O/dEs

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA
DE MEXICO

FACULTAD DE ODONTOLOGIA

DETERMINACION DE SEROTONINA EN LA
SUTURA MEDIA PALATINA DURANTE LA
DISYUNCION EN CONEJOS

TESIS

PARA OBTENER EL GRADO DE
MAESTRIA EN ODONTOLOGIA

PRESENTA
C.D. LAURA MENDOZA OROPEZA

TUTOR
DR. FRANCISCO MARICHI RODRIGUEZ

MEXICO, D.F 2000




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

FACULTAD DE ODONTOLOGIA

Cualquier tesis no publicada postulada para el grado de Maestria y depositada en la
biblioteca de Universidad, Facultad de Odontologia, queda abierta para inspeccidn, y
solo podra ser usada con la debida autorizacion. Las referencias bibliograficas pueden
ser tomadas, pero ser copiadas solo con el permiso del autor y el credito se da
posteriormente a la escritura y publicacién del trabajo.

Esta tesis ha sido utilizada por las siguientes personas, que firman y aceptan las
restricciones sefialadas.

La biblioteca que presta esta tesis debera asegurarse de recoger la firma de cada
persona que la utilice.

Nombre y Direccion

Fecha




TESIS DE MAESTRIA

Aprobado por:

Dra. Maria Guadalupe Flores Luna. %% W

Asesora

Dr. Francisco Marichi Rodriguez '_": @MQ@Q/@

Director de Tesis

1



RECONOCIMIENTOS

Agradezco ¢l invaluable apoyo de:

El Maestro José Antonio Vela Cadevilla, al Bidlogo Victor Romero, al
C.D. Daniel Quesada Rivera, y demds personas que colaboraron
desinteresadamente ya que sin su ayuda no hubiera podido concluir

satisfactoriamente este trabajo.

i



RESUMEN
ABSTRACT
INTRODUCCION
ANTECEDENTES
Disyuncion
Inflamacién
Serotonina
PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
JUSTIFICACION
OBJETIVO GENERAL
Objetivos especificos
MATERIALES Y METODOS
Inmunohistoquimica
RESULTADOS
DISCUSION
CONCLUSIONES
PROPUESTAS
REFERENCIAS

CURRICULUM VITAE

13

18

18

19

19

20

23

29

36

39

40

41

44

[AY



P T T B
BPAEn S

EDE TABLAS
Pl W sk 57 s e ity

Tabla 1. Principales mediadores inflamatorios

Tabla 2. Tipos y localizacién de receptores serotonérgicos.

Tabla 3. Anmimales de experimentacion y controles

16

20



Esquema 1. Representacidn de la inflamacion aguda

Esquema 2. Sintesis y liberacion de la serotonina en el Sistema Nervioso
Central (neurona)

Esquema 3. Sintesis de la serotonina en las células enterocromafines
Esquema 4. Reconocimiento del antigeno-anticuerpo
Esquema 5. Reconocimiento del anticuerpo primario con el secundario

Esquema 6. Sistema de deteccion

12

14

15

26

27

27

VI



INDICE.DE FOTOGRAFIAS
Fotografia 1. Fotografia mostrando técnica de toma de radiografias 21
Fotografia 3. Conejo con el aparato ortodoncico in situ 23
Fotografia 4. Corte del tejido en tres segmentos 24
Fotografia 5. Radiografias del grupo control y experimental 29
Fotografia 6. Fotomicrografias de cortes histelogicos del conejo control 30
Fotografia 7. Fotomicrografias de cortes histoidgicos del grupo A7E 31
Fotografia 8. Fotomicrografias de cortes histoldgicos B7E 32
Fotografia 9. Fotomicrografias de cortes histolégicos A14E v B14E 33
Fotografia 10. Fotomicrografias de cortes histologicos A21E 34

Fotografia 11. Fotomicrografias de cortes histologicos del tejido testigo y grupo 35
experimental

Vil



3 seagee gaerens

it

et

El proposito del presente estudio fue determinar la presencia de la serotonina en la
sutura media palatina durante el proceso inflamatorio agudo causado por la
disyuncion de la sutura media palatina, por medio de fuerzas mecéanicas. La
serotonina juega un papel importante como mediador quimico en el proceso
inflamatorio, especialmente en la permeabilidad vascular y produccion del dolor
durante la aplicacion de fuerzas ortopédicas que generan una respuesta inflamatoria
al nivel de la sutura media palatina.

La disyuncidon induce la separacion fisica de los maxilares, con la aplicacion de
técnicas que utilizan fuerzas que excedan el limite optimo para el movimiento
ortodéncico, lo cual conduce a una respuesta ortopédica. Esta técnica se emplea en
pacientes donde se requiere de un aumento en el plano fransversal de la arcada
superior durante la denticién pnmaria, mixta y permanente, 1nvolucrando
modificaciones en la sutura media platina y otras estructuras esqueléticas
craneofaciales.

En el presente estudio se utilizaron 24 conejos jovenes machos de la cepa Nueva
Zelanda a los cuales se les colocé un disyuntor modificado. Se disecd el maxilar a los
7,14 y 21 dias después de colocada la aparatologia. Se obtuvieron cortes histolégicos
de estos conejos en donde se realizdé la técnica inmunohistoquimica indirecta con
anticuerpo monoclonal de ratén con el propésito de determinar la presencia de la
serotonina en la sutura media palatina. En todos los grupos experimentalcs no se
encontrd positividad para scrotonina.

Palabras clave: Disyuncion. serotonima, inflamacion e immmunohistogquimica.



RACT

The object of the present study was determined the presence of serotonin in the
middle palatal suture during the inflammatory process caused by the rapid maxillary
expansion produced by mechanical forces. Serotonin plays an important role as an
inflammatory mediator in the inflammatory process, especially in the vascular
permeability and the production of pain during the application of orthopedic forces
which is generated as inflammatory response in the middle palatal suture. Rapid
maxillary expansion induces the physic maxillary separation, with the application of
techniques, which use forces that exceed the optimal limit to get orthodontic
movements, which produce an orthopedic response. This technique 1s used in patients
who need a bigger increase in the transversal plane of the maxillary, during the
deciduous, mixed and permanent dentition; involving meodification in the middle
palatal suture and other skeletal craneofacial structure.

Twenty-four male young rabbits of the New Zealand stock were included in the
present study, and a modified expansor was applied to the animals. The maxillary
was cut at the days 7, 14 y 21 after the appliance was applies into the rabbit mouths.
Histological slides were prepared for indirect immunohistochemical technique was
made using a monoclonal mouse antibody with the purpose to determine the
serotonin presence in the middle maxillary suture. Serotonin was not detected in any

of the experimental groups.

Key word: Rapid maxillary expansion, inflammatory, scrotonin and

imunohistochemistry.



NTRODUCCION

El propdsito del presente estudio fue determinar la presencia de la serotonina en la
sutura media palatina durante el proceso inflamatorio agudo causado por la
disyuncién de la sutura media palatina, ocasionada por fuerzas mecanicas. Después
de la histamina la serotonina es el segundo mediador quimico que s¢ activa en el
proceso inflamatorio, la cudl produce aumento en la permeabilidad vascular y
produccion de dolor durante la aplicacién de fuerzas ortopédicas que se generan en la
sutura media palatina.

La disyuncion, producto de la aplicacidén de fuerzas ortopédicas aplicadas en la sutura
media palatina, consiste en la separacion fisica de los maxilares como resultado de
fuerzas que excedan el limite éptimo para el movimiento ortodéncico. Esta técnica se
emplea en pacientes donde se requiere de un aumento en el plano transversal de la
arcada superior durante la deniicidn primaria, mixta y permanente, involucrando
modificaciones en la sutura media palatina y otras estructuras esqueléticas

craneofaciales.
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La disyuncion maxilar es un procedimiento ortopédico disefiado para inducir una
separacion fisica de los maxilares en su totalidad (maxilar derecho, maxilar
izquierdo) '* mecanismo basado principalmente por la desarticulacién de la sutura
palatina. >

La expansion rapida del maxilar fue descrita en la literatura americana por Angell en
1860, hasta mediados de este siglo fue cuando se reinicid su utilizacién. En la
literatura americana se conoce a la expansidn rapida del maxilar como la separacién
ortopédica de los maxilares, ademas a este procedimiento se le conoce con el nombre
de disyuncién maxilar.

El tratamiento mediante disyuncién ha sido desarrollado por Haas % como un método
preferente para la correccion de la constriccion maxilar.

En la década de los afios ochentas, Haas describi6 las siguientes cinco indicaciones
para la disyuncidon maxilar: 1) deficiencia maxilar mordida cruzada posterior, 2)
maloclusion clase Il dependiente del maxilar, 3) estenosis nasal, 4) pacientes con
fisura palatina (adultos) y 3) problemas en la longitud de la arcada superior, con
patrones esqueléticos de clase I en ¢l tratamiento sin extracciones. ® En afios recientes
s¢ ha popularizado ¢l uso de estc procedimiento para solucionar la constriccion

maxilar en pacientes con problemas a nivel de vias respiratorias. ©



Actualmente con este procedimiento se ha encontrado una solucién para evitar la
extraccion de dientes permanentes, ademas se emplea con el objeto de resolver
problemas de longitud de la arcada en pacientes en denticidon primaria, mixta y
permanente. o1
También se utiliza en la correccién temprana de mordidas cruzadas posteriores
unilaterales y bilaterales que requieren disyuncién maxilar, esta técnica ha sido
defendida para conseguir un desarrollo con una mayor armonia de la arcada superior
10y eliminar las restricciones en el movimiento de los céndilos, asi como los patrones
asimétricos del cierre mandibular.

Otra de las ventajas, es lograr cambios positivos dentoesqueléticos durante periodos
de crecimiento que reduzcan ¢l tiempo y la complejidad del tratamiento. 68,1213

En la activacion paralela de las dos conchas maxilares se observan efectos evidentes
cuando la sutura es desarticulada. La aplicacion transversal de las fuerzas tienen
como primer cambio la inclinacidon de los dientes posteriores, divergiendo hacia
oclusal, iniciando asi el proceso de hialinizacién al nivel de la unidad dentoalveolar.
Esta divergencia hacia oclusal se presenta por la compresién y estiramiento de los
tejidos, '*'° dicha respuesta es notoria en la primera semana de activacién. Si la
magnitud de la fuerza es suficiente para conseguir la respuesta de hialinizacién y
estimular las suturas, ocurre la separacién ortopédica de los segmentos maxilares;
mientras estd ocurriendo esta separacion al mismo tiempo se esta llevando acabo el
proceso inflamatorio.

La scparacién de la sutura producc un diastcma cntre los incisivos centrales

supcriores. Durante ¢l siguiente periodo los incisivos superiores s¢ inclinan en sentido
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mesial y vestibular divergiendo las coronas hacia oclusal, la separacion y reposicion
de los segmentos contintia hasta que la distribuciéon de la fuerza se transmita al
complejo sutural 618 1a reorganizacion y remodelacion del tejido conectivo sutural y
los tejidos esqueléticos entran en una etapa de estabilizacién de la disyuncion
maxilar. %!

Existe una tendencia a la expansion asimétrica de los segmentos en sentido lineal y
angular. '!* La expansion asimétrica ha sido atribuida a variaciones en la rigidez de
las diferentes articulaciones del maxilar y del tiempo en el cual cada una de ellas
responde.

Estructuralmente se observan dos movimientos de expansién triangular: en el maxilar
en sentido vertical, teniendo como vértice la sutura frontonasal y su base en la béveda
palatina; la arcada se expande teniendo su vértice en la sutura maxilopalatina y su
base en la zona incisiva. '+

Histologicamente se han observado numerosas microfracturas, con una alta
desorganizacion del tejido conectivo y procesos de osificacién de tejido 6seo
inmaduro con zonas de inflamacidn o respuesta inflamatoria. 161821

En expansiones lentas se han observado incremento de la actividad osteogénica de la
sutura palatina, dando como resultado expansiones menos traumaticas y de mayor
estabilidad por la aplicacién de fuerzas ligeras (2 libras). %?® Las fuerzas aplicadas
para la disyuncidn maxilar son aproximadamente de diez onzas.

Existen diferentes disciios para la fabricacién del aparato de disyuncidn, unos con

banda a premolarcs y molares micntras quc otros cstan disciiados con pistas de

acrilico que cubren completamente la superficie oclusal. Ademaés los fabricantes
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ofrecen tres tipos basicos de tornillo: mini-expansor, ¢l tipo "hyrax", y el tomillo de
expansién comin en paralelo, apoyado de soportes palatinos de acrilico tipo Haas.
La modificacién de Mcnamara es, festoneando con alambre 0.036", las hemiarcadas
en los segmentos posteriores para soldar un expansor tipo hyrax y posteriormente
fabricar dos pistas de acrilico que liberen la oclusién. 2+

La activacién de estos tornillos para conseguir la disyuncién maxilar es dando dos
vueltas a la cruceta, una por la mafiana y otra en la noche, el resultado de esta
activacién es de 0.022 mm. Después de 1a fase de activacidn, el aparato permanece en
su lugar por lo menos de cuatro a cinco meses para permitir la organizacion de la

sutura media palatina. 2931

Inflamacion

La inflamacion es la respuesta de defensa del organismo ante una agresion o estimulo
que puede desencadenarse por diferentes vias: 1) a través de una cascada de procesos
bioldgicos controlados por mediadores quimicos como son: histamina, serotonina,
factor activador de las plaquetas, los derivados del acido araquidénico (leucotrienos,
prostaglandinas), cininas, bradicininas ¢ interleucinas, 2} por medio del sistema
inmunitario y 3) la activacion de la cascada del complemento (Tabla 1).

Las caracleristicas principales son: aumento del flujo sanguineo hacia la zona
infectada, (produccion de eritema y calor), aumento de la permeabilidad capilar
dcbido a la retraccidn de las células endotcliales permiticndo ¢l escape del liquido a

los tejidos afectados (edema) y migracidon lcucocitaria, En la fase temprana son



abundantes los neutrdfilos, posteriormente macréfagos y linfocitos. 32

Mediador

Procedencia

Efecto

Histamina

Mastocitos, baséfilos

Aumento de la permeabilidad vascular,
contraccion del musculo liso, quimiocinesis

5HT-serotonina Plaquetas, mastocitos | Aumento de la  permeabilidad vascular,
S-hidroxitriptamina | (roedores) contraccion del musculo liso
Factor activador de Basofilos, neutrofilos, |Liberacion de mediadores a partir de las
las plaquetas (PAF) |macrofagos plaguetas, aumento de la permeabilidad
vascular, confraccion del misculo liso,
activacion de neutrdfilos
IL-8 Monocitos y linfocitos Localizacidn de poliformonucleares y
monocitos
C3a Componente C3  del | Degranulacion de los mastocitos, contraccion
complemento del musculo liso
Csa Componente C5  del | Degranulacién de los mastocitos quimiotaxis
complemento de neutréfilos y macréfagos, activacion de
los nedtrofilos, contraccién del musculo liso,
aumento de la permeabilidad capilar
Bradicinina Sistema de la cinina| Vasodilatacion, contraccién del misculo liso,
(cinindgeno) aumento de la permeabilidad capilar, dolor
Fibrinopéptidos y Sistema de coagulacién | Aumento de la permeabilidad vascular,

productos de
degradacion de la
fibrina

quimiotaxis de neutréfilos y macréfagos

Prostaglandina E,
(PGE,)

Via de la ciclooxigenasa

Vasodilatacidn, potenciacion del aumento de
la permeabilidad vascular inducido por la
histamina y la bradicinina

Leucotrienc B,

(LTB.)

Via de la lipooxigenasa

Quimiotaxis de neutrdfilos, sinergia con
PGE, en el aumento de la permeabilidad
capilar

Leucotrieno D,
LTD,)

Via de la lipooxigenasa

Contraccion del musculo liso, aumento de la
permeabilidad vascular

Factor quimiotactico
de neutréfilos (NCF)

mastocitos

Quimiotaxis de neutréfilos

Tabla 1. Principales mediadores inflamatorios citade en Brostojj J, Male D, Roitt I. Inmunologia. 4* ed.
Madrid Espafia: Editorial Harcourt Brace, 1997:14.8
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Histolégicamente se presenta una vasoconstriccion primaria, seguida de
vasodilatacion, aumento de la corriente sanguinea, migracion de leucocitos, exudado
de liquido v la fase de cicatrizacion.

La inflamacién la podemos dividir en inflamacién aguda y crénica. Para que este
mecanismo se lleve acabo es necesario la produccion de proteinas modificadoras en
respuesta al dafio tisular; a su vez estas proteinas liberan a la histamina como primer
mediador quimico liberado en la inflamacién aguda no inmune. La secuencia de
liberacion de dichos mediadores es la misma para la histamina, como para la
5-hidroxitriptamina, cininas y prostaglandinas, pero la velocidad de liberacion puede
variar.

En la inflamacién aguda existe un estimulo que puede permitir la modificacién del
tejido colageno por la activacidén de las proteasas, particularmente de la colagenasa,
produciendo un incremento en la permeabilidad vascular para crear espacios entre las
células endoteliales vasculares o dafiando fisicamente a estas células cuya respuesta,
probablemente sirva como un mecanismo de activacion celular.

La cascada del complemento es activada por la liberacidn de la histamina
produciendo la activacion de componentes del complemento C3 y C5.

Podemos comprobar la presencia de la histamina, logrando su inhibicién en la fase
mas lemprana de la inflamacion por medio de la utilizacidén de antihistaminicos y
suprimiendo la activacion de ésta.

Al mismo tiempo esta activacion forma el fibrindgeno el cual se convierle en fibrina
cuya funcidén cs la activacién del plasmindgeno denominada por Astrup como

cilofibrinoquinasas. Estudios recientes han demostrado que la fibrina ticne un factor

9



quimiotactico para polimorfonucleares y leucocitos, también el factor del sistema de
la coagulacion para la activacién de la agregacion y desintegracion de las plaquetas.
Durante el proceso inflamatorio es liberada la serotonina (5-HT, 5-hidroxitriptamina),
al ser activadas las plaquetas, descargando sus granulos en el sitio del dafio tisular.
Este es el segundo mediador, demostrado por Humphey y Jaques en un experimento
in vitro realizando reacciones inmunoldgicas con la liberacién de histamina y 5-HT
de las plaquetas. Ademas otros autores mencionan que las plaquetas tienen gran
afinidad para la serotonina. En ciertas especies también la podemos encontrar
almacenada en grandes cantidades en las células denominadas mastocitos.

El producto de la liberacién en la primera fase es la histamina, posteriormente la
serotonina produciendo un aumento en la permeabilidad vascular de la membrana. En
la fase siguiente se activan las cininas las cuales se presentan durante un periodo
corto y son las productoras del edema tisular, *2

En la inflamacion aguda se observa un incremento en las cininas las cuales aumentan
la permeabilidad vascular permitiendo la entrada del plasma para ponerse éstas en
contacto con las proteinas modificadoras. Estas cininas se pueden formar por la
accion de dos diferentes enzimas, el plasminégeno y el fibrindégeno. Las encontramos
en su forma inactiva en el plasma en condiciones normales y su sintesis puede
desencadenarse por el factor Hageman. ****

Posteriormente a esta activacion se entrard en la fase final de la inflamacion aguda.
Dcspués de la fase de formacidn de las cininas sc activaran unos de los mediadores
termunales de la respucsta aguda, sicndo este grupo de sustancias las denominadas

prostaglandinas, que también contribuye a la nugracion cclular para la formacidn de
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cllas in vivo. Estas sustancias tienen la habilidad de incrementar la permeabilidad
vascular, y la formacion del edema. Sin embargo para que esta activacion se pueda
llevar acabo se requiere de la activacion del sistema del complemento. Por dltimo la
mayoria de los leucocitos y polimorfonucleares se encuentran marginalmente en los
vasos y emigran por medio del mecanismo de quimiotactico. >

El dolor es una serie de sensaciones, que segin su localizacidén y caracter presenta
enormes diferencias, puede ser irradiado, diferide, pulsatil, provocado, intenso,
reflejo. Ademas puede tener diferentes niveles segin su intensidad, se presenta desde
leve hasta intenso. *°

La principal funcién de las plaquetas es participar en la coagulacion de la sangre,
también almacenan y pueden liberar sustancias mediadoras que tienen efectos
proinflamatorios importantes 36 {Esquema 1). Estas substancias presentan reacciones
sensitivas resultando de la interaccidén del antigeno-anticuerpo. La sintesis de estos
mediadores durante el curso de la inflamacién puede contribuir a los estados de

. ., . . 2
inflamacién crénica 2.



Dafio tisular

Antigeno
Modificacion de las
Proteinas
Sisterna de Ia coagulacidn
Sistema
plasmindgerno
Histamina Plaquetas
Migracidn Serotonina
celular

Permeabilidad vascular
aumentada

Esquema 1 modificado. Representancién de la inflamacién aguda. Citado en Willoughby AD, Dirosa
M. A unifying concept for inflammation.London: *

Serotonina

La serotonina (5-hidroxitriptamina, 5-HT) es un mediador quimico que se encuentran
en las plaquetas, no es sintetizada por ellas pero es captada a través de la circulacién
sanguinea en todas las especies de mamiferos. La fuente de sintesis son las neuronas
del Sistema Nervioso Central y las células enterocromafines del tracto
gastrointestinal. Es captada a través de granulos sccretorios cn las células cebadas o
mastocitos y plaquetas por ¢l mecanismo de transporte activo y su almacenamicnto

depende de la energia que toma del ATP citoplasmatico, al que incorpora cn forma no



difusible a los granulos y posteriormente se libera por éstas células al torrente
sanguineo. Se sintetiza en cantidades significativas como una amina vasoactiva en los
tejidos periféricos, su tiempo de recambio varia de una a 17 horas, se elimina a través
de la orina por medio del metabolito 5-hidr0xiind\olacetat0 (5-HIA), con una
excrecion diaria de 2 a 10 mg. ¥’

Regula ciertas funciones localmente en ¢l lugar de sintesis, su vida media es breve y
sus funciones fisiolégicas son poco conocidas, tiene un papel importante en los
procesos patoldgicos y fisioldgicos con poca aplicacion terapeutica.

La serotonina es soluble en agua, etanol al 95%, es insoluble en acetona, piridina,
cloroformo, etil acetato, éster, benzeno. En soluciones acuosas se encuentra estable
con un pH de 2-6.4, su peso molecular es de 176.21. 3749 1.a serotonina funciona
como neurotransmisor en el sistema nervioso central y periférico y tiene un efecto
complejo sobre la circulacion. Es liberada en las terminaciones nerviosas in situ por
despolarizacién y entrada de Ca®*, en la terminacidn sindptica una parte actia sobre
receptores mientras la otra se difunde al espacio extracelular y el restante es captada
por la propia terminacion nerviosa. Ademas por administracion intravenosa tiende a
producir dolor en el sitio de la inyeccion. *

La serotonina se sintetiza en las neuronas, pero el principal lugar de sintesis es fuera
del Sistema Nervioso Central, aproximadamente el 80% es sintetizada en las células
enterocromafines de la mucosa intestinal. Esta se sintetiza a través del L-triptéfano
por medio de dos procesos enzimaticos, catalizandese primero por el triptéfano e
hidrolizandosc a S-hidoxitriptéfano, cl cual sc descarboxila a un 4cido L-amino no

especifico a la forma 5-HT o 5-hidroxitriptamina T (Esquema 2).
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hidrolizandose a 5-hidoxitriptofano, el cual se descarboxila a un acido L-amino no

especifico a 1a forma 5-HT o 5-hidroxitriptamina *’ (Esquema 2).

TRIPTOFANO
< TRIPTOFANO

\ 4
5-HIDROXI-TRIPTOFANQ

<«—AMINO-DECARBOXILASA

v
SEROTONINA

/
@+ 5-HT

T e inforsinapsis

ESQUEMA 2 modilicado Simtesis v liberacion de la scrotomina ¢n ¢l Sistema .Nervioso Central. (neurona).

Citado en http'// www.ugr.es/%7Ersaucedostemas/autoco2/s1d001 . htm



La mayor parte de la degradacion de la serotonina de las plaquetas ocurre en las

células endoteliales por oxidacién de la monoamina oxidasa (MAO) la cual se

encuentra unida a ATP y cationes divalentes 3740 (Esquema 3).

TRIPTOFANO

l} <-_Tri-I~Iidroxilasz:1
5 OH TRIPTOFANO

<+ Amino-Decarboxilasa

SEROTONINA

v

Sangre ——» Endotelio vascular (pu monar)

Higado
T mao
Plaquetas Aldéhido-Deshidrogenasa
5-H1AA

Esquema 3 modificado. Metabolismo de la serotonina en las células enterocromafines.
Citado en http://www.urg.es/%7Ersaucedo/temas/autoco2/sd001.htm



Tipo Agonistas Antagonista Localizacién Mecanismo posreceptor
5-MT., 8-OH-DPAT Way 100135 Nucleo del rafe,
hipocampo
5-HT5 Subiculumn, sustancia Inhibicion de la
nigra adenilciclasa
5-HT o Sumatriptan Vasos sanguineos
craneales
5-HTe Corteza , stratium Inhibicién
Adenilciclasa
5-HToa 2-Metil-5- Ketanserina plaquetas, musculo liso, Activacion
HT.DOI corteza cerebral fosfolipasa
5-HT.g 2-Metil-5- LY53857 Fondo de estomago Activacion
HT,DOI fosfolipasa
5-HTy¢ 2-Metil-5- LY53857 Plexo coroideo Activacién
HT,DOI fosfolipasa
5-HT; 2-Metil-5-HT Ondansetrona Nervios perifericos Canal para
Tropisetron postrema cationes
5-HTy4 Renzapride GR113808 Hipocampo tracto Activacion
gastrointestinal Adenilciclasa
B-HT sa Hipocampo Desconocida
3-HTsg Desconocida
5-HT, Striatum Activacion de la AC
5-HT, Hipotalamo e intestino  Activacion de la AC

Tabla 2 modificada. Tipos y localizacién de receptores serotonérgicos citada en Goodman and
Gillman. Sanders-Bush E. Mayer E S. The Pharmacological basis of therapeutics. 9* ed. New York:
MeGraw-Hill 1996; 11:251.

Entre las funciones que encontramos involucradas con la serotonina son:

En el sistema cardiovascular, produce vasoconstriccion en las arterias y venas del
cerebro, viseras y la piel. Tiene la capacidad de potenciar la accidén vasoconstrictora
de la noradrenalina y otros agentes que contraen al musculo liso, disminuye la presion
arterial, promueve el suefio y la depresiéon, afecta la temperatura corporal. En los
organos no vasculares produce fendmenos de contraccion y de relajacién muscular
dcbido a la estimulacién directa de receptores 5-HT: y la cstimulacidon de

terminaciones nerviosas a través de receptores 5-HTs y 5-HT, (Tabla 1) Ademas,

16



provoca agregacion plaquetaria primaria reversible sin inducir reaccidn de liberacidn,
por activacion de receptores 5-HT. 740 Sin embargo, es importante conocer el
mecanismo de accion de la serotonina ya que se desconoce el papel de la 5-HT en la
biologia 6sea y en la inflamacion.

El interés de este estudio fue determinar la presencia de la serotonina en la sutura
media palatina, la cual se presenta como mediador en el proceso inflamatorio

ocasionado por fuerzas mecanicas e¢jercidas para efectuar la disyuncion.
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La disyuncién de la sutura media palatina planiea incégnitas con relacion al
mecanismo de inflamacién v reparacidén que no han sido resueltos hoy en dia, entre
ellos se encuentra la presencia de la serotonina como mediador quimico. Actualmente
no se conocen con exactitud los mecanismos bioldgicos que se presentan durante la
disyuncion de la sutura media palatina con relacion al proceso inflamatorio que se
genera a través de la aplicacion de fuerzas mecénicas, y la posible variacion que se

presenta con las diferentes edades.

JUSTIFICACION

La disyuncion palatina es un fenémeno que se presenta provocado por la aplicacién
de fuerzas mecanicas en la sutura media palatina. Esta técnica ortopédica se utiliza
como una alternativa terapéutica en pacientes que presentan deficiencia del maxilar.

A consecuencia de la aplicacién de estas fuerzas ortopédicas, se desencadena una
respuesta inflamatoria aguda, participando en ella activamente mediadores quimicos.
Actualmente no se ha realizado ningan estudio sobre la presencia de serotonina como
mediador quimico del proceso inflamatorio agudo en la disyuncion palatina.

Es nuestro interés el determinar si cxiste la presencia de serotonina, asi como
variaciones de la misma durante este procedimiento ortopédico, utilizando como

modelo experimental a concjos jévencs y adulios.



Determinar cualitativamente los niveles de serotonina en la sutura media palatina al

efectuar la disyuncién en conejos.

Objetivos especificos

1. Realizar la disyuncidn en conejos colocando un aparato bihelix construido con
alambre TMA.

2. Determinar la presencia de la serotonina en la sutura media palatina, utilizando
anticuerpo  monoclonal, por medio de la aplicacion de la técnica de

inmunohistoquimica indirecta.

Variable dependiente
Serotonina.

oy g
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Variabléiindependiente

Disyuncién a los 7, 14 y 21 dias.



MATERIALES Y METODOS

Se formaron dos grupos de conejos machos: grupo A con 18 conejos, de 7 semanas
de edad y un peso corporal de 1 a 1.5 Kg. Con un subgrupo de acuerdo al tiempo que
permaneceria el disyuntor en la boca, se distribuy6 en 7, 14 y 21 dias. El grupo B con
4 conejos cuya edad era de 20 semanas y de peso entre 3.0-4.0 Kg. Este grupo se
dividi¢ de la misma manera que ¢l grupo anterior, es decir: B7, B14 y B21. Para cada

grupo se incluyé un animal adicional que sirvid como control (Tabla 3).

Grupo | Tiempo de | Animal Animal Animal | Edad Peso | Total
J6venes | colocacion | Control | Experimental | Control | semanas | kilos
(dias)
ATE A7C 4 2 5-7 1.0-1.5
A Al4E Al4C 4 2 5-7 1.0-1.5 | 18
Jovenes | AZ1E A21C 4 2 5-7 1.0-1.5
B7E B7C 1 1 20 3.1-4.1
B B14E B14C 1 1 20 3.1-4.1 6
Adultos| B2IE B21C 1 1 20 3.1-4.1

Tabla 3. Animales de cxperimentacién y controles

A los animales de experimentacidn se les efectuaron los siguientes regisiros:
radiografias oclusales (antes y después) y fotografia clinica (Fotorafia 1). *' Para este

procedimicnto sc anestesiaron via intramuscular.



Fotografia 1 Técnica de toma de radiografias.

Para conseguir la disyuncion maxilar se utilizaron quince animales de
experimentacion, congjos jovenes machos de la cepa Nueva Zelanda con diferentes
edades entre 5y 7 semanas, y de 20 semanas que corresponde a los conejos adultos, a
los cuales se les tomé impresiones para elaborar un portaimpresiones individual de
acrifico. El aparato intrabucal fue elaborado con alambre TMA 0.018" redondo
(Ormco), teniendo como disefio un bihelix. *>*'*? El aparato se fabrico con TMA, el
cual fue colocado a los dientes anteriores superiores. Este tipo de aparato se coloco

activado con 4 onzas de fuerza (120 g), durante el periodo experimental

(Fotografia 2).



Fotografia 2. Diferentes aparatos utilizados en los conejos. A, medicidn de 1a fuerza
del aparato con un dontrix. B, aparato en su forma inactiva. C, aparato antes de
colocarse.

La fijacion del aparato se realizé de la siguienie manera: se anestesiaron previamente
los congjos, infiltrando en la vena marginal de la oreja con pentobarbital sédico
intravenoso (Sedalphorte 50 mg/Kg, peso), dilutdo en suero fisiologico 1:1. Con una
fresa de diamante de punta de apiz se realizd una perforacion en el tercio medio de

los incisivos superiores.

Sc coloco el aparato de TMA previamente fabricado y activado con 4 onzas de fuerza

A



por lado, medidas con un dontrix (Unitek Corporation), pasandolo por el orificio
realizado de palatino hacia vestibular, por dltimo se doblaron las terminaciones del

alambre para impedir la salida del mismo (Fotorafia 3).

Fotografia 3 Conejo con el aparato ortodéncico in situ

Todos los conejos se sacrificaron por asfixia en una camara con éter, efectuandose la
diseccion del maxilar, cortandose en tres segmentos: anterior, medio y posterior. El

corte se realizd abarcando desde los incisivos superiores hasta la cara mesial de los

molares (Fotografia 4).



Fotografia 4 Corte macroscépico del tejido en tres segmentos: anterior, medio y posterior

Posteriormente se tomd una radiografia oclusal para corroborar la disyuncién de la
sutura media palatina.

Los especimenes se fijaron en solucién de formalina al 10% diluida en solucién salina
amortiguadora de fosfatos (0.02 M PBS pH 7.6) a temperatura ambiente, durante 24
horas. Dichas muestras se descalcificaron con sal disédica del acido etilenditrilo
tetracético (EDTA al 12.5%, a 4° C, pH 7.0) por un periodo de diez a doce semanas,
con agitacion constante. Se deshidrataron en una serie de alcoholes en grado
progresivo hasta incluirlos en Paraplast (56°C temperatura de fusién). Se realizaron
cortes de 5 pm de grosor *', con el objeto de realizar la tincion de Hematoxilina y

Eosina, asi como la técnica de inmunohistoquimica. **



Inmunohistoquimica

La técnica inmunohistoquimica se efectué para determinar cualitativamente la
presencia de 5-HT segin su nivel de intensidad en la sutura media palatina.

Se utilizd un anticuerpo monoclonal purificado de suero de ratén anti-serotonina
SHT-H209 (Dakopatts), diluido en 0.05M Tris-HCl buffer (pH 7.6), en una
concentracion de 1:10. Dicho anticuerpo primario fue una pan-serotonina, es decir
reconoce un epitope homologo presente en todas las isoformas de este autocoide. El
sistema de deteccidon que se utilizé fue el método indirecto Streptavidina-Biotina
conjugada con peroxidasa (LSAB Dakopatts).

Los cortes tisulares se desparafinaron a 60° durante 24 horas en una estufa y
posteriormente se colocaron en 3 cambios de xilol, de 10 a 15 minutos cada uno.
Inmediatamente se bafiaron en acetona durante 3 minutos para poder eliminar la
resina que contiene la parafina. Los cortes se rehidrataron en una serie de alcoholes
en grado descendiente.

Para bloquear la actividad endogena de la peroxidasa se sumergieron en una solucién
de metanol absoluto y perdxido de hidrégeno al 0.3%, a temperatura ambiente
durante 30 minutos y posteriormente se lavaron con agua destilada.

A continuacidn se efectud la predigestion enzimatica con el objeto de desenmascarar
los antigenos en el tejido, seglin las especificaciones del fabricante del anticuerpo.
Para tal motivo se utilizé una solucion de Tripsina al 0.1%, con un pH 7.6 diluida en
PBS, incubando los corics a 4°C durante 15 minutos. Los cortes ya hidratados y
lavados sc equilibraron con PBS cfcctuando varios cambios durante tres minutos. Se

adiciond sucro de bovino diluido ¢n PBS 1:30, incubandolos durante 30 minutos con
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el objeto de bloquear los antigenos inespecificos del tejido.

A continuacidén se incubd el tejido con el anticuerpo primario anti-serotonina de
raton, diluido a una concentracion de 1:10, a 4°C durante 16 horas. Después el tejido
se lavd de 2 a 3 veces con PBS para eliminar el excedente del anticuerpo primario

(Esquema 4).

Anticuerpo
primarie
i3

%

%

Esquema 4. Reconocimiento del antigenc-anticuerpo

Se aplicd el anticuerpo secundario marcado con Streptavidina-biotina, incubdndose

durante 30 minutos a temperatura ambiente (Esquema 5).
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Esquema 5 Reconocimiento del anticuerpo primario con el secundario

El tejido se lavo con solucion PBS, aplicando posteriormente el complejo de enlace
de peroxidasa LSAB 1:400 (streptavidina-biotina conjugada), incubandolo a
temperatura ambiente durante 30 minutos (Esquema 6). Nuevamente se lavo con

PES.

Marcador
{estreptavidina conjugada
4 una enzima)

Entace
anticuerpo
secundario
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Esquema 6 Sistema de deteccion
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Se prepardé previamente 1a solucidn reveladora de diantinobencidina (DAB), a una
concentracion de 1 mg/ml en PBS pH 7.6, adicionando a esta solucion 0.02% de agua
oxigenada. Se incubd el tejido con la solucién reveladora durante 5 a 10 minutos. Se
interrumpio el revelado sumergiendo el tejido en agua destilada, por ultimo los cortes
se contratifieron empleando la solucién de Hematoxilina de Gill (con carbonato de
litio) durante 10 a 15 segundos, removiendo ¢l excedente con agua corriente.
Nuevamente el tejido se deshidratdé en una serie de alcoholes en grado ascendente, a
continuacion se sumergid en dos cambios de xilol, para poder realizar el montaje del
cubreobjetos.

La observacién microscopica se realizé en un estudio ciego sencillo, el pardmetro que

se utilizd para la valoracion cualitativa fue el siguiente: 0= negativo, 1= leve, 2=

moderado y 3= intenso.
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Se comprobo la disyuncién palatina en las imagenes radiograficas correspondientes a

los grupos A7E, A14E y A21E (Fotografia 5).

Fotografia 5. Radiografias del grupo control y experimental. A, antes v B, después del grupo control.
C, antes y D, después de la disyuncion palatina del grupo experimental.

Debido a las caracteristicas de la aparatologia empleada en este estudio, la disyuncion
que sc obtuvo fue fundamentalmente en la parte anterior de la sutura palatina por tal

razon las muestras que sc obtuvicron para rcalizar las prucbas inmunohistoquimicas



correspondieron a dicha zona, es decir a la parte anterior de la sutura palatina.

Los hallazgos histolégicos encontrados en los cortes tefiidos con Hematoxilina y
Eosina

fueron las siguientes:

Grupo control

La sutura media palatina se encontr$ constituida por tejido conjuntivo v los procesos
maxilares, los cuales se observaron con trabeculado éseo. El tejido conjuntivo se

encontrd bien organizado con escasa vascularidad con la presencia del serpenteo

caracteristico de la Sutura mecha palatina (F otograﬁa 6)
. ; " 'V“W

Fotografia 6. Fotomicrografia de un corte histolégico del concjo control, H v E (100x) Sc observa la
sutura media palatina normal

Grupo 7 dias
En los conejos jévenes se observé permeabilidad vascular, edema tisular moderado,

leve infiltrado inflamatorio agudo, desorganizacion del tejido conjuntivo localizado



en la sutura palatina. En el plano transversal, la sutura media palatina se encontr6
separada en la parte anterior en forma de una “delta” griega, orientandose la base
hacia la region frontal y el vértice hacia la region dorsal. Ademas, hubo presencia de
dilatacion de los espacios trabeculares preexistentes en los procesos maxilares. No se
observaron areas hemorragicas (Fotografia 7).

En los conejos adultos, histolégicamente no se detectd la separacién de la sutura
media, presentando ligera desorganizacién del tejido comjuntivo, ausencia de

infiltrado inflamatorio y edema (Fotografia §).
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Fotografia 7. Fotomicrografias de cortes histolépicos del grupo ATE. A, 100x B, 200x. (IVE). Se
observa la disyuncion de 1a sutura en forma de delta griega, con presencia de infiltrado mflamatorio
agudo, leve y edema tisular.




Fotografia 8. Fotomicrografia de corte histolégico del grupo B7E, 200x, H vE
Se observa leve desorganizacién del tejido conjuntivo

Grupo 14 dias

En los congjos jovenes se encontré aumento de células inflamatorias de tipo
linfocitario, aumento de permeabilidad vascular asociada con presencia de edema
tisular y desorganizacion del tejido conjuntivo en la zona correspondiente a la sutura
media palatina. Los bordes éseos que conforman la sutura media presentaron
resorcion osea, manifestandose ésta como ligera pérdida del trabeculado asociado con
desorganizacion del serpenteo caracteristico de la sutura media, presencia de escasos
osteoclastos, fragmentos de hueso libre con microfracturas. No se observaron dreas
hemorragicas.

En los conejos adultos hubo ausencia de la separacion de la sutura media palatina. No
se observé edema e infiltrado inflamatorio, exclusivamente una moderada

desorganizacion del tejido conjuntivo (Fotografia 9).



fotografia 9 Fotomicrografias de cortes hustologicos del grupo A14E, (A y B 100x, 200x). Se observa
desorganizacion del tejido conjuntrvo, células inflamatorias y (flecha) microfracturas del tejido dseo.
Grupo BI4E (C y D 100x y 200x). Se observa ruptura de las fibras del tepdo conjuntivo (fecha
delgada).

Grupo 21 dias

El infiltrado inflamatorio disminuy6 con respecto a los grupos experimentales 7 v 14
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dias. Se observo un ribete de osteoblastos activos en intimo contacto con los bordes
6seos de la sutura palatina y una linea aposicional de tejido osteoide. Ademas,
escasos osteoclastos estuvieron presentes en ¢l tejido dseo trabecular de la sutura
palatina. No se observé presencia de areas hemorragicas (Fotografia 10).

Con relacion al nimero de vasos sanguineos, no hubo diferencia significativa entre

los tres grupos de experimentacion.

Fologralia. 10 Fotomicrografias de cortes histoldgicos del grupo A21E. A, 100x v B, 200x, Hy E. S¢
observa anillo osteoblastico (flecha delgada) y presencia de osteoclastos (flecha gruesa).



Inmunohistoquimica

Los resultados observados de la técnica de inmunohistoquimica no fueron positivos a
serotonina en ninguno de los grupos experimentales, con relacion al tejido testigo que
se utilizd en este experimento (estdémago de conejo), por consiguiente no aplica
ningin andlisis estadistico. Se empled como control positivo, tejido de fondo de
estdmago de conejo ya que se conoce que las células enterocromafines sintetizan la

serotonina (Fotografia 11).

Fotografia 11. Fotomicrografias de cortes histoldgicos del grupo experimental A14E, (A y B). No se
observa positividad para serotonina (100x y 200x). Tgjido testigo (C. 400x y I, 1000x) estémago de
congjo. Existe positividad en ¢l citoplasma de las células enterocromafines del fondo de estomago de
congjo.
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DISC

De acuerdo a los resultados obtenidos en este estudio no fue posible determinar la
presencia de serotonina en la sutura media palatina al efectuar la disyuncién. Algunos
factores que pudieron haber influido en estos resultados, son los siguientes:

El recambio de la serotonina que es de 1 a 72 horas eliminindose a través de la orina
por medio de su metabolito 5-HIAA. ¥’

En primera instancia, las aminas tales como la serotonina (5-HT)) requieren de
fijacién para prevenir su remocién de los tejidos durante la técnica de
inmunohistoquimica. Sin embargo, cuando se efectua la fijacion con formaldehido,
existe una transformacién de dichas aminas en componentes tisulares insolubles, por
lo que el proceso de fijacion puede alterar la antigenicidad. El formaldehido puede
mnducir enlaces covalentes de la 5-HT con las proteinas acarreadoras. Es decir las
indoleaminas reaccionan rapidamente con el formaldehido formando 6-hidroxi-
1,2,3,4-tetrahidro-#carbolina (OH-TH/C). En el estudio realizado por Schipper, para
la inmunolocalizacién de 5-HT en el tejido neuronal, ellos partieron de la hipétesis de
que el anticuerpo que utilizaron producia primariamente reconocimiento contra OH-
THAC. Sin embargo, este componente no pudo ser detectado en el tejido cerebral. En
forma similar, cabe la posibilidad que el anticuerpo monoclonal utilizado en el
presente estudio haya fallado en su especificidad para detectar al metabolito de la
serotonina presente en los tejidos de la sutura palatina o falta de diseiio
experimental.*®

Milstein en un estudio utilizando cajas para inmunoensayo, realizaron pruebas de
reactividad cruzada de un anticuerpo monoclonal contra serotonina, en el cual
obtuvieron que los sitios mejores de enlace fueron aquellos que se formaron después
del tratamiento con paraformaldehido. Sus resultados sugieren que cuando los tejidos
son fijados con paraformaldehido, la serotonina presenta enlaces cruzados con estos
tejidos, asi como, la 5-HT rcacciona para adquirir otra configuracidn que es

reconocida por el anticuerpo monoclonal. **



Existen escasos estudios realizados de la expansién ripida palatina sobre la
determinacién de mediadores de la inflamacién aguda. Tzannetou en su estudid
demostré que se encontraban mediadores inflamatorios presentes en el fluido
crevicular gingival como 1a interleucina (IL-1B), en nifios a los cuales se les realizd la

expansion rapida palatina. Ademas también encontrd que existia un aumento en los

niveles de IL-1p de acuerdo a la aplicacion de una fuerza mayor. >0

Por otro lado, Kanekawa investigd los cambios en la regeneracion dsea de acuerdo a
la edad del paciente durante la expansion rapida de la sutura media palatina,
realizando un anélisis histomorfométrico en donde encontré que a mayor edad del
paciente hubo mayor resistencia a la expansién rapida. Estos resultados sugieren que
es necesario incrementar la fuerza y la duracién para que se pueda llevar acabo la
separacién. °' En el presente estudio, en forma similar, también se presents
exclusivamente expansién dentoalveolar en los animales adultos de experimentacidn.
Estos resultados sugieren que la sutura maxilar se encuentra hialimzada
dificultandose la separacion de los procesos maxilares en el plano transversal.

La osteogénesis por distraccion es un proceso de neoformacion ésea provocado por
fuerzas mecanicas en el tejido dseo vascularizado preexistente. La osteogénesis por
distraccién se ha usado exitosamente para alargar la maxila en el plano transversal,
liberando asi el apiftamiento dentario y las discrepancias transversas exislenles enire
las arcadas dentarias. Esta técnica, en el lado de tensién, provoca una distraceion y
por lo tanto deposicién de tejido dseo neoformado (osteogénesis). >2 En el presente
estudio, se observo que en los amimales jovenes de experimentacion, hubo presencia
de tcjido ostcoide depositandosc en la superficic cxtcrna de la sutura palatina,

sugiriendo ¢l inicio de ncoformacién de tejido biomincralizado. Otro hallazgo



adicional fue la presencia de osteoclastos en los espacios trabeculares de los procesos
maxilares, sugiriendo que en estos sitios hubo resorcién dsea, provocada por las
fuerzas de distraccién y por lo tanto se promovid €l inicié de remodelacién osea de la
sutura media palatina.

En el presente estudio se utilizd un aparato bihelix fabricado con TMA, ¢l cudl fue
colocado en los dientes anteriores superiores, durante toda la fase experimental, no
pudiéndose corroborar la fuerza de activacion del aparato. Recientemente, Jein-Wein.
2 utilizé un expansor ortodéncico maxilar, al cuil activaba un mm por dia,
obteniendo neoformacion ésea. Estos resultados sugieren que es conveniente colocar
un expansor maxilar fijo (tipo Orthodesign), con el cuil se pueda controlar la fuerza

por aplicar.



ESTA TESIS NO SALK
DE LA BIBLIOTECA

e [n ninguno de los grupos experimentales se detectd la presencia de serotonina en
la sutura media palatina, en dichos resultados posiblemente influyé la vida media
breve de la serotonina y la pérdida de antigenicidad por los medios de fijacion y
descalcificacion aplicados al tejido. Por lo tanio se sugiere fijar los tejidos por
congelacion para evitar la pérdida de los antigenos de este autacoide.

¢ En los conejos jovenes, después de aplicar fuerzas mecéanicas se observd una
respuesta inflamatoria localizada en la sutura media palatina y remodelacion 6sea
en los procesos maxilares.

+ Los hallazgos histoloégicos encontrados en los conejos adultos corroboran que
después de hialinizarse la sutura media palatina, el movimiento ortopédico
esperado de la maxila no se llevé a cabo, resultando solamente Ia presencia de
movimiento ortodéncico.

e Los resultados obtenidos durante los tiempos observados (7, 14 y 21 dias) en
conejos adultos sugieren la posibilidad de incrementar la fuerza mecanica y €l

periodo de aplicacién para asi poder obtener la disyuncidn palatina.



Se propone disefiar proyectos de investigacion que aborden las interrogantes surgidas

de la presente tesis de maestria y/o modificar algunos aspectos de la metodologia:

Realizar la determinacién de otros mediadores inflamatorios utilizando distintos
anticuerpos contra algunos autacoides (histamina, IL-1B, prostaglandinas, etc.).
Realizar la determinacion de la serotonina empleando la técnica de congelacion
por medio del método de deteccion indirecto con la técnica de
mmunohistoquimica.

Poner un tomillo expansor modificado fijado con alambre de acero inoxidable

sobre una previa osteotomia.
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