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RESUMEN

En nuestro estudio observamos que el acido zoledrénico en dosis Unica estimuld la
condrogénesis en la sutura media palatina después de haber sido estimulada con un
resorte de expansion a diferencia del grupo control en el que persistié tejido 6seo,
después de retirar el resorte de expansion.

Con el objetivo de contribuir en la informacion acerca de, si el uso del acido
zoledronico inhibe la resorcidn 0sea en la sutura palatina media en ratas y por lo
tanto ayuda a tener un periodo de retencion mecanica mas corto; por lo que en un
futuro se espera aplicar el uso de estas drogas como ayuda en la estabilizacion del
tratamiento ortodoncico en seres humanos.

Se utilizaron 20 animales; los cuales se dividieron en dos grupos cada uno de 10
animales, se colocO bajo anestesia general un dispositivo de expansion a los dos
grupos de estudio, colocado de acuerdo a la técnica descrita por Igarashi y col.

Se realiz6 la toma de fotografias en ambos grupos con una regla milimétrica
metalica, antes de la insercién del dispositivo, a los 21 dias y a los 28 dias, para
medir la distancia intermolar obtenida entre las cuspides mesio-palatinas de los
primeros molares superiores y se tomaron impresiones totales del maxilar con silicon
ligero. El dia 21 se retiro el dispositivo de expansién en ambos grupos de estudio, en
el grupo A se coloco solucion salina. En el grupo B se administro 4cido zoledrénico
por via intramuscular con una sola aplicacion. El dia 28 se sacrificaron los animales
se les disec6 el maxilar, se hicieron cortes y se realiz0 la observacion histolégica con
el propdsito de describir las caracteristicas presentes en la sutura media palatina de
los grupos de estudio. Palabras clave: Bifosfonato, Acido Zoledrénico, Sutura media

palatina, Condrogénesis.



INTRODUCCION

El Esqueleto es una estructura capaz de soportar cargas y de responder a una gran
variedad de factores epigenéticos. Un factor epigenético importante es el ambiente
mecanico, las tensiones y el esfuerzo al que estan sometidas las células Oseas y
cartilaginosas.  Condrocitos, osteoblastos y osteoclastos son constantemente
expuestos a fuerzas fisicas que modulan el fenotipo celular y los genes de
expresion durante el desarrollo y crecimiento postnatal. Mecanicamente, las
alteraciones celulares son un factor muy importante que contribuye a ciertas
condiciones patolégicas como osteoartritis y osteoporosis.! La capacidad del hueso
y del cartilago para responder a las tensiones mecanicas proporciona el fundamento
para muchos procedimientos en ortopedia y la ortodoncia. Existen varios estudios
en los que las fuerzas mecanicas influyen en la estructura esquelética y el
funcionamiento biologico basico de las células del hueso, las cuales ayudan a

mejorar las estrategias para el tratamiento de las enfermedades del esqueleto.

En tratamientos odontolégicos como el de ortodoncia, se manejan movimientos de
dientes de forma continua o discontinua, con fuerzas especificas y estos
movimientos son el resultado de un proceso de aposicion y reabsorcion 0sea en la
zona de compresion o tension segun la disposicion de las fuerzas, cuando el sistema
0seo no esta afectado por ninguna patologia, el resultado es bastante predecible,
teniendo en cuenta la idiosincrasia del individuo , las caracteristicas del caso y la

técnica escogida segun el criterio del profesional.




La expansion de la sutura media palatina, ha sido utilizada clinicamente por
mas de 50 afios para corregir las deficiencias del ancho del maxilar’. Los
mecanismos fundamentales que conducen a la formacién de hueso durante este
procedimiento es en gran parte desconocido, pero ha sido informado que la fuerza
de tensién aplicada en la sutura de la mitad del paladar en ratas induce el reemplazo
del tejido cartilaginoso por el 6seo.®> Ademas Kobayashi y colaboradores (1999) han
descrito que las células mesenquimatosas localizadas en el interior del tejido
cartilaginoso proliferan y se diferencian en osteoblastos cuando la sutura es
expandida.”

Para obtener mejor informacién de los eventos celulares y moleculares, se
han realizado estudios sobre la expansion de la sutura del paladar. La sutura media
palatina esta localizada entre los huesos maxilares en el paladar (Fig. 1), contiene

cartilago secundario que es sumamente sensible a las fuerzas mecénicas.’ ® ’

El cartilago secundario ha sido considerado un tema de importancia en ortodoncia

por afios, debido a su peculiar caracteristica para reaccionar a las fuerzas




mecanicas. El cartilago condilar mandibular y el cartilago de la sutura del paladar de
la rata son ejemplos de cartilagos secundarios (Mizoguchi et al, 1992) y la respuesta
de sus propiedades biomecéanicas a las fuerzas mecénicas ya han sido investigadas
anteriormente (Hall, 1972, 1979; McNamara y Carlson, 1979; Kantomaa, 1982;
Copray et al., 1985, 1986; Hinton, 1988; Kantomaa y Hall, 1988; Lunder et al.,1988;
Takahashi, 1991; Kantomaa et al., 1994; Takahashi et al.1995, 1996).
Histologicamente, el cartilago de la sutura de la mitad del paladar contiene células
mesenquimatosas, células osteocondroprogenitoras, con una alta actividad de
proliferacién y la capacidad Gnica, para diferenciarse en condrocitos u osteoblastos °
1011 dependiendo en gran parte del ambiente biomecanico. Incluso se ha
determinado que una fuerza de tension en el cartilago de la sutura de la mitad del
paladar cambia el fenotipo de expresién de las células osteocondroprogenitoras en
el cartilago secundario, indicando el camino de la diferenciacién. La diferenciacion
de fibroblastos y osteoblastos a partir de células osteocondroprogenitoras en el
cartilago secundario se cree que depende en gran parte de las condiciones

biomecénicas del tejido circundante.*?

Estructura de la sutura:
Las suturas constan de un tejido fibroso con capas osteogénicas sobre ambas
superficies. Ellas por lo tanto representan una extension de la capa de periostio del

hueso y participan en el disefio del hueso por su capacidad de remodelacion.”(Fig 2)




Fig. 2 Histologia de una sutura simple.

Obsérvense los frentes 6éseos opuestos con tejido conectivo y vasos sanguineos entre ellos. Los osteoblastos

aparecen a lo largo de los frentes 6seos opuestos y forman hueso que proporciona el crecimiento de esta sutura.

Durante la disyuncion palatina la actividad osteogénica a lo largo de una sutura y la
oposicion de las superficies del hueso varia en intensidad y caracteristicas, la

actividad celular esta sujeta a la influencia de la fuerza mecéanica externa.

Una gran actividad sintética de proteinas en la capa paraosteogénica que en la capa
intermedia probablemente refleja variaciones en la renovacion de la sutura palatina
media, entre la osteogénesis y el tejido vascular.* El tipo de colagena en el tejido
de la sutura es caracterizada por el tipo Ill en contraste con la colagena tipo I,
asociada con el haz de las fibras de Sharpey en el margen del hueso. En seres
humanos y ratas, las fibras elasticas son mas frecuentes en suturas que en el PDL

(Ligamento Periodontal).'®




El tejido maduro de la sutura en el crecimiento individual demuestra cambios con la
edad que eventualmente, termina con la obliteracién del espacio de la sutura. La
densidad y el grosor del componente fibroso sobre la sutura aumentan con la edad,
y cuando el crecimiento cesa, los haces de fibras pueden ser vistos
transversalmente en la sutura, incrementando la fuerza mecanica de ésta
articulacion. La osteogénesis estd restringida a areas de haces de colagena
transversalmente organizados. Ademdas hay una actividad intensa de la enzima
oxidativa ( fosfatasa alcalina ) en los puentes de hueso.'® La fuerza de tensién
puede estimular la formacién de puentes éseos al otro lado de la sutura.*’” 8

La sutura del paladar de ratas en crecimiento (de 3 a 7 semanas de edad) presenta
condrocitos, contenidos principalmente en el cartilago secundario compuesto de
capas de células precartilaginosas (células osteocondrogenitoras) y células

19 Las células osteocondrogenitoras tienen una alta

cartilaginosas maduras.
actividad y pueden diferenciarse en condrocitos u osteoblastos®® ** # E| camino de
diferenciacion ha sido indicado para estar en funcion del ambiente mecanico
circundante al tejido.

El cartilago de la sutura del paladar es un cartilago secundario justo detras del
foramen incisal hasta el nivel anteroposterior de los primeros molares. Ha sido bien
indicado que el cartilago de la sutura media palatina tiene propiedades bioldgicas y

biomoleculares similares a las del cartilago condilar mandibular con respecto a su

organizacion celular y la coexistencia de colageno tipo I y 1123 24 %




Respuesta de la sutura a las fuerzas ortopédicas:

Andrew Hass, citado por Houston, ?° introdujo los conceptos clinicos modernos de la
expansion rapida del paladar a mediados del siglo veinte. A pesar de la larga
historia de este importante procedimiento clinico, poco se ha sabido de la cinética de
la osteogénesis celular y de la remodelacién 6sea como respuesta relacionada a
este procedimiento. Se ha pensado que las suturas y el PDL tienen mecanismos
similares de adaptacion osea.

Recientemente Chang et al ?” ?compararon la reaccién osteogénica en la sutura
palatina de ratas ensanchada ortoddnticamente, produciendo osteogénesis en el
PDL adyacente de incisivos. El PDL ensanchado resulté con la incorporacion directa
de osteogénesis de hueso nuevo, mientras que la sutura adyacente en expansion
experimentd hemorragia, necrosis y una respuesta de cicatrizaciéon. La invasion
vascular de coagulos en la sutura ensanchada es un requisito esencial para la nueva
formacion de hueso 4s. Chang et al, también menciona a la angiogénesis capilar
como un procedimiento inicial asociado con la propagacién de células perivasculares
osteogénicas. En su estudio, después de que la vascularidad habia sido
restablecida, se observé en la expansion de la sutura asi como el PDL adyacente
nuevos osteoblastos por el mismo mecanismo, diferenciacidon de los pericitos

(células precursoras de los osteoblastos asociadas a los vasos sanguineos).
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El papel de las células perivasculares en el origen de osteoblastos en el ligamento
periodontal fue primero reportado en 1987. * Durante la década anterior varios
investigadores han informado sobre el mismo mecanismo para la producciéon de
osteoblastos en todo el cuerpo. Doherty examind la literatura recientemente y
proporciono pruebas de que los pericitos vasculares expresaban el potencial
osteogénico tanto en vivo como en vitro®.

En general, las suturas ensanchadas son menos eficientes al iniciar osteogénesis
debido a la necrosis de postactivacion. Sin embargo, después de gue ocurre una
respuesta de cicatrizacion para restablecer la vitalidad de la sutura, el origen de
osteoblastos mediada por la vascularidad es la misma tanto para el PDL como en
otros sitios esqueléticos. La expansién de una sutura resulta en una aceleracion
regional de actividad de adaptacion del hueso, que tiene en cuenta la adaptacion
extensiva de los huesos afectados a las nuevas condiciones biomecéanicas. Estos
resultados indican que la expansion de la sutura dentro de los limites de la fisiologia
es clinicamente un medio viable para reposicionar los huesos del complejo
craneofacial para mejorar la estética y funcion. Con respecto a la fisiologia
fundamental del hueso, la expansion de la sutura es similar a la cirugia mediante
distraccion osteogénica.

La separacion experimental de las sutura en ratas y ratones muestra cambios
parecidos observados durante el crecimiento normal, los que ademas son muy
marcados. ' % 3 La respuesta mecanica a la traccién incluye un ensanchamiento

de la sutura y cambios en la orientacion de los haces de fibras. (Fig. 3)
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control day 1

Fig. 3 Ensanchamiento de la sutura . En la figura A (grupo control donde no existio expansion) se contuvo la
sutura en un espacio marcado con el area rectangular, en el grupo B (grupo que se realiz6 la expansion) el area
de la sutura se ensancho marcado con la figura trapezoidal comparada a la inicial marcada con el area

punteadaao.

Un marcado incremento de osteoblastos y una zona osteoide sobre las superficies
suturales del hueso indican formacion de hueso. El patron de reaccion de la
separacion ortopédica puede estar algunas veces considerado de acuerdo al patrén
normal de crecimiento.

Los experimentos in Vitro verifican que la fuerza de tensiébn mecanica estimula la
sintesis de proteinas estructurales. 3 La expansién ortopédica es seguida por la
produccién de cantidades proporcionalmente grandes de colagena de tipo I1I*°
normalmente no encontrado en la sutura sin tratar.(Fig. 4)

Varias teorias brindan explicaciones diferentes de la manera en que una fuerza

mecanica puede estimular la produccion de hueso. La transduccion de una fuerza

mecanica respecto a una respuesta bioldgica puede involucrar la presencia de iones

12



intracelulares de calcio y/o sodio, que reduce el AMPc (Monofosfato de Adenosina

Ciclico) y provoca la sintesis de &cido desoxirribonucleico y la proliferacién celular.®

day 7 day 3 day 1 control

day 14

Fig. 4 Efectos de la expansion de la sutura media pa latina, hueso palatino y células en la sutura.

La hematoxilina y la eosina tifien la regién de la sutura media palatina, grupo control (A-C), grupo de animales a
los que se realizo expansion al dia 1 (D-F), 3 (G-l), 7 (J-L) y 14 (M-O). (C,F y I) Se observaron con un
microscopio de luz polarizada y algunos especimenes se muestran en B,E y H respectivamente. Ay B: las
flechas apuntan al periostio dentro de la regién de la sutura media palatina. Gy H: las flechas apuntan a las
regiones cartilaginosas mas delgadas a lo largo de la superficie 6sea palatina. J,K, M-O: las flechas apuntan a
las areas de nueva formacion del hueso en los bordes de los huesos palatales. Dividido en escalas (A, B y C):

100pm.*’
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La cicatrizacidon de una sutura después de la expansion rapida podria implicar la
formacioén de puentes 6seos a través de la sutura.*® La expansion rapida del paladar
es un procedimiento ortopédico que ha demostrado influir no so6lo en la sutura media
sino también sobre el sistema sutural de las estructuras circunmaxilares, debido a
que la mayor parte de la resistencia para la separacion resulta en las estructuras
circunmaxilares, porque los desplazamientos posteriores y anteriores de la maxila
involucran mas suturas y por consiguiente la resistencia para la separacion
aumenta.>® %
Los estudios histolégicos han confirmado que el desplazamiento, visto
cefalométricamente, es mediado por resorcion y remodelacion en las articulaciones
suturales del maxilar.** Este escenario de resorcién directo es frecuentemente
precedido de hialinizacién local.** La formacién de zonas hialinizadas acelulares
también puede producirse en otras areas de las estructuras maxilares superiores.
Por ello, después de la expansion de la sutura media, habra zonas acelulares no

s6lo en el ligamento periodontal sino que también podra observarse hialinizacion de

fibras colagenas en varias suturas del maxilar.

Las fuerzas de compresion intermitentes, via masticacién, han sido propuestas para

mantener y producir la diferenciacion de las células osteocondroprogenitoras en

43 44

condrocitos en la sutura del paladar. Cuando el estimulo mecanico no es
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transferido a la sutura por la insercion de un revestimiento bucal o por la extraccién
apropiada de algun diente, la transformacion normal del condrocito no ocurre.

La aplicacion de una fuerza ortoddntica aplicada a la sutura ha demostrado modificar
la configuracion normal de la estructura del cartilago. Previamente Takahashi et al
(1996) reportan los cambios de cartilago a hueso provocado por la fuerza de
expansion aplicada. Los cambios producidos fueron atribuidos a la alteracion en las
vias de diferenciacion de células progenitoras de condroblastos a osteoblastos.
Estos cambios son de particular interés por investigadores que estudian los efectos
de las fuerzas sobre los huesos craneofaciales, en los que muchas suturas moldean

cartilago secundario temporalmente durante el desarrollo temprano.*

Histologia y formacion del callo de fractura:

El tejido de reparacion de la fractura se llama callo, el tejido de granulacion se
convierte en tejido conectivo denso, dentro de él se desarrollan cartilago y
fibrocartilago, para constituir el callo fibrocartilaginoso. Son collares de tejido de
reparacion (fibroblastos), que llenan el hueco entre los fragmentos y después origina
su union. El callo alrededor de los fragmentos recibe el nombre de callo externo,
periostio o callo de fijacion; el que se forma entre los propios fragmentos se llama
callo interno, modular, enddstico o callo de union.

La formacién de hueso, comienza a cierta distancia de la linea de fractura, el
periostio aumenta su grosor notablemente al activarse y proliferar las células
ostedgenas, este crecimiento es acompafado de capilares periésticos. En las capas

mas superficiales del callo, el crecimiento de las células es casi avascular de modo

15



que se transforman en condroblastos y la produccién de cartilago,*® se forma el callo
0seo, que es una red de trabéculas subperidsticas. El callo externo presenta 3

Zonas:

a. Una zona de nuevas trabéculas 6seas, (la mas cercana a los fragmentos)
b. Una region cartilaginosa intermedia

c. Una zona externa de células en proliferacion.

La zona de cartilago presenta hipertrofia y maduracién, se calcifica la matriz y se
sustituye por hueso. Las trabéculas 6seas formadas en primer término se unen a los
fragmentos de la fractura, el hueso necroético es resorbido por los osteoclastos. Los

osteoblastos migran a esta area y sustituyen con tejido 6seo vivo.

Remodelacion del callo éseo
El callo es entonces una masa de hueso esponjoso en forma de huso y se divide en:
- Callo externo
- Callo interno
En el callo interno aparecen nuevas trabéculas 6seas en la cavidad medular de cada
fragmento por proliferacion de células del endostio, ademas de formarse otras
trabéculas entre los fragmentos del hueso. Esta formacion de hueso se cumplird
solo si el riego sanguineo es adecuado. Por un proceso de remodelacion, el hueso
esponjoso se convierte en hueso cortical denso, se produce luego la reabsorcién de
las trabéculas de la periferia del callo para restablecer los contornos originales del

hueso.*’
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Tejido 6seo recientemente
Formado a partir del
periostio

Callo 6seo

Fig. (c)
Fractura
totalmente
consolidada
tras la
remodelacion
Fig. (d)

Fig. a, b, ¢, y d. Dibujos esquematicos de los estadios sucesivos de la consolidacién de una fractura

6sea. (Segln Grollman)*.
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Expansion de la sutura media palatina

Los resultados del tratamiento ortodoncico son potencialmente inestables, por lo
que es necesario recurrir a la retencion mecanica debido a que los tejidos gingivales
y periodontales se ven afectados por la movilizacién ortodéntica de los dientes y
necesitan tiempo para reorganizarse; ademas los dientes pueden quedar en una
posicién inherentemente inestables tras el tratamiento, con lo cual las presiones de
los tejidos blandos producen una constante recidiva. A fin de mantener los
resultados del tratamiento con estabilidad a largo plazo en la actualidad la recidiva
es impedida por retencién mecanica con varios aparatos. Cualquier recidiva que se
produce se considera como el resultado de resorcién del nuevo hueso formado en
las zonas de tension donde se produjo el movimiento dentario. En base a esta
consideracion es de gran importancia explorar otros procedimientos eficaces para
inhibir la resorcion ésea como un posible factor determinante en la prevencién de la

recidiva en ortodoncia.

Resulta relativamente facil ensanchar el maxilar superior abriendo la sutura
palatina media antes de la adolescencia y durante la misma, pero esto es cada vez

mas dificil segin va creciendo el paciente.*®

La sutura palatina media puede separarse mediante expansion rapida o lenta y

en ambos casos se puede emplear el mismo tipo de aparato para la separacion

19



palatina. En cualquiera de los casos, el aparato permanece fijo permanentemente el
mismo tiempo, ya que con la expansion lenta es suficiente un periodo de
estabilizacibn mas corto. En el caso de la expansion rapida, el proceso de
separacion dura aproximadamente unas 2 semanas, pero después se debe
estabilizar el perno y mantener el aparato colocado durante un periodo de retencion
de 3 0 4 meses. En el caso de la expansion lenta, se requieren unos 2 meses y
medio para lograr la expansion, y se puede retirar el aparato al cabo de otros 2

meses.

Dentro de los componentes de un expansor palatino se encuentran:

® Anclaje muco-dentosoportado provee la ventaja de no solo apoyarse en los
dientes sino también sobre las paredes laterales del maxilar.

® Alambre del 0.040.

® Acrilico en la mucosa palatina.

® El tornillo abre 0.8mm a 1mm con cada vuelta completa.

® El botén de acrilico se extiende en toda la boveda palatina a unos 5mm del
borde libre de la encia.

® El tornillo se localiza sobre el rafé palatino a la altura del tercio cervical de los

dientes de manera que quede paralelo al plano oclusal.

20



Cabe esperar una ligera recidiva tras la expansion palatina debido a la elasticidad
de los tejidos blandos del paladar: ya que la razén de la primera recidiva cuando un
diente es movilizado dentro de las primeras 24hrs es que el ligamento periodontal es
deformado y vuelve a su forma original, liberando la tension interior; la recidiva
después de la expansion de la sutura palatina media se considera que se debe a un
mecanismo similar y la recidiva disminuye gradualmente como dura la retencion
mecénica.®,® Por consiguiente, conviene sobre corregir inicialmente la mordida
cruzada. Incluso si se han llevado a cabo los 3-4 meses de estabilizacion con el

separador palatino, sera necesario seguir reteniendo la correccion de la mordida

cruzada después de retirar el aparato fijo.>?

Los Bifosfonatos

Los bifosfonatos son drogas utilizadas para tratar desordenes de metabolismo
6seo0.> El uso de los bifosfonatos comenzo de forma industrial a inicios del afio
1865, se refiere en la literatura su sintesis quimica inicial en 1865 por quimicos
alemanes.®* Debido al estudio de su estructura, hoy dia se conoce un gran nimero
de bifosfonatos entre los cuales se ha logrado determinar su uso especifico en

patologias que afectan el sistema 6seo humano.
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Los bifosfonatos estan adquiriendo en los ultimos afios una importancia creciente
en el tratamiento de diversas patologias entre las que se incluyen las metéastasis
Oseas liticas, la hipercalcemia maligna, el mieloma multiple, la osteoporosis y la
enfermedad de Paget.

Estos compuestos son analogos del pirofosfato en los que un atomo de carbono
sustituye al oxigeno entre los dos fosfatos, variando las cadenas laterales.
Presentan una gran afinidad por los cristales de hidroxiapatita e inhiben la resorcion
Osea.

Son conocidas la eficacia y la potencia de los bifosfonatos, que por otra parte son
bien tolerados en general, siendo relativamente rara la aparicion de efectos
secundarios de relevancia. Esta Ultima caracteristica se debe al depdsito de
bifosfonatos en el tejido 6seo, donde su vida media es larga con relacién al tiempo
gue permanecen en circulacion. Estas cualidades hacen de los bifosfonatos unos

eficaces farmacos de manejo habitualmente seguro.>

Estructura quimica de los bifosfonatos

En esta estructura quimica, P-C-P es una unidon sencilla pero con una actividad
fuerte en el tejido 6seo. Se denominan bifosfonatos geminales porque se componen

de dos uniones C-P con doble enlace para oxigeno.
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Esta estructura tiene una gran variabilidad cambiando las dos cadenas laterales
del atomo de carbono esterificado a los grupos fosfato. Se ha encontrado una
analogia de esta estructura con la del pirofosfato, pero en vez de un atomo de

carbono tiene uno de oxigeno.

Mecanismo de Accion de los Bifosfonatos

Los bifosfonatos inhiben la actividad osteoclastica en el tejido 6seo. A nivel del
osteoclasto se ha observado que se une a los cristales de apatita del hueso y que
hay una acumulacion de los bifosfonatos debajo de los osteoclastos, esto hace que
se reduzca la actividad osteoclastica®,>” cuando se altera el borde del osteoclasto
disminuyendo su superficie, decrece la descalcificacion focal que es realizada por
los &cidos organicos que se acumulan bajo sus bordes corrugados y la actividad
enzimatica, al final del proceso se reduce el nUmero de osteoclastos ya que se

produce una apoptosis (Muerte celular programada) de estas células, por lo que

tienen potencial antitumoral.

También inhiben la calcificacion de forma efectiva en tejidos blandos como
arterias, rifiones y piel. Por ultimo, algunos pueden entorpecer, segun la dosis, la

capacidad de mineralizacion de tejidos duros.

Actualmente se tienen nuevos hallazgos como: la inhibicién de la reabsorcion de
hueso local y de cartilago, preservacion de la arquitectura de la articulaciéon y
disminucién de la reaccion inflamatoria en la artritis producida por la carragenina 6

por el uso del adyuvante de Freund es.
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Variedades de Bifosfonatos -Caracteristicas y propiedades.

Entre los bifosfonatos tenemos el alendronato, risedronato, etidronato,
Ibandronato, pamidronato, tiludronato, acido zoledrénico, etc. Cada uno tiene
propiedades especificas segun los resultados obtenidos en investigaciones sobre
patologias 6seas humanas. Los bifosfonatos administrados por via intravenosa son
utilizados para condiciones mas severas como multiples mielomas, metéstasis désea
de varios tipos de cancer, hipercalcemia y enfermedad de Paget severa, debido a
gue los niveles sistémicos del medicamento son hasta 12 veces mayor que Su uso

oral, estos altos niveles de droga disminuyen gradualmente la resorcién 6sea.>®

Bifosfonatos orales nombre comercial y presentacion

Principio active (Mombre comercial) Dosificacién/Forma
Etidronato (Didronel) 2007400 mg comp
Clodronato (Bonefos) 4007800 mg comp

&0 mg/ml ampaolla
Tiludronato [Skelid) 200 mg comp
Alendronato (Fosamax) 5 10/35/40/70 mg comp

70 mg/75 mil solucidn oral
Ibandronato (Bonivia) 2,5/150 mg comp

3 mg/3mlviales
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Potencia de los Bifosfonatos

Principio activo Mombre comercial | Potencia
Etidronato Didronel Tx
Clodronato Bonefios, Loron 100
Tiludronato Skelid 100
Pamidronato APD, Aradia 100w
Meridronato Sin marca 100
Olpadronato Sin marca S0k
Alendronato Fosarmax S0
Ibandronato Bondronat 1000
Rised ronato Actonel 2000
Zoledronato Zometa 10000

Clasificacion de los bifosfonatos segun su composicion quimica

Contienen nitrégeno (MNEPs) Mo contienen nitrdzeno (Mon MEPS)
Alendronate Clodronate

lbandronate Etidronate

Incadronate Tilendronate

Alpadronate

Pamidronate

Risendronate

Zolendronate

Etidronato, risedronato, pamidronato y acido zoledrénico son los bifosfonatos que

han sido utilizados en estudios sobre hueso alveolar hasta el momento. Por lo que

se explicaran de forma mas detallada:

Etidronato: ( 1 - hidroxietilideno ) - bisfosfonato. Su actividad anti-reabsortiva

es relativamente alta pero a dosis elevadas también perjudica el proceso
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normal de mineralizacion 6sea. Disminuye la formacion de piedras en los
riflones, inhibe la osificacion ectdpica. Administrado sistémica, oral 6 de forma
tépica se ha observado la misma eficacia en su efecto. En las Ultimas
investigaciones se ha observado que con la administracion tépica del

etidronato hay una disminucién de la formacién del calculo dental.

Risedronato: {1 — Hidroxi — 2 - ( 3-pirinidil ) — etilenbis - fosfonato. Tiene una
alta potencia para inhibir la reabsorcion 6sea, esta en un rango entre > 1000 -
< 10000 x con respecto a la potencia del etidronato. En las udltimas
investigaciones se ha observado un efecto inhibidor de la reabsorcién 0sea

alveolar en periodontitis provocada de forma experimental.

Pamidronato: ( 3 - Amino - 1 - hydroxypropy — lidere ) bis- phosphonate .
Tiene una potencia superior que el etidronato en un 100x para inhibir la
reabsorcion 0sea. También tiene un efecto inhibidor de la reabsorcion 6sea
alveolar segun experimentos sobre ratas y combinado con calcitonina se ha
observado un incremento en la superficie endosteal de la mandibula.

Ac. Zoledrénico: es un regulador del metabolismo éseo, utilizado en la
prevencion de complicaciones 6seas (fracturas patolégicas, compresion
medular, irritacion o cirugia del hueso o de la hipercalemia inducida por
tumor) en pacientes con neoplasias malignas avanzadas que afectan al
hueso. Se usa una dosis administrada en 15 min.; después de sélo 24 horas
de una dosis intravenosa, el 99% del &cido zoledronico ha sido eliminado del
torrente sanguineo; de este porcentaje, el 61% ha sido capturado por el

hueso y el 39% restante ha sido excretado por el rifion.>®
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Efecto de bifosfonatos sobre el hueso durante el movimiento ortoddncico.

En varios estudios se ha administrado el bifosfonato de forma tdépica, oral e
inyectada localmente en el hueso. En las conclusiones de todos estos estudios se
ha obtenido un efecto inhibidor del movimiento ortoddntico,®° lo cual puede ser (til
cuando se requiera anclar o retener dientes en el tratamiento ortoddntico.
Segun un estudio realizado por Grier y Wise (1998)°%*, el bifosfonato: Pamidronato ,
ademas de inhibir el tiempo de erupcién dental en ratas tanto de incisivos y molares ,
también se observé que aumenta el tamafio de los osteoclastos , incluyendo el
namero de ndcleos , sugiriendo que el precursor de células mononucleares pueden
aun fusionarse para formar osteoclastos a pesar de la reducida habilidad de estos
osteoclastos para reabsorber hueso. En otros estudios, el bifosfonato: Risedronato,
tiene un efecto inhibidor de la reabsorcion ésea, actuando sobre los osteoclastos,
produciendo formas degeneradas de estos, formas redondeadas andmalas, pérdida
de polaridad y picnosis, y otras formas probadas de bifosfonato tienen el mismo
efecto inhibidor de reabsorcién 6sea como con el bifosfonato experimental llamado

(AHBUBP).%

27



Efectos secundarios de los bifosfonatos

. bisfosfonatos orales, pueden causar dolor de estbmago y la inflamacion y las
erosiones del esofago, que es el principal problema de la via oral. Esto se
puede prevenir al permanecer sentado en posicion vertical durante 30 a 60
minutos después de tomar el medicamento.

. bifosfonatos por via intravenosa, puede dar fiebre y sintomas parecidos a la
gripe después de la primera infusion. Estos sintomas no se repitan con las
infusiones posteriores.

. Hay un ligero aumento del riesgo de alteraciones electroliticas, pero no lo
suficiente para garantizar un seguimiento regular.

. En la insuficiencia renal cronica, los farmacos se excretan mucho mas
lentamente, y es necesario ajustar la dosis.

. Los bisfosfonatos se han asociado con la osteonecrosis de la mandibula, con
la mandibula, dos veces mas frecuentemente afectados, el maxilar y la mayoria
de los casos se producen tras la administracion de dosis altas por via
intravenosa utilizado para algunos pacientes con cancer. Alrededor del 60% de
los casos son precedidos por un procedimiento quirargico dental (que incluyen
el hueso), y se ha sugerido que el tratamiento con bifosfonatos se debe
posponer hasta después de cualquier trabajo dental para eliminar posibles
lugares de infeccidn (el uso de antibidticos de otro modo puede estar indicada
antes de cualquier cirugia).

. Un numero de casos de intensos dolores de huesos, articulaciones o dolor

musculoesquelético se han reportado.
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Estudios recientes han reportado el uso de bifosfonatos (alendronato y
especificamente zoledronato) como un factor de riesgo para la fibrilacion
auricular en las mujeres. La respuesta inflamatoria frente a los bifosfonatos o
fluctuaciones en los niveles de calcio en la sangre se han sugerido como
posibles mecanismos.

Metaloproteinasas de matriz 2 puede ser un gen candidato para la
osteonecrosis los bisfosfonatos de los maxilares, ya que es el Gnico gen
conocido asociado con anormalidades en los huesos vy la fibrilacion auricular,
los cuales son los efectos secundarios de los bifosfonatos.

Existen preocupaciones de que el uso de bifosfonatos a largo plazo puede
resultar en severas o mas-la supresion del recambio 6seo, especialmente en la
region sub-trocantérea del fémur. Se cree que las micro-grietas en el hueso no
son capaces de curar y, finalmente, se unen y se propagan, dando lugar a
fracturas atipicas. Estas fracturas tienden a cicatrizar mal y con frecuencia
requieren alguna forma de estimulacién ésea, por ejemplo, el injerto de hueso
como un procedimiento secundario. Esta complicacion no es frecuente, y el

beneficio de reduccion de la fractura en general tiene todavia. (70)

Posibilidad de tratamiento en pacientes medicados con bifosfonatos

Tipo de tratamienta Bifosfonates orales Bifosfonates IV
Conservadora Sin problemzs Sin problemas

Endodoncia con precaucidn
Pritasis Sin problemas Fija a ser posible
Periodoncia Con precaucion Detartrajes sin problemas

RAR con precaucién

Cirugia contraindicada
Implartas Con precaucién Contraindicados
Exodoncias o cinigias Con precaucidn Contraindicadas
Ortodoncia Con precaucian Con precaucian
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Para obtener informacion de las interacciones entre diferentes tipos de células
y de como responden ellas a un estimulo mecanico, es crucial utilizar un modelo
animal in vivo. Las suturas craneofaciales en ratas y en ratones pueden ser usados
para tales estudios biomecanicos,®® ® lo que nos permite obtener informacién de los
eventos celulares y moleculares inducidos cuando tales suturas son expuestas a
tensiones mecanicas.®

Asi se ha considerado trascendente comparar los resultados que nos ofrece el

uso del acido zoledrénico como coadyuvante en la inhibicion de la resorcion ésea y
como un posible factor determinante en la prevencion de la recidiva en ortodoncia.
Dentro de nuestros objetivos tenemos, investigar el efecto del Acido Zoledrénico (un
bifosfonato inhibidor de la resorcidbn 6sea) en la remodelacibn 6sea en ratas
posterior a la expansién rapida de la sutura palatina media. Comparar la respuesta
Osea después de una expansion de la sutura palatina media en ratas con el uso del
acido zoledronico y sin él.
Evaluar el grado de contraccion de la sutura palatina media en ratas después de
eliminar el mecanismo de expansion. Conocer el grado de inhibicion de la resorcion
O0sea en la sutura palatina media de ratas obtenida después del uso del acido
zoledronico.

La investigacion pretende contribuir en la informacion acerca de si el uso del
acido zoledrénico inhibe la resorcion 6sea del tejido neoformado en la sutura
palatina media en ratas y por lo tanto ayuda a tener un periodo de retencion
mecanica mas corto por lo que en un futuro se espera aplicar el uso de éstos
farmacos como ayuda en la estabilizacion del tratamiento ortodéncico en seres

humanos.
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HIPOTESIS

El acido zoledrénico inhibe la resorcion 6sea, por lo tanto disminuira la

recidiva que ocurre después de la expansion de la sutura palatina media en ratas.

METODOLOGIA DE INVESTIGACION

Equipo vy Materiales

Estuche de diseccion
Alambre de Niquel Titanio (NiTi) .012

Pinza de Ortodoncia “Pico de Pajaro”

1. Se seleccionaron 20 ratas y se formo dos grupos cada uno con 10 animales.

2. Se colocé bajo anestesia general un dispositivo de expansion a los dos
grupos de estudio el cual es fabricado con alambre de Niquel-Titanio calibre
0.012 de 5.5mm de ancho por 5mm de largo, con una activaciéon de 1.5mm
para aplicar una fuerza de 20gr., entre los primeros y segundos molares,
colocado de acuerdo a la técnica descrita por Igarashi y col (1998)(fig.1) en
los cuales se describieron las caracteristicas histologicas a lo largo de la

sutura palatina una vez que se han sometido a dicho tratamiento.

Fig. 5. Resorte en forma de “U”. El aparato ortodéntico colocado entre los primeros y segundos

molares maxilares derechos e izquierdos. Las flechas sefialan la direccion del movimiento.
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3. Se tomaron fotografias en ambos grupos con una regla milimétrica metalica,
antes de la insercion del dispositivo, a los 21 dias y a los 28 dias, para medir
la distancia intermolar obtenida entre las cuspides mesio-palatinas de los
primeros molares superiores y toma de impresiones totales superiores con

silicon.

Fig. 6. Medicion antes de la colocacion del dispositivo,

toma de impresion total superior

y medicién a los modelos de estudio.

4. A los modelos de estudio obtenidos de las impresiones con silicon se

fotografiaron y se imprimieron para realizar la medicion con un Vernier.

Fig. 7. Medicion a los modelos de estudio con un Vernier.

5. Eldia 21 se retir6 el dispositivo de expansion en ambos grupos de estudio.

6. En el grupo A no se le coloco solucion salina.
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7. En el grupo B se administré acido zoledrénico por via intramuscular con una
sola aplicacién. Se utilizé la siguiente formula para la aplicacién del acido
zoledronico

X x 40mg / 1000 / 63

8. El dia 28 se sacrificaron los animales por sobre-exposicion a CO2. Una vez
sacrificados se les diseco el maxilar y se tomaron fotografias a ambos grupos
de estudio e impresiones con silicon, posteriormente se fijaron los maxilares
en paraformaldehido en buffer de fosfatos posteriormente se descalcificaron
con acido etilendiaminotetracético (EDTA) a ph 7.4, o hasta que

radiograficamente se observoé la completa descalcificacion.

Fig. 8. Se diseco el maxilar y se comprobé radiograficamente la descalcificacion.

9. Posteriormente se deshidrataron en alcoholes crecientes para incluirse en
parafina y obtener cortes frontales seriados de 5 micras seguidos por la

observacién histolégica con previa tincion con hematoxilina y eosina.

]
gpy
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Material par Inclusion:

Parafina, capsulas y cubos

- Desparafinador

- Horno

- Platina Caliente

- Microtomo

- Vidrieria para trenes de tincion

- Reactivos y soluciones necesarios para las técnicas histolégicas

Material de Montaje de Preparaciones:
- Porta objetos

- Cubre objetos

Técnica de Hematoxilina y Eosina

Los nucleos se tifien de morado mientras que el citoplasma se tifie de naranja a
rosa.

Se desparafinaran los cortes de tejido, calentandolos en una estufa de cultivo
Marca BG Modelo E-33 a 57° C durante toda una noche, y posteriormente seran
sumergidos los cortes dentro de las canastillas de tincibn como a continuacién se
indica:

Para iniciar la desparafinizacion:

o Xilol I durante 5 min.

o Xilol Il durante 5 min.
Para hidratar:

0 Xilol = OH 3 min
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o

o

Alcohol al 100% durante 3 min.
Alcohol al 90% durante 3 min.
Alcohol al 80% durante 3 min.
Alcohol al 70% durante 3 min.

Agua durante 5 min.

Tincion.

o

o

o

o

Hematoxilina durante 1 min. (tefiir nicleos)
Agua durante 1 min. (quitar exceso de Hematoxilina)
Eosina durante 5 min. (tefiir citoplasma de contraste)

Alcohol al 70% durante 1 min. (quitar el exceso de Eosina)

Para deshidratar:

o

o

o

Alcohol al 80% durante 2 min.

Alcohol al 90% durante 3 min.

Alcohol al 100% durante 5 min.

Para quitar el alcohol:

o

o

o

Xilol I durante 3 min.
Para aclarar los tejidos

Xilol Il durante 5 min.

Para finalizar montar con Resina sintética y cubreobjetos.

10.A continuacion se realiz6 la observacion histologica enfocada a nivel de

sutura palatina con el propésito de describir las caracteristicas presentes en la
sutura de ratas de los diferentes grupos con ayuda del microscopio Motic B1-
223A y una cadmara Moticam 2000 2.0 pixel USB 2.0 para capturar imagenes

con el software Motic Images Plus 2.0ML.
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RESULTADOS

Grupo A (Grupo't estigo)

espécimen dia O dia 21 dia 28
1 5.5mm 4.86mm 4.97mm
2 5.75mm 5.16mm 4.36mm
3 5.5mm 5.11mm 4.44mm
4 55mm 5.63mm 4.78mm
5 5.5mm 4.64mm 4.07mm
6 5.5mm 5.01mm 4,19mm
7 6mm 4.573mm 4.09mm
8 6mm 5.11mm 4,76mm
9 6mm 4.46mm 4.56mm
10 55mm 4.95mm 4.36mm
Grupo B (Grupo experimental)
ESPECIMEN dia 0 dia 21 dia 28

1 6mm 4.76mm 4.85mm

2 55mm 5.23mm 5.16mm

3 6mm 5.72mm 5.27mm

4 5.75mm 5.4mm 5.39mm

5 55mm 4.58mm 4.37mm

6 5mm 4,.66mm 4.67mm

7 55mm 5.34mm 4.41mm

8 5.5mm 5.92mm 4.65mm

9 6mm 4,96mm 4.13mm

10 55mm 5.47mm 4.89mm

Longitud intermolar en mm
Testigo 21 Testigo 28 Recidiva
Media 4573 4.458 0.51
Exp. 21 Exp. 28 Recidiva
Media 5.21 4,779 0.151
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Las mediciones en los grupos experimental y testigo no mostraron diferencias

significativas (t > 0.051).

Independent Samples Test

Levene's Test for
Equality of Variances t-test for Equality of Means
95% Confidence
Interval of the
Mean Std. Error Difference
F Sig. t df Sig. (2-tailed) Difference Difference Lower Upper

recidiva  Equal variances

assumed 1.572 .226 3.106 18 .006 .36230 11663 11726 .60734

Equal variances

not assumed 3.106 15.147 .007 .36230 11663 111391 .61069

Se tomaron cortes

histolégicos a nivel

del primer y segundo

molar
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Grupo A (TESTIGO)

AX 10x

Fig. 9. (a) Corte histoldgico a nivel del primer y segundo molar en donde se observa la sutura palatina
formada por tejido de la sutura (TS) también se observa el tejido 6seo (TO) a los lados de la sutura y

la zona condrogénica (ZC) a los bordes de la sutura.

20X

Fig. 9. (b) Misma zona a un aumento de 20x se observa el tejido que forma la sutura y la zona

condrogénica (ZC) a los bordes de la sutura.
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Fig. 10. Im&genes de otros especimenes a nivel de la sutura palatina media a un aumento de 40x se

observa la zona condrogénica (ZC) a los bordes de la sutura y el hueso nuevo (HN) en formacion.

Fig. 11. En uno de los especimenes pertenecientes a este grupo se observo la presencia de aptosis

(A) muy marcada en la zona de la sutura palatina media.
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Grupo B (EXPERIMENTAL)

QZOX

Fig. 12. (a) Corte histoldgico a nivel del primer y segundo molar en donde se observa el tejido de la
sutura palatina (TS) también se observa el tejido 6seo (TO) a los lados de la sutura y la zona

condrogénica (ZC) a los bordes de la sutura

Fig. 13. Imagen de la misma zona a un aumento de 40x se observa la zona condrogénica (ZC) con

mayor actividad que en los especimenes del grupo control.
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Fig. 14. Imagenes de otros especimenes a un aumento de 40x donde se observan zonas de

condrogenesis con mayor actividad.

Fig. 15. Imagen de otros especimenes donde se observa la sutura palatina media y el

ensanchamiento de dicha sutura posterior a la expansién, también se puede observar el estiramiento

de las fibras del tejido de la sutura.
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Expansi 6n en dias de la sutura palatina media en ratas

Tabla 1. En esta tabla se realiza una comparacion de la sutura palatina media en ratas desde el dia 0 hasta 21 después de

colocar un dispositivo de expansion. Cortes histolégicos de la zona de molares (10x). Dia 0, es como se encuentra la sutura en
condiciones normales. Dia 1, de expansion, notese la apdfisis palatina (AP) y el tejido cartilaginoso (TC) con actividad
condrogénica. Dia 4, se observa en la zona de la sutura los procesos palatinos unidos por la sincondrosis con una mayor actividad
condroblastica; aqui ya podemos observar la presencia de osteoide. Dia 6, se observa una sutura palatina formada por hueso
nuevo con una disminucién de la actividad condrogénica y una ligera linea de tejido fibroso. Dia 7y 14 las flechas indican las areas
de nueva formacién del hueso en los bordes de los huesos palatales. Dia 21 se observa mayor formacion 6ésea en los bordes de la

sutura (HN).37
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GRUPO TESTIGO IMAGENES A 10x

Control dia 0

Control dia 14 1
expansion

€ . |

I\ DI

EXPER

IMENTAL IMAGENE

Control dia 14
expansion
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GRUPO TESTIGO IMAGENES A 10x

Control dia 0

Control dia 14
expansion

Control dia 14
expansion
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TABLA DE IMAGENES GRUPO TESTIGO

4x 10x 20x 40x
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TABLA DE IMAGENES GRUPO TES TIGO

40x
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TABLA DE IMAGENES GRUPO EXPERIMENTAL

4x

10x 20x 40x
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TABLA DE IMAGENES GRUPO EXPERIMENTAL

4x
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DISCUSION

Nuestros resultados permiten desechar nuestra hipdtesis inicial de que los
bifosfonatos disminuyen la recidiva al inhibir la resorcion ésea posterior a la
expansion de la sutura media palatina.

La hipotesis era sustentada por diversos estudios, ya que desde 1989 (Hughes (59))
reporto el efecto de los bifosfonatos en la inhibicion de la resorcién 0sea a través de
producir formas degeneradas de los osteoclastos, que adquieren formas

redondeadas anémalas, pérdida de polaridad, picnosis.

En Ortodoncia el movimiento no deseado de los dientes de anclaje durante el
tratamiento, o los cambios que ocurren en la posicion de los dientes después de
retirar la aparatologia, y que constituyen la recidiva, dan como resultado tratamientos
insatisfactorios tanto para el paciente como para el ortodoncista. En las ultimas dos
décadas algunos autores han propuesto la utilizacion de los bifosfonatos para
magnificar el anclaje y disminuir el tiempo de retencion para evitar la recidiva (Adachi

y cols.(63), 1994).

En el presente estudio, no hubo diferencias significativas en la recidiva expresada
como la diferencia en mm entre la medicion de la longitud intermolar en el dia 21
(dia que se retiro el resorte) y la medicion realizada 7 dias después (dia 28), entre el
grupo que recibié solucién salina y el grupo que recibié una sola dosis de acido
zoledronico 24hrs antes de remover el resorte de expansion, a diferencia del estudio
de Kayou, Hiroki et al. (52) en el que informaron que el uso de los bifosfonatos (BP),

impide la resorcion 6sea después de la expansion rapida palatina en ratas.
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Desde 1994, Igarashi et, al. (0), reportaron que sus resultados sugerian que los
bifosfonatos sistémicos en régimen de cada tercer dia podrian utilizarse para
potenciar el anclaje o la retencién dentaria en el tratamiento ortoddncico, ya que
inhibieron en su modelo experimental la formacion de osteoclastos y redujeron la

recidiva en un 50%.

Kayou, Hiroki et, al. 520 (1994) informaron que el bifosfonato (Etidronato)
administrado en dosis diaria por 3 dias, inyectada subcutaneamente, impidié el

movimiento dentario ortodontico y la recidiva.

Adachi et, al. 63) (1994) con el propdsito de evaluar el efecto de la administracion
local del risedronato en el movimiento ortodontico en ratas y en la recidiva
administraron cada tercer dia durante 3 semanas el bifosfonato reportando que la
aplicacion del risedronato inhibié la resorciébn 6sea y mejord la retenciébn en su

modelo de movimiento ortodoncico.

Liu y cols. ¢6) (2004) observo que al aplicar localmente Clodronato (BP) cada tercer

dia durante el movimiento dental se inhibi6 la resorcién radicular.

Fujimura y cols. @79 (2009) reportaron que los bifosfonatos administrados
parenteralmente diariamente, durante 12 dias inhibieron el movimiento ortodoncico y

la resorcién radicular.

Choi y cols. 8) (2010) informaron que al utilizar el Clodronato (BP) localmente en
una dosis de 10mm ol/L al dia 1, 6 y 14; se provocO una disminucion en el

movimiento dental.
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En los estudios anteriores se utilizaron bifosfonatos con una baja potencia relativa en
el efecto de inhibiciébn de resorcién ésea, el acido zoledrénico tiene una potencia
relativa de 100,000 por lo que en este estudio se decidi6 utilizar una dosis Unica a
diferencia de Kayou, Igarashi, Adachi, Liu, Fujirama y Choi que utilizan bifosfonatos
de baja potencia en dosis multiples. El efecto de pulso inhibié posiblemente la
formacion inicial de osteoclastos o generd una primera linea de destruccién de

osteoclastos.

Por otro lado, Alatli y col. 69 en 1996 reportaron que la inyeccién en una sola
ocasion de un bifosfonato produjo la formacion atipica de cemento hiperplasico.
En nuestro estudid6 el examen histolégico revel6 una gran actividad de
condrogénesis en el grupo al cual se le aplico el BP y no la formacién ésea y su
estabilizacion como se esperaba, existi6 una mejor organizacioén celular que en el
grupo control, ya que en este grupo en uno de los especimenes se observo aptosis,
mas sin embargo en este grupo se observaron mayores zonas de formacion de
hueso nuevo, lo cual nos muestra que a nivel de la sutura media palatina el BP

favorecié la condrogénesis y no la neoformacion ésea.
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CONCLUSIONES

En nuestro modelo experimental en el que utilizamos una dosis Unica de &cido
zoledronico no disminuyd la recidiva con respecto al grupo control. Con base en las
caracteristicas histologicas, la administracibn de una dosis Unica de acido
zoledronico 24hrs antes de retirar el resorte de expansion indujo a los 7 dias
posteriores una visible proliferacion celular y condrogénesis a diferencia del grupo
testigo donde se observa tejido 6seo, lo cual nos invita a seguir explorando los
efectos del BP y continuar con una investigacion mas amplia por los resultados que

se obtuvieron con este experimento.
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ANEXOS

Equipo y Materiales

Estuche de diseccion
Alambre de Niquel Titanio (NiTi) .012

Pinza de Ortodoncia “Pico de Pajaro”

Material par Inclusién:

Parafina, cdpsulas y cubos

- Desparafinador

- Horno

- Platina Caliente

- Microtomo

- Vidrieria para trenes de tincion

- Reactivos y soluciones necesarios para las técnicas histologicas

Material de Montaje de Preparaciones:
- Porta objetos

- Cubre objetos

Técnica de Hematoxilina 'y Eosina

Los nudcleos se tifien de morado mientras que el citoplasma se tifie de
naranja a rosa.

Se desparafinaran los cortes de tejido, calentandolos en una estufa de

cultivo Marca BG Modelo E-33 a 57° C durante toda una noche, y



posteriormente serdn sumergidos los cortes dentro de las canastillas de tincion
como a continuacion se indica:
Para iniciar la desparafinizacion:
o Xilol I durante 5 min.
o Xilol Il durante 5 min.
Para hidratar:
o Xilol = OH 3 min
o Alcohol al 100% durante 3 min.
o Alcohol al 90% durante 3 min.
o Alcohol al 80% durante 3 min.
o Alcohol al 70% durante 3 min.
o Agua durante 5 min.
Tincion.
o Hematoxilina durante 1 min. (tefiir nicleos)
o Agua durante 1 min. (quitar exceso de Hematoxilina)
o Eosina durante 5 min. (tefiir citoplasma de contraste)
o Alcohol al 70% durante 1 min. (quitar el exceso de Eosina)
Para deshidratar:
o Alcohol al 80% durante 2 min.
o Alcohol al 90% durante 3 min.
o Alcohol al 100% durante 5 min.
Para quitar el alcohol:
o Xilol I durante 3 min.
o Para aclarar los tejidos

o Xilol Il durante 5 min.



Para finalizar montar con Resina sintética y cubreobjetos.
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