
afiladas) y la enfermedad oral concomitante (enfermedad periodontal o
abscesos dentales con riesgo). La enfermedad oral concominante supone un
riesgo siete veces mayor de padecer una ONMB. El trauma causado por
prétesis dentales mal ajustadas es otro factor de riesgo (Ruggiero y cols.,
2009a; Hoff y cols., 2008).

C) Los factores demogréficos y de patologia sistémica y/o tratamiento para
su terapeutica incluyen numerosos factores como el aumento de la edad
debido al incremento de preinscripcion de estos medicamentos en personas de
mayor edad (Hoff y cols., 2008; Ruggiero y cols., 2004; Bamias y cols., 2005;
Dimopoulos vy cols., 2006; Badros y cols., 2006; Jadu y cols., 2007; Zervas y
cols., 2006; Corso y cols., 2007). En cuanto al sexo, se de mas en mujeres que
en hombres con una proporcion de 8:1 (Pazianas y cols., 2007) o de 3:2 (Woo
y cols., 2006). Por raza, los caucésicos tienen un mayor riesgo de padecerla en
comparacién con los sujetos de raza negra (Badros y cols., 2006). El riesgo de
desarrollar ONM es mayor entre los pacientes con mieloma mdultiple que entre
aguellos con cancer de mama (American Association of Oral and Maxillofacial
Surgeons., 2007). Los pacientes con cancer que reciben BFs intravenosos
tienen de 2.7 a 4.2 veces mas riesgo de ONMB que los pacientes con cancer
gue no estan expuestos a bifosfonatos IV (Durie y cols., 2005; Wessel y cols.,
2008). El diagnéstico simultaneo de la osteopenia o la osteoporosis, junto con
un diagndstico de cancer es también un factor de riesgo. Otros factores de

riesgo pueden incluir la terapia con corticosteroides, diabetes, tabaquismo,
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consumo de alcohol, la mala higiene oral y medicamentos quimioterapéuticos

(American Association of Oral and Maxillofacial Surgeons., 2007).
1.2.4 Etiopatogenia

En la actualidad se desconoce la etiopatogenia de esta enfermedad, aunque
han sido propuestos cuatro posibles mecanismos vinculados con el origen de
esta ONMB, que podemos agrupar en las siguientes cuatro hipotesis
etiolégicas: a) inhibicion en el remodelado éseo, b) alteracion del proceso
normal de cicatrizacion de la mucosa oral (debido a que reducen la viabilidad
de los queratinocitos orales e inducen la apoptosis de células epiteliales y
fibroblastos), c) teoria antiangiogénica y d) teoria infecciosa (Ruggiero y cols.,
2009a; Walter y cols., 2011; Lépez-Jornet y cols., 2010b; Novince y cols., 2009;
Silverman y cols., 2009; Lam y cols., 2007; Bedogni y cols., 2008; Otto y cols.,
2010; Koch y cols., 2010; Koch y cols., 2012; Shikama y cols., 2010; Pozzi y
cols., 2009; Simon y cols., 2010; Naidu y cols., 2008; Ravosa y cols., 2011;
Scheper y cols., 2009; Scheper y cols., 2010; Agis y cols., 2010; Ziebart y cols.,
2011; Landesberg y cols., 2008).

Este trabajo se centra en la primera de las teorias anteriormente citadas, el
cual se basa en la inhibicion del remodelado 6seo. Esta teoria sugiere que la
ONMB es causada por el cese de la remodelacion y el recambio éseo, tanto si
se administran para reducir la pérdida de densidad 6sea en la osteoporosis 0
para el manejo de metastasis 6éseas. Los BFs inhibirian de manera irreversible
la accion de los osteoclastos a través de la interrupion de la via del mevalonato,
ya que el blogueo de la enzima farnesil difosfato sintasa crea una escasez
intracelular de sustancias necesarias para la regulacion de la morfologia y la
actividad de los osteoclastos (Reszka y cols., 2003; Halasy-Nagy y cols., 2001),
causando toxicidad directa sobre estas células, cuyo resultado es la apoptosis
de las mismas. Los osteoblastos y los osteocitos tienen una vida media
aproximada de 150 dias. Si tras su muerte, la matriz mineral no es reabsorbida
por los osteoclastos y no se estimula la formacion de nuevos osteoblastos, las

células progenitoras de éstos se convierten en osteonas acelulares y
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necroticas. Los pequefios capilares localizados en el interior de los maxilares,
involucionan, lo que daria lugar a un hueso avascular. En estas condiciones
biolégicas, una exposicion 0sea originada tras un tratamiento dental agresivo
originaria una zona de hueso expuesto que no cura y termina por necrosarse
(Walter y cols., 2011; Koch y cols., 2010; Koch y cols., 2012; Pozzi y cols.,
2009; Naidu y cols., 2008).

Segun esta teoria los BFs, como el AZ, podrian causar una ONMB actuando

en 2 vias:

- Principalmente sobre el osteoclasto, aumentando la apoptosis del
mismo.
- Pero también en menor medida sobre el osteoblasto, aumentando la

apoptosis y reduciendo la proliferacion de pre-osteoblastos y osteoblastos.

En contra de la hipétesis de la toxicidad directa de los BFs sobre el hueso,
esta el hecho de la afectacidn exclusiva de los maxilares y no de otros huesos.
No se ha informado de esta complicacion en los huesos fuera del esqueleto
craneofacial. Sin embargo, se han observado patrones de fractura atipicos
asociados con el recambio 6seo severamente deprimido y el engrosamiento
cortical difuso en la region del eje femoral de los pacientes tratados con la
terapia con alendronato a largo plazo (Goh y cols., 2007; Lenart y cols., 2008).

Por el contrario, Badros (Badros y cols., 2006) sostiene que es una
verdadera complicacion sistémica de hueso, que se manifiesta primero en la
cavidad oral, pero que puede aparecer en otro lugar, si los pacientes llegan a

vivir mucho tiempo.

Coxon y cols (Coxon y cols., 2000), argumentan que la mandibula, el
maxilar, y en particular el hueso alveolar y el periodonto, son zonas con
elevada capacidad de remodelacion, constante a lo largo de la vida, sobretodo
durante los periodos de moviemientos dentales o durante la cicatrizacién tras

las exodoncias dentarias, por lo que, se podria decir, que existe un mayor
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acumulo de BFs a nivel del hueso alveolar.
1.2.5 Epidemiologia

La incidencia de un enfermedad es el nimero de casos nuevos de una
poblacién determinada en un periodo de tiempo definido. La prevalencia
describe la proporcién de la poblacibn que padece la enfermedad en un

momento determinado.

La incidencia real de ONM se desconoce actualmente, y las cifras difieren
entre los distintos autores. Esto puede deberse a que el nimero de pacientes
en los distintos estudios varia. Ademas hay que tener en cuenta que la vida
media de estos farmacos esta entre 1 y 10 afios, y esta por determinar su
efecto acumulativo en el hueso. Por ello, la incidencia de esta patologia puede

cambiar en los préximos afos.

Escobar y cols (Escobar y cols., 2007) realizaron una revision bibliografica
en MedLine a través de PubMed desde septiembre de 2003 a mayo de 2006,
incluyendo los términos: osteonecrosis, necrosis avascular, biphosphonates,
jaw, cancer y myeloma. Seleccionaron 63 articulos, que reocogian 340 casos
de ONM por BFs. Los pacientes afectados de mieloma multiple era el grupo
mayoritario, seguido de los pacientes con cancer de mama. El género mas
afectado fue el femenino. El promedio de edad fue de 65’5 afos. El hueso mas

afectado fue la mandibula.

La incidencia de ONM es mayor en pacientes tratados con BFs por via
parenteral para patologias neoplasicas, y mucho menor cuando el BF es
administrado por via oral para el tratamiento de osteoporosis
fundamentalmente (Polymenidi y cols., 2014; Lee y cols., 2014). La incidencia
de ONMB en pacientes tratados con BFs orales para la osteoporosis es de
aproximadamente de 1 de cada 10.000 a 1 de cada 100.000 por paciente y afio
(Drake y cols., 2008; Bagan y cols., 2008).

El riesgo de padecer ONM también varia segun el tipo de BFs, siendo la
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terapia con acido zoledronico de mayor riesgo frente a terapias que combinan
éste Ultimo con pamidronato o frente a terapias con BFs de menor potencia
(Hewitt y cols., 2007). La indicencia de ONM por alendronato; administrado por

via oral, se estima en 0.7 casos por cien mil personas/afio (ADA., 2006).

Segun el consenso actualizado de la AAOMS del afio 2014, los pacientes
gue toman BFs intravenosos presentan un riesgo del 1-15%. Por otro lado el
riesgo de presentar ONM en pacientes tratados con bifosfonatos orales se
estima en 0.001% a 0.01% (Ruggiero y cols., 2014; Khany cols., 2015).

Las incidencias descritas para ONMB son de 1% a 11 % en pacientes con
cancer de mama (Hoff y cols., 2008), de 3% a 17 % en pacientes con mieloma
multiple (Boonyapakorn y cols., 2008), y de 3% a 19 % en pacientes con cancer
de préstata (Ruggiero y cols., 2009a; Walter y cols., 2008).

Segun la localizacion de las lesiones la prevalencia varia, siendo la
mandibula la mas afectada con una proporcion del 65-68%, el maxilar con 26-
27'8%, y ambos maxilares con una proporcion de 4'2-9% (Marx y cols., 2005;
Woo y cols., 2006). La zona molar de la mandibula es la localizacion mas
comun, seguido de la zona molar del maxilar (Estilo y cols., 2008; Pazianas y
cols., 2007).

1.2.6 Clinica

La ONMB se caracteriza clinicamente por la presencia de una Ulcera en la
mucosa oral (generalmente posterior a un tratamiento dental invasivo) que
presenta un proceso de cicatrizacion anormalmente lento. Estas Ulceras
ocasionan al paciente dolor e inflamacion alrededor de la lesion, que finalmente
culmina con la necrosis del hueso maxilar expuesto. Las pruebas radiolégicas
complementarias convencionales, son ineficaces en los estadios iniciales de la
enfermedad, llegando a pasar desapercibidas entre el 30 y el 50% de las

desmineralizaciones 6seas atribuibles a ONMB.

Los sintomas en los pacientes con ONM pueden ser insignificantes, leves o
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graves y ocurren a menudo después de una extraccion dental, pero también
pueden aparecer de forma espontanea. Los signos y sintomas que pueden
ocurrir antes del diagnéstico de una osteonecrosis clinicamente detectable,
incluyen dolor, movilidad dental, inflamacion de las mucosas, eritema y
ulceracion. Los casos mas graves pueden causar dolor intenso, secuestro 6seo
y fistulas de drenaje cutaneas. También puede alterarse la sensibilidad en el
area afectada debido a la compresion del paquete neurovascular. Puede ocurrir
sinusitis maxilar crénica secundaria a la osteonecrosis con o sin fistula oro-
antral pudiendo ser el sintoma de presentacién en pacientes con afectacion

O0sea maxilar (Ruggiero y cols., 2009a; Lam y cols., 2007).

Las lesiones se encuentran con mayor frecuencia en la mandibula que
en el maxilar superior. El tamafio de la zona afectada puede variar desde un
sitio de extraccion que no cicatriza a necrosis de grandes secciones (ver Figura
6). El 4rea de hueso expuesto es tipicamente rodeada de tejido blando
eritematoso inflamado. Cuando la zona se infecta secundariamente se presenta
una secrecion purulenta. Los datos de cultivos microbianos de la lesion pueden
definir las infecciones orales concomitantes, facilitando la seleccion de un
régimen antibitico adecuado. El examen microscopico de muestras
desbridadas de hueso expuesto, normalmente revela hueso necroético con
residuos bacterianos asociados y tejido de granulacion. Las muestras de hueso
necrético no reflejan ninguna caracteristica microscopica que sea Unica o de

diagndstico para ONMB (Ruggiero y cols., 2009a).

Figura 6: Lesion bucal e imagen radiologica de osteonecrosis maxilar.

La AAOMS ha descrito los siguientes estadios clinicos de la ONM (American
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Association of Oral and Maxillofacial Surgeons., 2007):

- Estadio |: presencia de hueso expuesto o necrético en pacientes
asintomaticos sin evidencia de infeccion.

- Estadio II: presencia de hueso expuesto o necrético en pacientes con
dolor y sin evidencia de infeccion.

- Estadio lll: presencia de hueso expuesto 0 necrotico en pacientes con
dolor, infeccidon y uno o mas de los siguientes signos: fractura patolégica,

fistula extra-oral u osteolisis que se extiende al borde inferior.

Las ultimas publicaciones (Fantasia y cols., 2009; Woo y cols., 2009;
Ruggiero y cols., 2009b) incluyen un Estadio O para pacientes sin evidencias
clinicas ni exposicibn ésea, pero con sintomas inespecificos o hallazgos
clinicos o radiologicos sospechosos de ONM, que requieren un seguimiento

para evaluar la evolucion.

1.2.7 Tratamiento de la osteonecrosis maxilar por

bifosfonatos

En la actualidad se han propuesto tratamientos antibibticos sistémicos y
enjuagues con colutorios de clorhexidina al 0,12% para el control de estas
exposiciones O6seas que en muchos casos permanecen asintomaticas. Sin
embargo, en muchas ocasiones los tratamientos propuestos en la literatura
cientifica son ineficaces y el manejo clinico de las ONMB se limita a
tratamientos sintométicos con analgésicos y un control clinico riguroso del
progreso de la necrosis, que en muchos casos requiere un tratamiento

quirargico mas agresivo (Ruggiero SL y cols., 2009a).

Se recomienda una revision bucal previa al inicio de la terapia con BFs. El
objetivo sera eliminar focos de infeccion activos y tratar también los focos
potenciales. Se educara en habitos saludables de higiene, alimentacion y la
eliminacién del tabaco o el alcohol. También se revisara el ajuste de protesis
dentales y se eliminaran torus mandibulares de gran tamafio o torus palatinos.

Si los tratamientos necesarios no son invasivos, como por ejemplo
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tartrectomias o tratamientos restauradores, se podra comenzar la terapia con
BFs, pero si se requieren tratamientos invasivos, como cirugias dentales,
tratamiento periodontal o tratamiento de conductos, el inicio de la terapia con
BFs se aplazara durante un mes para que el hueso cicatrice. Algunos autores
no recomiendan en estos pacientes la colocacién de implantes dentales por el
riesgo de exposicion 6sea (Campisi y cols., 2007; Marx y cols., 2005; American
Association of Oral and Maxillofacial Surgeons., 2007; Migliorati y cols., 2005;

American Dental Association Council on Scientific Affairs., 2006).

En pacientes que ya estén tomando BFs pero que no hayan desarrollado la
ONM se recomienda que acudan a revisiones bucales cada 3-6 meses para
que el odontélogo pueda hacer un diagnéstico precoz de la lesiones. El
paciente debe llevar a cabo las medidas de higiene bucal y el uso de colutorios
antisépticos como el digluconato de clorhexidina al 0°12% (Campisi y cols.,
2007; Marx y cols., 2005). Se evitaran los tratamientos dentales invasivos. Si
fuese necesario este tipo de tratamientos, algunos autores proponen la
suspension de la toma del BFs entre 1 y 3 meses antes y después de la
cirugia, pero no hay evidencia cientifica. Algunos autores defienden que la
supresion del farmaco ayudaria a evitar los efectos antiangiogénicos y con ello
promocionaria la curacién de la zona tras la cirugia (Campisi y cols., 2007,
Bagany cols., 2007; Khosla y cols., 2007). De acuerdo con las directrices de la
AAOMS, en pacientes que han estado expuestos a la terapia con BFs orales
durante mas de tres afios, y requieren cirugia dentoalveolar, la interrupcién de
los farmacos orales durante al menos tres meses antes de la cirugia
programada ha sido de gran ayuda en la prevencion de necrosis. Sin embargo
otros autores argumentan que la interrupcion del tratamiento con bifosfonatos
no mejora la ONMB debido a que los niveles de los bifosfonatos pueden
persistir en el hueso hasta 12 afilos después de la interrupcion del tratamiento
(Liny cols., 1999).

Cuando es necesaria una intervencion dental invasiva, se ha propuesto la
combinacion de colutorios antisépticos con una cobertura antibiotica entre 3

dias antes del evento, hasta 20 dias después (Campisi y cols., 2007; Bagan y
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cols., 2007; Khosla y cols., 2007).

En pacientes que ya presentan Ulceras orales, si tienen dolor, se prescribiran
analgésicos (Campisi y cols., 2007). Se irrigara la zona expuesta con
clorhexidina al 0.12% cada 72 horas durante 1 mes (Bagan y cols., 2007). La
mayoria de autores recomienda la prescripcidbn de antibioticos de amplio
espectro, variando el tipo, la dosis y la duracion de tratamiento segun cada
autor (ver Tabla 2) (Campisi y cols., 2007; Bagan y cols., 2007; Woo y cols.,
2006). Se puede realizar un cultivo microbiolégico de una muestra de la lesion
ulcerada con fin de conocer el tipo de patégeno y prescribir el antibiético

especifico (Campisi y cols., 2007; Bagan y cols., 2007).

Tabla 2: Terapia antibiética para el tratamiento de ONM ya establecidas (Woo y cols., 2006;

Campisi y cols., 2007).

Antibidético Dosis
PRIMERA ELECCION
Penicilina 500 mg 3-4 veces /dia 10 dias
Amoxicilina 500 mg 3-4 veces /dia 10 dias
ALERGICOS A PENICILINA
Clindamicina 150-300 mg 4 veces/dia
Eritromicina 100 mg 4 veces/dia

Azitromicina 400 mg 4 veces/dia
PACIENTES QUE NO RESPONDEN O EN CASO

DE SINTOMATOLOGIA SEVERA (en adicién alo

previo)

etronidazol ) 250-500mg
EN CASO DE INFECCION SEVERA

Ampicilina 1 gr 4 veces/dia
Acido clavulanico 500 mg 4 veces/dia
Metronidazol 500 mg 3 veces/dia

ALERGICOS A LA PENICILINA
Ciprofloxacino + Metronidazol 500 mg 2 veces/dia + 500 mg 3 veces /dia
Eritromicina + Metronidazol 400 mg 3 veces/dia + 500 mg 3 veces/dia
En base al test de susceptibilidad.
ANTIVIRALES (Cuando sean requeridos)
Aciclovir 400 mg 2 veces/dia
Valaciclovir 500 mg- 2 gr 2 veces/dia

Cuando las lesiones no responden a los tratamientos anteriormente
mencionados, dan sintomatologia y se sobreinfectan con frecuencia, se
recomienda actuar sobre el hueso expuesto mediante cirugia eliminando el

hueso necrotico de manera conservadora (Marx y cols., 2005; Ruggiero y cols.,
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2004).

Han surgido tratamientos alternativos como la terapia con ozono, el oxigeno
hiperbarico, los laseres o la terapia fotodinamica, que buscan un efecto
germicida y promotor de la curacion de la lesion ulcerada, aunque estas
técnicas aun estan en desarrollo. Aunque la terapia de oxigeno hiperbérico se
creyd que no era eficaz en el tratamiento de ONM, (Van den Wyngaert y col,
2006) actualmente se evidencia lo contrario. (Biasotto y col, 2006; Shimura y
col, 2006)

Dado que hoy en dia no existe un unico protocolo de actuacién ante ONM
(ver Tabla 3), lo mas importante, es el diagndstico precoz y la informacién al
paciente, para actuar de modo preventivo ya que no hay un tratamiento
definitivo.

Tabla 3: Tratamiento de la ONM en base a su estadio clinico segun la AAOMS

GUIA DE TRATAMIENTO DE ONM

CATEGORIA DE RIESGO

Intervenciones no indicadas
Educacion del paciente para que conozca los riesgos potenciales.

ESTADIO 1
Enjuagues antibacterianos
Seguimiento clinico cada 3-4meses
Educacién del paciente

ESTADIO 2

Enjuagues antibacterianos
Tratamiento antibacteriano (penicilina, clindamicina, doxiciclina, flior quinolona, metronidazol)
Control del dolor
ESTADIO 3
Enjuagues antibacterianos
Tratamiento antibacteriano
Tratamiento del dolor

Desbridamiento quirdrgico o reseccion para la paliacién del dolor o la infeccion
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1.3 MELATONINA

1.3.1 Sintesis de melatonina

La melatonina (N-acetil-5-metoxitriptamina) es una neurohormona
principalmente  sintetizada y secretada por la glandula pineal
(fundamentalemente durante el periodo nocturno de los ciclos circadianos)
(Reiter y cols., 1991a), aunque también se sintetiza en otros érganos como la
retina, el tracto gastrointestinal y el hueso medular (Sanchez-Barcel6 y cols.,
2010). La melatonina (MLT) fue descrita inicialmente por McCord y Allen en
1917 y aislada por primera vez por Lerner en 1958 (McCord y Allen., 1917;
Lerner y cols., 1958).

La glandula pineal es una prominencia dorsal de la pared posterior del tercer
ventriculo y por ello se sitia entre los tubérculos superiores del mesencéfalo,

en la fosa pineal (Figura 7).

Figura 7: Glandula pineal.
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Dado que la glandula pineal de mamiferos es incapaz de obtener
fotorrecepcion directa, la retina lleva a cabo esta funcion en nombre de la
glandula pineal. Los ojos se comunican con la glandula pineal por una via
neuronal que incluye el tracto retino, el nucleo supraquiasmatico, y las fibras
pre y postganglionares del sistema nervioso simpatico periférico. La retina
recibe la sefial luminica y la transmite, a través de una via multisinaptica
llamada tracto retino-hipotaldmico, al nicleo supraquiasmético que se sitda en
el hipotalamo anterior, sobre el quiasma o6ptico (Moore y cols., 1978; Kim y
cols., 2015). La luz impide la activacion adrenérgica de la glandula pineal
inhibiendo la sintesis de MLT, que ocurre durante la noche mediante la

activacion postsinaptica de receptores B-adrenérgicos (Reiter y cols., 1981).

Las células encargadas de sintetizar la melatonina son los pinealocitos,
siendo éstas las células parenquimales de la glandula pineal. El pinealocito es
una célula de tipo neuronal con un citoplasma basofilo y nicleo de cromatina
laxa. Tiene una prolongacion larga en forma de “palo de golf’ que tiene
contacto con los capilares vasculares y se orienta hacia la periferia de la
glandula, y un par de prolongaciones parenquimatosas que se orientan hacia el
interior de la glandula y no tienen contacto vascular. Al microscopio electrénico
se observa un nucleo indentado, un citoplasma normal y un aparato de Golgi
abundante. También tienen una laminillas sinapticas que son un resto vestigial

de la retina y no conectan los pinealocitos entre si.

Son células que responden a los cambios en la luminosidad durante el ciclo
luz/oscuridad, lo que hace que su actividad metabdlica se sincronice a un
periodo de 24 horas denominado ritmo circadiano. En sujetos normales la
mayor secrecion de MLT se produce entre las doce de la noche y las dos de la
madrugada, y la minima entre el medio dia y las dos de la tarde (Simonneaux y
cols., 2003). Las concentraciones plasmaticas nocturnas de MLT llegan a ser
aproximadamente 50 veces mas altas que las alcanzadas durante el dia (Lynch
y cols., 1987; Reiter y cols., 1991b; y Reiter y cols., 1996). Los niveles de MLT
alcanzan el pico en la noche y persisten durante aproximadamente 8 horas.

Durante el dia, los niveles se reducen 10 veces y persisten durante
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aproximadamente 16 horas (Reiter y cols., 1991b). La duracion de secrecion
nocturna es proporcional a la duracién de la noche. Por lo tanto, las variaciones
estacionales en la duracion del dia solar se codifican en esta sefial humoral
(Von Gall y cols., 2002).

La sintesis de MLT y la actividad secretora de la glandula pineal se
determina principalmente por la liberacion de norepinefrina (NE) (Axelrod y
cols., 1974) en las terminaciones nerviosas simpaticas postganglionares que
terminan en la glandula (Kappers y cols., 1960). La liberacion de NE esta
estrictamente asociada con la oscuridad. Puesto que la liberaciéon de NE en los
pinealocitos se produce exclusivamente en la noche, la sintesis de MLT
igualmente ocurre principalmente durante la oscuridad. Esta expresion
nocturna de la sintesis de MLT es tipica de todos los mamiferos (Gem y cols.,
1986).

Los mecanismos de transduccion de sefales postsinapticos, aplicables a la
produccion nocturna de MLT después de la liberacion de NE, implican
receptores beta - y alfa- adrenérgicos en la membrana del pinealocito. La
participacion de dos receptores en la regulacibn de un segundo mensajero
intracelular, en el caso de la adenosin monofosfato-3'5' ciclico (AMPc)
pinealocitico, es una caracteristica comun a muchas células. EIl AMPc es el
segundo mensajero intracelular requerido para el aumento de la produccién de
MLT pineal nocturna (Axelrod y cols., 1974; Klein y cols., 1981; Santana y cols.,
1988). Ademas, un segundo nucleétido ciclico, el monofosfato de guanosina
ciclico (GMPc), también se eleva en la glandula pineal de rata por la noche
como consecuencia de la activacion de los receptores adrenérgicos (Klein y
cols., 1985; Chik y cols., 1989), aunque su significado funcional, sin embargo,

permanece desconocido.

La estimulacion de receptores (-adrenérgicos del pinealocito provoca un
aumento de AMPc intracelular debido a su capacidad para aumentar la
actividad de la adenilato ciclasa (O’'Dea y cols., 1985). La activacion Unica de
los receptores B-adrenérgicos, induce un aumento de AMPc de hasta 10 veces

en la glandula pineal.Por el contrario, la estimulacion unica de los receptores a-
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adrenérgicos, no tiene efecto sobre la acumulacion de nucleétidos ciclicos
(Vanecek y cols., 1985). Sin embargo, cuando la estimulacion por NE es
combinada, para ambos receptores -y a-adrenérgicos, la respuesta pineal de
rata en términos de AMPc se potencia en gran medida, y el contenido de

nucleotidos ciclicos aumenta hasta 100 veces (Klein y cols., 1985).

La regulacion del receptor dual de AMPc en la glandula pineal también se
traduce en una estimulacién similar (por receptores beta-adrenérgicos) y de
aumento (por receptores alfa-adrenérgicos) de la actividad de la enzima
limitante en la produccién de MLT, N-acetiltransferasa (NAT) (Klein y cols.,
1981), asi como de la MLT en si (Santana y cols., 1989). Sin embargo, los
aumentos medidos en el contenido de MLT pineal de animales en los que se
activan una o ambas clases de receptores adrenérgicos indican que la
estimulacion alfa-adrenérgica aumenta solo ligeramente (alrededor de un 15%)
la cantidad real de MLT producida, que es principalmente un resultado de la
estimulacién del receptor beta-adrenérgico (Reiter y cols., 1991c). Por lo tanto,
el efecto de receptores beta y alfa adrenérgicos en la estimulacién del segundo
mensajero AMPc no se traduce a un aumento equivalente de la cantidad de
MLT formada.

La biosintesis pineal comienza con la captacion del tript6fano, aminoacido
aromatico esencial, a través de un mecanismo de transporte activo que esta
bajo control adrenérgico. Dentro de la célula el triptéfano se convierte en 5-
hidroxitriptofano por la enzima triptéfano 5-hidrolasa que a su vez es convertido
a 5-hidroxitriptamina (serotonina) por la enzima L-triptéfano descarboxilasa.
Posteriormente, la serotonina es convertida a N-acetilserotonina (NAS) por la
enzima serotonina N-acetiltransferasa. Una vez formada, la NAS se convierte
rapidamente a la MLT por la accién de la enzima citosdlica hidroxiindol-O-
metiltransferasa (HIOMT) (Figura 8) (Reiter y cols.,1991a).
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Figura 8: Proceso de reacciones enzimaticas que dan lugar a la sintesis de la melatonina.
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El patron de la produccién de MLT 24 h en la glandula pineal parece ser
especifico. Independientemente del modelo, la expresion del ritmo de MLT es
siempre el mismo en el sentido de que el pico se produce invariablemente en la
noche. Ademas, la duracién del nivel elevado es proporcional a la duracion del
periodo de oscuridad, de modo que en noches largas (fotoperiodos de invierno)

se refleja un aumento de la MLT mas prolongado (Reiter y cols.,1991a).

Contini y cols., en el afio 2000, realizaron un estudio en el cual demostraron
la presencia de MLT en ratones, en células de la médula ésea humana y otras
lineas celulares humanas. La concentracion de MLT identificada en la médula
Osea fue mayor que en la glandula pineal y el suero, lo que confirmd sus
estudios preliminares (Conti y cols., 1998). Aunque no se puede explicar la
razon de esta diferencia de concentracién, los datos apoyaron la evidencia de
gue la hormona se sintetiza en los ratones y en las células de la médula 6sea
humana. Uno de los dos enzimas claves esenciales para la biosintesis de la
MLT y que convierte 5-hidroxitriptamina (serotonina) a N-acetil-5-
hidroxitriptamina, se detectd en el hueso de tres cepas de ratones (C57BL:6,

C3H:El, SJL:J), en cultivos de médula 6sea a largo plazo y en lineas celulares
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humanas (Nalm-6 , Jurkat , U-937). La segunda enzima clave implicada en la
ruta de biosintesis de la MLT, HIOMT, que cataliza la conversion de N-
acetilserotonin a MLT (N-acetil-5-metoxitriptamina), también fue medida en este
estudio. La actividad de esta enzima fue detectada en la glandula pineal, la
retina, la glandula de Harder (situada en la parte posterior de la Orbita de
algunos animales), y el ovario de vertebrados (Itoh y cols., 1997). Sin embargo,
en lineas celulares humanas, no se evaluo la actividad enzimatica de HIOMT,

sino que se midio la expresion del ARNm.

Una vez que la glandula pineal ha producido la MLT, se libera rapidamente
en el sistema vascular. Su alta lipofilia, que presumiblemente permite la
liberacion rapida de la glandula, también permite su rapida transferencia a otros
fluidos; cada fluido corporal probado hasta la fecha ha demostrado ser positivo
para la MLT. Por lo tanto, su presencia se ha descrito en el liquido
cefalorraquideo (Hedlund y cols., 1976), la saliva (Vakkuri y cols., 1985), el
liquido folicular de ovario (Brzezinski y cols., 1987), el fluido seminal (Bornman
y cols., 1989), el fluido de la camara anterior del ojo (Yu y cols., 1990), la leche

(Reppert y cols., 1979), y el liqguido amniético (Kivela y cols., 1989).

La MLT sintetizada en la glandula pineal se libera al torrente sanguineo, pero
la que se produce en otros érganos no se libera a la sangre y actia in situ
(Reiter y cols., 1991a).

Méas del 90% de la MLT circulante se metaboliza en el higado donde se
cataboliza y se elimina en la orina en forma de compuestos sulfatados (6-
sulfatoximelatonina o 6-SMT). Presenta una vida media corta (entre 20 y 45
minutos), y un mala biodisponibilidad oral que disminuye la idoneidad de su uso
como farmaco, a pesar de sus multiples funciones fisiolégicas (Carocci y cols.,
2014).

Como resultado de su presencia en cada compartimento de fluido en el
organismo, esencialmente todas las células se exponen al ritmo circadiano de
la MLT. Dado que pasa rapidamente a través de las membranas celulares, si

tiene receptores o algun otro mecanismo para recibir la sefial, cada célula en el
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organismo es alertada al estado fotoperiddico (Reiter y cols., 1991a).
1.3.2 Receptores de melatonina

Durante todo el ciclo de 24 horas, la sensibilidad de los receptores a las
sefales especificas fluctia y esta sensibilidad se puede modular de una
manera homologa, es decir, por la MLT en si, o de manera heterdloga, es decir,
por otras sefiales incluyendo el fotoperiodo o los estrogenos (Witt-Enderby y
cols., 2003).

El fotoperiodo puede desempefiar un papel importante en la regulaciéon de la
densidad de receptores de MLT. Por ejemplo, en rata, en el ndcleo
supraquiasmatico del hipotalamo, que es el reloj biolégico maestro, la densidad
de los receptores de MLT varia con el ciclo de luz / oscuridad. Los niveles de
receptor son mas bajos durante la noche en comparacion con los niveles
durante el dia. Esta fluctuacion en la densidad de receptores se produce
incluso en ratas pinealectomizadas, lo que sugiere la participacion del ciclo luz

/ oscuridad (Masson-Pevet y cols., 2000).

En la actualidad han sido descritos tres receptores de MLT en mamiferos;
MT1, MT2 y MT3. Los receptores pertenecen a dos clases distintas de
proteinas, a la super familia de receptores acoplados a proteina G (MT1, MT2)
y a la familia de la enzima reductasa de quinona (MT3) que los hace Unicos a
nivel molecular (Witt-Enderby y cols., 2003).

Debido a que estos receptores estan localizados en la membrana
plasmética, la MLT regula la funcion celular a través de segundos mensajeros
intracelulares, disminuyendo la concentracion intracelular de adenosin
monofosfato ciclico (AMPc) y también se han encontrado efectos sobre otros
segundos mensajeros como el calcio, el guanosin monofosfato ciclico (GMPc),

y la proteina Kinasa.
MT1

El receptor de melatonina MT1, que se expresa en el nucleo
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supraquiasmatico del hipotdlamo y en vasos cardiacos, esta implicado en la
modulacién de los ritmos circadianos (Dubocovich y cols., 1998; Liu y cols.,
1997), y en la constriccion de vasos cardiacos (Doolen y cols., 1998). Ademas
de estas regiones especificas, el MT1 se expresa en otras regiones del cerebro
y tejidos periféricos (Clemens y cols., 2001; Ram y cols., 2002; Scher y cols.,
2002; Zhao y cols., 2000; Zhao y cols., 2002).

Como se muestra en numerosos estudios, los MT1 han demostrado producir
respuestas inhibitorias en la cascada de transduccion de sefiales de adenosin
monofostato-3’,5’ ciclico (AMPc) (Brydon y cols., 1999a; Brydon y cols., 1999b;
Morgan y cols., 1991; Niles y cols., 1990; Reppert y cols., 1994; Witt-Enderby y
cols., 1996), resultando en una disminucién en la actividad de protein quinasa
A (PKA) (Morgan y cols., 1994; Witt-Enderby y cols., 1998), y la disminucién de
la fosforilacion del factor de transcripcion CREB (cAMP response element-
binding) (Witt-Enderby y cols., 1998; McNulty y cols., 1994). Asimismo,
aumenta el guanisin monofosfato ciclico (GMPc). Sin embargo en ciertas
células, MT1 estimula al AMPc via proteina Gas. Ademas de la cascada del
AMPc, los receptores MT1 estimulan la cascada de la fosoflipasa C (PLC) tanto
directa como indirectamente (via Ghg) y activan la proteina quinasa C (PKC)
(Figura 9).

Figura 9: Procesos intracelulares mediados a través de los receptores de membrana MT1.
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Estos receptores también pueden modular la formacion de acido
araquidénico (Godson y cols., 1997), pueden estimular la quinasas c-Jun N-
terminal (Chan y cols., 2002), y también modular las proteinas asociadas a
microtubulos (MAP) (Chan y cols., 2002; Hazlerigg y cols., 1996; Witt-Enderby
y cols., 2000). En ciertos casos inhiben la inducciéon de ARNm de c-fos y jun B

producida por forskolina.

Por lo tanto, en conjunto, los hallazgos de que la MLT puede regular estos
factores puede sugerir la existencia de un mecanismo subyacente de la MLT

para inducir la diferenciacion de ciertas células (Bordt y cols., 2001).
MT2

Hasta la fecha, lo que se conoce es que los MT2 estan implicados en la
fisiologia de la retina (Dubocovich y cols., 1997), en la modulacién de los ritmos
circadianos (Dubocovich y cols., 1998), en la dilatacion de los vasos cardiacos
(Dooleny cols., 1998), y estan implicados en la respuesta inflamatoria y en la
microcirculacion (Von Gall y cols., 2002; Lotufo y cols., 2001; Li y cols., 2000;
Masana y cols., 2001). Su localizacién incluye el cerebelo, nucleo
supraquiasmatico del hipotalamo, la retina, el rifion, el ovario, los vasos
cardiacos y en diversas lineas de células cancerosas (Von Gall y cols., 2002;
Li y cols., 2000; Masana y cols., 2001).

De forma similar a los MT1, los MT2 estan acoplados con la inhibicion de la
cascada del AMPc y la estimulacion de la hidrdlisis de pirofosfato inorgénico.
Sin embargo, difieren de los MT1 en que se produce disminucion de GMPc
(Figura 10).
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Figura 10: Procesos intracelulares mediados a través de los receptores de membrana MT2.
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Recientemente, una proteina que muestra un perfil de unién similar al del
receptor MT2 (Dubocovich y cols., 1995; Molinari y cols., 1996), ahora se
denota como MT3 que se purificd por afinidad a partir del rifion de hamster sirio
(Nosjean y cols., 2000). Se demostré que esta proteina comparte el 95% de
homologia con la quinona reductasa humana 2, una enzima implicada en la
desintoxicacion (Nosjean y cols., 2000). Esta proteina y su actividad asociada,
tal como se revela a través de la unién de radioligando y ensayos enzimaticos,
se ha demostrado que se expresa en el higado, rifidn, cerebro, corazén, tejido
adiposo marrén, masculo esquelético, pulmén, intestino, testiculo y en el bazo
de hamster, ratdn, perro y mono (Nosjean y cols., 2001). Muy recientemente,
se demostrd que la proteina MT3 puede estar implicada en la regulacion de la
presion intraocular en conejos (Pintor y cols., 2001), y en las respuestas

inflamatorias de la microvasculatura (Lotufo y cols., 2001).
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1.3.3 Mecanismos mediados por la melatonina dentro de una

célula.

La MLT produce efectos de una manera dependiente del receptor o de forma
independiente. La MLT independiente de los receptores, pasa a través de las
membranas celulares, se acumula dentro de una célula, y se une a nivel
intracelular, citosélico y nuclear (Figura 11). De esta manera actla en la
desintoxicacion de radicales, que se produce a través de propiedades de
eliminacién de radicales libres, debido a su capacidad para la regulacion a
través del incremento de enzimas detoxificantes, incluyendo la catalasa, la

superoxido dismutasa y la glutation peroxidasa (Tan y cols., 2007).

Figura 11: Accién de la melatonina independiente y mediada a través del receptor.

Proteina

Los receptores nucleares son proteinas localizadas en el interior del nucleo,
capaces de unirse a la region reguladora de algunos genes. Estas proteinas
regularian la actividad de la ARN polimerasa Il. Se ha demostrado también la
capacidad de la MLT para unirse a proteinas citosdlicas como la proteina
kinasa C 45, la calmodulina 46, y la calreticulina 47, y probablemente, también

a la quinona-reductasa-2 (Tan y cols., 2007).
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De manera simplificada, cuando una sefal llega a la superficie celular
estimula al receptor correspondiente, que pone en marcha un segundo
mensajero (AMPc, calcio...) y actua sobre una protein quinasa, que se
desplaza al interior del nucleo celular, donde se activa la CREB (proteina
elemento-union de respuesta de AMPc). CREB se une a la region CRE
(elemento de respuesta a AMPc) configurando una Unidad de Proteina de
unidn a CREB, que lo coactiva. Esto permite “encender o apagar” ciertos

genes.

La MLT inhibe la actividad de la calmodulina mediante la prevencién de la
union y / o mediante la induccién de su fosforilacion a través de la proteina
quinasa C alfa (PKCa). La calmodulina es una proteina cuya funcién principal
es quelar el calcio, lo que permite modular la actividad de muchas enzimas. La
consecuencia de la inhibicion de la calmodulina por la MLT puede dar lugar a
una reduccién en la acumulaciéon de AMPc a través de la calmodulina adenil
ciclasa sensible. Esto puede causar una atenuacion de las cascadas de
sefalizacion dependientes de AMPc, incluyendo la activacién de la proteina
elemento-union de respuesta de AMPc (CREB) y el elemento de respuesta a
AMPc (CRE) que contienen los genes.

Las reducciones de la activacion de calmodulina mediada por MLT
disminuyen la unién al receptor de estrogeno (ER) y la activacion del elemento
de respuesta a estrégenos (ERE) que contienen los genes.

La calreticulina es una proteina del reticulo endoplasmatico que también se
une al calcio. Se trata de una proteina que regula la homeostasis intracelular
del calcio. La proteina kinasa C es una guinasa de serina y treonina activada
por calcio que modifica la estructura del citoesqueleto. La MLT activa la
proteina kinasa C, contribuyendo a modular el citoesqueleto (Macias y cols.,
2003; Tan y cols., 2007).

La via MAPK, Map cinasa o MAPK/ERK (Mitogen-Activated Protein Kinases)
es un via de transduccion de sefiales de células eucaritotas que se sitla

corriente debajo de los receptores tirosin quinasas. La sefial se transporta
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mediante GRB2 y de Sos a Ras (porteinas G monoméricas). Ras ya activada
estimula tres proteinas quinasas que actian de forma secuencial y culmina con
la activacion de MAPK, que es una serin-treonin-quinasa, capaz de
translocarse al nucleo para alli regular la transcripcion mo dificando la actividad
de proteinas, regulando la expresion de genes. El complejo Ras-GTP activo se
fija al dominio regulador Raf (situado en su N terminal), una serin treonin
quinasa que de este modo se activa. La hidrdlisis de GTP asociado a Ras, da
lugar a GDP y provoca la liberacion de Raf ya activada, que fosforila y en
consecuencia activa a MEK, que es otra quinasa que fosforila y activa a MAP

cinasa que es capaz de fosforilar a otras proteinas.

También, tal como se representa, la MLT puede actuar a través de sus
receptores acoplados a proteina G, MT1 o MT2 para la supresion inducida de
CREB y / o la activacion de genes ER. Ademas, a través de los receptores
MT2, la MLT pone en marcha la cascada de la quinasa activada por proteinas
mitégenas (MEK / ERK 1/2) y promueve la diferenciacion celular y retarda la
proliferacion celular. Esto puede ocurrir a través de acciones autocrinas de
factor de crecimiento epidérmico unido a heparina liberado después de la
activacion de los receptores de melatonina MT2, las proteinas Gi,
metaloproteinasas de la matriz y procesos de interiorizaciéon (Witt-Enderby y
cols., 2006).

Los efectos de la MLT a través de receptores MT3 que regulan la actividad
de quinona reductasa 2, aun no estan claros, pero pueden estar involucrados
con mecanismos oxidantes / reductores a través de mecanismos no

identificados.

1.3.4 Funciones de la Melatonina

La melatonina estd envuelta en numerosos procesos neuroendocrinos y
fisiol6gicos, tales como: los ritmos circadianos (Cassone y cols., 1990; McMillen
y cols., 1995; Cassone y cols., 1986), el sueiio, la temperatura corporal (Dollins
y cols., 1994), la inhibicion del crecimiento tumoral, actia sobre el sistema

inmune (Liebmann y cols., 1997), sobre el sistema cardiovascular (Krause y
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cols., 1995), tiene una importante actividad antioxidante, influye en la
reproduccion (Kennaway y cols., 1994), y sobre el desarrollo sexual (Esquifino
y cols., 1987; Batmanabane y cols., 1996). También se ha demostrado que
influye en la diferenciacion de células en las que puede estimular o suprimir la
division celular dependiendo de su concentracion o el tipo de célula examinado
(Hill y cols., 1988; Cos y cols., 1995; Roth y cols., 1997). Ademas, actla sobre
el metabolismo de los adipocitos y finalmente tiene una importante actividad
osteogenética (Witt-Enderby y cols., 2006; Jarzinka y cols., 2009; Tamura y
cols., 2009; Bejarano y cols., 2009; Cardinali y cols., 2003; Alonso-Vale y cols.,
2006; Roth y cols., 1999; Koyama y cols., 2002; Satomura y cols., 2007;
Scalbert y cols., 1998).

La MLT modula la respuesta inmune (inmunomoduladora) y corrige
estados de inmunodeficiencia debidos a estrés agudo o, a tratamiento
farmacolégico. La activacion de los receptores de la melatonina en células T-
helper aumenta la liberacion de citoquinas, tales como interferon gamma,
interleucinas IL-1 ,IL-2,IL-4¢elL -6 (Del Gobbo y cols., 1989; Caroleo y
cols.,1992; Pioli y cols., 1993; Garcia-Maurino y cols., 1997; Barjavel y cols.,
1998; Garcia-Maurino y cols., 1998; Neri y cols., 1998; Shaji y cols., 1998), asi
como un nuevo grupo de moléculas que pertenecen a la familia de los opioides.
(Maestroni y cols., 1993; Maestroni y cols., 1998). En las enfermedades
autoinmunes, como la diabetes autoinmune, protege a los ratones diabéticos
no obesos contra el desarrollo de la enfermedad a través de mecanismos
distintos de la modulacién de citoquinas o de los opioides (Conti y cols., 1996).
La MLT a través de los monocitos aumenta la produccion de IL-1, IL-6 y factor
de necrosis tumoral, y a través de células mononucleares aumenta la
produccion de IL-2, IL-6 e interferon gamma. También estimula de forma
directa a células del sistema inmune como polimorfonucleares neutréfilos,

macrofagos, linfocitos y células natural Killer (Mehta y cols., 2014).

La MLT presenta propiedades anticancerigenas, ya que de forma exdégena
sola (Neri y cols., 1998; Hill y cols., 1988; Blask y cols., 1993), o en asociacion

con IL — 2 (Conti y cols., 1995), inhibe la carcinogénesis y el crecimiento
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tumoral (Yu y cols., 1993), e inhibe la apoptosis en timocitos (Sainz y cols.,
1995). Ademas, la MLT actia como agente citoprotector ya que disminuye la
toxicidad de la quimioterapia y/o radioterapia, mejorando la supervivencia
global de un afio (Vinther y cols., 2015) de los pacientes y aminorando los
efectos secundarios de la quimioterapia (Seely y cols., 2012). La MLT se ha
propuesto como un agente oncostatico por su capacidad antiproliferativa,
antioxidante e inmunoestimulante (Zamfir y cols., 2014).

La MLT actia como agente antioxidante. La expresion diferencial del
receptor de la melatonina se ha descrito en el plasma (Calvo y cols., 1995), y
en las membranas nucleares (Garcia-Maurino y cols., 1998), de linfocitos y en
monocitos (Barjavel y cols., 1998). No obstante, algunas acciones
intracelulares, que incluyen la actividad directa de extincion de radicales libres,
son independientes de cualquier interaccion con el receptor (Hardeland y cols.,
1993; Tan y cols., 1993; Daniels y cols., 1995; Sewerynek y cols., 1995;
Vijayalaxmi y cols., 1995; Vijayalaxmi y cols., 1996; Vijayalaxmi y cols., 1999;
Reiter y cols., 1997), y aumentan tanto el ARNm (Antoli’n y cols., 1996; Kotler
y cols., 1998), como la actividad de varias enzimas antioxidantes (Reiter y cols.,
1997; Barlow-Balden y cols., 1995). Varias investigaciones han demostrado
que la MLT también puede proteger al acido graso poliinsaturado de la
oxidacion (Montilla y cols., 1998; Princ y cols., 1998), y al ADN nuclear del dafio
inducido por carcindgenos (Tan y cols., 1993; Tan y cols., 1994; Reiter y cols.,
1998), irradiacion ionizante (Vijayalaxmi y cols., 1999), o herbicidas (Melchiorri
y cols., 1998).

Esta propiedad reside en que la MLT tiene una alta capacidad de difusién
debido a su pequeiio tamafo y a su alta lipofilia, siendo capaz de atravesar
cualquier membrana celular, y acceder a todas las partes del organismo. En
segundo lugar, tiene un potencial redox muy alto, de alrededor de 0.74 V, lo
que le confiere una alta capacidad de ceder un electron para reducir cualquier
molécula que esté a su alcance. Para neutralizar especies reactivas de
oxigeno, la MLT cede un electrén al radical hidroxilo (HO-) y lo neutraliza. Tras

ceder el electron la MLT se convierte en un radical llamado catién indolilo que
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interacciona con un radical anion superoxido (O;7) y generan N1l-acetil-N2-
formil-5 metoxiquinurenamina que se eliminara en orina (Poeggeler y cols.,
1994).

Y en tercer lugar, es activadora de varias enzimas antioxidantes como la
superoxido dismutasa, la glutation reductasa y la glutation peroxidasa (Antolin y
cols., 1996).

Otra propiedad de la MLT es que mejora la calidad y cantidad del suefio.
Ha resultado ser una herramienta importante para combatir el insomnio en
pacientes de mediana edad y mayores. Otros autores han estudiado el efecto
terapéutico de la MLT en el insomnio en pacientes con ciertas enfermedades,

siendo igualmente efectiva.

La MLT se ha propuesto como potenciadora de la formacion 6sea, siendo
ésta la caracteristica de mayor interés para nuestro estudio, la cual

desarrollaremos en el siguiente epigrafe.

1.3.5 Accidén de la melatonina sobre el metabolismo 6seo

En condiciones normales, la remodelacion ésea actta en ciclos en los que
los osteoclastos se adhieren al hueso y posteriormente lo eliminan por
acidificacion y digestion proteolitica. Poco después de que los osteoclastos
hayan abandonado el lugar de reabsorcion, los osteoblastos invaden el area y
comienzan el proceso de formacién de hueso nuevo mediante la secrecion de
osteoide (una matriz de colageno y otras proteinas), que se mineraliza
finalmente. Esto es controlado por factores de crecimiento y citoquinas
producidas en el microambiente de la médula 6sea y por la accién de las
hormonas sistémicas, como la hormona paratiroidea, el estradiol o la hormona
del crecimiento. Uno de los candidatos que interviene en la modulacién
hormonal de la formacion de osteoblastos y osteoclastos es la MLT (Cardinali y
cols., 2003).

Los niveles de MLT declinan con la edad, de tal manera que en edades
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avanzadas los niveles de MLT disponibles para el organismo son una fraccion
de los de individuos jovenes (lguchi y cols., 1982; Dori y cols., 1994; Girotti y
cols., 2000; Mishima y cols., 2001; Siegrist y cols., 2001), esto puede deberse a
la distrofia neuroaxonal de la inervacion simpatica de la glandula pineal
(Schmidt y cols., 2006). También se ha informado de que la secrecion de MLT
disminuye bruscamente durante la menopausia (Sack y cols., 1986), disminuye
con la inmovilidad (Vaughan y cols., 1978; Yocca y cols., 1984), y aumenta
después del ejercicio fisico (Carr y cols., 1981). Por lo tanto, hace tiempo que
se sospecha la implicacion de la MLT en los trastornos relacionados con la
edad como la osteoporosis por post-menopausia y senescencia (Cardinali y
cols., 2003).

El potencial terapéutico de la MLT esta subestimado porque sus roles
funcionales son diversos y sus mecanismos de accién son complejos y
variados. La MLT produce efectos celulares a través de una variedad de
mecanismos de forma tanto independiente como dependiente del receptor
(Witt-Enderby y cols., 2006). En cuanto al efecto de la MLT sobre los

osteoblastos que forman el hueso, los datos son contradictorios.

Un estudio realizado por Suzuki y cols., en 2002 (Suzuki y cols., 2002), fue
el primero en demostrar un efecto inhibidor de la melatonina sobre los
osteoblastos, cuando se incuban en presencia de osteoclastos. De hecho, los
autores argumentaron que los efectos de la MLT reportados previamente para
estimular la proliferacion de los osteoblastos de mamifero (Roth y cols., 1999),
eran artefactos, porque los experimentos se llevaron a cabo con osteoblastos
aislados, mientras que en la formacion de hueso y su metabolismo se producen
los contactos entre osteoblastos y osteoclastos (Manolagas y cols., 2000).
Hallazgos similares se encontraron en ratas Wistar macho, donde altos niveles
enddgenos de MLT se correlacionaban con bajos niveles de marcadores de la
formacion de hueso (es decir, fosfatasa alcalina, propéptido carboxiterminal de
procolageno de tipo 1, y el telopéptido carboxiterminal del colageno tipo 1
(CTX)) (Ostrowska y cols., 2003a).

Koyama y cols., 2002, encontraron pocas evidencias sobre la promocion del
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efecto de la MLT sobre la proliferacion y diferenciacién de osteoblastos in vivo,
ya que la administracion diaria de MLT durante 4 semanas en ratones macho,
no tuvo un efecto apreciable sobre los pardmetros histomorfométricos de
formacion Osea ni la afectacion de la ALP sérica o la OCN. Estos autores
concluyeron que a pesar del hecho de que la MLT aumenta la proliferacion, la
actividad de la formacion de nodulos de diferenciacion, y el hueso de los
osteoblastos in vitro (Roth y cols., 1999, Nakade y cols., 1999), la MLT pudiera
no ser osteogénica in vivo, al menos en ratones jovenes en crecimiento. En su
ensayo, cuatro grupos de ratones macho de 4 semanas de edad recibieron
inyecciones diarias de 1, 5, 0 50 mg / kg de MLT, respectivamente, durante 4
semanas. El tratamiento con 5 mg / kg / dia 0 50 mg / kg / dia de MLT aumentd
significativamente la densidad de mineral 6seo en un 36% y la masa 0sea (es
decir, el volumen de hueso por volumen de tejido) en un 49% y el espesor
trabecular en un 19%. Este tratamiento redujo significativamente los
parametros de resorcién 0sea (es decir, la superficie de osteoclastos) en un
74% y el nimero de osteoclastos en un 76%, pero no aumento los parametros
histomorfométricos de formacion 6sea, lo que indica que la MLT aumenta la
masa 6sea predominantemente a través de la supresion de la resorcion O0sea

(Koyama y cols., 2002).

En contraposicion, otros autores defienden la capacidad osteogénica de la
MLT, que promueve la maduracion de osteoblastos in vitro y previene la
pérdida 6sea in vivo (Roth y cols., 1999; Koyama y cols., 2002; Satomura y
cols., 2007). Se ha visto que la MLT promueve la diferenciacion osteogénica
sobre modelos de lineas celulares y en las células madre mesenquimales de la

médula 6sea multipotenciales (Sanchez-Hidalgo y cols., 2007).

Se ha demostrado que concentraciones fisiolégicas mejoradas de MLT
aumentan la actividad de la ALP durante el proceso de diferenciacién
osteogénica de las células madre mesenquimales (Radio y cols., 2006). Sin
embargo el verdadero mecanismo de accion osteogenético de la MLT
permanece desconocido, aunque su influencia sobre el metabolismo 6seo ha

sido propuesta por diferentes autores durante las Ultimas cuatro décadas (Kiss
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y cols., 1969; Csaba y cols., 1974; Csaba y cols., 1977; Chen y cols., 1990;
Shoumura y cols., 1992). Estos estudios proponen que debido a que la
glandula pineal controla la secrecion de hormonas paratiroideas y calcitonina;
las alteraciones en los niveles fisiolégicos de MLT podrian alterar el
metabolismo 0seo. En este sentido, ya en 1981 se observé que la inhibicidon de
sintesis de MLT en ratas recién nacidas expuestas a luz fluorescente blanca
reducia la concentracion de calcio en suero (Hakanson y cols., 1981). Del
mismo modo, en 1987 fue publicado un estudio en que tras la reduccién de la
secrecion de MLT por administraciéon de bloqueantes de [(-adrenoreceptores,

también se produjo una reduccion de calcio en suero (Hakanson y cols., 1987).

Mas recientemente, en 2003 fueron examinados en ratas adultas machos,
los efectos de la modificacion de los ciclos circadianos sobre el metabolismo
0seo, no s6lo a nivel de la calcemia sino mas especificamente sobre la
fisiologia 6sea. Se estudiaron marcadores bioquimicos del metabolismo éseo
como la ALP en suero, la concentracion propétido carboxiterminal de
procolageno de tipo I, la concentracion de telopéptido carboxiterminal de
procolageno de tipo I, el fésforo inorganico y la excrecion urinaria de
hidroxipropileno y calcio. Observaron que la reduccién del suefio mediante la
ampliacion de las horas de luz diarias producian un efecto inhibitorio en los

marcadores de osteogénesis (Ostrowska y cols., 2003b).

Un importante hallazgo que potencialmente puede relacionar a la MLT con la
regeneracion ésea, es la presencia de altas concentraciones de MLT en células
de hueso medular en ratones y humanos (Tan y cols., 1999; Conti y cols.,
2000). Estas células contienen una alta actividad de la aril-alkil-N-
acetiltransferasa y expresan la codificacion de ARN para hidroxil-O-
metiltransferasa, 1o que indica una alta capacidad para sintetizar melatonina
(Conti y cols., 2000). Esta presencia de melatonina en las células de hueso
medular podria tener un efecto protector contra el dafio oxidativo en la
proliferacion de células hematopoyéticas o en la diferenciacion de
preosteoblastos a osteoblastos (Sanchez-Hidalgo y cols., 2007; Roth y cols.,
1999; Nakade y cols., 1999; Radio y cols., 2006; Haldar y cols., 1992; Zaminy y
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cols., 2008a).

La actividad ALP es uno de los biomarcadores de osteoblastos comunmente
utilizados para evaluar la diferenciacion de los mismos (Aubin y cols., 2002). Si
las células madre mesenquimales adultas humanas (hAMSCs) se diferencian
en osteoblastos maduros, aumentara la produccién de ALP (Jaiswal y cols.,
1997; Bruder y cols., 1997). Los objetivos del estudio de Radio y cols., 2006,
eran determinar en primer lugar si la MLT mejoraba la diferenciacion de células
madre mesenquimales adultas humanas (hAMSC) en osteoblastos, evaluada
mediante la actividad enzimatica de la ALP, y en segundo lugar identificar las
posibles vias de transduccion de sefales que median este proceso. La
actividad de la ALP aumentd significativamente en hAMSCs después de una
incubacion de 10 dias en medio osteogénico, en relacibn con hAMSCs
incubadas en medio de crecimiento basal solo. La MLT (50 nM), afiadida en
combinacion con el medio osteogénico, aumenté significativamente la actividad
de la ALP en relaciéon con el medio osteogénico solo. La co-exposicion de
hAMSCs al medio osteogénico suplementado con toxina pertussis (antagonista
de la MLT), luzindol o 4P-PDOT (receptor MT2 selectivo), inhibié el aumento
inducido por la MLT en la actividad de la ALP, lo que indicé la implicaciéon de
los receptores de la MLT, en particular, los receptores MT2 (Radio y cols.,
2006).

La capacidad de la melatonina para promover directamente la maduracion
de osteoblastos se demostré por primera vez en células de osteosarcoma en
ratas, donde concentraciones bajas (10 nM) de MLT aumentaban los niveles de
expresion de los biomarcadores en los osteoblastos incluyendo la BSP, la ALP,
la OPN y la OCN (Roth y cols., 1999) y el colageno (Nakade y cols., 1999).
Ademas, estos efectos en osteoblastos fueron mediados a través de receptores
transmembrana de MLT (Roth y cols., 1999).

En otros estudios se ha demostrado la actividad de los osteoblastos inducida
por MLT ya sea mediante la mejora de su proliferacién o de su diferenciacion.
En las células MC3T3 (preosteoblastos), la MLT (50 nM) estimula la

mineralizacion del hueso y la diferenciacion de osteoblastos, segun la
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evaluacion de proteinas marcadoras de hueso como la ALP, la OPN y la OCN,
a través de un receptor transmembrana que es sensible a la toxina pertusis
(Roth y cols., 1999).

En otro estudio, la MLT incrementd la proliferacion de células Oseas
humanas y de células osteoblasticas humanas, de una manera dependiente de
la dosis, (Nakade y cols., 1999), y después de una incubacion de 2 dias,

aumento significativamente la produccion de procolageno de tipo | c-péptido.

Ladizesky y cols., 2001, obtuvieron la primera indicacion de que la MLT
podria ser eficaz in vivo para disminuir la pérdida O6sea en ratas
ovariectomizadas (Ladizesky y cols., 2001). En este estudio midieron en ratas
adultas, la desoxipiridinolina urinaria (marcador de la resorcion 0Osea), la
excrecion de calcio, los niveles circulantes de calcio, fosforo, la actividad de la
ALP Osea, la densidad mineral 6sea y el area de hueso total, durante 60 dias
después de la ovariectomia. Las ratas recibieron MLT (25 pg / ml de agua) o
agua sola. La desoxipiridinolina urinaria aumenté significativamente después de
la ovariectomia en un 51% (30 dias después de la cirugia) y en un 47% (60
dias después de la cirugia). No se observo el aumento de la desoxipiridinolina
urinaria 30 dias después de la ovariectomia en las ratas tratadas con MLT.
Quince dias después de la cirugia, se produjo un aumento significativo del
fésforo en suero y los niveles de ALP ésea en ratas ovariectomizadas que
recibieron MLT en comparacion con sus controles. Sesenta dias después de la
cirugia, la densidad 6sea mineral y el area 6sea disminuyd significativamente
en las ratas ovariectomizadas, la MLT no modificé este efecto. El estradiol
sérico disminuyd significativamente 30 dias después de la ovariectomia para
alcanzar valores cercanos al limite de deteccion del ensayo 60 dias después
de la ovariectomia. Los resultados apoyan la conclusién de que una dosis
farmacolégica de MLT modifica la remodelacion del hueso después de la
ovariectomia y que el efecto puede necesitar concentraciones adecuadas de

estradiol (Ladizesky y cols., 2001).

Por otro lado, la actividad de los osteoclastos esta bajo el control de los

factores paracrinos producidos por los osteoblastos. La parathohormona y
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1,25-dihidroxicolecalciferol estimulan la expresion de un factor de diferenciacion
de osteoclastos (ODF) por las células del estroma de la médula y los
osteoblastos. ODF se une al receptor activador del factor nuclear-kappa B
(RANK) en la superficie de la activacion de la resorcion 6sea de los
osteoclastos (Cardinali y cols., 2003; Krane 2002). En los osteoblastos de
raton, la MLT, a dosis micromolares, disminuye la expresion de ARNm de
RANK y aumenta tanto los niveles de ARNm de proteina OPG y, un miembro
de la superfamilia de TNFR (receptor del factor de necrosis tumoral), que inhibe
la diferenciacion de osteoclastos mediante la prevencion de la union del factor
ODF (Koyama y cols., 2002). A través de este mecanismo, la MLT podria

causar una inhibicién de la resorcion 6sea y un aumento de la masa Osea.

La OPG, una proteina osteoblastica que inhibe la diferenciacion de los
osteoclastos se ve aumentada por la MLT in vitro. Ademas, la MLT a través de
sus propiedades antioxidantes y eliminadoras de radicales libres puede afectar
la actividad de los osteoclastos y la resorcion 6sea (Cardinali y cols., 2003). La
MLT suprime la actividad del oxigeno, anion radical superoxido, radical
hidroxilo, radical peroxilo, y finalmente, el anion peroxinitrito. La MLT es capaz
de proteger a las macromoléculas, en todos los compartimentos de la célula,
del dafio oxidativo y especialmente en las membranas celulares debido a su
alta solubilidad en lipidos, haciéndolos mas resistentes al ataque oxidativo
(Reiter y cols., 2001; Reiter y cols., 2002; Okatani y cols., 2002). Por lo tanto, el
efecto de la MLT en la prevencion de la actividad de los osteoclastos en el
hueso puede depender en parte de las propiedades de depuracion de radicales
libres (Cardinali y cols., 2003; Juknat y cols., 2005).

Como ultimo apunte, Konturek y cols., 2008, realizaron un estudio que
consistié en la aplicacion de MLT y su precursor el L-triptéfano para la curacion
de Ulceras gastricas. Después de la induccion de la Ulcera gastrica en ratas
mediante la aplicacion de &cido acético, la necrosis de la mucosa local se
acompafia de una reduccion en la microcirculacion de la mucosa y por la
expresion casi inmediata de Oxido nitrico sintasa inducible y las citocinas

proinflamatorias. La aplicacién diaria de MLT (20 mg / kg) o L-triptéfano (100
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mg / kg) aceler6 la curacion de la Ulcera al afectar al sistema de la
ciclooxigenasa-2 (COX-2)-prostaglandina con produccion excesiva de
prostaglandina de proteccién, especialmente en el periodo de cicatrizacion de

la Ulcera (Konturek y cols., 2008).

Los resultados discutidos anteriormente indican que la MLT puede influir
positivamente, de diferentes maneras, en la pérdida de hueso asociada con la
edad. Una de ellas es directamente sobre el hueso al actuar sobre los
osteoclastos y tal vez sobre los osteoblastos, girando de forma positiva el
balance de calcio. El efecto de la MLT puede necesitar una cantidad adecuada
de estrogeno para manifestarse (Ladizesky y cols., 2003). Otra forma de actuar
es indirecta, a través de la liberacion de hormona del crecimiento asociada con
la mejora del suefio no REM en los sujetos de mayor edad. Se requieren mas
ensayos clinicos controlados para establecer si la MLT puede ser utilizada
como un nuevo modo de terapia para aumentar la masa 6sea en enfermedades

caracterizadas por una masa 6sea baja (Cardinali y cols., 2003).

En resumen los principales mecanismos revisados anteriormente
relacionados con los efectos de la MLT sobre la funcion de la médula son: (a) la
promocién de la diferenciacion osteoblastica, la actividad y la expresion de la
OPG gue impide la diferenciacion de los osteoclastos, y (b) de barrido de
radicales libres generados por la actividad osteoclastica y responsables de la

resorcion osea.
1.3.6 Receptores de melatonina en las células 6seas

Los tres receptores de MLT vistos anteriormente, estan presentes en los
osteoblastos pero no en los osteoclastos. Ademas, el receptor MT3 so6lo ha
sido identificado en aves y roedores, no en humanos (Nosjean y cols., 2001;
Reppert y cols., 1997). Los dos receptores humanos de MLT (MT1 y MT2)
estan asociados en la membrana a receptores de proteina G (Von Gall y cols.,
2002; Reiter y cols., 2007). En la actualidad, se ha comprobado que estos
receptores de melatonina pueden llegar a ser homélogos o heterélogos para la

misma, en funcion de estimulos luminosos y del estradiol (Witt-Enderby y cols.,
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2003). La expresion de estos receptores puede ser también observada en
retina (Fujieda y cols., 1999; Poeggeler y cols., 1995), cerebro (Reiter y cols.,
2007; Uz y cols., 2005), mama (Dillon y cols., 2002), y otros 6rganos periféricos
(Konturek y cols., 2008; Naji y cols., 2004). En general, tras la activacion de los
receptores MT1 o MT2 en los osteoblastos, se produce una inhibicion de la
actividad de la adenilato ciclasa (Von Gall y cols., 2002), la cual inhibe la
formacién de AMP ciclico y por lo tanto se produce una disminucion de la

proteina quinasa A activada (Vanecek y cols., 1998).

A nivel de los osteoclastos humanos, debido a la ausencia de receptores
MT1 o MT2, la actividad beneficiosa de la melatonina en la regeneracién 0sea,
se basa en la actividad antioxidante que reduciria la gran cantidad de radicales
libres producidos durante la degradacion y reabsorcién 6sea (Fraser y cols.,

1996), esta actividad podria reducir la apoptosis del osteoclasto.

Los mecanismos de sefalizacion a través de los cuales la melatonina
aumenta la formacion de osteoblastos son menos conocidos. En general, la
promocion de la diferenciacion de osteoblastos se ha demostrado por
numerosos laboratorios, siendo mediada a través de la cascada proteina
qguinasa mitégena (Radio y cols., 2006; Suzuki y cols., 1999; Suzuki y cols.,
2002; Rawadi y cols., 2001; Xiao y cols., 2000; Fujita y cols., 2002); sin
embargo otras vias (p38, MEK / ERK) siguen sin estar claras. Las entradas que
conducen a la activaciéon de las vias MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinases)
en las células osteoblasticas pueden implicar la activacion de AMPc (Fujita y
cols., 2002), y del receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) (Radio
y cols., 2006). Una vez activada la via MAPK, se ha demostrado su capacidad
para fosforilar proteinas especificas de osteoblastos, incluyendo CBFA-1 (factor
de transcripcién asociado a la diferenciacion de osteoblastos humanos) y para
controlar la expresion de genes especificos de osteoblastos, incluyendo la OCN
(Xiao y cols., 2000). Claramente, el papel de la via MAPK inducida por la MLT
en la diferenciacién de osteoblastos es importante y se necesitan mas estudios
para definir aln mas estas cascadas de sefalizacion. Ademas, el papel de los

estrogenos y la MLT en la formacion de hueso se debe evaluar como terapias
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combinadas que pueden demostrar ser eficaces para el tratamiento de la

osteoporosis.

En general, la mayoria de los estudios sugieren un papel protector de la MLT
sobre el hueso, es decir, evita la degradacion de hueso y promueve la
formacion de hueso mas probablemente a través de una accion que implica los
receptores de MLT. Por otra parte, teniendo en cuenta que los genes
relacionados con el metabolismo O6seo estan sujetos al ritmo circadiano
(Ostrowska y cols., 2003a; Ostrowska y cols., 2003b), la determinacion de la
ventana terapéutica para los efectos de la MLT sobre proteinas marcadoras de
hueso también requiere investigacion adicional (Hakanson y cols., 1987).
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2. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

2.1 Justificacion

Los BFs son analogos quimicamente estables de compuestos de
pirofosfato con una alta afinidad por la hidroxiapatita y ampliamente utilizados
en enfermedades donde se produce un incremento de la reabsorcion Osea,
tales como la enfermedad de Paget, afectaciones dseas en procesos
cancerigenos (tanto en paciente con niveles de calcio sérico normal como en
presencia de hipercalcemia de causa tumoral), son uno de los tratamientos
basicos en la osteoporosis y también han sido utilizados en algunas
enfermedades pediatricas esqueléticas como la osteogénesis imperfecta. Se
clasifican en nitrogenados (de mayor potencia) y no nitrogenados (menos
potentes). Aunque los BFs son muy efectivos en reducir la pérdida de hueso y
en disminuir las manifestaciones clinicas en patologias éseas, ellos pueden
inducir algunos efectos adversos tales como problemas gastrointestinales,
fiebre y sindrome pseudogripal, fibrilaciébn auricular, hipocalemia, inhibicién de
la mineralizaién 6sea y osteonecrosis maxilar relacionada con BFs (ONMB). La
ONMB se define como una condicidén caracterizada por la falta de cicatrizacion
de hueso necrético expuesto en la mandibula o el maxilar superior que persiste
mas de ocho semanas en un paciente que estad tomando BFs o los ha tomado
recientemente, en ausencia de una exposicion a radiacion ionizante de cabeza

y/o cuello.

El ZA es un BF nitrogenado que ha sido desarrollado en exclusiva para
SuU uso intravenoso pero no para su uso oral. Es un potente inhibidor de la
reabsorcion 6sea mediada por los osteoclastos con una accion ésea selectiva
basada en su gran afinidad por el hueso mineralizado. Administrado por via
intravenosa se distribuye rapidamente en el hueso y, como otros BFs, se
localiza preferentemente en los lugares de reabsorcion 6sea. La diana
molecular principal del AZ en el osteoclasto es la enzima FPPS, aunque esto
no excluye otros mecanismos de accion sobre el hueso. La relativamente larga

duracion de su accion se atribuye a su alta afinidad por el centro activo de la
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FPPS y a su alta capacidad de union al mineral 6seo. Sin embargo, la accion
del AZ no parece ser exclusiva sobre el osteoclasto; ya que, diversos estudios
sugieren que tanto los osteocitos como los osteoblastos podrian ser células
objetivo para los BFs en el hueso (Plotkin y cols., 1999; Aguirre y cols., 2006;
Bonewald, 2007). A diferencia de la accién sobre el osteoclasto (donde el BF
induce su apoptosis), en el osteocito estos farmacos inhiben la apotosis (Plotkin
y cols., 2006). La accidén del AZ sobre los osteoblatos es controvertida; ya que,
aunque concentraciones muy bajas de BFs han mostrado estimular a los
osteoblastos en estudios in vitro (Rogers, 2003), altas concentraciones de AZ
podrian reducir la capacidad de migracion y la viabilidad celular de los
osteoblastos (Koch y cols., 2010; Walter y cols., 2011).

Por otra parte, la MLT (N-acetil-5-metoxitriptamina) es una neurohormona
principalmente  sintetizada y secretada por la glandula pineal
(fundamentalemente durante el periodo nocturno de los ciclos circadianos),
aunque también se sintetiza en otros 6rganos como la retina, el tracto
gastrointestinal y el hueso medular. Algunos de sus efectos son diferentes a
sus funciones neurohormonales primarias y son debidas a sus propiedades
antiinflamatorias, su habilidad para actuar como un eficaz depurador de
radicales libres y por la estimulacion de varias enzimas antioxidantes. En este
sentido, han sido descritas funciones inmunomoduladoras, anticancerigenas,
antiinflamatorias y relacionadas con el metabolismo 6seo favoreciendo la
regeneracion Osea. En relacion a la actividad osteogénica, la MLT ha
demostrado promover la maduracién de osteoblastos in vitro y prevenir la
pérdida Osea in vivo, (Roth y cols., 1999; Koyama y cols., 2002; Satomura y
cols., 2007). Ademés, se ha demostrado que concentraciones fisiologicas
mejoradas de MLT aumentan la actividad de la fosfatasa alcalina durante el
proceso de diferenciacion osteogénica de las células madre mesenquimales
(Radio y cols., 2006). Por ultimo, recientemente, ha sido probado con éxito el
efecto citoprotector de MLT sobre células madre mesenquimales humanas de

ligamento periodontal y médula 6sea (Rodriguez-Lozano y cols., 2015).
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2.2 Objetivos

El objetivo general fue el estudio in vitro del efecto citoprotector de la
melatonina sobre la citotoxicidad del acido zoledrénico en osteoblastos

humanos.

El objetivo general puede ser desglosado en una serie de objetivos
especificos que nos permiten sistematizar y responder a los diferentes

aspectos que pantea nuestro estudio.
Objetivos especificos:

1. Estudiar el efecto del &cido zoledrénico (a concentraciones de 1, 5, 10,
50, 100 y 300 uM) sobre la viabilidad celular en la linea de osteoblastos
humanos HOB-c, a las 24, 48 y 72 horas de incubacion.

2. Valorar la accion de la melatonina (a concentraciones de 1, 10, 50, 100 y
200 pM) sobre la viabilidad celular en la linea de osteoblastos humanos HOB-c,
alas 24, 48 y 72 horas de incubacion.

3. Analizar el posible efecto citoprotector de la melatonina sobre la
viabilidad celular en la linea de osteoblastos humanos HOB-c tratados con
acido zoledroénico (a concentraciones de 1, 5, 10, 50, 100 y 300 pM), a las 24,

48 y 72 horas de incubacion.
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3. MATERIAL Y METODOS

3.1 Material

» Linea celular

En este estudio in vitro hemos utilizado la linea celular de Osteoblastos

humanos HOB-c (PromoCell, Heidelberg, Alemania) (Figura 12).

Figura 12: Imagen de un cultivo celular a 90% de confluencia de la linea celular HOB-c,

realizada con un objetivo 10x en un microscopio de contraste de fases.

Como medio de cultivo para esta linea celular hemos utilizado el medio
Osteoblast Growth Medium (PromoCell, Heidelberg, Alemania) suplementado
al 10% con Osteoblast Growth Medium SupplementMix (PromocCell,
Heidelberg, Alemania) y penicilina al 1%. Los cultivos se han mantenido a
37°C, con una humedad relativa del 90-95% y en una atmdsfera con un 5% de

CO,, tal y como indica su ficha.
» Método de cultivo

Establecimos los cultivos a partir de viales criocongelados en nitrégeno
liguido a -196°C. Para ello, descongelamos los viales rapidamente en un bafio
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a 37 °C. Pasamos el contenido del vial a un tubo de centrifuga con 9 mL de
medio de cultivo preparado previamente. Centrifugamos, decantamos,
afiadimos 2 mL de medio de cultivo, resuspendemos bien y realizamos el
recuento celular mediante la técnica con azul tripdn y la camara de

hemocitémetro.

Una vez realizado el recuento celular y segun el numero de células que
hayamos obtenido procedemos al cultivo masivo segun nos indica su ficha.
Sembramos 10.000-20.000 células por cm? en dos frascos de cultivo de 75
cm? con 12 mL de medio de cultivo en cada uno. Cambiamos el medio de

cultivo cada 48 horas (Figura 13).

Figura 13: Frasco de cultivo (A), medio de cultivo (B) y suplemento (C)

Para realizar los subcultivos esperamos a que los cultivos estén a una
confluencia del 70-80% aproximadamente. Dicha confluencia la conseguimos
pasada una semana. Debemos subcultivar siempre en el mismo espacio de
tiempo para saber como crecen nuestras células, sembrando siempre el mismo
namero de células y recogiendo aproximadamente a la semana unos 2 millones

de las mismas.
Para subcultivar seguimos los siguientes pasos:

- Anadimos aproximadamente 6 ml de Hepes-BSS (PromocCell,
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Heidelberg, Alemania) para lavar las células durante 15 segundos.

- Aspiramos el Hepes-BSS.

- Anadimos aproximadamente 6 ml de Trypsin/EDTA Solution (PromocCell,
Heidelberg, Alemania) al frasco de cultivo y esperamos 10 minutos a
temperatura ambiente.

- Tras la separacion de las células, afadimos 6 ml de Trypsin
Neutralization Solution (PromoCell, Heidelberg, Alemania) al frasco de cultivo.

- Tras la neutralizacion de las células, aspiramos la suspension y la
transferimos a un tubo de centrifuga y centrifugamos 5 minutos a 220xg.

- Decantamos el sobrenadante, afiadimos 2 ml de medio de -cultivo,
resuspendemos y realizamos el recuento celular, comprobando siempre que la

viabilidad celular media fuese del 97-99%.

A partir de los sucesivos subcultivos calculamos el nimero de células

necesario para nuestros ensayos.
> Instrumental

Para la elaboracion de nuestro estudio hemos utilizado los siguientes
equipos e instrumental facilitados por el Servicio de Cultivo de Tejidos, Servicio
de Apoyo a la Investigacion (SAl), Universidad de Murcia:

- Cabina de flujo laminar Telstar Bio-II-A (Figura 14).

- Lector de placas de 96 pocillos (Servicio de Cultivo de Tejidos, SAl,
Universidad de Murcia) modelo FLUOstar Omega (BMG Lab. Technologies,
USA), que realiza medidas de absorbancia en placas de 96 pocillos, y que
dispone de los siguientes filtros: 560 y 690 nm (Figura 15).

- Microscopio optico (Servicio de Cultivo de Tejidos, SAI, Universidad de
Murcia) Nikon Eclipse TE20009U (Nikon corp., Japon).
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Figura 14: Cabina de flujo laminar de seguridad biolégica tipo Il.

Figura 15: Fluorimetro FLUOstar Omega.

» Reactivos
Los productos utilizados fueron los siguientes:

- El medio Osteoblast Growth Medium (PromoCell, Heidelberg, Alemania)
suplementado al 10% con Osteoblast Growth Medium SupplementMix
(PromoCell, Heidelberg, Alemania) y penicilina al 1% (Figura 13).

- Acido Zoledrénico (Sigma-Aldrich Quimica, S.A., Madrid, Espafia)
(Figura 16).
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- Melatonina (Sigma-Aldrich Quimica, S.A., Madrid, Espafia), disuelta en
alcohol absoluto a 50mg/ml (Figura 17).

- Bromuro de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil).2,5.difenil-2H-tetrazolio (MTT).

- Dimetil sulféxido (DMSO)

Figura 16: Estructura quimica del &cido zoledrénico.

Figura 17: Estructura quimica de la melatonina.

CHP m CHy— CH,— NH _ﬁ_CHa
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3.2 Métodos

3.2.1 Diseilo de estudio

Los cultivos y mediciones fueron realizados siempre por el mismo
investigador y en las mismas condiciones. Los aparatos que se utilizaron se

calibraron para las longitudes de onda requeridas en los distintos ensayos.

Tras la descogenlacion de la linea celular, se realizaron los cultivos y
subcultivos necesarios para que las células alcazaran el nivel 6ptimo de
crecimiento, para posteriormente proceder a la realizacién de los diferentes

estudios.
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Si tras la realizacion de un ensayo, la linea celular sobrepasaba el numero
de subcultivos que se consideraba Optimo segun las indicaciones, las células

se desechaban y se procedia a una nueva descongelacion y cultivo celular.

3.2.2 Estudio del efecto del acido zoledrénico sobre la viabilidad

celular.

e Tratamientos

La linea celular HOB-c fue tratada con acido zoledrénico a las siguientes
concentraciones: 1, 5, 10, 50, 100 y 300 pM, durante 24, 48 y 72 horas.

Esta misma linea celular fue tratada con melatonina a concentraciones
de 1,10, 50, 100 y 200 puM, durante 24, 48 y 72 horas.

e Estudio de la viabilidad celular

Utilizamos la técnica descrita por Carmichael y cols. (1987a; 1987b),
adaptada a nuestras condiciones de cultivo, para cuantificar la viabilidad

celular.

Las células HOB-c fueron cultivadas a una densidad de 3000 células por
pocillo, en placas de 96 pocillos, durante 48 horas, tras lo que afadimos el
tratamiento preparado, realizando réplicas de 6 por cada tratamiento. Pasadas
24, 48 y 72 horas de incubacion con los tratamientos, eliminamos el medio e
incubamos las células segun las condiciones de cultivo con 200 pl de MTT
recién disuelto en medio durante 4 horas. Pasado este tiempo, eliminamos el
medio con el MTT no metabolizado y afiadimos 100 pl de DMSO a cada pocillo
para solubilizar el formazano producido por las células viales (Figura 18).
Posteriormente se leyeron las placas en el FLUOstar Omega, utilizando una
longitud de onda de 570 nm para la lectura y 690 nm como longitud de onda de

referencia.
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Figura 18: Placa de 96 pocillos tras la solubilizacién del formanzano.

3.2.3 Estudio del efecto la melatonina sobre la viabilidad celular.

e Tratamientos

La linea celular HOB-c fue tratada con melatonina a concentraciones de
1,10, 50, 100 y 200 puM, durante 24, 48 y 72 horas.

e Estudio de la viabilidad celular

Se realiz6 el mismo ensayo de viabilidad que el del ensayo citado

anteriormente, cambiando el acido zoledronico por melatonina.

3.2.4 Estudio del efecto del acido zoledronico y la melatonina sobre la

viabilidad celular.

e Tratamientos

La linea celular HOB-c fue tratada con acido zoledrénico a las siguientes
concentraciones: 1, 5, 10, 50, 100 y 300 uM, mas melatonina a las

concentraciones de 100 y 200 uM, durante 24, 48 y 72 horas.

e Estudio de la viabilidad celular

Se llevé a cabo el mismo ensayo de viabilidad celular tras 24, 48 y 72 horas

de incubacion con la mezcla de acido zoledrénico y melatonina.
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3.2.5 Tratamiento estadistico

Analizamos los datos estadisticos con el paquete de software SPSS®
(version 20.0) para Windows, en el cual hemos efectuado los siguientes
procedimientos estadisticos:

e Estadistica inferencial

Para el analisis comparativo de las variables se considerd que la hipotesis
nula (es decir, la existencia de una relacion de independencia entre las
variables), se deberia rechazar, cuando la probabilidad minima de rechazo (el
llamado “p-valor”) no sea superior al nivel critico estandar de 0.05 (si esta se
rechaza, se considera que la relacion entre las variables es de dependencia).
Para ello, se ha realizado el contraste para el estudio de las asociaciones entre
las variables cuantitativas continuas mediante el test k<ANOVA» de un factor:
este test estadistico se utilizé para comparar tres o0 mas medias (de muestras

independientes), cuando eran tres o mas las variables a comparar.
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4. RESULTADOS

4.1 Efectos del AZ sobre la viabilidad celular de la linea de osteoblastos

humanos HOB-c a las 24, 48 y 72 horas de incubacion

A medida que aumentabamos la concentracion de AZ, la viabilidad de los
osteoblastos humanos se reducia, tanto a las 24, 48, como a las 72 horas de
incubacion. Las concentraciones mas citotdéxicas se fueron =50 uM, en todos
los tiempos de incubacidon estudiados. EI menor porcentaje de células en
comparacién con las muestras controles fue observado a las 24 horas con una
concentracion de AZ de 300 puM, aunque sin observar diferencias
estadisticamente significativas con el resto de concentraciones (p=0,138)
(Figura 19A y Tabla 4A). A las 48 horas de incubacién, el menor porcentaje de
células respecto al control fue observado con una concentracion de AZ de 100
UM, pero sin diferencias significativas con las otras concentraciones utilizadas
(p=0,102) (Figura 19B y Tabla 4B). A las 72 horas de incubacion, la mayor
reduccion de la viabilidad celular de osteoblastos humanos fue obtenida con
una concentracion 50 uM de AZ, con diferencias estadisticamente significativas
(p<0,001) (Figura 19C y Tabla 4C).
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Figura 19: Efecto del AZ sobre la viabilidad celular en la linea de osteoblastos humanos HOB-
c,alas 24 (A), 48 (B) y 72 (C) horas de incubacion.
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Tabla 4: Efecto del AZ sobre la viabilidad celular en la linea de osteoblastos humanos HOB-c,
alas 24 (A), 48 (B) y 72 (C) horas de incubacion.

1M 84,83 £13,02 1M 88,55 + 15,05

&M 70,96 + 6,33 &M 7169 £ 8,87

10 uM 63,21 + 8,58 10 uM 103,76 +6,99

50 um 7941 £14.31 50 pMm 76,22 + 10,88

100 pM 67,95 + 12,46 100 pM 62,25 +20,25

300 pM 63.04 +591 300 pMm 76,85 + 26,52

p-valor= 0,138 p-valor= 0,102
“DT = desviacidn tipica | " DT =desviacién tipica
A B

14M 84,11+ 12,12
5 M 98,74 +5,31
10 uM 107,07 + 13,02
50 uM 32,86 £ 9,02
100 pM 57,07 +2.16

300 M 60,37 + 20,06

p-valor<0,001

“DT = desviacidn tipica

C
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4.2 Efectos de la MLT sobre la viabilidad celular de la linea de
osteoblastos humanos HOB-c a las 24, 48y 72 horas de incubacion.
Aunque a las 24 horas de incubacion con MLT, la mayor viabilidad celular
fue obtenida con una dosis baja de MLT (1 uM), no observamos diferencias
estadisticamente significativas con el resto de concentraciones usadas
(p=0,446) (Figura 20A y tabla 5A). A las 48 horas, la mayor viabilidad celular de
osteoblastos humanos fue obtenida con la maxima concentracion de MLT
utilizada (200 uM), con diferencias estadisticamente siftnificativas (p=0,033)
(Figura 20B y Tabla 5B). A las 72 horas, la mayor viabilidad celular se obtuvo
con una concentracion de 100 uM de MLT (p=0,149) (Figura 20C y Tabla 5C).

Figura 20: Efecto de la MLT sobre la viabilidad celular en la linea de osteoblastos humanos
HOB-c, alas 24 (A), 48 (B) y 72 (C) horas de incubacion.
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Tabla 5: Efecto de la MLT sobre la viabilidad celular en la linea de osteoblastos humanos HOB-

c,alas 24 (A), 48 (B) y 72 (C) horas de incubacion.

1 M 93,69 £ 20,28 1M 8117+ 1111
10 pm 81,37 £9.75 10 pM 90,19 £12.77
50 pM 86,48 +4.11 50 pM 92,91 £ 11,31
100 pM 90,66 + 11,06 100 pM 108,89 + 10,98
200 pMm 83,88 £ 11,43 200 pM 123,562 £ 33,03
p-valor=0,446 p-valor= 0,003
" DT = desviacion tipica “DT =desviacion tipica
A | B

1 M 96,42 + 11,99
10 pM 78,72 £+ 2167
B0 pM 85,14 + 11,86
100 pM 98,51 + 11,68

200 pMm 97.01 + 18,56

p-valor=0,149

"DT =desviacidn tipica

C

4.3 Efecto citoprotector de la MLT sobre la linea de osteoblastos humanos
HOB-c tratados con AZ, alas 24, 48y 72 horas de incubacion.

La MLT a concentraciones de 100 y 200 uM mostré tener cierto efecto
citoprotector sobre osteoblastos humanos tratados con AZ a bajas
concentraciones (1 y 5 uM), en todos los tiempos de incubacion estudiados (24,
48 y 72 horas) (Figura 21, Tabla 6, Figura 22 y Tabla 7), aunque soélo
encontramos diferencias estadisticamente significativas, en osteoblastos

tratados con 5 UM de AZ a las 24 horas de incubacion (p=0,047) (Figura 22A 'y
Tabla 7 A).
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Figura 21: Comparacién de los efectos del AZ 1 uM sélo o combinado con MLT 100 uM y MLT
200 pM sobre la viabilidad celular, a las 24 (A), 48 (B) y 72 (C) horas de incubacion.

Viabilidad dcido zoledrdnico 1uM solo, con Melatonina 100uM Viabilidad dcido zoledrénico 1uM solo, con Melatonina 100pM
¥ Melatonina 200 pM, 24 h y Melatonina 200 uM, 48 h
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Tabla 6: Comparacion de los efectos del AZ 1 pM s6lo o combinado con MLT 100 uM y MLT
200 uM sobre la viabilidad celular, a las 24 (A), 48 (B) y 72 (C) horas de incubacion.

Acido Zoledrénico 1uM 8483+ 1302 Acido Zoledronico 1uM 88,55+ 15,05
Acido Zoledrénico 1uM + 75,46 + 1745 Acido Zoledronico 1uM + 93,71+ 2438
Melatonina 100 pM ’ ' Melatonina 100 uM

Acido Zoledrénico 1uM + 81,21+ 1717 Acido Zoledronico 1uM + 128,29 + 43 87
Melatonina 200 pM Melatonina 200 pM

p-valor=0,779 p-valor=0,290
“ DT = desviacion tipica “ DT = desviacion tipica
A B

Acido Zoledrénico 1puM 84,11+£1212
Acido Zoledrénico 1pM + 9146+ 7,07
Melatonina 100 pM

Acido Zoledronico 1uM + 96,33+ 9,03

Melatonina 200 pM

p-valor=0 358
" DT = desviacidn tipica
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Figura 22: Comparacién de los efectos del AZ 5 uM sélo o combinado con MLT 100 uM y MLT
200 pM sobre la viabilidad celular, a las 24 (A), 48 (B) y 72 (C) horas de incubacion.

Viabilidad acido zoledrénico 5pM solo, con Melatonina 100pM Viabilidad acido zoledrénico 5pM solo, con Melatonina 100pM
y Melatonina 200 pM), 24 h ¥ Melatonina 200 uM, 48 h
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Tabla 7: Comparacion de los efectos del AZ 5 uM s6lo o combinado con MLT 100 pM y MLT
200 uM sobre la viabilidad celular, a las 24 (A), 48 (B) y 72 (C) horas de incubacion.

Acido Zoledrénico 5uM 7096 = 633 Acido Zoledrénico 5uM 7169887
Acido Zoledronico 5uM + 7781 17,71 Acido Zoledronico SuM + 91412044
Melatonina 100 pM ! ! Melatonina 100 pM
Acido Zoledrénico 5uM + 106,77 + 16,11 Acido Zoledronico 5uM + 106,99 225,63
Melatonina 200 pM Melatonina 200 pM

p-valor=0,047 p-valor=0,168
* DT = desviacion tipica * DT = desviacion tipica

A B

Acido Zoledrénico 5uM 98,74+ 5,31
Acido Zoledrénico 5uM + 81,51+£1329
Melatonina 100 uM

Acido Zoledrénico 5uM + 095,95+ 2147

Melatonina 200 pM

p-valor=0,377
* DT = desviacion tipica
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Sin embargo, a concentraciones de AZ 210 uM el posible efecto citoprotector
de la MLT se reducia exclusivamente a las 24 horas de incubaciéon (Figura 23,
Tabla 8, Figura 24, Tabla 9, Figura 25, Tabla 10, Figura 26 y Tabla 11), con
diferencias estadisticamente significativas a concentraciones de AZ de 10 pM
(p=0,015) (Figura 23A y Tabla 8A), 100 puM (p=0,024) (Figura 25A y Tabla 10A)
y 300 uM (p=0,005) (Figura 26A y Tabla 11A).

Figura 23: Comparacion de los efectos del AZ 10 uM sélo o combinado con MLT 100 uM y
MLT 200 uM sobre la viabilidad celular, a las 24 (A), 48 (B) y 72 (C) horas de incubacion.

Viabilidad acido zoledrénico 10uM solo, con Melatonina 100uM Viabilidad acido zoledrdnico 10uM sole, con Melatonina 100pM
y ina 200 uM, 24 h Vi ina 200 uM, 48 h
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Tabla 8: Comparacion de los efectos del AZ 10 uM s6lo o combinado con MLT 100 uM y MLT
200 pM sobre la viabilidad celular, a las 24 (A), 48 (B) y 72 (C) horas de incubacion.

Acido Zoledrénico 10 uM 6321+ 858 Acido Zoledrénico 10 pM 103,76 6,99
Acido Zoledrénico 10 uM + 90,61+782 Acido Zoledrénico 10 M + 92,82+ 22,62
Melatonina 100 M i i Melatonina 100 uM

Acido Zoledrénico 10 pM + 101,76 + 15,97 Acido Zoledronico 10 uM + 95,93 + 29,01
Melatonina 200 pM Melatonina 200 uM

p-valor=0015 p-valor= 0,821
“ DT = desviacidn tipica “ DT = desviacién tipica
A B

Acido Zoledrénico 10 uM 107,07 £13,02
Acido Zoledrénico 10 uM + 8309+522
Melatonina 100 uM

Acido Zoledrénico 10 uM + 598,95+ 1763

Melatonina 200 uM

p-valor=0,012
* DT = desviacién tipica

C

Figura 24: Comparacion de los efectos del AZ 50 uM sélo o combinado con MLT 100 uM y
MLT 200 uM sobre la viabilidad celular, a las 24 (A), 48 (B) y 72 (C) horas de incubacion.

Viabilidad dcido zoledrénico 50uM solo, con Melatonina 100pM Viabilidad acido zoledrénico 50uM solo, con Melatonina 100pM
¥ Melatonina 200 uM, 24 h y Melatonina 200 uM, 48 h
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Tabla 9: Comparacion de los efectos del AZ 50 uM s6lo o combinado con MLT 100 uM y MLT
200 pM sobre la viabilidad celular, a las 24 (A), 48 (B) y 72 (C) horas de incubacién.

Acido Zoledranic 50 pM 7041+ 14,31 Acido Zoledrénico 50 pM 7622+ 10,88
Acido Zoledrénico 50 pM + 9284 + 8 26 Acido Zoledrénico 50 uM + 60,89+ 23,63
Melatonina 100 M ' ’ Melatonina 100 uM
Acido Zoledrénico 50 pM + 100,04 + 24,05 Acido Zoledronico 50 uM + 53,82 +10,14
Melatonina 200 uM Melatonina 200 M
p-valor=0352 p-valor= 0,294
° DT = desviacion tipica * DT = desviacion tipica
A B

Acido Zoledrénico 50 pM 32,86 + 9,92

Acido Zoledrénico 50 uM + 2069+ 431

Melatonina 100 yM

Acido Zoledrénico 50 pM + 2273145

Melatonina 200 pM

p-valor= 0,113
“ DT = desviacion tipica

Figura 25: Comparacién de los efectos del AZ 100 pM s6lo o combinado con MLT 100 pM y
MLT 200 uM sobre la viabilidad celular, a las 24 (A), 48 (B) y 72 (C) horas de incubacion.

Viabilidad dcido zoledrénico 100uM solo, con Melatonina
100uM y Melatonina 200 uM, 24 h

Viabilidad dcido zoledrénico 100uM solo, con Melatonina
100pM y Melatonina 200 uM, 48 h
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Tabla 10: Comparacion de los efectos del AZ 100 uM s6lo o combinado con MLT 100 puM y
MLT 200 uM sobre la viabilidad celular, a las 24 (A), 48 (B) y 72 (C) horas de incubacion.

Acido Zoledrnico 100 UM 67,95+ 12,46 Acido Zoledrénico 100 uM 622522025
Acido Zoledrénica 100 uM = 101,05+ 10,06 Acido Zoledronico 100 uM + 56,66 2,78
Melatonina 100 pM Melatonina 100 pM
Acido Zoledrénico 100 pM + 108,53 + 17,58 Acido Zoledrénico 100 uM + 66,17 + 8,75
Melatonina 200 uM Melatonina 200 uM
p-valor= 0,024 p-valor=0,678
DT = desviacién tipica * DT = desviacidn tipica
A B

Acido Zoledrénico 100 pM 57,07+ 2,16

Acido Zoledrénico 100 uM + 2164+7 11

Melatonina 100 pM

Acido Zoledrénico 100 pM + 3217+233

Melatonina 200 pM

p-valor<0,001
“ DT = desviacion tipica

C

Figura 26: Comparacién de los efectos del AZ 300 uM so6lo o combinado con MLT 100 pM y
MLT 200 uM sobre la viabilidad celular, a las 24 (A), 48 (B) y 72 (C) horas de incubacion.

Viabilidad dcido zoledrdnico 300pM solo, con Melatonina
100pM y ina 200 pM, 24 h

Viabilidad acido zoledrénico 300uM solo, con Melatonina
100pM y ina 200 uM, 48 h
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Tabla 11: Comparacién de los efectos del AZ 300 uM sélo o combinado con MLT 100 uM y
MLT 200 uM sobre la viabilidad celular, a las 24 (A), 48 (B) y 72 (C) horas de incubacién.

Acido Zoledrénico 300 pM 63,04 + 5,91

Acido Zoledrénico 300 M 76,85 £ 26,52

Acido Zoledrénico 300 uM + 115,14 + 8,31 Acido Zoledronico 300 M + 802521911

Melatonina 100 pi

Melatonina 100 p

Acido Zoledrénico 300 uM + 110,16+ 19,74 Acido Zoledrénico 300 uM + 76,26 + 3,46

Melatonina 200 pM

Melatonina 200 pM

p-valor= 0,005 p-valor= 0,962

“ DT = desviacion tipica

* DT = desviacién tipica

A B

Acido Zoledrénico 300 uM

Acido Zoledrénico 300 pM + 53,86 = 36,57
Melatonina 100 pM

60,37 + 20,06
Acido Zoledrénico 300 uM + 5202+115
Melatonina 200 pM

p-valor =0,907
* DT = desviacion tipica
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5. DISCUSION

La ONM es un tipo de necrosis mandibular producida por farmacos
antirresortivos. Es una entidad clinica que se localiza en los maxilares,
fundamentalmente en mandibula. Consiste en una forma especial de
osteomielitis crénica de progresion lenta que puede o no acompafiarse de
dolor, exposicion Gsea, hueso necrético expuesto y sin curacion espontdnea
(Marx y cols., 2003). Algunos autores (Junquera y Gallego, 2008; Bagan y
cols., 2009; Mawardi y cols., 2009) sugieren que la ONM puede darse sin

exposicidon ésea, presentando fistula, dolor y alteraciones radiograficas.

Se ha visto que esta patologia 6sea no sélo es causada por BFs orales e
intravenosos, sino que también se produce por otros medicamentos (Hamadeh
y cols., 2015), como el denominado denosumab que es un agente antiresortivo
o farmacos oncolbgicos como el sunitinib, sorafenib, bevacizumab o sirolimus.
Como resultado, algunos autores (Patel y cols., 2012; Ruggiero y cols., 2013)
han propuesto nuevos términos como “osteonecrosis mandibular inducida por
medicamentos” o osteonecrosis asociada a medicamentos antirreabsortivos y a
terapias antiangiogénicas. En 2014, la AAOMS propuso el cambio de
nomenclatura a “osteonecrosis mandibular asociada a medicamentos” MRONJ
(medication related osteonecrosis of the jaw). (Ruggiero y cols., 2014).
Recientemente, la International Task Force on Osteonecrosis of the Jaw (Khan
y cols., 2015) ha definido la MRONJ como: exposiciébn 0sea en la region
maxilofacial que no cura en un periodo de 8 semanas, que ha sido identificada
por un profesional sanitario, en un paciente expuesto a terapia antiresortiva sin

historia previa de radioterapia en la region craneofacial.

La primera publicacion en la literatura cientifica es del afio 2003, por Marx y

Miglioratti, que describieron los primeros casos (Marx y cols., 2003).

Los pacientes son tratados con BFs por diferentes patologias; entre ellas
podemos enumerar las metastasis 6seas por cancer de mama o prostata,
mieloma multiple, osteoporosis o artritis reumatoide. (Kuijpers y cols., 2011)

Los BFs detienen la pérdida Osea actuando sobre las células del hueso.
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Inhiben la actividad de los osteoclastos provocando su apoptosis, y previenen
la apoptosis de osteoblastos y osteocitos (Bellido y cols., 2011; Allen y cols.,
2011). La alteracion que provocan en el metabolismo del recambio 6seo puede
provocar en ciertas situaciones la necrosis del hueso alveolar por sobre
infeccion, en zonas de extracciones dentales recientes o zonas de roce de

alimentos o prétesis (Lee y cols., 2009).

La ONM se correlaciona frecuentemente con los procedimientos quirirgicos
orales, como extracciones dentales durante el tratamiento con BFs, (Marx y
cols., 2003; Marx y cols., 2005; Ficarra y cols., 2005). La presencia de infeccion
dental o periodontal supone un aumento en el riesgo de padecer ONM (Marx y
cols., 2005). Diversos estudios (Boonyapakorn y cols., 2008; Ficarra y cols.,
2005) han demostrado que la extracciéon dental en un diente con patologia
periapical o enfermedad periodontal muestra un mayor riesgo de desarrollar
ONM en esa area. La cirugia dentoalveolar se considera un factor de alto
riesgo en el desarrollo de ONM, tal y como se ha informado en estudios de
series de casos de que hasta el 52-61% de los pacientes con ONM habian sido

sometidos a una extraccion dental previa (Ruggiero y cols., 2014).

Sin embargo, han sido descritos otros factores de riesgo asociados con la
ONM, tales como el uso de corticosteroides, quimioterapia, radioterapia,
traumatismos, o infeccién, y la verdadera fisiopatologia del proceso aun no ha

sido completamente aclarada.

La AAOMS la describe como un area de hueso expuesto en la region
bucomaxilar que persiste mas de 8 semanas después de su identificaciéon, en
un paciente que estuvo o esta recibiendo tratamiento con BFs y en ausencia
de radiacion previa en la region craneofacial (Rasmusson y cols., 2014;
Ruggiero y cols., 2014). El consenso del panel espafiol de expertos (2008),
consider6 varios criterios diagndsticos de ONM en relacion a BFs intravenosos:
1. Paciente que esta o ha estado tratado con BFs IV; 2. Presencia de una o
varias lesiones ulceradas en la mucosa de los procesos alveolares, con

exposicion de hueso maxilar o mandibular. Pueden existir casos con dolor o
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fistulas. 3. El hueso expuesto presenta aspecto necrotico; 4. La lesion se
presenta de forma espontanea o tras una cirugia dento-alveolar; 5. Ausencia de
cicatrizacion durante un periodo de al menos 6 semanas (Bagan y cols., 2007;

Bagan y cols., 2008).

La incidencia de ONM depende del tiempo, dosis y via de administracion,
siendo mayor en pacientes tratados con BFs por via parenteral para patologias
neoplasicas, y mucho menor cuando el BF es administrado por via oral para el
tratamiento de osteoporosis fundamentalmente (Inderjeeth y cols., 2014;
Polymenidi y cols., 2014; Lee y cols., 2014). Las estimaciones acumulativas de
la incidencia varian de 0,8-12% para los BFs intravenosos, (Bamias y cols.,
2005; Durie y cols., 2005) y entre 1/10.000 y <1/100.000 pacientes por afio de
tratamiento para los BFs orales (Khosla y cols., 2007).

La potencia de los BFs y la dosis acumulada en hueso, representan uno de
los mayores factores de riesgo de ONM. En un analisis multivariante, realizado
por Marcin Kos y cols., mostré un aumento cinco veces superior en el riesgo de
desarrollar ONM, después de la administracion de un BF mas potente como es
el Zolendronato en comparacion con el pamidronato y el ibandronato.
Curiosamente algunos estudios mostraron que aquellos pacientes que soélo
habian recibido una dosis de Zolendronato, presentaban un incremento del
riesgo relativo, para desarrollar lesiones de osteonecrosis, de 4’5 a 28 veces

superior (Kos y cols., 2015; Yamazaki y cols., 2012).

Los BFs intravenosos inducen ONM con mayor frecuencia que los orales
(Bagan y cols., 2009). El tratamiento con BFs intravenosos de elevada potencia
(nitrogenados) como pamidronato y zoledronato aumenta el riesgo de ONM,; el
nivel de riesgo también depende del niumero de administraciones y de la

duracion del tratamiento (Stumpe y cols., 2009; Boonyapakorn y cols., 2008).

Sin embargo, informes recientes con otros farmacos antirresortivos con
diferente mecanismo de accion como el Denosumab, anticuerpo monoclonal
inhibidor de RANKL, lo que conlleva a una potente inhibicion de Ila

diferenciacion y la funcién de los osteoclastos, mostraron que el riesgo de
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osteonecrosis dependia mas del grado de inhibicion del recambio 6seo,
mediado por los osteoclastos, que del tipo de inhibidor de los mismos (Stopeck
y cols., 2010).

La principal limitacion de nuestro estudio consiste en la falta de evidencia
cientifica sobre el efecto citoprotector de la MLT sobre osteoblastos humanos
en presencia de AZ, aunque existen algunos estudios donde se observan los
diferentes efectos in vitro de la MLT y del AZ por separado sobre los

osteoblastos.

Los BFs se aplican terapéuticamente para tratar enfermedades del
metabolismo 6seo, como la osteoporosis o las metastasis 0seas. Los estudios
clinicos han demostrado su potencia para aumentar la densidad 6sea durante
un periodo prolongado de tiempo (Liberman y cols., 1995; Bone y cols., 2004,

Devogelaer y cols., 1996; Mortensen y cols., 1998).

En las primeras publicaciones, el pamidronato se relacionaba con un mayor
namero de ONM que el AZ, solo o combinado con pamidronato (Bagan y cols.,
2005; Bamias y cols., 2005). Sin embargo, parece que se invierte la tendencia
en los afos siguientes, siendo el AZ el principal causante de ONM. Esto puede
deberse a su mayor potencia y a la utilizacion mas frecuente en los Ultimos

afos (Hoff y cols., 2008; Carmagnola y cols., 2008).

El mecanismo de accién de los BFs no esta claro. Su accién antirresortiva
acelera la mineralizacion secundaria produciendo un aumento rapido de la

densidad mineral 6sea (Reid y cols., 2008).

Ademas, no solo actian sobre los osteoclastos sino que también lo hacen
sobre los osteoblastos, disminuyendo su apoptosis y bloqueando sus sistemas
de reclutamiento de osteoclastos (Ponte Fernandez y cols., 2006). Por otro
lado, también inhiben la proliferacion de células endoteliales (Woody
cols., 2002).

La diferenciacion de células hematopoyéticas a osteoclastos, requiere la

presencia de un trio de péptidos, la osteoprotegerina (OPG), el activador del
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receptor de NF-kappa B ligando (RANKL) y el activador del receptor del factor
nuclear-kB (RANK) (Bruzzaniti y cols., 2006). Los osteoblastos secretan
RANKL (miembro de la superfamilia del factor de necrosis tumoral) (Udagawa y
cols., 1990). RANKL unido a su receptor RANK (proteina de membrana
presente en los osteoclastos y sus precursores) estimula la diferenciacion de
osteoclastos. La interaccion entre RANKL y RANK puede ser inhibida
competitivamente por la OPG, una proteina soluble producida por los
osteoblastos (Lin y cols., 2007; Yasuda y col., 1998; Burgess y cols., 1999;
Lacey y cols., 1998). Los BFs interfieren en estos procesos de remodelacion
osea.

El objetivo del estudio in vitro de Felix Peter Koch y cols., fue demostrar el
impacto de los BFs en la expresion de genes RANKL y de OPG en
osteoblastos durante un periodo de 14 dias. Se compararon BFs que contenian
nitrdgeno con BFs no nitrogenados. Los osteoblastos humanos se estimularon
con zoledronato, ibandronato y clodronato. Los resultados mostraron una
mejora moderada de la expresion génica de OPG, y se observd un fuerte
incremento en la expresion del gen RANKL con los BFs que contenian
nitrégeno a una alta concentracién de 5 x 10™ M. El clodronato, sin embargo,
aumenté en menor medida la expresion de los genes RANKL y OPG. Por lo
tanto se deduce que los BFs bloguean la diferenciacién osteoclastica (Koch y
cols., 2012).

Algunos autores, han concluido que los BFs disminuyen la proliferacion de
osteoblastos. Reinholz y cols., (Reinholz y cols., 2000) muestran en un estudio
in vitro, el efecto antiproliferativo del pamidronato (BF nitrogenado) sobre los

osteoblastos, siendo este efecto dependiente de la dosis.

Koch y cols., también concluyeron que los BFs disminuyen la proliferacion de
osteoblastos. Realizaron un estudio analizando la expresion del gen ciclina D1
gue es un marcador de la proliferacién celular; y la expresién del gen de
colageno tipo | que indica la maduracién de la matriz osteoide, en osteoblastos
humanos bajo el efecto de zolendronato, ibandronato y clodronato a

concentraciones de 5x10°M, durante 14 dias. Los resultados mostraron que
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existe un efecto antiproliferativo de los BFs sobre los osteoblastos, ya que se
redujo la produccion del gen de ciclina D1. Sin embargo, parecen mejorar la
produccion de colageno tipo | de la matriz extracelular, lo que significa que
promueven la diferenciacion osteoblastica en detrimento de su proliferacion.
Los BFs no nitrogenados no parecen influir en la proliferacion de osteoblastos y
la produccidon de matriz extracelular, ya que el clodronato no mostro
alteraciones en la expresion de ninguno de los dos genes analizados (Koch y
cols., 2010).

En contraposicion a lo sefialado, Simon y cols., defienden que los BFs no
s6lo afectan a la proliferacion de osteoblastos sino que también disminuyen la
expresion de genes relacionados con la maduracién de la matriz osteoide.
Estos autores obtuvieron como resultado de su estudio in vitro que una larga
exposicion a BFs disminuia la expresién de colageno tipo I, II, Il 'y V en
fibroblastos gingivales humanos, en osteoblastos y en células de osteosarcoma
(SAOS-2 cells), durante 28 dias de tratamiento. La PCR en tiempo real indicé
que el AZ inhibe la expresion de genes por debajo de 16 % en cualquier
concentracion usada. Por lo tanto, la reduccién de la produccion de la matriz
extracelular de estas lineas celulares bajo la exposicion de BFs, podria ser una
posible indicacion clinica de por qué los pacientes experimentan ONM. Sin
embargo, sigue siendo incierto por qué la ONM se da principalmente en los

maxilares y no en otros huesos (Simon vy cols., 2010).

Ademas estos autores observaron que las concentraciones superiores a
1mM, tanto de acido zoledronico como de pamidronato, resultaron citotoxicas.
En nuestro estudio se produce una mayor reduccién de la viabilidad a

concentraciones mayores de AZ.

Walter y cols., investigaron el efecto de diferentes BFs potentes sobre los
osteoblastos, fibroblastos y células humanas endoteliales de la vena umbilical
(HUVEC). Compararon ibandronato, pamidronato y zoledronato (nitrogenados)
y clodronato (no nitrogenado), en relacion con su potencia en la induccion de
apoptosis, la viabilidad celular y la potencia de migracion. Concluyeron que los

BFs que contienen nitrdgeno, en particular pamidronato y zoledronato, afectan
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a la viabilidad celular, la migracion celular y la induccion de la apoptosis de los
osteoblastos, fibroblastos y células HUVEC. Estos resultados apoyan la teoria
de que la ONMB es una enfermedad multifactorial, debido a que varias lineas
de células de la cavidad oral, que son responsables de la integridad y la
cicatrizacion de heridas se ven afectadas negativamente por los BFs que

contienen nitrégeno (Walter y cols., 2011).

El AZ es un BFs de tercera generacion con un segundo &tomo de nitrégeno
situado en una posicion crucial para producir un grupo de sustitucion de
imidazol heterociclico, responsable de su alta relacidén terapéutica y su alta
resistencia; esto lo convierte en el farmaco mas utilizado para tratar la
metéstasis 6sea. Es un potente inhibidor de la resorcion ésea, inhibe la
proliferacion de los osteoclastos e induce la muerte celular apoptética de los
osteoclastos (Coxon y cols., 2000; Benford y cols., 2001). Esto se debe a que
el AZ inhibe la FPPS y, como consecuencia, impide la biosintesis celular, ya
que, en ausencia de FPPS, no se produce FPP y pirofosfato de geranil, dando
como resultado la inhibicién de la prenilacion de proteina de unién a GTP en
osteoclastos. Los niveles bajos de proteinas preniladas de union a GTP inhiben
la actividad de los osteoclastos y por lo tanto inducen la apoptosis (Green y
cols., 2001).

Pero la accién del AZ no se produce exclusivamente sobre los osteoclastos,
ya que estudios recientes sugieren que tanto los osteocitos como los
osteoblastos podrian ser células diana para los BFs en el hueso (Plotkin y cols.,
1999; Aguirre y cols., 2006; Bonewald y cols., 2007). A diferencia de su accion
sobre los osteoclastos (por la cual los BFs inducen su apoptosis), en los
osteocitos estos farmacos inhiben la apoptosis (Plotkin y cols., 2006), incluso
en osteocitos cuya apoptosis ha sido inducida quimicamente por otras
sustancias tales como glucocorticoides (Plotkin y cols., 1999). Parece que el AZ
a bajas concentraciones podria estimular los osteoblastos, mientras que se han
observado efectos adversos a altas concentraciones, como reducciones en la
viabilidad celular y disminucion de la capacidad de migracion (Koch y cols.,
2010).
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En el presente estudio, a medida que las concentraciones de AZ
aumentaron, la viabilidad de los osteoblastos humanos se redujo a todos los
tiempos de incubacion (24, 48 6 72 horas), con concentraciones de 100 y 300
MM, que demostraron ser las mas citotoxicas. Walter y cols., (Walter y cols.,
2011) usaron concentraciones similares a las utilizadas en nuestro estudio (5,
50, 100, 200 y 500 uM) en la linea celular de osteoblastos HOB-c (PromoCell,
Heidelberg, Alemania), encontrando que en relacién con la viabilidad celular, el
AZ tuvo mayor impacto que los otros BFs ensayados en su estudio (clodronato,
ibandronato y pamidronato). El AZ redujo la viabilidad de los osteoblastos a
medida que aumentaba su concentracion. Se observdé que el AZ tenia el
mismo efecto sobre la capacidad de migracion de los osteoblastos, aunque las
diferencias observadas entre AZ, pamidronato e ibandronato no fueron
estadisticamente significativas.

Pozzi y cols., concluyeron que altas dosis de AZ interfieren con osteoblastos
y osteoclastos, resultando en una posible inhibicibn de ambos tipos de células.
Altas dosis de farmaco tienen efectos sobre la funcién y morfologia del hueso
trabecular y cortical. La exposiciéon a AZ resulta en un aumento de la rigidez
O0sea asociada con un aumento de la fragilidad que provoca propiedades
biomecanicas alteradas. Estas observaciones sugeriran el uso de dosis mas
bajas de farmaco o durante un periodo mas corto, y / 0 su combinacién con
agentes anabdlicos novedosos para contrarrestar sus efectos catabdlicos
puramente con el objetivo de restaurar la homeostasis 6sea en el tratamiento

de la enfermedad 6sea de cancer en el futuro (Pozzi y cols., 2009).

Los resultados de nuestro estudio coinciden con lo anteriormente
mencionado, ya que la viabilidad de los osteoblastos humanos expuestos a AZ

se redujo, teniendo un efecto citotoxico.

La MLT ha sido descrita como un agente citoprotector que actla a través de
la membrana celular de manera dependiente e independiente de su receptor.
(Luchetti y cols., 2014). Las funciones principales que desempefan sus

propiedades antioxidantes son la estimulacion de la actividad enzimatica
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antioxidante, la fosforilacion oxidativa mitocondrial, la liberacion de electrones,
la expresion génica de las enzimas de oxidacion-reduccion y la eliminacion de
los radicales libres (Pieri y cols., 1994; Cuesta y cols., 2011; Sanchez y cols.,
2015). En este contexto, los tres mecanismos principales por los que la MLT
podria mostrar efectos favorables sobre el hueso en relaciébn con su accion
sobre los osteoblastos son: la promocion de la diferenciacion y actividad de los
osteoblastos; el aumento de la expresion de la OPG por los osteoblastos,
evitando asi la diferenciacion de los osteoclastos; y la depuracion de los
radicales libres generados por la actividad osteoclédstica responsable de la

resorcion 6sea (Sanchez-Barcel6 y cols., 2010).

Se ha demostrado que los osteoblastos humanos expresan el receptor de
MLT y que sus niveles de expresion disminuyen gradualmente con la edad de
los sujetos. La MLT estimula la proliferaciéon y la actividad de la ALP de
osteoblastos humanos, de manera dependiente de la dosis. Ademas, promueve
la expresion de genes de colageno de tipo |, OPN, BSP, y OCN, estimulando la

formacion de la matriz mineralizada in vitro (Satomura y cols., 2007).

En el estudio realizado por Satomura y cols., (Satomura y cols., 2007) la
administracion intraperitoneal de MLT en ratones, aumento el volumen de
hueso cortical recién formado en los fémures. Los mecanismos de este efecto
estimulante sobre la formacién 6sea pueden ser directos (acciones directas
sobre osteoblastos) o indirectos a través de la secrecion de la hormona de
crecimiento (Forsling y cols., 1999) y el cortisol (Kostoglou-Athanassiou y cols.,
1998; Cagnacci y cols., 1995), o la regulacién a la baja del receptor activador
de la formacion de osteoclastos (RANKL) mediada por MLT (Koyama y cols.,
2002).

Otro estudio que demuestra el efecto de la MLT en la diferenciacion de
osteoblastos es el realizado por Sanchez-Hidalgo y cols., en el afio 2007.
Examinaron el efecto de la MLT sobre la acumulacion de triglicéridos
intracelulares, un indicador de la diferenciacion adipogénica en la linea celular
ROS17/2.8 osteoblastica de rata. La MLT en concentraciones nanomolares

inhibié la acumulacién de triglicéridos inducida por el acido oleico. Para
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identificar el mecanismo por el que la MLT redujo la acumulacion de
triglicéridos, las células se incubaron con los dos antagonistas del receptor de
la MLT, luzindol y S20928, o forskolina, un estimulador de adenilato ciclasa y la
produccion de AMPc. Estos compuestos previnieron el efecto inhibidor de la
MLT en la acumulacion de triglicéridos, lo que indic6é que la MLT actuaba a
través de mecanismos conocidos mediados por su receptor. Estos autores
demostraron el efecto positivo de la MLT en la promocién de la diferenciacion
osteoblastica en células ROS17/2.8, e inhibicion de la diferenciacion adipocitica
inducida por acidos grasos. Las observaciones de estos autores pueden servir
para relacionar las disminuciones de la produccion de MLT asociadas a la
edad, con el cambio en el hueso medular hacia una linea adipocitica en el
desarrollo de las células, y el desarrollo de la osteoporosis durante el
envejecimiento (Sanchez-Hidalgo y cols., 2007).

Zaminy y cols., también apoyan la teoria de que la MLT contribuye a la
diferenciacion osteogénica. Concluyeron que las células madre de hueso tienen
un mayor potencial osteogénico que las células madre de tejido adiposo y que
la MLT promueve la diferenciacion osteogénica en las células madre de hueso,
mientras que tiene un efecto negativo sobre la diferenciacion osteogénica en

las células madre de tejido adiposo (Zaminy y cols., 2008b).

Los resultados de un estudio llevado a cabo por Zhang y cols, proponen a la
MLT como un medicamento contra la osteoporosis, ya que comprobaron que
promovia la diferenciacion osteogénica de células madre mesenquimales
humanas, e inhibia su conversion adipogénica, de manera dependiente de la
dosis. La MLT suprime la expresion de PPARC (receptor de peroxisomas) y
promueve la expresién del factor de transcripcibn Runx2, en las primeras
etapas de la adipogénesis y la osteogénesis de las células madre
mesenquimales humanas. Ademas, la MLT regula a la baja marcadores de la
diferenciacion adipocitica como son leptina, lipoproteina lipasa, adiponectina y
proteina adipocitica 2; mientras que regula al alza los marcadores de la
diferenciacion osteogénica como la ALP, la OPN y la OCN (Zhang y cols.,
2010).
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Se ha demostrado que la administracion de MLT en combinacién con factor
de crecimiento de fibroblastos FGF-2 estimula la formacion de hueso alrededor
de implantes de titanio, promoviendo la osteointegracion. Debido a sus
diferentes efectos en diferentes etapas de las células, podrian ser sinérgicos en
la promocién de la formacion de hueso. Se cree que el FGF desarrollaria un
papel de proliferacion de células osteoprogenitoras mientras que la MLT es

mas importante en la diferenciacion de osteoblastos (Takechi y cols., 2008).

A menudo, los primeros eventos bioquimicos asociados con el proceso de
diferenciacion celular desencadenan una cascada de sefalizacion que culmina
con cambios en la regulacion de la transcripcibn que conducen a la
diferenciacion celular. Los resultados del estudio realizado por Sethi y cols.,
demuestran que la MLT no tuvo un efecto sobre la actividad de la ALP cuando
se aflade al cultivo de células madre mesenquimales humanas (hAMSCs) y
luego se retira, lo que sugiere que la MLT no tiene un efecto domind sobre los
procesos de diferenciacion. Teniendo en cuenta que la mineralizacion oOsea,
que ocurre durante el proceso de diferenciacion 6sea, se realiza entre los 14 y
21 dias del cultivo de hAMSCs, los autores concluyeron que la MLT debia ser
administrada de forma continua durante los 21 dias para tener un efecto
positivo sobre la formacion de hueso y obtener un aumento en la diferenciacion

de estas células hacia el linaje de osteoblastos (Sethiy cols., 2010).

Se plantea la hip6tesis de que la localizacion de la proteina quinasa regulada
extracelular (ERK1/2) determina si una célula procedera por un camino de
diferenciacion (es decir, localizacion citosélica) o un camino de proliferacion (es
decir, la localizacion nuclear). Los resultados del mismo estudio muestran que
ERK1/2 se localiza principalmente en el citosol cuando la ALP es mas alta,
inducida por la actividad de la MLT. Curiosamente, una rapida reexposicion de
MLT (10 min) en hAMSCs ya prediferenciadas, promueve la translocacion de
ERK1/2 desde el citosol al nucleo. Con base en los resultados, se sugiere que
la MLT, actuando a través de receptores MT2, aumenta la diferenciacion de
hAMSCs a través de un aumento de la actividad de la ALP (no los niveles de

ARNmM) y por medio de un aumento en la expresion del ARNm de RUNX-2,
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BMP-2, y OCN (Sethi y cols., 2010).

La activacion de receptores de la MLT, MT1 y MT2, en respuesta a la union
a MLT, conduce a la activacion de las proteinas Gi. Esta activacion de las
proteinas Gi produce una inhibicion de la adenilato ciclasa, o que en ultima
instancia activa las cascadas de sefalizacion de la proteina quinasa activada
por mitdgeno (MEK) y la proteina quinasa regulada extracelular (ERK1/2). La
desensibilizacidon de estas vias conduce a la falta de una disminucién de 3’, 5’
adenosi monofosfato cilico (AMPc) y la proteina quinasa A, pudiendo inhibir las
cascadas de sefializacion MEK y ERK1/2 teniendo un impacto sobre la
diferenciacion celular. La localizacion intracelular de las proteinas Gi y los
receptores MT1 y MT2 podria ser critica para la diferenciacién o proliferacion
celular. La MLT podria actuar como un inductor de la proliferaciéon de
osteoblastos, mientras que el estradiol parece inducir la diferenciacion. En el
estudio realizado por Letellier y cols., en las células expuestas a 17-3- estradiol
se encontr6 que las proteinas Gi y el receptor MT2 estaban localizados en el
citoplasma, mientras que cuando las células se exponian a MLT, no se observé
esta localizacion. En los osteoblastos, las proteinas Gia inhiben la produccién
de AMPc mediante la supresion de la estimulacion de la adenilato ciclasa y
esta inhibicién es bajo el control de estradiol. En respuesta al 17-B-estradiol en
un grupo especifico de pacientes con escoliosis, el nivel de AMPc fue
significativamente disminuido en comparacién con el nivel observado en
presencia de concentraciones crecientes de MLT sola. Concluyen que existe
una fuerte evidencia de la diafonia entre 17-B-estradiol y la sefializacion de la
MLT en los osteoblastos humanos en pacientes con escoliosis adolescente
ideopatica. Estos resultados indican un nuevo papel para 17-B-estradiol y la
MLT en esta patologia, controlar el acoplamiento de la proteina Gda y el
receptor MT2 en osteoblastos humanos. Se encontré6 que el aumento de los
niveles de AMPc inducidos por la MLT pueden ser corregidos por el tratamiento
de las células con 17-B-estradiol. Por lo tanto, los estrégenos o agonistas de los
receptores de estrégeno se convierten en compuestos importantes a considerar

en el funcionamiento celular de osteoblastos en estos pacientes (Letellier y
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cols., 2008).

La proliferacion de osteoblastos estimulada por MLT, puede estar mediada
por su accion a través del receptor MT2 en osteoblastos. Man y cols.,
realizaron un estudio sobre la accion de la MLT en la proliferacion de
osteoblastos en pacientes con escoliosis ideopéatica. Encontraron que ambos
receptores MT1 y MT2 se expresan en osteoblastos del grupo control. Sin
embargo, en los pacientes con escoliosis ideopética, la expresion del receptor
MT1 es normal, pero la de MT2 esta ausente en algunos pacientes. Vieron que
la estimulacién de los osteoblastos por MLT fue minima en estos pacientes sin

MT2 en comparacion al grupo control (Man y cols., 2011).

Se ha visto que la MLT promueve la diferenciacion y la mineralizacion en
osteoblastos MC3T3-E1 de raton, a través de las vias de sefalizacion Wnt/
BMP / ERK. Wnts son glicoproteinas ricas en cisteina, que activan vias de
sefalizacion mediadas por el receptor para controlar la expresién génica, la
determinacion del destino celular, la proliferacion y la migracion. La MLT activa
Wnt 5 a/B, B-catenina y la fosforilacion de la quinasa c-Jun N-terminal (JNK), y
la quinasa regulada por sefial extracelular (ERK) de una manera dependiente
del tiempo, mientras que atenua la fosforilacion de glucégeno quinasa 3
sintasa (GSK-3pB) en las células MC3T3-E1 (Park y cols., 2011).

Son y cols., confirman el efecto de la MLT en la diferenciacion osteoblastica
de las células MC3T3-E1 (preosteoblasticas) en condiciones de hipoxia.
Encontraron que la MLT regula positivamente la actividad de ALP, OPN, OCN,
y procolageno tipo | péptido C de una manera dependiente del tiempo y de la
concentracion. Por otra parte, la MLT estimula la fosforilacion de MAPK p38 y
Prkdl en estas células MC3T3-E1, lo que indica que en condiciones de hipoxia,
la melatonina promueve la diferenciacion osteoblastica de las células MC3T3-

El a través de estas vias de sefalizacion (Son y cols., 2014).

Xiao-Chuan Xiong y cols., concluyen de sus estudios que MLT en un rango
de concentraciones de 1-100 puM, promueve significativamente la proliferacion

de osteoblastos a través de la activaciéon de la via de sefializacién c-Raf / MEK
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/ ERK / p90rsk / MSK1. También concluyen que la MLT no tiene casi ninguna
citotoxicidad para los osteoblastos. Sin embargo, vale la pena sefalar que la
MLT puede estimular o suprimir la proliferacion de osteoblastos dependiendo
de las concentraciones y duracion del tratamiento (Xiao-Chuan Xiong y cols.,
2015).

Otro estudio que evalla la cualidad proliferativa de la MLT es el de
Clafshenkel y cols., que concluyen que los scaffold de aluminato de calcio
enriquecidos con MLT tienen propiedades tanto osteoconductoras como
osteoinductoras, y en comparacion con los scaffold de aluminato de calcio sélo,
mejoran la adherencia, la viabilidad y la proliferacion de osteoblastos humanos
(Clafshenkel y cols., 2012).

Sin embargo, aunque muchos estudios muestran que la MLT produce
proliferacion celular, otros indican que ésta podria inhibirla. Es el caso del
estudio realizado por Suzuki y cols., en 2008. Sintetizaron derivados de
bromomelatonina para hacer sus ensayos sobre modelos de peces de oro que
cuentan con una estructura calcificada que contiene osteoclastos, osteoblastos,
y matriz ésea, similares a los encontrados en el hueso de mamifero. Todos los
derivados de bromomelatonina, asi como la MLT, tenian una accién inhibidora
sobre los osteoclastos. En referencia a los osteoblastos, todos los derivados de
bromomelatonina tenian una accion estimulante sobre los osteoblastos, pero la
melatonina inhibia la actividad osteoblastica (Suzuki y cols., 2008a). En un
estudio posterior realizado por el mismo grupo de investigacion, concluyeron
que el derivado de la bromomelatonina 1-bencil-2,4,6-tribromomelatonin, tenia
una actividad mas potente que la MLT en la inhibicién de los osteoclastos en el
modelo de pez oro, y tenia una actividad estimuladora de los osteoblastos,
proponiéndose como tratamiento en enfermedades o6seas (Suzuki y cols.,
2008b).

Otro estudio que apoya esta teoria es el realizado por Liu y cols., que
confirma que la MLT a concentraciones de 1 nM- 100 pM (especialmente de
100 nM y 1 puM) promueve la proliferacion de osteoblastos, mientras que

melatonina a 1 mM inhibié la proliferacién de osteoblastos, probablemente por
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la regulacién a la baja de la ciclina D1 y CDK4, en relacion con la fase G1, y de
ciclina B1 y CDK1, en relacion con la fase G2/M. sin embargo, la viabilidad
celular se mantuvo en un 99% incluso después de la exposicion a MLT 1 mM
durante 72 horas, lo que significa que la MLT no produce la muerte celular pero
si puede inhibir la proliferacion de osteoblastos (Liu y cols., 2011).

Otras investigaciones ponen de manifiesto el papel citoprotector de la MLT.
She y cols., realizaron un estudio en el cual sometieron la linea celular MG63 al
efecto citotdxico del peréxido de hidrégeno. Comprobaron que el tratamiento
previo con MLT 1mM paliaba los efectos toxicos del dafio oxidativo causado
por el peréxido de hidrégeno. ElI peroxido de hidrégeno reduce
significativamente la viabilidad celular, el aumento de la liberacion de lactato
deshidrogenasa, el aumento de los niveles de especies reactivas de oxigeno y
malondialdehido, reduce la concentracion de adenosina-5'-trifosfato, interrumpe
el potencial de membrana mitocondrial y disminuye el nimero de copias de
ADN mitocondrial en las células MG63. Los efectos protectores de la MLT
pueden atribuirse a su capacidad para mantener la funcion mitocondrial en
células. Este estudio sugiere que la MLT es un agente farmacoldgico potencial
para la prevencién de la pérdida Osea inducida por especies reactivas de

oxigeno en enfermedades tales como osteoporosis (She y cols., 2014).

El efecto citoprotector y antiinflamatorio de la MLT ha sido estudiado durante
afos, en diferentes tipos de células y ante diferentes agentes téxicos. Lim y
cols., realizaron un estudio sobre condrocitos humanos y sobre un modelo de
conejo con osteoartritis inducida. Obtuvieron como resultados que la MLT es un
potente inhibidor de la INOS (6xido nitroso sintetasa) y la COX-2 inducidas por
peréxido de hidrégeno en condrocitos humanos. La MLT podria inhibir la
produccion de oxido nitroso Yy prostaglandina E2 a través de la regulacion de
los niveles de transcripcion de moléculas previas a iINOS y COX-2. Ademas, la
MLT indujo una disminucion significante de TNF-q, IL-1b, y la liberacion de IL-8,
y CXCR-4, TXNIP, STS, y IFI-6-16, que son importantes en la patogénesis de
los desérdenes temporomandibulares, y la reduccion de estos mediadores se

ha asociado con la mejora de la ruptura del cartilago. SIRT1 (SIRT1), el
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homologo de mamifero de SIR2, fue originalmente identificado como una
histona deacetilasa dependiente de NAD, cuya actividad esta estrechamente
asociada con la duracion de la vida bajo la restriccion calérica. SIRT1 juega un
papel fundamental en diversos procesos celulares, incluyendo la diferenciacion,
el silenciamiento de genes, el metabolismo y la resistencia al estrés. Estos
resultados sugieren que las propiedades anti-inflamatorias de la MLT implican
la accion dinamica de la via de SIRT1. También se comprobo la participacion
de otras vias citoprotectoras de la MLT como son JNK, ERK, p38, y PI3K / Akt .
Los resultados de este estudio sugieren que la MLT induce citoproteccion y
efecto anti-inflamatorio contra la citotoxicidad inducida por la expresion de
INOS y COX-2 por peréxido de hidrogeno a través de la regulacién a la baja de
las vias de sefalizacion PI3K / Akt, MAPK y NF-JB, mediante la inhibicién de
SIRT1. El uso de inhibidores de la SIRT1 confirma la participacion de SIRT1 en
el efecto anti-inflamatorio y citoprotector de la MLT en el modelo conejo con
osteoartritis. Por lo tanto, la MLT puede ser un posible tratamiento de la
osteoartritis y el estrés oxidativo en desordenes temporomandibulares de la
ATM (Limy cols., 2012).

Se ha demostrado el efecto citoprotector de la MLT sobre células madre
mesenquimales de médula Osea. Estas células son efectivas para el
transplante en tejido cardiaco isquémico, sin embargo, durante la técnica, las
células sufren muerte por apoptosis debido a las condiciones de hipoxia y
privacion de suero, que conlleva a la escasa supervivencia de las células
madre mesenquimales de médula 6sea trasplantadas. Los autores concluyeron
que la MLT ejercia su efecto citoprotector a través de varias vias, siendo
efectiva en la reduccion de la generacion de especies reactivas de oxigeno
intracelulares, en el aumento en la relacion de Bax / Bcl-2, en la reduccion en
la pérdida de membrana mitocondrial y en la inactivacion de caspasa-3. En
cuanto a la reduccion de especies reactivas de oxigeno intracelulares se
conoce que la MLT es un potente antioxidante. Ademas, algunos estudios han
demostrado que la MLT puede mejorar la actividad de las enzimas
antioxidantes tales como glutation peroxidasa, glutation reductasa, glutation s-

transferasa, la superéxido dismutasa, la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa y la
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catalasa, y estas enzimas podrian metabolizar y desintoxicar el estrés
oxidativo, que atribuye la capacidad antioxidante de la MLT. La MLT también
produce un cambio en el balance de la proteina Bax/Bcl-2, y produce un
aumento de la proteina Bcl-2 anti-apoptética y una disminucion de la proteina
Bax pro-apoptética. La MLT provoca la inhibicion de la caspasa-3 (pro-
apoptoética) de manera dependiente de la dosis. En este estudio, también
analizaron la via por la cual se daba el efecto citoprotector de la MLT.
Observaron que la MLT inhibe la fosforilacion de p38, encargada de la
detencién del crecimiento celular y la apoptosis; y aumenta la fosforilacion de
ERK, via de mitogénesis y diferenciacion celular. Lo que sugiere que la MLT
inhibe la muerte celular inducida por hipoxia y privacién de suero en células
madre mesenquimales de médula O0sea a través de la via de sefalizacion
MAPK. Los hallazgos implican que la MLT podria mejorar la supervivencia de
las células madre mesenquimales de médula Gsea injertadas en condiciones de

hipoxia y privacion de suero (Wang y cols., 2015).

Otro grupo de investigadores obtuvieron resultados similares al analizar el
efecto citoprotector y antiinflamatorio de la MLT sobre células de la astroglia.
Los &cidos grasos saturados inducen neurotoxicidad y estrés oxidativo en las
lesiones del sistema nervioso central y las patologias neurodegenerativas. El
estudio muestra que en cultivo primario de células astrogliales, la MLT atenta
significativamente la citotoxicidad inducida por el acido palmitico de una forma
dosis y tiempo dependiente. La MLT suprime la generacién de especies de
oxigeno reactivo inducidas por acido palmitico y previene la apoptosis, inhibe el
aumento de la relacion de Bax / Bcl-2 e inactiva la caspasa-3 en células
astrogliales. Con el uso de luzindol (antagonista no selectivo del receptor de la
MLT), se observé una atenuaciéon en el efecto de la MLT sobre la supervivencia
celular y la fosforilacién de Stat3, lo que indica que la MLT ejerce su propiedad
de proteccion en las células astrogliales, al menos en parte, a través de la
activacion de los receptores de membrana y por la via de sefializacion Stat3.
Ademas, la MLT tuvo un efecto inhibidor sobre la expresién de genes de
citoquinas pro-inflamatorias. Los resultados sugieren que la MLT puede ser un

agente citoprotector efectivo contra la citotoxicidad causada por el acido
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palmitico a través de la modulacion de la supervivencia celular y la respuesta

inflamatoria en las células astrogliales (Zhen Wang y cols., 2012).

Kadnikov y cols., estudiaron el efecto citoprotector de afobazole, un farmaco
ansiolitico y su metabolito M-11. Este farmaco y su metabolito tienen afinidad
por los receptores MT1, MT3, los receptores 01 y la monoamino oxidasa A. El
receptor MT3 es un sitio de regulacién al que se une la quinona reductasa 2
(NQO2) potenciadora de estrés oxidativo. Realizaron estudios en células de
médula 6sea de ratones sometidas a estrés oxidativo mediante medianona
(vitamina k3) y dicumarol (anticoagulante antagonista de la vitamina Kk).
Obtuvieron como resultado que el afobazole y el M-11 redujeron el dafio en el
ADN nuclear, siendo afobazole mas potente que su metabolito. Ambos
compuestos ejercieron su efecto citoprotector tanto en presencia de menadiona
sola, como asociada a dicumarol que potencia los efectos perjudiciales de
menadiona (Kadnikov y cols., 2015). Por lo tanto, los efectos neuroprotectores
de afobazole pueden ser debidos a la inhibicion reversible de NQO2. Sin
embargo, debemos tener en cuenta que el receptor MT3 aun no ha sido aislado

en humanos.

Un estudio que también analizé el efecto citoprotector de la MLT frente al AZ
fue el llevado a cabo por Lozano y cols., sobre células madre mesenquimales
humanas del ligamento periodontal y (PDLSCs) y de la médula 6sea
(BMMSCs). Ambos tipos celulares fueron expuestos a AZ, a MLT, y a ambos
compuestos simultdneamente durante 72h. La proliferacion celular se midio
mediante un ensayo colorimétrico, mientras que su fenotipo mesenquimal se
analizé por citometria de flujo. Obtuvieron que BMMSCs presentan mayor
resistencia que PDLSCs a AZ, asi como una diferencia en la respuesta en el
tratamiento de AZ + MLT. En PDLSCs, altas dosis de melatonina (300mM)
aumentaron significativamente su proliferacion, mientras que concentraciones
mas bajas (100mM) fueron suficientes para aumentar la proliferacion de la linea
BMMSC. Por otra parte, como respuesta al tratamiento con AZ los marcadores
celulares de células madre mesenquimales en PDLSCs mostraron una

regulacion a la baja de CD90 / CD105 y una regulacion positiva de CD73, que
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fue mas pronunciada en respuesta a la melatonina (500mM). Por otra parte, el
AZ sb6lo o con MLT (300mM), indujeron una disminucion de la expresion de
CD90 / CD105 / CD73 en la linea BMMSCs, mientras que mayores
concentraciones de MLT (500mM) recuperaban los niveles de CD73. Estos
resultados sugieren que la MLT tiene un efecto citoprotector sobre PDLSCs y
BMMSCs tratadas con AZ. Por lo tanto, podria ser utilizado para la prevencion
ONMB. EIl hecho de que las PDLSCs son mas sensibles al AZ que BMMSCs,
podria explicar la relacibn entre enfermedad periodontal y la aparicion de
ONMB. Es importante destacar que la MLT aumentd la expresion de CD73
(regulador de la diferenciacion osteogénica de células madre mesenquimales)
sobre PDLSCs y BMMSCs tratadas con AZ, siendo, por tanto, un compuesto
que podria potenciar el proceso de diferenciacion de los osteoblastos
(Rodriguez-Lozano y cols., 2015).

En el presente estudio in vitro, después de 24 horas de incubacion, una baja
concentracion de MLT (1 pM) obtuvo un incremento en la viabilidad celular
similar al obtenido con altas concentraciones (100 y 200 uyM), a las 48 y 72
horas de incubacion, pero se observé una mayor viabilidad a concentraciones
de MLT de 100 y 200 uM. Autores como Satomura y cols., (Satomura y cols.,
2007) ensayaron las mismas concentraciones que las de este estudio (1, 10,
50, 100 y 200 uM) en cultivos primarios de osteoblastos humanos obtenidos de
30 pacientes, encontrando que el tratamiento con MLT promovié la proliferacion
de osteoblastos humanos de una manera dependiente de la dosis a
concentraciones de entre 50 y 200 pM. Liu y cols., (Liu y cols., 2011) probaron
el efecto de MLT sobre la viabilidad celular de la linea celular de osteoblastos
fetales humanos, encontrando una mayor proliferaciéon celular a altas

concentraciones de MLT a las 24, 48 y 72 horas de incubacion.

Por ultimo, analizando los posibles efectos citoprotectores de la MLT en
células HOBc tratadas con AZ, el presente estudio encontré6 que
concentraciones de 100 y 200 pyM de MLT parecian tener cierto efecto
citoprotector sobre osteoblastos humanos tratados con bajas concentraciones

de AZ (1 y 5 uM) a los tiempos de incubacion (24, 48 6 72 horas); sin embargo,
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a concentraciones de AZ = 10 uM el efecto citoprotector sélo se produjo
después de una incubacion corta (24 horas), pero no cuando el tiempo de
contacto de los osteoblastos con estas concentraciones de AZ (= 10 uM) fue

mayor.

Finalmente, la aplicacion clinica de la MLT como tratamiento preventivo de la
ONMB puede ser un mecanismo de proteccidn en pacientes en tratamiento con
BFs, como lo son las nuevas terapias, oxigeno hiperbarico, plasma rico en

factores de crecimiento, terapia fotodinamica, laser de baja potencia y ozono.

Tras la lesion ulcerosa lo importante es el control de la infeccidbn secundaria
a través de la mejora de la higiene bucal y la antibioticoterapia. Se utiliza el
digluconato de clorhexidina como antiséptico a las concentraciones de 0.12% o
0.20% (Montebugnoli y cols., 2007).

Algunos autores, consideran que la suspension del BF no evita ni mejora las
lesiones, debido a que el farmaco queda almacenado en el hueso y se puede
seguir liberando. Ademas, en caso de paciente oncoldgico, la supresion de
dicho tratamiento antirresortivo debe ser prescrita por el oncélogo, debido al
riesgo de reaparicion de dolor 6seo y progresion de metéstasis o lesiones
osteoliticas (Gallego y cols., 2009).

Algunos autores, afirman que la terapia con oxigeno hiperbarico puede
emplearse como tratamiento coadyuvante a la cirugia y la antibioticoterapia.
Refieren que esta terapia mejora el dolor y la calidad de vida de los pacientes
(Freiberger y cols., 2012). Sin embargo, otros autores desaprueban esta teoria

(Heras-Ricon y cols., 2007; Ruggiero y cols., 2006; Migliorati y cols., 2005).

Otra terapia propuesta ha sido la terapia con ozono debido a que el
desbridamiento quirargico de la lesion no es suficiente para evitar la progresion.
Entre las propiedades del ozono podemos mencionar su alto poder
antimicrobiano contra bacterias tanto aerobias como anaerobias,
especialmente sobre Staphylococcus Aureus, Yy contra virus. Ademas estimula

el sistema circulatorio aumentando la hemoglobina y los hematies, produciendo
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asi un aumento de oxigeno en el tejido. También modula la respuesta inmune y
mejora la fagocitosis. Estimula la angiogénesis y la formacion de fibroblastos
gue mejora la cicatrizacién. Todo ello se ve reflejado en una disminucién del
dolor. Consigue un secuestro 0seo de la lesion necrética y aumenta la
vascularizacion y el tejido de granulacion alrededor de la misma. El plan de
tratamiento planteado es como terapia coadyuvante pre o postquirdrgica,
llevandose a cabo la aplicacion local de ozono-oxigeno y combinando la
antibioticoterapia. Se ha observado una remision de los sintomas del 90%
(Agrillo y cols., 2012).

La terapia fotodinAmica se utiliza para gestionar los diferentes tumores
sélidos y muchas enfermedades no malignas, implica un proceso de 2 etapas:
1) la absorcion selectiva y la retencion de un fotosensibilizador en tejidos
neoplasicos o anormales; y 2) la activaciéon del fotosensibilizador con una
longitud de onda especifica de luz no térmica, por lo general de un laser. La luz
activa al fotosensibilizador, que interactia con el oxigeno molecular para
producir un estado excitado. Esto resulta en la produccion de radicales libres
de oxigeno o la formacion de oxigeno singlete intracelular, que provoca la
muerte celular. La actividad citotéxica directa y dafio microvascular contribuyen
a la destruccién de células anormales / tumorales, que se manifiesta como la
inflamacion y la formacién de tejido necrético. La produccion de moléculas
bactericidas tiene un efecto antimicrobiano, por lo que esta indicada en el
tratamiento de la ONMB con signos de infeccibn o para su prevencion,

aplicandola directamente sobre el hueso expuesto (Minamisako y cols., 2016).

Vescovi y cols., sostienen la teoria de combinar la terapia de laser de baja
potencia junto con antibidticos, tras una exodoncia dental en pacientes
tratados con bifosfonatos (Vescovi y cols., 2013). Se ha visto que la terapia
laser de baja potencia produce analgesia, disminuye el edema, es
biomoduladora celular y acelera la curacion. Esta terapia ayuda a la
proliferacion de fibroblastos y condroblastos, aumenta la sintesis de colageno,
promueve la osteogénesis y la diferenciacion de células 6seas y mecanismos

de reparacion 0sea. Ademas, aumenta el flujo sanguineo y la proliferacion de
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células endoteliales. Todo ello se ve reflejado en la curacion de la mucosa tras

la exposicion del hueso necrético (Minamisako y cols., 2016).

Por ultimo, otra alternativa de tratamiento en la ONMB consiste en la
administracion de un concentrado de plaquetas autélogo. Las plaquetas son
portadoras de factores de crecimiento que actlan sobre la cicatrizacion,
proliferacion y diferenciacion celular. Contiene fibrina y fibronectina que son
osteoconductoras y también contiene leucocitos para la accion antimicrobiana.
Esta técnica puede aplicarse para reducir el riesgo de ONMB tras realizar una
exodoncia. Las ventajas que aporta son la activacion de multiples factores de
crecimiento; aumenta la vascularizacion del tejido mediante la promocion de la
angiogénesis; actila como un agente hemostético biocompatible; y es
reabsorbido por el organismo. En un estudio in vitro realizado por Anitua y
cols., (Anitua y cols., 2016) se muestra que el AZ tiene un efecto citotoxico
sobre fibroblastos gingivales humanos y sobre osteoblastos alveolares
humanos, pero que la adicibn de plasma rico en factores de crecimiento

suprime los efectos negativos del BF.

En la revision realizada por Lopez-Jornet y cols., encontraron que de las 697
extracciones realizadas, solo el 0,99% de los casos desarrollé osteonecrosis, lo
que sugiere que las concentraciones de plaquetas estimulan la cicatrizacion y
regeneracion de los tejidos. Reduce los tiempos de regeneracion y cicatrizacion
a la mitad, y mejora el postoperatorio. EI concentrado rico en plaquetas se
obtiene del mismo paciente por lo que no sufrird rechazo, alergia o reaccién a
cuerpo extrafio. Esta terapia debe considerarse como adyuvante al tratamiento

de desbridamiento quirargico ( Lopez-Jornet y cols.,2016).

La principal limitacion de este estudio es la imposibilidad de comparar los
resultados con otras investigaciones, ya que no se ha publicado evidencia
cientifica previa sobre el efecto citoprotector de la MLT en osteoblastos
humanos tratados con AZ. Sin embargo, Rodriguez-Lozano y cols., (Rodriguez-
Lozano y cols., 2015) estudiaron el posible efecto citoprotector de la MLT
PDLSCs y en BMMSCs, tratadas con AZ, con similares resultados a los de
nuestro estudio. En su estudio in vitro, la dosis de MLT de 100-300 pM, fue
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suficiente para disminuir el nimero de BMMSC apoptéticas en cultivo o
aumentar su proliferacion hasta las concentraciones de 30 yM AZ, mientras
que para PDLSCs, dosis 2300 uM de MLT soélo tenian efecto protector para el
AZ a la concentracion de 5 puM.

Como conclusion, los presentes resultados sugieren que la MLT tiene un
efecto citoprotector sobre osteoblastos humanos tratados con AZ y podria
representar una prometedora medida preventiva alternativa contra la ONMB en
pacientes de alto riesgo.
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6. CONCLUSIONES

1. El &cido zoledronico tuvo un efecto citotoxico sobre la linea celular de
osteoblastos humanos HOB-c, cuya viabilidad celular disminuia a medida que
aumentabamos la concentraciéon de acido zoledrénico. Las concentraciones
con mayor citotoxicidad fueron 300 uM a las 24 horas de incubacion, 100 uM a
las 48 horas y 50 uM a las 72 horas de incubacion.

2. Respecto a la accion de la melatonina sobre la viabilidad celular en la
linea de osteoblastos humanos HOB-c, aunque a las 24 horas de incubacion la
mayor viabilidad celular fue obtenida con una dosis baja de melatonina (1 uM),
esta viabilidad celular fue similar a la obtenida con el resto de concentraciones
de melatonina. Sin embargo, a las 48 y 72 horas de incubacién la mayor
viabilidad celular se observé con altas concentraciones de melatonina (100 y
200 puM).

3. Al analizar el posible efecto citoprotector de la melatonina (a
concentraciones de 100 y 200 uM) sobre la viabilidad celular de la linea de
osteoblastos humanos HOB-c tratados con &cido zoledrénico (a
concentraciones de 1, 5, 10, 50, 100 y 300 puM), observamos que dichas
concentraciones de melatonina tienen cierto efecto citoprotector sobre
osteoblastos tratados con bajas concentraciones de &cido zoledrénico (1 y 5
UM), a todos los tiempos de incubacion estudiados (24, 48 y 72 horas). Sin
embargo, a concentraciones de acido zoledrénio 210 uM el posible efecto
citoprotector de la melatonina queda reducido a las 24 horas de incubacion, no

observandose a 48 y 72 horas.
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ABSTRACT

Objective: To evaluate the cytoprotective effects of melatonin (MLT) on zoledronic acid (ZA)
treated human osteoblasts. Methods: Human osteoblasts were exposed to ZA (1, 5, 10, 50, 100
and 300 uM) and MLT (1, 10, 50, 100 y 200 uM) for 24, 48 and 72 hours of incubation, to
evaluate their effects on cell viability. Results: As ZA concentration increased, greater
reductions in cell viability of human osteoblasts were induced whether at 24, 48 or 72 hours

incubation. At 24 hours incubation with MLT, greatest cell viability was obtained when low
dose

of MLT was applied (without significant differences); 48 and 72 hours incubation presented the
greatest cell viability with the highest MLT concentrations (100 and 200 uM). MLT at
concentrations of 100 and 200 uM would appear to have a certain cytoprotective effect on ZA
treated human osteoblasts with low concentrations of ZA (1 y 5 uM), whether at 24, 48 or 72
hours; however, at ZA concentrations 210 uM the possible cytoprotective effects of MLT were
low at 24 hours incubation. Conclusions: MLT has a cytoprotective effect on ZA-treated human
osteoblasts and could represent a promising preventative alternative for patients at risk of

bisphosphonate-related osteonecrosis of the jaw.

Key words: Cytoprotective effects, melatonin, zoledronic acid, human osteoblasts,

bisphosphonate-related osteonecrosis of the jaw (BRONJ).
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INTRODUCTION

Bisphosphonates (BPs) are chemically stable pyrophosphate composite analogues with a
high affinity for hydroxyapatite, widely used for treating diseases that produce increases in bone
resorption such as Paget’s disease, and cancer-related bone diseases (both in patients with
normal levels of serum calcium and in patients with tumor-induced hypocalcaemia). They are a
basic treatment for osteoporosis and have also been used to treat some childhood skeletal
diseases such as osteogenesis imperfecta (Aapro et al., 2008; Cheung & Glorieux, 2008).
Although BPs are very effective in reducing bone loss, pain and several other skeletal clinical
manifestations, they can induce adverse effects such as bisphosphonate-related osteonecrosis
of the jaw (BRONJ) (Marx et al., 2005). BRONJ is defined as a condition characterized by non-
healing exposed necrotic bone in the mandible or upper maxilla persisting for more than eight
weeks in a patient who has taken or is currently taking a bisphosphonate, combined with an
absence of head and neck radiation in the patient’s history (Ruggiero et al., 2009). The
American Association of Oral and Maxillofacial Surgeons (AAOMS) in 2014 recommended
changing the nomenclature of BRONJ; they favored the term medication-related osteonecrosis
of the jaw (MRONJ). The change was justified to accommodate the growing number of
osteonecrosis cases involving the maxilla and mandible associated with other antiresorptive and
antiangiogenic therapies (Ruggiero et al., 2014).

Zoledronic acid (ZA) is a nitrogenous BP that has been developed exclusively for
intravenous and not oral administration. The relatively long duration of its action is attributed to
its high affinity for the center of farnesyl pyrophosphate synthetase (FPPS) action and its high
capacity for attaching to bone mineral. However, ZA does not act exclusively on osteoclasts;
recent research suggests that both osteocytes and osteoblasts may also be target cells for BPs
in bone (Plotkin et al., 1999; Aguirre et al., 2006; Bonewald, 2007). Unlike BP’s action on
osteoclasts (whereby they induce apoptosis), in osteocytes the drugs inhibit apoptosis (Plotkin
et al., 2006). ZA action on osteoblasts is controversial; while very low concentrations of BPs
have been shown to stimulate osteoblasts in vitro (Rogers, 2003), high concentrations of ZA
may reduce osteoblasts’ migration capacity and cell viability (Koch et al., 2010; Walter et al.,
2011).

Melatonin (MLT) (N-acetil-5-metoxitriptamina) is a neurohormone mainly synthesized and
secreted by the pineal gland (mainly during the night-time part of the circadian cycle). Many of
its effects differ from its primary neurohormonal functions and are due to its antiinflammatory
properties, its ability to act as an effective free-radical scavenger, and its capacity to stimulate
several antioxidant enzymes (Czesnikiewicz-Guzik et al., 2007). In relation to osteogenic
activity, MLT has been shown to promote osteoblast maturation in vitro and prevent bone loss in
vitro (Roth et al., 1999; Koyama et al., 2002; Satomura et al., 2007). In addition, it has been
shown that physiological concentrations of melatonin boost alkaline phosphatase activity during
the osteogenic differentiation processes of mesenchymal stem cells (Radio et al., 2006).
Furthermore, it has recently been proved that MLT has a cytoprotective effect of MLT on human
mesenchymal stem cells from periodontal ligament and bone marrow (Rodriguez-Lozano et al.,
2015).

The aim of the present study was to evaluate the possible cytoprotective effects of MLT on
ZA-treated human osteoblasts.

MATERIAL AND METHODS
Cell line

The study used human osteoblast-like HOB-c cells (PromoCell, Heidelberg, Germany)
cultured in an osteoblast-specific medium, Osteoblast Growth Medium (PromoCell, Heidelberg,
Germany) composed of Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) with 1%
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penicillin/streptomycin/neomycin (PSN), 1% L-glutamine and 10% fetal calf serum (FCS) at

37°C, in an atmosphere of 95% oxygen and 5% CO2. The medium was changed every other
day.

Drug preparation

ZA was purchased from Intrade Chemical (Intratade Chemical GmbH, Muldestausee,
Germany) and MLT was obtained from Sigma Aldrich (Sigma-Aldrich Chemistry, St. Louis, MO,
USA). All manipulations with ZA and MLT were performed under subdued light.

The dose range was 1, 5, 10, 50, 100 and 300 uM of ZA following similar concentrations to
those used by Walter et al. for the same cell line (Walter et al., 2011); and 1, 10, 50, 100 and
200 uM of MLT following similar concentrations to those used by Satomura et al., for human
osteoblast cell lines in primary cultures obtained from 30 patients (Satomura et al., 2007).

Cell viability test (MTT)

The effect of increasing concentrations of ZA and MLT on the proliferation rate of human
osteoblasts was evaluated using the MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5 diphenyl tetrazolium
bromide) assay (MTT, Sigma-Aldrich Chemistry, St. Louis, MO, USA). The cells were cultured
at a density of 3 x 103 cells/well in 96-microwell plates, after which ZA or MLT were added at
different concentrations (1, 5, 10, 50, 100 and 300 puM of ZA; and 1, 10, 50, 100 and 200 uM of
MLT).

At different time points after the start of treatment (24, 48 and 72 hours), the medium was
eliminated and the cells were incubated with MTT (Sigma-Aldrich Chemistry, St. Louis, MO,
USA) (1 mg/ml) for 4 hours, after which the non-metabolized MTT was discarded and 100 pl of
DMSO was added to each well. Absorbance was measured in each well with an enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA), using a Multiskan MCC/340P plate spectrophotometer at a
reading wavelength of 570 nm and a reference wavelength of 690 nm. Measurement was
performed in triplicate.

To study the possible cytoprotective effect of MLT on ZA-treated human osteoblasts, all the
concentrations of ZA (1, 5, 10, 50, 100 and 300 uM) were applied to HOB-c cells (PromoCaell,
Heidelberg, Germany) combined with the two concentrations of MLT that produced greater
increases in cell viability.

Statistical analysis

Data were analyzed using the SPSS version 20.0 statistical software package (SPSS® Inc.,
Chicago, IL, USA). A descriptive study was made of each variable. The associations between
different quantitative variables were studied using the one-way analysis of variance (ANOVA)
for more than two samples, verifying in each case whether the variances were homogeneous.

Statistical significance was accepted for p<0.05.

RESULTS
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Effects of ZA upon HOB-c cell viability after 24, 48 and 72 hours incubation

As ZA concentration increased, human osteoblast viability reduced whether at 24, 48 or 72
hours incubation. The most cytotoxic concentrations were 100 and 300 pM at all the incubation
times assayed. The lowest percentage of cells in comparison with control samples was seen at
24 hours with a ZA concentration of 300 uM, although without statistically significant difference
(p=0.138) (Figure 1.A). At 48 hours, the lowest percentage of cells was seen with a ZA
concentration of 100 uM de ZA, but without significant differences (p=0.102) (Figure 1B).

At 72 hours incubation, a greater reduction in osteoblast cell viability was seen at a ZA
concentration of 300 uM, with statistically significant difference (p<0.001) (Figure 1C).

Effects of MLT upon HOB-c viability at 24, 48 and 72 hours of incubation

Although after 24 hours incubation with MLT, the greatest cell viability was obtained with a
low dose of MLT, no significant differences were found in comparison with other concentrations
(p=0.446). At 48 hours the greatest human osteoblast cell viability was observed at the
maximum concentration of MLT (200 uM), with statistical significance (p=0.033). At 72 hours,
the greatest cell viability was found at a concentration of 100 uM of MLT (p=0.149) (Figure 1.D-
F).

Cytoprotective effects of MLT upon ZA-treated HOBc cells

MLT at concentrations of 100 and 200 uM appeared to have some cytoprotective effects on
human osteoblasts treated with ZA at low concentrations (1 and 5 uM), at all incubation times
(24, 48 and 72 hours), although statistical significance was only found in osteoblasts treated
with 5 uM ZA at 24 hours incubation (p=0.047) (Figure 2).

However, at ZA concentrations 210 yM the possible cytoprotective effect of MLT was low at
24 hours incubation, with asignificant difference in comparison with ZA concentrations of 10 uM
(p=0.015) (Figure 3), 100 uM (p=0.024) and 300 uM (p=0.005) (Figure 4).

DISCUSSION

BRONJ is a type of chemonecrosis of the jaws produced by bone antiresorptive drugs, such
as intravenous oral bisphosphonates (Marx, 2003). Some authors (Junquera & Gallego, 2008;
Bagan et al., 2009; Mawardi et al., 2009) have suggested that BRONJ can occur without bone
exposure, its principal characteristics being the presence of fistulas, pain, and radiographic
alterations. The first case series of osteonecrosis of the jaw was described in 2003 (Marx, 2003)
but its etiopathogeny remains unclear. The main local factors that would appear to trigger
BRONJ are surgical interventions performed in the oral cavity, particularly dental extractions, as
well as the presence of dental and periodontal infections (Marx et al., 2005). BRONJ is far more
frequently induced by intravenous BPs than by oral BPs (Bagan et al., 2009). It would appear
that treatment by intravenous high strength BPs (nitrogenated), such as pamidronate and ZA,
increase the risk of BRONJ; the level of risk is also influenced by the number of infusions and
their duration (Stumpe et al., 2009; Boonyapakorn et al., 2008).

ZA is a third generation BP with a second nitrogen atom situated in a crucial position to
produce a heterocyclic imidazol substitution group, responsible for its high strength and
therapeutic relation; this makes it the most widely used drug for treating bone metastasis (Major
& Coleman, 2001). It is a potent inhibitor of bone resorption, inhibits osteoclast proliferation, and
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induces osteoclast apoptotic cell death (Coxon et al.,, 2000; Benford et al., 2001). This is
because ZA inhibits FPPS and as a consequence impedes cell biosynthesis as, in absence of
FPPS, FPP and geranylgeranyl pyrophosphate cannot be produced, resulting in the inhibition of
the GTP-binding protein prenylation in osteoclasts. Low levels of prenylated GTP-binding
proteins inhibit osteoclast activity and so induce apoptosis (Green, 2001).

But ZA’s action does not act exclusively on osteoclasts, as recent studies suggest that both
osteocytes and osteoblasts could be target cells for BPs in bone (Plotkin et al., 1999; Aguirre et
al., 2006; Bonewald, 2007). Unlike their action on osteoclasts (whereby BPs induce their
apoptosis), on osteocytes these drugs inhibit apoptosis (Plotkin et al., 2006), even in osteocytes
whose apoptosis has been chemically induced by other substances such as glucocorticoids
(Plotkin et al., 1999). It would appear that ZA at low concentrations could stimulate osteoblasts,
while adverse effects have been observed at high concentrations such as reductions in cell
viability and a decrease in migration capacity (Koch et al., 2010).

In the present study, as ZA concentrations increased, human osteoblast cell viability was
reduced at all incubation times (24, 48 or 72 hours), with 100 and 300 puM concentrations
proving the most cytotoxic. Walter et al., (Walter et al., 2011) used similar concentrations — 5,
50, 100, 200 and 500 pM — on the human osteoblast cell line HOB-c (PromoCell, Heidelberg
Germany), finding that in relation to cell viability, ZA had a greater impact than the other BPs
assayed in their study (clodronate, ibandronate and pamidronate). ZA reduced osteoblast cell
viability as its concentration was increased. ZA was seen to have the same effect on osteoblast
cell migration capacity, although the differences observed between ZA, pamidronate and
ibandronate were not statistically significant.

MLT has been described as a cytoprotective and prosurvival agent that acts through both
membrane receptor-dependent and independent mechanisms (Luchetti et al., 2014). The main
functions performed by its antioxidant properties are that it stimulates antioxidant enzyme
activity, promotes mitochondrial oxidative phosphorylation, reduces electron release, favors the
gene expression of oxidation-reduction enzymes, and eliminates free radicals (Pieri et al., 1994;
Cuesta et al., 2011; Sanchez et al., 2015). In this context, the three main mechanisms whereby
MLT might show favorable effects on bone in relation to its action on osteoblasts are: the
promotion of osteoblast differentiation and activity; increased osteoprotegerin expression by
osteoblasts, thereby preventing the differentiation of osteoclasts; and the scavenging of free
radicals generated by the osteoclast activity responsible for bone resorption (Sanchez-Barcel6
et al., 2010).

In the present in vitro study, after 24 hours incubation a low concentration of MLT (1 pM)
obtained an increase in cell viability similar to that obtained with high concentrations (100 and
200 pM), at 48 and 72 hours incubation, but greater cell viability of human osteoblasts was
observed at MLT concentrations of 100 and 200 uM. Authors such as Satomura et al.,
(Satomura et al., 2007) assayed the same concentrations as the present study — 1, 10, 50, 100
and 200 uM - on primary cultures of human osteoblasts obtained from 30 patients, finding that
treatment with MLT promoted the proliferation of human osteoblasts in a dose-dependent
manner at concentrations of between 50 and 200 uM. Liu et al., (Liu et al., 2011) tested the
effect of MLT on cell viability of the human fetal osteoblast cell line, finding greater cell
proliferation at high concentrations of MLT at 24, 48 and 72 hours incubation.

Lastly, analyzing the possible cytoprotective effects of MLT on ZA-treated HOBc cells, the
present study found that 100 and 200 pM concentrations of MLT appeared to have a certain
cytoprotective effect on human osteoblasts treated with low concentrations of ZA (1 and 5 puM)
at all incubation times (24, 48 or 72 hours); but at ZA concentrations 210 uyM the cytoprotective
effect only occurred after a short incubation (24 hours), perhaps due to the stronger
cytoprotective effect of ZA on osteoblasts.

The present study’s main limitation was the impossibility of comparing the results with other
research, as no previous scientific evidence as to the cytoprotective effect of MLT on human
osteoblasts treated with ZA has been published. Nevertheless, Rodriguez-Lozano et al.,
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(Rodriguez-Lozano et al., 2015) studied the possible cytoprotective effect of MLT on ZA-treated
human mesenchymal stem cells from periodontal ligament (PDLSCs) and bone marrow
(BMMSCs) with similar findings to the present study. In their in vitro study, doses of 100-300 uM
MLT were enough to decrease the number of apoptotic BMMSCs in culture or increase their
proliferation up to 30 uM ZA, while PDLSCs doses =300 uM of MLT only protected up to 5 uM
concentration of ZA.

Various preventative therapies have been proposed recently to prevent BRONJ from
developing in high-risk situations, for example, following dental extraction. These include
treatment with plasma rich growth factors (PRGF). An in vitro study by Anitua et al., (Anitua et
al., 2016) showed that ZA had a cytotoxic effect on both human gingival fibroblasts and human
alveolar osteoblasts, but the addition of PRGF suppressed the negative effects of ZA.

CONCLUSION

In conclusion, the present results suggest that MLT has a cytoprotective effect on ZAtreated
human osteoblasts and might represent a promising alternative preventative measure against
BRONJ in high-risk patients.
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