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RESUMEN

INTRODUCCION Y OBJETIVOS: Los Bifosfonatos (BF) son medicamentos que se usan comunmente para
tratar el cdncer en huesos y de mama principalmente, asi como tratamiento de enfermedades en donde
la resorcion désea es el componente principal de la enfermedad; tales como: la osteoporosis, el mieloma
multiple, la enfermedad de Paget, entre otras recientemente, se ha visto que algunos pacientes han
desarrollado padecimientos relacionados con el consumo de estos medicamentos, siendo el mas
preocupante de ellos la: Osteonecrosis maxilar asociada a Bifosfonatos (Bisphosphonate-Related
Osteonecrosis of the Jaw BRONJ). La BRONJ se define como un padecimiento en el que se observa:
hueso clinicamente expuesto en la regidon maxilofacial durante mds de 8 semanas, en un paciente que ha
recibido o esta recibiendo tratamiento con BF y que en la mayoria de los casos, esto sucede posterior a
un tratamiento dental y que no tiene antecedentes de terapia de radiacién. Un factor asociado es el
tratamiento combinado de BF con dexametasona (DX); por todo lo anterior, el objetivo de la presente
tesis fueron desarrollar un modelo experimental in vivo de BRONJ.

MATERIAL Y METODOS: Se utilizaron veinticuatro ratas de la cepa Wistar macho que fueron asignadas a
cuatro grupos (n=3) en dos tiempos de estudio: 7 y 21 dfas, que recibieron los siguientes tratamientos
farmacolégicos previos: Grupo o1: Acido Zoledrénico (AZ) con dexametasona (DX) 2 y 1 semanas previo
al procedimiento quirdrgico, a 7 y 21 dias post cirugia (grupo 01 a 7d y Grupo 01 a 21 d) ; Grupo 02: se
administré solo DX 2 y 1 semanas previo al procedimiento quirirgico, a 7 y 21 dias post cirugia (grupo 02 a
7d y Grupo 02 a 21 d); Grupo 03: se administré solo AZ 2 y 1 semanas previo al procedimiento quirurgico, a
7 y 21 dias post cirugia (grupo 03 a 7d y Grupo 03 a 21 d)y el Grupo 04: fue control sin tratamiento
farmacoldgico al que se realizé la Cirugia simulada, a 7 y 21 dias post cirugia (grupo 04 a 7d y Grupo 04 a
21 d). Todos los animales fueron sometidos a un procedimiento quirdrgico minimamente invasivo con
instrumental modificado para realizar una lesion, entre el 1°y 2° molar y el rafe medio, obteniendo asi una
lesién redonda de 1.5 mm de didmetro y con el excavador de uso dental afilado se retird la mucosa, y se
raspo el hueso hasta eliminar el periostio.

Los animales fueron sacrificados por sobre-exposicion a CO,, los maxilares fueron disecados, se realizd la
evaluacidn clinica de la zona de la lesidn y el grado de exposicién dsea. Posteriormente fueron fijados en
paraformaldehido al 4% por 24 hrs. para realizar las técnicas histolégicas correspondientes.

RESULTADOS: En los resultados clinicos el Grupo 03 obtuvo los parametros mas severos de desarrollo de
la BRONJ, tanto a los dias 7 como 21. Respecto a la evaluacidn histoldgica, en los Grupos 01y 03 se
observaron lagunas osteocitarias vacias con gran espacio de matriz extracelular entre ellas, la matriz
Osea se observé avascular y con pocas células a la periferia como evidencia de la necrosis desarrollada,
en ambos tiempos de estudio (7 y 21) en los Grupos 02 y 04 no hubo evidencia de necrosis, en ninguno de
los tiempos de estudio.

CONCLUSIONES: Si existe una relacion entre la BRONJ y el uso de los BF solo o en combinacién con DX.
Nuestro modelo animal si reproduce la BRONJ como sucede en los pacientes humanos, sin realizar un
procedimiento dental traumatico.
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INTRODUCCION

Los Bifosfonatos (BF) son medicamentos que se usan cominmente para tratar el cdncer en
huesos y metastdsico, asi como tratamiento de la osteoporosis. Aunque los BF mejoran la
densidad mineral désea, reducen el riesgo de fractura, y reducen la hipercalcemia maligna,
algunos pacientes han desarrollado padecimientos relacionados con el consumo de estos
medicamentos tales como, la Osteonecrosis maxilar relacionada al consumo de BF
(Bisphosphonate-Related Osteonecrosis of the Jaw BRONJ BRONJ) (Landesberg, y otros, 2011).

La BRONJ se presenta después de la ingesta de estos medicamentos; los BF son analogos
sintéticos de los pirofosfatos inorgdnicos y tienen una alta afinidad por el calcio. Son potentes
inhibidores de la reabsorcién osteoclastica (F.J, Barrientos, 2007). La BRONJ se define como un
padecimiento en el que se observa hueso clinicamente expuesto en la regién maxilofacial
durante mds de 8 semanas, en un paciente que ha recibido o estd en recibiendo tratamiento
con BF y que no tiene antecedentes de terapia de radiacién. (Lépez. Jornet, 2011)

Muchas veces en los tratamientos con BF, se asocian con otros medicamentos como la DXy la
talidomida, que pueden empeorar la curacién de heridas. Sin embargo, algunos estudios dicen
que en el contexto de exposicién a BF intravenosos, estos dos medicamentos asociados
parecen no aumentan el riesgo de BRONJ (Silva, 2006). En este contexto no hay acuerdo entre
las diferentes publicaciones relacionadas.

La DEX es un glucocorticoide 25 veces mas potente que la hidrocortisona; tiene menor efecto
sobre la retencidon de sodio que ésta y sus derivados. Se absorbe efectivamente, cuando se
administra por via intramuscular, con una biodisponibilidad casi inmediata y se excreta por la
orina.

El BF acido Zoledrénico (Zometa®) 850 veces mas potente que el pamidronato, su
concentracion a nivel dseo es muchisimo mas elevada que en plasma y sus niveles descienden
lentamente a partir de los seis meses, es el mas utilizado para el tratamiento de metastasis
Osea. Estd aprobado para la prevencidon de complicaciones dseas avanzadas que afectan al
hueso. Se administra en perfusién intravenosa y debido al riesgo del deterioro significativo en
la funcién renal, la dosis tnica no debe exceder los 4 mg y la duracién de la infusién no debe ser
inferior a 15 minutos. No estd recomendado en pacientes que presenten dafio renal grave ni
debe utilizarse durante el embarazo. (Vera, 2007)

Dos factores de riesgo comunes a los estudios epidemioldgicos de la BRONJ son la extraccion
dental y tratamiento con DX. Aunque se ha documentado la aparicidn de espontanea de
BRONJ, se asocia mas comunmente cuando esta es inducida por un procedimiento dental 6
trauma. (Allen, 2013)
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En estudios clinicos retrospectivos, la DEX y extraccidon dental han sido identificados como
factores que aumenta el riesgo de padecer BRONJ, hecho que se ha comprobado en algunos
estudios experimentales con roedores. En 2008, se desarrollé el primer informe de un modelo
animal de BRONJ utilizando BF y DX para estudiar esta condicion y demostraron en ratas que la
DX incremento la incidencia de BRONJ sin embargo, Allen y colaboradores en el 2013 lo
intentaron en un modelo en perro y encontraron que la DEX no es un factor etioldgico de
BRONJ (Allen, 2013)
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GENERALIDADES DE LOS TEJIDOS

Los tejidos son cumulos grupos de células organizadas para realizar una funcién especifica o0 mds
(Ross, 2008).

Un conjunto organizado de células que funcionan de manera colectiva recibe el nombre de
tejido (lat. texere, tejer). El concepto de tejido proporciona una base para reconocer los
muchos tipos celulares distintos del organismo y comprender como se interrelacionan. A pesar
de las variaciones del aspecto general, la organizacidn estructural y las propiedades fisiolégicas
de los diversos dérganos del cuerpo, los conjuntos celulares que los conforman se reducen a
cuatro tejidos bdésicos: (Ross, 2008)

» Tejido epitelial (epitelio), que reviste la superficie del cuerpo, tapiza
cavidades corporales y forma glandulas.

» Tejido conectivo, que subyace o sustenta a los otros tres tejidos bdsicos,
tanto estructural como funcionalmente.

» Tejido muscular, estd compuesto de células contractiles y es responsable
del movimiento

» Tejido nervioso, que recibe, transmite e integra informacién del medio
externo e interno para controlar las actividades del organismo.

En la clasificacidn de los tejidos bdsicos se utilizan dos pardmetros de definicion diferente. La
base para definir los tejidos epitelial y conectivo es principalmente morfoldgica (fig. 1), mientras
que los tejidos muscular y nervioso se definen en especial por sus propiedades funcionales.
Ademds, los mismos pardmetros sirven para la definicién de la subclase de los tejidos. (Ross,
2008)

- Tejido epitelial
El tejido epitelial tapiza la superficie del cuerpo, reviste las cavidades corporales y forma gldndulas.
(Ross, 2008)

El epitelio es un tejido avascular compuesto por células que recubren las superficies externas
del cuerpo y revisten las cavidades internas cerradas (incluyendo el aparto cardiovascular) y los
tubos que comunican con el exterior (aparato digestivo, respiratorio y genitourinario). Ademads,
hay células epiteliales especializadas que funcionan como receptores sensoriales (olfato, gusto,
oido y visién). Este revestimiento epitelial sirve como barrera selectiva capaz de facilitar o
inhibir el intercambio de sustancias especificas entre el exterior y el comportamiento conectivo
subyacente.
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La mayoria de los epitelios tienen la capacidad de renovacion celular por mitosis de las células
basales, dependiendo de la tasa de renovacién de la localizacién del epitelio del cuerpo. Por
ejemplo, la mucosa bucal humana se renueva de 10 a 14 dias, mientras que el epitelio de unién
de la encia se renueva cada 6 a 4 dias (James K, 2007).

El ectodermo es el origen del epitelio que recubre algunos drganos internos, aunque no de
todas las superficies cubiertas por epitelios. Por ejemplo, el epitelio que tapiza el tubo digestivo
es de origen endodérmico y el que tapiza la cavidad peritoneal y el endotelio de los vasos
sanguineos es mesodérmico.

El epitelio se describe de acuerdo con la forma de las células y su disposiciéon en una o mas
capas. Algunas células forman una capa Unica que se denomina epitelio simple. El epitelio en el
que todas sus células estdn en contacto con la [dmina basal, pero no con su superficie, se
denomina seudoestratificado. El tipo de epitelio que consta de varias capas celulares en las que
sélo la capa de células basales contacta con la [dmina basal se denomina epitelio estratificado.
Otras modificaciones se basan en la forma celular.(tabla 1) Por ejemplo, las células de la
superficie pueden ser aplanadas, como en el epitelio escamoso estratificado queratinizado de
la palma de la mano. El paladar duro con su epitelio estratificado plano queratinizado esta
adherido con firmeza al periostio. Las crestas palatinas son crestas epiteliales que se apoyan en
un tejido conectivo muy denso. Las membranas epiteliales actian en uno o mas procesos de
absorcidn: contractilidad, digestién, secrecidn, excrecién, proteccién y sensibilidad. (Chiego,
2014)

Modificaciones

Tipo celular Forma celular celulares Caracteristi L li i6
Simple
1. Escamoso o plano
a. Endotelial Huso e e | Tapiza el corazén, vasos
\:y/ sanguineos y linfaticos
b. Mesotelial Oval a poligonal Tapiza las cavidades pleurales,
pericardica y peritoneal
2. Cabico Cubica Puede haber cilios Rin6n, glandulas,

vias respiratorias

3. Cilindrico Semejantes a varillas Puede haber Mayoria de glandulas, intestino

microvellosidades, cilios delgado, vias respiratorias

4. Seudoestratificado Semejante a una varilla
con una seccion fina

Cilios, estereocilios Vias respiratorias, érganos
reproductores masculinos

Estratificado

1. Escamoso o plano Poliédrica Puentes intercelulares Recubre el cuerpo, boca, faringe,

vagina

2. Cilindrico Células cilindricas sobre
cubicas o cilindricas sobre [\
cubicas o clinancas soore |

cilindricas

Orofaringe, laringe

3. Transicional Cubica a piriforme La distension provoca Vias urinarias, vejiga urinaria

aplanamiento celular

Tabla 1 Muestra la clasificacidn de los epitelios segun el tipo celular, la forma celular,
las modificaciones celulares. sus caracteristicas v localizacion (Chiego. 2014)
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- Tejido conectivo
El tejido conectivo comprende un grupo diverso de células incluidas en una matriz extra celular
incluidas en una matriz extracelular histo-especifica (Ross, 2008)

En general el tejido conectivo estd compuesto por células y una matriz extracelular que
contiene fibras, sustancia fundamental y liquido histico. Este tejido, forma un compartimiento
vasto y contindo por todo el cuerpo que estd separado por ldminas basales de los diversos
epitelios y por las ldminas externas de las células musculares y de las células de sostén del
sistema nervioso periférico.

A diferencia de lo que ocurre con las células epiteliales, las células de tejido conectivo estdn
muy separadas unas de otras. Los espacios que dan entre estas células estan ocupados por una
sustancia producida por ellas. Esta sustancia que hay entre las células recibe el nombre de
sustancia intracelular o matriz extracelular, la indole de las células y de la matriz varia segun la
funcién del tejido.

Un tipo de tejido conectivo hallado en asociacién estrecha con la mayor parte de los epitelios
es el tejido conectivo laxo. En efecto, se trata de variedad de tejido conectivo sobre la cual se
apoyan casi todos los epitelios. La matriz extracelular del tejido conectivo laxo contiene fibras
coldgenas de distribucion laxa y células abundante.

En contraste con lo anterior, donde solo se necesita buena resistencia las fibras coldgenas son
abundantes y se hallan muy juntas. Ademas las células son relativamente escasas y se limitan a
la célula productora de fibras. Este tipo de tejido conectivo se conoce como tejido conjuntico
denso.

Los tejidos dseo y cartilaginoso son otros dos tipos de tejido conectivo especializado que se
caracterizan por el material asociado con las fibras colagenas, es decir calcio (tejido dseo) y
hialuronato (tejido cartilaginoso). De nuevo, en estos dos casos, es la matriz extracelular la que
define el tejido, no las células. (Ross, 2008)

Cada tipo de tejido conectivo tiene sus células y fibras asociadas especificas con funciones y
localizaciones especiales en el cuerpo (tabla 2) (Chiego, 2014). -

- Tejido 6seo
El hueso es un tejido conectivo especializado que se caracteriza por su matriz organica
mineralizada. La matriz organica de hueso estd formada por proteinas coldgenas y no
coldgenas. Dentro de esa matriz se depositan iones de calcio y de fosfato, en su forma
definitiva de hidroxiapatita. Esta composicion permite que el tejido dseo resista las cargas,
proteja a los drganos altamente sensibles de las fuerzas externas y participe como reservorio
de minerales que contribuyen a la homeostasis sistémica del cuerpo (James K, 2007)
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Localizacién y funcién

Fascias, tejido subcutaneo;
soporte del atTmazon de los
organos

Elasticas amarillas
Colageno blanco

11
Tipo de tejido Células asociadas
I. Tejido tivo propi nte dicho
Fibroblastos, macréfagos,
mastocitos

A. Tejido conectivo laxo

B. Tejido conectivo denso
Fibroblastos, macréfagos

1. Denso regular
Fibroblastos, macréfagos

2. Denso iregular

C. Tejido conectivo laxo
con propiedades especiales

1. Tejido conectivo mucoso Fibroblastos
estrellados

Fibroblastos

Tendones, ligamentos; insercion

Fibras blancas ]

e del musculo al hueso
1
e |

Fibras principaimente f Vainas, dermis, parte del ester-

blancas, elasticas y A T noén, algunas capsulas; soporte

reticulares . de organos

- .’__._L
Colageno Cordén umbilical, pliegues
vocales; soporte
Ligamento nucal, pliegues

vocales, soporte

Elasticas amarillas
Armazén de nédulos linfaticos

2. Tejido elastico
3. Tejido reticular Células reticulares Reticulares finas
y bazo
4. Tejido adiposo Adipocitos Ninguna Disperso en todo el tejido
conectivo laxo y en depdsitos
5. Tejido pigmentario Melanoblastos Ninguna Corion de la piel oscura,
coroides e iris del ojo
Il. Cartilago
A. Cartilago hialino Condrocitos Colageno finas Cartilagos nasales y articulares,
traquea, bronquios; soporte
B. Cartilago elastico Condrocitos Elasticas, colageno Oido externo, trompa auditiva,
epiglotis; soporte
C. Cartilago fibroso Condrocitos Colageno (denso) Discos intervertebrales; soporte
Ill. Hueso
A. Esponjoso o trabecular Osteocitos, osteoblastos, Colageno Centro de los huesos largos
osteoclastos
B. Compacto o denso Osteocitos, osteoblastos, Colageno Parte externa de la diafisis
osteoclastos de los huesos
Tabla 2 Clasificacidn de tejido conectivo (Chiego, 2014)
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El hueso cumple muchas funciones, que incluyen las de sostén, proteccién, almacenamiento de
minerales y hematopoyesis, y en los extremos cubiertos por cartilago especializado permite la
articulacién o el movimiento. El tejido 6seo es el componente primario de los huesos.

e  Funcidn:

- Sostén: los huesos proporcionan sostén a los tejidos blandos y drganos. Constituye un
armazodn, el esqueleto, donde se insertan los musculos.

- Proteccién: de tejidos blandos y drganos. Protege a drganos vitales (crdneo: encéfalo y
tronco del encéfalo, la columna vertebral a la médula espinal y el térax al corazén y pulmones)

- Almacenamiento: el tejido dseo es el sitio de almacenamiento de ciertos iones, nutrientes,
proteinas y agua.

- Los niveles sanguineos de calcio se regulan con precision. El intercambio entre el calcio
sanguineo y el 6seo es constante (regulacién de la calcemia) El hueso libera o capta calcio de la
sangre segun las necesidades.

- La paratohormona (hormona paratiroidea) aumenta los niveles de calcio en sangre por
estimulacién de la degradacién de la matriz dsea a cargo de los osteoclastos y osteocitos. Los
ostedlisis sélo afecta a una capa delgada de matriz adyacente, pero su efecto acumulativo tiene
importancia fisioldgica.

- La calcitonina es una hormona que inhibe los osteoclastos y por lo tanto disminuye las
concentraciones sanguineas de calcio.

- Los iones calcio también se desplazan de manera continua entre el tejido intersticial y los
cristales de hidroxiapatita en las laminillas neoformadas (y menos mineralizadas).

- El almacenamiento y la liberacion dseos de fosfato y otros iones también estan regulados
(Castafeda, 2013).

e (Células:
- Células osteoprogenitoras:

Derivan de las mesenquimaticas, se ubican en la capa mas interna del periostio y ademas en el
endostio que reviste las cavidades medulares, conductos de Havers y de Volkman. Tienen la
capacidad de dividirse y proliferar de acuerdo a las necesidades del tejido. Son aplanadas, de
citoplasma acidéfilo con nucleo central ovalado, en respuesta a estimulos pueden
transformarse en osteoblastos.

- Osteoblastos:
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Sintetizan la matriz organica del hueso y promueven la mineralizacion.

Estructura: presentan morfologia cibica a cilindrica, forman una hilera en las
superficies dseas en crecimiento. Las prolongaciones citoplasmaticas se fijan mediante
uniones comunicantes a las de los osteoblastos vecinos y osteocitos del hueso
adyacente.

Los osteoblastos poseen un citoplasma muy basofilico porque su REr estd bien
desarrollado. Estan polarizados, con su cara secretora orientada hacia el hueso.

-Osteocitos:

Mantienen la matriz ésea, son osteoblastos rodeados totalmente por matriz dsea.

Tienen un intenso metabolismo, que regula también la concentracién sanguinea del
calcio

El citoplasma tiene forma irregular, con numerosas prolongaciones que irradian en
diversas direcciones y transcurren por canaliculos que atraviesan la matriz dsea para
lograr tener contacto con las prolongaciones de los osteocitos vecinos. Estas
prolongaciones contactan entre si mediante uniones de tipo comunicante: Gap o
nexos. Esto les permite a las células funcionar en forma adecuada y coordinada. Entre
la prolongacidn y la matriz dsea, existe un espacio en el que se encuentra un liquido
rico en sales inorgdnicas, sobre todo en calcio (proveniente de la matriz). Este calcio es
captado por los osteocitos por la accién de una proteina que lo bombea hacia el
interior celular, y de alli pasa a la sangre. Este mecanismo se denomina ostedlisis
osteocitaria

e Los osteocitos se ubican en lagunas de la matriz dsea, en el tejido 6seo maduro se
localizan en las uniones de laminillas adyacentes y tienen organelos menos
desarrollados que los osteoblastos

-Osteoclastos:

Son macrdéfagos especializados que secretan enzimas y acidos que degradan la matriz ésea y

fagocitan los desechos resultantes. Llevan a cabo la resorcién ésea mediante el proceso de

degradacion de su matriz.

Se localizan en las superficies dseas, se ubican en una cavidad labrada en el hueso,
denominada: laguna de Howship: son células multinucleadas gigantes derivadas de la
fusion de los monocitos, por lo tanto, son miembros del sistema mononuclear
fagocitico.

Los osteoclastos activos contienen muchos lisosomas y una superficie irregular muy
plegada.



14

Osteonecrosis Maxilar Relacionada Con El Consumo De Bifosfonatos, Un Modelo Traslacional En Rata

e Tienen polaridad funcional, en la zona de contacto con el hueso poseen una
especializacion de membrana llamada: ribete en cepillo, esta es la porcidn de la célula
que se encarga de fagocitar y degradar la sustancia fundamental, po lo que presenta
enzimas lisosomales: colagenasas, fosfatasas, etc. En el polo opuesto, el borde es de
contornos regulares, no se contacta con el hueso, aqui se encuentran los nucleos. El
osteoclasto utiliza el mecanismo de transcitocis, para transportar vesiculas con matriz
Osea degradada desde el borde plegado del osteoclasto hacia el polo opuesto. En
sintesis: exdcita al medio extracelular enzimas que lo degradan y los productos
resultantes de la degradacidon son captados por el ribete en cepillo mediante un
proceso de endocitosis asi, las vesiculas formadas pasan al polo opuesto de la célula
por transcitocis. Los componentes organicos e inorgdnicos del hueso terminan de
descomponerse en moléculas como: aminodcidos, calcio y fosfato, que luego pasan a
la sangre. (Castarfieda, 2013)

- Hueso primario: también Ilamado inmaduro o nuevo, es el primero que aparece durante el
desarrollo o la reparacién. Las lagunas y fibras coldgenas: se disponen al azar. La matriz:
contiene menos minerales que la del hueso maduro. Su organizacién macroscdpica se asemeja
a la del hueso esponjoso.

- Hueso secundario: también llamado laminar o maduro, en el adulto reemplaza a casi todo el
primario. Sélo se produce por remodelado del hueso primario. Las lagunas se disponen en
forma ordenada. Las fibras coldgenas de las laminillas son paralelas y casi perpendiculares a las
de las laminillas adyacentes. Esta organizacion otorga una gran resistencia a la tension. El hueso
secundario posee una mayor concentracion de matriz inorgdnica que el primario, de manera
que, es mas rigido. La mayor parte del hueso secundario es compacto, pero en algunas areas
(por ejemplo la epifisis de los huesos largos) podria ser esponjoso.

- Médula ésea: contiene tejido hematopoyético y células de almacenamiento de lipidos y ocupa
la cavidad del hueso

e Médula dsea roja: contiene una gran proporcion de células sanguineas en desarrollo.
e Médula dsea amarilla: contiene, sobre todo, células almacenadoras de lipidos.
(Castafieda, 2013)
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CARACTERISTICAS GENERALES DE LA MUCOSA BUCAL

La mucosa bucal, tiene entre sus funciones la proteccion a los tejidos subyacentes de la cavidad
bucal, asi como la sensibilidad, la regulacién de la temperatura, y la secrecion de saliva, enzimas
y anticuerpos. Presenta adaptaciones o variantes de la normalidad que son el resultado de
cambios evolutivos, no heredados, y algunas son resultados de la funcién durante la vida del
individuo. (James K, 2007)

La cavidad bucal como toda cavidad organica que se comunica con el exterior esta tapizada por
una membrana mucosa de superficie himeda.

La mucosa bucal, al igual que toda la mucosa, estd integrada por dos capas de tejidos
estructurales y embriolégicamente diferentes, una capa superficial constituida por tejido
epitelial de origen ectodérmico, y otra capa subyacente de tejido conectivo, de origen
mesenquimatoso (también llamado Idmina propia, corion o estroma).

Ambas estdn conectadas por la membrana basal, en una relacién ondulada y no lisa. Esto es
debido a que el tejido conectivo emite prolongaciones hacia el epitelio, denominadas papilas
coriales, que son invaginaciones, mientras que el epitelio emite proyecciones hacia la Idamina
propia, en forma de evaginaciones que reciben el nombre de crestas epiteliales, Esta
disposicién estructural en papilas y crestas facilita la nutricién del epitelio avascular a partir del
tejido conectivo que es de caracter vascular (Ferraris, 2002)

T. Epitelial

Membrana

basal

T. Conectivo

Fig. 1 Corte histoldgico coronal de la Mucosa Bucal, con tincidn de H-E vista al microscopio al 10x.
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HISTOLOGIA DE LA MUCOSA ORAL

e Epitelio de la mucosa oral

Las células epiteliales estdn unidas entre si para formar una barrera funcional de proteccién
entre el medio bucal y el tejido conectivo subyacente.

El epitelio de la mucosa bucal estd constituido fundamentalmente por dos poblaciones
celulares: (Ferraris, 2002)

A. Poblacién intrinseca, propia del epitelio: esta poblacién estd formada por los
queratinocitos, los cuales constituyen alrededor del 90% de la poblacidn celular total del
epitelio de la mucosa oral. Son células del epitelio destinadas a ser barrera mediante Ia
elaboracién de queratina.

En su evolucién migran desde las capas mds profundas del epitelio hasta la superficie
del mismo. Producida la mitosis, pueden permanecer en la capa basal o dividirse y
migrar de nuevo hacia el exterior, siendo asi células especializadas hasta convertirse en
ocasiones en una escama queratinizada (sin nudcleos) que mds tarde se descamara y
caerad al epitelio bucal. La poblacidn epitelial se renueva contantemente.

Este mecanismo de autorenovacidn, estd controlado por un equilibrio de mitosis de
células de la capa basal y la descamacion de células de capas mds superficial, en un ciclo
que dura aproximadamente 14 dias. Al igual que la piel, el epitelio de la mucosa esta
organizado en unidades epiteliales proliferativas.

Los queranocitos se pueden disponer en el epitelio formando cuatro capas o estratos:
Basal, Espinoso, Granuloso y Cdrneo.

B. Poblacién extrinseca: esta poblacidn es de origen ajeno al epitelio, estd formada por
células permanentes y otras células [lamadas transitorias.

-Poblacién extrinseca permanente: Representa el 9% de la poblacidn celular del epitelio
y esta constituido por 3 tipos de células

Melanocitos: son células claras con nucleo pequefio. Su forma es redondeada vy
presenta prolongaciones de tipo dendriticas. Los granulos formados inicialmente se
denominan premelanosomas y carecen de melanina posteriormente, maduran y se
transforman en granulos densos que contienen melanina y se denominan
melanosomas. Estas células se apoyan sobre la membrana basal del epitelio,
extendiendo sus prolongaciones entre los queratinocitos, sin establecer con ellos
uniones desmosOmicas. Existe alrededor de un melanocito por cada diez
queratinocitos.

Células de Merkel: estas células se localizan entre las células de la capa basal. A
diferencia de los Melanocitos, carecen de prolongaciones. Su funcién es de tipo
sensorial, adaptada para la percepcidn de estimulos tactiles de presion.

Células de Langerhans: estas células derivan del mesénquima embrionario y pertenecen
al sistema monocitico mononuclear. Cumplen la funcién de procesar y presentar
antigenos a los linfocitos T, iniciando una rapida respuesta inmunoldgica a los antigenos
que invaden el epitelio. Presentan multiples prolongaciones de tipo dendriticas y se
ubican entre las células del estrato espinoso.
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-Poblacién extrinseca transitoria: representa alrededor del el 1%, constituida por células
migratorias que pueden infiltrarse ocasionalmente como son: Granulocitos, linfocitos y
monocitos.

e Membrana basal de la mucosa oral

La separacion entre el epitelio y el corion se establece mediante la membrana basal. Si se
observa en el microscopio electrdnico, la membrana basal posee dos regiones: la Iamina basal
sintetizada por las células del epitelio y la [dmina reticular, sintetizada por las células del
conectivo

- L3mina basal: esta estructura se puede observar al microscopio electrénico de
transmisién como una doble lamina rectilinea de distinta densidad: la Iamina densa
y la Iamina lucida. La Idamina densa estd constituida por una red tupida rica en
coldgeno IV, mientras que la Iamina lucida posee laminina y entactina.

- Lamina reticular: esta ldmina estd constituida por fibras inmersas de una matriz de
glucosaminoglucanos. Su espesor varia de acuerdo al grado de friccién con el
epitelio suprayacente, siendo mas gruesa en los epitelios queratinizados

La membrana basal posee varias funciones, como el ser una estructura de fijacién entre el
epitelio y el conectivo, un filtro fisico y quimico (malla de coldgeno IV) por restringir el paso de
cargas negativas. Otro de sus papeles, es servir de guia para la migracién celular en el proceso
de reepitelizacidn de heridas y como barrera de defensa.

Es importante destacar que la membrana basal de la cavidad bucal, presenta caracteristicas
especiales, siendo mds gruesa en los epitelios no queratinizados, y que su espesor disminuye
progresivamente con la edad.

e Lamina propia o corion de la mucosa bucal

Es una ldmina de tejido conectivo de espesor y variable que confiere sostén y nutricion al
epitelio. Presenta numerosas papilas o invaginaciones del corion, que aproximan vasos y
nervios hacia las capas mds superficiales del epitelio. Este tejido conectivo puede ser laxo,
denso o semidenso y estd compuesto por células, fibras y matriz amorfa o no fibrilar.

La [dmina propia se adhiere directamente sobre el periostio o bien se dispone recubriendo a la
submucosa. A nivel del corion existe una rica inervacién, con terminaciones nerviosas
sensoriales que reciben informacién sobre la percepcidn de temperatura (termo-receptores),
tacto y presion (mecano-receptores) y dolor (noci-receptores). Los receptores para la
temperatura y el dolor son terminaciones nerviosas libres, que se ubican en el corion, bajo la
Iamina basal y entre las células epiteliales.

Entre las células que podemos encontrar en esta capa estan los fibroblastos, macréfagos,
linfocitos, células cebadas y células plasmaticas.
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e Submucosa

Estd formada por tejido conectivo laxo, destinado a unir la mucosa de los sitos adyacentes.
Puede existir o no como una capa definida. Estd presente en zonas que requieren movimiento y
que no estan expuestas directamente al choque masticatorio, estd ausente en zonas donde el
corion estd firmemente adherido a la estructura dsea subyacente. Se constituye por tejido
conectivo de espesor y densidades variables en ella se pueden encontrar vasos, nervios, tejido
adiposo y glandulas salivales. (Ferraris, 2002)
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CLASIFICACION HISTOTOPOGRAFICA DE LA MUCOSA

Atendiendo tanto su estructura como su ubicacién, en la cavidad bucal podemos encontrar
distintos tipos de mucosa oral. De este modo, la mucosa oral puede clasificarse desde un punto
de vista histoldgico o desde un punto de vista tipografico;

o Clasificacién histolégica
Dependiendo del grado de queratinizacidon de los queratinocitos en la cavidad oral podemos
encontrar diferentes tipos de epitelio, los cuales pueden ser clasificados desde su punto de
vista histoldgico en tras tipos funcionales:

A. Epitelio plano estratificado ortoquerarinizado
B. Epitelio plano estratificado paraqueratinizado
C. Epitelio plano estratificado no queratinizado

A. Epitelio plano estratificado ortoquerarinizado
En este epitelio encontramos todas la capas; basal, espinoso, granuloso y cérnea

B. Epitelio plano estratificado paraqueratinizado
Este tipo de epitelio presenta caracteristicas similares al queratinizado a nivel de los estratos
basales espinoso y granuloso, aunque este dltimo presenta granulos poco desarrollados.
Las diferencias fundamentales estdn en los elementos celulares del estrato cdrneo, pues en
este tipo de epitelio, las células de este estrato conservan sus nucleos y algunos organelos, lo
cual indica un metabolismo celular escaso.

C. Epitelio plano estratificado no queratinizado
Se diferencia del epitelio queratinizado principalmente porque no existe una capa cdrnea
superficial, creciendo igualmente estrato granuloso, aunque se pueden formar granulos
incompletos. De esta manera, podemos encontrar tres capas; basal, intermedia superficial.

(fig.2). ]

Estrato cormeo
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Fig. 2 Esquema de los diferente tipos de epitelios estratificados planos A) queratinizado B) paraqueratinizado C) no
queratinizado (Ferraris, 2002)
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o Clasificacion topografica

La estructura morfoldgica de la mucosa oral varia por la adaptacién funcional en las diferentes
regiones de la cavidad bucal. Sobre la base de estos criterios funcionales se puede dividir la
mucosa bucal en tres tipos principales: ~

A. Mucosa de revestimiento:
Esta mucosa reviste zonas de la cavidad oral que no estdn expuestas a friccion o presion.
Cumple funciones de proteccidn. El epitelio es de tipo no queratinizado, con un corion laxo o
semidenso, presentando una submucosa de tejido conectivo laxo bien definida. Presenta la
capacidad de distenderse y de adaptarse a la contraccidn y relajacién se encuentran
principalmente en: labio (cara interna), mejilla, paladar blando, piso de la boca, superficie
ventral de la lengua, mucosa alveolar y vestibular

B. Mucosa masticatoria:
Esta mucosa se ubica en zonas sometidas a fendmenos de presién y friccién, producto del
proceso de masticacién. Se encuentra adherida al hueso y no experimenta estiramiento. El
epitelio que posee es de tipo queratinizado o paraqueratinizado, con numerosas crestas
epiteliales que se corresponden con las papilas del corion. El corion es denso o semidenso,
presentando gruesos manojos de fibras coldgenas que se insertan en el periostio. Carece de
submucosa en la encia pero esta presente en la parte lateral del en el paladar duro

C. Mucosa especializada:
Esta mucosa recubre la superficie dorsal y lateral de la lengua y se caracteriza por presentar

una superficie muy irregular, por la presencia de numerosos solevantamientos denominados
papilas linguales. (Ferraris, 2002)
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GLUCOCORTICOIDES

Los glucocorticoides (GC) son farmacos antiinflamatorios, antialérgicos e inmunosupresores
derivados del cortisol o hidrocortisona, hormona producida por la corteza adrenal esencial para
la adaptacidn al estrés fisico o emocional. (Serra, 2012)

Los GC comenzaron a usarse en el tratamiento de la artritis reumatoide (AR) en 1948 por Hench
con resultados clinicos espectaculares en pacientes con elevada actividad inflamatoria
confinados al reposo en cama. Su excelente actividad supresora de la inflamacidn articular se
vio pronto ensombrecida por la aparicion de un amplio abanico de efectos secundarios
asociados a su utilizaciéon prolongada a dosis medias y altas. Esto provocéd que quedaran
relegados a una auténtica medicacién de rescate que se usaba, en cierta medida, asumiendo el
fracaso terapéutico de no poder controlar la actividad de la enfermedad con fdrmacos
modificadores de enfermedad (FAME) como sales de oro, antipaltidicos o sulfasalazina (SSZ).
No obstante, algunos estudios iniciales, ya indicaron el papel modificador de la enfermedad de
los GC. No seria hasta 1995 cuando se planted la hipdtesis sobre su capacidad para prevenir el
dafio radioldgico y, en definitiva, su accion como FAME. En los ultimos afios se han publicado
diferentes ensayos clinicos y meta/andlisis que han estudiado el papel de los GC a dosis bajas
como FAME en la AR, asi como su perfil de seguridad.

Los GC tienen tanto un efecto directo e indirecto sobre el hueso, lo que lleva a un aumento de
la fragilidad y el riesgo de fractura, especialmente de las fracturas de las vértebras y cadera. Se
estima que hasta un 50% de los pacientes tratados con GC a largo plazo sufrird una fractura.
Cambios en los huesos empiezan rapidamente después de la iniciacién de los GC, incluso antes
de los cambios se ven en todos los estudios por imagenes o por absorciometria dual de rayos X
(DX). El riesgo de fractura se ve incluso con dosis relativamente bajas de GC, es decir, 3-10 mg
de prednisona o dosis mas altas de GC inhalados. El riesgo de fractura aumenta con la duracién
y la dosis de GC, independientemente de los cambios en la densidad mineral 6sea (DMO). Por lo
tanto, la osteoporosis inducida por GC (GIOP) debe tenerse en cuenta en el momento de la
iniciacion de las terapias con GC. Aunque la mayor informacién con respecto a GIOP se ha
aprendido de la experiencia con el uso de GC exdgenos a dosis supra/fisiolégicas, reemplazo de
GC y hipercortisolemia endégena también puede conducir a cambios en el hueso y un mayor
riesgo de fractura. (Castafneda, 2013)

- Mecanismo de accion

A los GC suelen atribuirseles dos mecanismos: uno gendmico, lento, con latencia y persistencia
del efecto por horas-meses, y otro no gendmico, rapido, de inicio y de persistencia fugaz.

El primero se debe a proteinas modificadoras de la transcripcion génica pertenecientes a la
super-familia de receptores nucleares; el segundo a moléculas diferentes poco caracterizadas.

Mecanismos gendmicos: Los receptores clasicos son GC y el mineralo/corticoide (MR), que
muestran gran homologia estructural pero diferente distribucion tisular y afinidad por los
farmacos .El cortisol exhibe mayor afinidad por el MR que la aldosterona, por lo que cabria
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esperar que fuese la hormona hidro/mineral. Sin embargo, esto no ocurre por el metabolismo
pre-receptor ejecutado por las isoenzimas 11b-hidroxiesteroide deshidrogenasa La isoenzima I,
con alta actividad en higado, tejido adiposo, hueso y otros tejidos, activa los precursores
reforzando al cortisol circulante (convierte cortisona a cortisol y activa prednisona y
metilprednisona a prednisolona y metilprednisolona respectivamente). La isoenzima Il,
presente solo en tejidos que expresan MR, produce la inactivacién del cortisol permitiendo que
la aldosterona actue. La estructura primaria de GC y MR muestra tres dominios: el extremo N-
terminal (NTD), la regién intermedia o dominio de unién al ADN (DBD) y el extremo C-terminal
o dominio de unidn al ligando (LBD).

Mecanismos no gendémicos: Los GC, como otras hormonas esteroides, muestran actividad no
gendmica:

- En tejido nervioso se ha descripto una glicoproteina acida receptora citosdlica que modularia
la velocidad de descarga neuronal (proteina G) o modificaria la recaptacién extra/neuronal de
neurotransmisores (transportador de cationes). Este mecanismo explicaria los cambios
conductuales agudos inducidos por corticoides. (Serra, 2012)

- Acciones farmacoldgicas

Los GC son los antiinflamatorios mds eficaces; son las Unicas drogas activas en todas las etapas
y en todo tipo de reaccidn alérgica, y son efectivos como inmunosupresores. Sin embargo,
también favorecen la diseminacién de infecciones y por ello deben reservarse para aquellos
casos en que otros farmacos son probadamente ineficaces o estan contraindicados.

Nuevas evidencias indican que los corticoides son mas inmunorreguladores que
inmunosupresores pues no anulan la secrecidn de ciertas citosinas; aumentan la expresién de
correceptores para casi todas las citosinas y optimizan el curso temporal de la respuesta de los
linfocitos T a la IL-2. Los GC son protectores de las consecuencias de una respuesta inflamatoria
indiscriminada sobre el organismo.

- Efectos neuroendocrinos: todos inhiben la secrecién de la hormona liberadora de
corticotrofina (CRH) a nivel hipotaldmico y la de ACTH a nivel hipofisario. Tras su aplicacién
reprimen, casi de inmediato, la expresidon del gen de proopiomelanocortina e impiden por
mecanismos no gendmicos la secrecion de ACTH preformada. Si la inhibicidn se prolonga por
mas de 10 dias, la carencia de ACTH desencadena la atrofia de la corteza adrenal. Si ello ha
ocurrido, la suspensién brusca del aporte corticoide produce insuficiencia adrenal secundaria
aguda, pues la corteza atrofiada no puede responder al aumento de ACTH sérica.

También suprimen la secrecidon de somatotrofina a través de CRH que estimula la secrecién
hipofisaria de somatostatina. Esto puede ocasionar en nifios retraso ponderal y en la estatura
mientras dura el tratamiento; por ello, toda indicacidn pedidtrica debe estar absolutamente
justificada porque el riesgo debe superar al beneficio.

El uso continuo y prolongado provoca hiperglucemia, disminucidn de la tolerancia a la glucosa,
hiperinsulinemia con insulino-resistencia, y en ciertos casos, puede desencadenar una diabetes
latente.
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Metabolismo lipidico: Los GC facilitan el efecto lipolitico de las catecolaminas, con el
consiguiente aumento de los acidos grasos libres en plasma. Esta accidn explica por qué, en
tratamientos prolongados, se produce obesidad centripeta con acumulacién adiposa en
espalda, abdomen y cara (aspecto cushingoide).

Metabolismo hidroelectrolitico: Los GC pueden exhibir un efecto aldosterono-simil con pérdida
de K+ y retencidn de Na+ y agua. Esta situacion aumenta la eliminacién de H+, asi dosis elevadas
pueden desencadenar alcalosis hipocalémica.

Efectos éseos: Los GC son hipocalcemiantes, pues disminuyen la absorcién intestinal y la
reabsorcién renal de calcio, antagonizando los efectos del calcitriol; como resultado, estimulan
indirectamente la resorcién ésea mediada por la paratohormona (acciones que fundamentan
su uso para el tratamiento de la hipercalcemia grave). Ademas del efecto catabdlico sobre la
matriz dsea comentado, los corticoides inhiben los osteoblastos e inducen su apoptosis. Por
ello su uso prolongado produce, segun gravedad osteoporosis u osteonecrosis. Asimismo, los
GC favorecen la maduracién de los condrocitos y el cierre prematuro del cartilago de
crecimiento; hechos que contribuyen, junto con la inhibicién de la secrecién de somatotrofina,
al retardo ponderal en nifios consumidores de estos farmacos.

Efectos autondmicos: Los corticoides producen potenciacién adrenérgica. Algunos, como la
hidrocortisona, lo hacen al inhibir, por efecto no gendmico, la captacién extraneuronal de
catecolaminas. En cambio todos son capaces, por efecto genémico, de inducir la sintesis de
adrenoceptores b2 en el musculo liso bronquial. Efectos sobre SNC: Estos muestran gran
variabilidad interindividual. Generalmente son estimulantes, provocando insomnio, excitacidn,
y muy raramente confusién y alucinaciones (psicosis corticoide). Sin embargo, ciertos pacientes
responden con depresidn tras el uso crdénico, sin conocerse con certeza los mecanismos
involucrados; algunas evidencias apuntan a la atrofia de zonas cerebrales como el hipocampo.

Efectos gastrointestinales: Puesto que los GC inhiben la sintesis de prostaglandinas, se esperaria
que muestren dafo digestivo similar a los antiinflamatorios no esteroides (AINEs). Los estudios
retrospectivos y meta/andlisis son contradictorios, no pudiendo probarse lo dicho. Si se asocian
a AINEs el riesgo de complicaciones serias gastrointestinales (sangrado, perforacidn,
hospitalizacién o muerte) se duplicaria respecto al riesgo de uso del AINEs solo (que de por si
es 2.5 veces mas alto entre los consumidores que la poblacién normal).

Efectos cardiovasculares 12: La administracion prolongada de estos farmacos produce
hipertensién arterial explicable por los efectos mineralo-corticoides, la inhibicidn de Ia
recaptacion de catecolaminas y el incremento de la produccidn hepatica de angiotensinégeno.
(Serra, 2012)

- Farmacocinética
Los GC son activos por cualquier via de administracion. No obstante, para la aplicacién no oral

se han desarrollado ésteres que modifican la liposolubilidad favoreciendo o anulando su
depdsito. Por ello, la farmacocinética depende de la via y del éster empleado
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La via sistémica (oral, rectal, IM o IV) se utiliza para la mayoria. Por via oral se absorben casi
completamente, pero algunos como hidrocortisona y triamcinolona sufren metabolismo
presistémico variable que reduce su eficacia. Los tiempos a la concentracién maxima (tmax)
por via oral se alcanzan alrededor de los 90 min. Por via IM o 1V, los ésteres solubles (fosfato)
se hidrolizan rapidamente mediante esterasas tisulares o plasmaticas, liberando al esteroide
con una t% de 10 min; por via IM el tmax se obtiene entre 15 y 30 min.

Los GC se eliminan por metabolismo hepdtico, por lo que la fracciédn de excrecién urinaria de
droga activa es inferior al 20%, excepto para la DX. La hidrocortisona sigue la via natural para
dar los hexahidroderivados inactivos, cortol y cortolona. Las vias locales son de amplio uso ya
sea en forma de soluciones, cremas, aerosoles e inyectables: sobre piel y mucosas se usan
clobetasol, triamcinolona acetonida y ésteres de la betametasona, entre otros. Para aplicacion
intraarticular se utilizan los ésteres de depdsito de triamcinolona, betametasona o DX (Serra,
2012)

- Efectos adversos

Estos resultan una causa comun de iatrogenia y la dosis empleada resulta un fuerte factor de
riesgo para su apariciéon. Los corticoides afectan a casi todo el organismo, por ello las
reacciones adversas especialmente tras la terapia sistémica son multiples y variadas, desde
aquellas no serias pero si displacenteras a otras que ponen en peligro la vida. Muchos de estos
efectos son manejables.

Agudos: Una reaccién importante es la estimulacidon del SNC que conduce a cuadros psicdticos.
Este fendmeno no estd bien comprendido y presenta un fuerte componente idiosincratico.
Otra reaccién relevante es la insuficiencia adrenal aguda por supresién brusca de la terapia
corticoide crénica, situacion que puede ser mortal pues provoca desbalance autondmico. Una
forma atenuada del sindrome de privacién produce astenia, anorexia, nduseas, mareos,
cefaleas, mialgias, artralgias, fiebre, hipotension ortostatica, depresidn, intensa, descamacién
dérmica y eritema nodoso.

Crénicos: Estos se refieren al hipercortisolismo iatrogénico que se desarrolla por la terapia
crénica, esto se refleja por supresidon del HPA, el aspecto cushingoide con obesidad central,
hiperglobulia, intolerancia a la glucosa o hiperglucemia e hipercolesterolemia, tendencia a
infecciones oportunistas y virales, osteoporosis u osteonecrosis, pérdida de masa muscular
cuyo grado extremo es la miopatia esteroidea, depresidn, disforia, insomnio, trastornos
digestivos variados, edemas por retencién de Na+ y agua (con riesgo de hipertensién y/o
insuficiencia cardiaca en pacientes predispuestos) y alteraciones cutdneas (acné, estrias,
hirsutismo, equimosis). Los GC fueron considerados farmacos de elevado riesgo fetal. Las
evidencias actuales no muestran riesgo teratdgeno, pero su uso en el embarazo se indica sélo
cuando el beneficio supera al riesgo. (Serra, 2012)

- Contraindicaciones

Absolutas: epilepsia, psicosis o su antecedente, insuficiencia cardiaca congestiva grave,
hipertensiéon arterial grave, tromboembolismo reciente, infecciones sistémicas como
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tuberculosis, herpes o micosis sin tratamiento, glaucoma, miastenia grave, diabetes mellitus
descompensada o complicada.
Relativas: Ulcera péptica, osteoporosis, embarazo y lactancia.

- Usos clinicos

Usos endocrinos:

e Insuficiencia adrenal:

e Hiperplasia adrenal congénita:
e Hiperandrogenismo:

e (risis tirotdxica:

Usos no endocrinos:

El objetivo es aprovechar los efectos antiinflamatorios, antialérgicos, inmunosupresores y
antineopldsicos de estas drogas; por ello, se indican en: reumatopatias y colagenopatias (lupus,
vasculitis, artritis reumatoide, dermatomiositis, esclerodermia, espondilitis anquilosante,
sindrome de Sjogren, ataque agudo de gota).

Enfermedades alérgicas y picadura de insectos; shock (anafilactico y séptico); asma bronquial
(en la crisis y como preventivo) y EPOC; dermatopatias de variada etiologia (eczemas,
urticarias, prurigos, dermatitis exfoliativa, pénfigo, psoriasis); afecciones oculares (iritis, uveitis,
corioretinitis, iridociclitis, conjuntivitis alérgica); inmunosupresién en trasplantes; sarcoidosis;
sindrome nefrdético; enfermedades neuroldgicas con componente autoinmune; hipercalcemia;
como antineoplasico en leucemias; tratamiento coadyuvante de infecciones, procesos
neoplasicos, traumatismos craneoencefdlicos y edema cerebral; prevencién del sindrome de
dificultad respiratoria neonatal.

En muchos casos solo existen fundamentos empiricos, y por ello no existen dosificaciones
precisas establecidas. (Serra, 2012)

- Farmacologia clinica de los corticoides

La terapia corticoide debe iniciarse solo si existe un beneficio evidente o si otras medidas fallan;
debe administrarse en tiempo y cantidad para obtener la respuesta deseada, y suspenderse si
ésta no se alcanza o aparece algln efecto adverso. La supresidn del eje HPA resulta un punto
critico de uso, pues no se conoce exactamente cudl es el tiempo maximo de administracién sin
riesgo de insuficiencia adrenal. Se supone que dosis muy altas, Unicas o por 1-5 dias, como las
que se usan en el shock anafilactico, no van seguidas de sindrome de privacion; pero
tratamientos de mas de 10-20 dias, aun con dosis terapéuticas bajas, pueden producirlo si el
tratamiento se suspende bruscamente. Por ello, deberian considerarse estas posibilidades: - Si
la administracién sistémica se mantiene hasta 10 dias en un individuo sin contraindicaciones; no
importa el corticoide, la via o la dosis empleadas, es probable que no ocurra trastorno alguno.

Si la administracién sistémica se mantiene durante 15-30 dias (una Unica aplicacién IM de
corticoide de depdsito es equivalente), aun sin contraindicaciones es dificil mensurar la
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aparicién de efectos adversos y es probable que haya un trastorno minimo y rdpidamente
reversible del HPA.

Si la administracidn sistémica se mantiene por 45 o mas dias, se produce una alteracién del HPA
con atrofia adrenal que tarda en recuperarse anatémica y funcionalmente. En estos casos se
debe realizar un retiro planeado y considerar la profilaxis anti ulcerosa.

En la actualidad, gracias al importante aval cientifico y experiencia clinica acumulados puede
lograrse un correcto uso. Pero para ello es necesario conocer la informacién que sefiala todas
las bondades y limitaciones que el tratamiento con corticoides trae aparejado.

- Glucocorticoides y Odontologia

Los GC se han utilizado en un intento de minimizar o prevenir el edema postoperatorio después
de Cirugia oral y maxilofacial .El uso de esteroides se asocia con mds complicaciones
especialmente en la administracién a largo plazo.

La DX parece ser el mds adecuado porque tiene la mayor actividad antiinflamatoria, actividad
mineralo/corticoide y una vida media mas larga disponible de 36 a 54 h. La psicosis es un
término psiquidtrico genérico para un estado mental a menudo se describe como que implica
una "pérdida de contacto con la realidad." Las personas que experimentan psicosis pueden
informar de alucinaciones o delirios y pueden exhibir cambios en su personalidad y
pensamiento desorganizado. Se reportan tres casos maxilofaciales que experimentaron la
psicosis post-operatorio después de la terapia con DX perioperatoria, como resultado de lo
cual, los pacientes tenfan una estancia prolongada en la unidad de cuidados intensivos
quirdrgicos. (Serra, 2012). La conciencia y la capacidad de diagnosticar la psicosis post-
operatoria después del uso de DX son cruciales para proporcionar una mejor atencién y un
tratamiento eficaz.
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BIFOSFONATOS

Los Bifosfonatos (BF) son medicamentos que se usan cominmente para tratar el cancer de
huesos y las metastasis dseas de otras neoplasias, asi como para el tratamiento de Ia
osteoporosis. Los BF mejoran la densidad mineral dsea, reducen el riesgo de fractura, y
reducen la hipercalcemia maligna, algunos pacientes han desarrollado padecimientos
relacionados con el consumo de estos medicamentos tales como, la Osteonecrosis maxilar
relacionada al consumo de BF (BRONJ) (Aghaloo T. e., 2011).

Los BF, son compuestos quimicamente estables derivados del pirofosfato inorganico (PFI); un
compuesto que se produce de manera natural en los organismos, en el cual dos grupos fosfato
estdn unidos por esterificacion a una molécula de oxigeno mientras que los BF estdn
caracterizados por dos uniones C-P (Russell 2008).

La estabilidad es conferida por esta sustitucion de un atomo de carbono en vez del dtomo de
oxigeno para conectar los dos fosfatos. La estructura P-C-P permite un gran ndmero de
posibles variaciones, ya sea por cambio de las dos cadenas laterales en el carbono o por
esterificacion de los grupos fosfato. Cada BF tiene sus propias caracteristicas quimicas,
bioquimicas y bioldgicas, las cuales implican que no es posible extrapolar los resultados de un
compuesto a otro con respecto a sus acciones. (Martinez, 2010)

El grupa PCP es

asencial para [a

atiividad biologica

Fig. 3 Estructura quimica de los Bifosfonatos que muestra como la manipulacién de la estructura basica
podria cambiar la actividad bioldgica y la potencia del farmaco. Nota: HA= Hidroxiapatita. (Martinez, 2010)

La estructura del ndcleo de los BF sdlo difiere ligeramente de los PFl en que los BF contienen un
carbono no hidrolizable central, los grupos de fosfato de acompafiamiento de este carbono
central se mantienen. A diferencia de los PFI, casi todos los BF en el uso clinico actual también
tienen un grupo hidroxilo unido al carbono central (la llamada posicién R1) véase Figura 3. Los
dos grupos fosfato tienen una doble accién, por un lado se requieren para unir al BF al hueso y
por otro a las células mediadoras de actividad antirreabsortiva (Russell 2008). Estos grupos de
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acompafiamiento de fosfato proporcionan a los BF una fuerte afinidad por los cristales de la
hidroxiapatita (HA) en los huesos (lo cual también se observa en PFI), considerando que el
grupo hidroxilo aumenta adin mas la capacidad de un BF para unir al calcio.

En conjunto, el fosfato, y los grupos hidroxilo crean una interaccidn terciaria en lugar de una
binaria entre los BF y la matriz dsea, lo que les da su notable especificidad por el hueso. Aunque
los grupos de fosfato e hidroxilo son esenciales para la afinidad de los BF con la matriz ésea, las
estructuras de la fraccién final (en la posicién R2) vinculadas al carbono central, son el principal
determinante en la potencia de un BF para la inhibicidn de la resorcion dsea. La presencia de un
atomo de nitrégeno o un grupo amino aumenta la potencia antirreabsortiva del Bifosfonato de
10 a 10.000; en relacidn con los primeros BF no nitrogenados, tales como el Etidronato.
(Martinez, 2010)

La estructura general de los BF es bastante facil de modificar, por lo que las diferentes
generaciones varian mucho dependiendo de sus caracteristicas bioldgicas, terapéuticas y
toxicoldgicas. (Escobar, 2007)

e Mecanismo de Accion:

Entre las propiedades bioldgicas y los mecanismos de accidn de los BF se encuentran los
siguientes:

- Inhibicién de la reabsorcidn dsea osteoclastica

- Inhibe la secrecién de RANKL por parte de los osteoblastos (mediador por la unién a su
receptor especifico RANK que provoca activacién y diferenciacién osteoclastica).

- Inhibicién de la apoptosis de osteocitos y células de la linea osteobl3astica

- Efecto anti-angiogénico que reduce el EGF (factor de crecimiento endotelial).

- Presentan propiedades antitumorales: inhibicién de la proliferacién e invasion de las
células tumorales e inhibicién de la adhesién de las células tumorales al tejido dseo

- Induccién de apoptosis en varias lineas celulares malignas e inhibicién de la actividad
proteolitica de las metaloproteinasas de la matriz.

La vida media de los BF en el torrente sanguineo es muy corta y oscila entre los 30 minutos y las
2 horas pero una vez absorbidos por el tejido dseo, pueden persistir durante mas de 10 afios en
los tejidos esqueléticos. (Escobar, 2007)

e Farmacocinética
Estudio in vitro con Etidronato u Clodronato han demostrado que los BF pueden penetrar en
las células de los mamiferos, donde la captacién se produce sobretodo en el citosol, y la

concentracién puede ser varias veces mayor que en el medio extracelular. (Martinez, 2010)

No hay una respuesta clara sobre el estado de los BF en la circulacién, de hecho solo son
ultrafiltrados parcialmente en soluciones acuosas asi como en el plasma, posiblemente por la
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formacién de agregados complejos polinucleares. En el plasma se produce una unién a
proteinas, que varia dependiendo del compuesto y del tipo de animal empleado para el
estudio. La unién es pH y calcio dependiente, por la cual el incremento de ambos aumenta la
union.

Una vez en sangre, los BF desaparecen muy rapido, mayoritariamente en hueso, hecho que
puede ser explicado por su rapida y fuerte unién a los cristales de HA. El rango de entrada en
hueso es muy veloz, similar al del calcio o al del fosfato. La captacién puede ser determinada
sobre todo por la vascularizacién del hueso. Consecuentemente los tejidos blandos estan
expuestos a estos compuestos por muy cortos periodos de tiempo, lo que explicaria sus
efectos dseos especificos y su baja toxicidad (Martinez, 2010)

La vida media de los BF en la circulacién es bastante corta, con un rango que entre los 30 -60
minutos (Senel 2009). Sin embargo, una vez incorporados al tejido éseo, pueden persistir por
mucho afios, y sélo seran eliminados cuando el hueso es destruido por el recambio del mismo.
Aunque la precisién en la determinacién de la vida media bioldgica sigue a debate, las
estimaciones; y sobre todo para los BF mas potentes como alendronato; sugieren una vida
media biolégica en humanos de mas de 10 afios después de una unica dosis IV (Senel 2009).
Mientras que en ratones y ratas su permanencia en el esqueleto puede variar entre 3 meses y 1
afo.

Pero la nocidn de vida media de la retencién de estos farmacos puede ser engafiosa, ya que no
es equivalente a la vida media de sus efectos. Gran parte de los BF son retenidos por mucho
tiempo en el esqueleto, probablemente porque son rapidamente "enterrados" dentro de la
fase mineral, y por lo tanto farmacoldégicamente inactivos. En este sentido, se asemejan a otras
sustancias como los isétopos marcadores de hueso (Sr, Ra, Pu, etc.) o metales pesados (Pb,
Hg), que pueden permanecer en el esqueleto durante largos periodos de tiempo. La liberacién
de BF del hueso depende en gran medida de la remodelacién y reabsorcién. Por lo tanto, las
cifras citadas en la literatura refiriéndose a una vida media de 10 afios 0 mds, en comparacion
con, dias o meses, no ofrecen una comparacién valida entre BF, ni dan una indicacién real de la
persistencia de sus efectos farmacoldgicos. La excrecién de BF se describe mejor por estudios
exponenciales de la cinética o de la potencia de la funcién, y hay una secuencia de "media
vida", que aumenta con el tiempo. Cuanto mds tiempo se continta con el estudio, la vida media
terminal se hace mas larga. (Martinez, 2010)

e Vias de Administracion:

Existen dos tipos de BF: los que contienen nitrégeno y los que no los contienen, y se agrupan
segun la via de administracion que se emplee, ya sea oral o intravenosa.

Los BF orales se usan principalmente para el tratamiento de la osteoporosis post menopausica.
Por la via oral son menos potentes que los endovenosos, la incidencia de complicaciones que se
asocian es menor (riesgo estimado de osteonecrosis de 0,04 -0,07 %), el tiempo de latencia
hasta la aparicién de los efectos adversos es mayor (3 afios) y el curso evolutivo de las lesiones
es menos agresivo.
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Los BF endovenosos son usados en la enfermedad de Paget, |a hipercalcemia de origen tumoral
y las metdstasis osteoliticas de tumores sdélidos o del mieloma multiple. Son mucho mas
potentes, la incidencia de complicaciones es mucho mas elevada (riesgo estimado de
osteonecrosis de 0,8 - 12 %), las lesiones aparecen antes (6 meses) y son mucho mas agresivas y
complicadas de resolver.

Los BF por via oral mas usados son:

Alendronato (Fosamax®)
Clodronato (Bonefos®)
Etidronato (Difosfen®, Osteum®)
Risedronato (Actonel®, Acrel®)
Tiludronato(Skelid®)

ANENENENAN

Los BF mds usados por via parenteral son:

Acido Ibandrénico o Ibandronato (Bondronat®), Bondeza®)
Pamidronato (Aredia®, Linoten®, Xinsidona®)
Zoledronato (Zometa®)

ANENEN

e Efectos Adversos:

Se han descrito diferentes efectos adversos y complicaciones asociadas a su uso. En el caso de
los BF orales, los efectos secundarios mas frecuentes son: erosiones orales, Ulceras géstricas,
esofagitis y estenosis esofagica. Entre los efectos adversos de los BF intravenosos si su infusion
es rapida, esta la insuficiencia renal.

Ademas, se han descrito flebitis, febricula transitoria, escalofrios, sindrome pseudogripal en los
dos primeros dias. Especial relevancia ha adquirido durante los Ultimos afos la aparicién de
numerosos casos de la Osteonecrosis maxilar relacionada al consumo de BF (BRONJ) en
pacientes en tratamiento con BF.

la BRONJ es una condicién de cicatrizacién retardada, la AAOMS (American Association of Oral
and Maxillofacial Surgeons) Asociacién Americana de Cirugia Bucal y Maxilofacial, considera
que los pacientes deben presentar las tres siguientes caracteristicas: tratamiento actual o
previo con Bf, hueso expuesto necrético en la regidon maxilofacial que ha persistido por mds de
8 semanas y sin historia previa de radiacidn en los maxilares. El hueso de los pacientes tratados
con BF, se caracteriza por ser un hueso viejo con osteonas o lagunas acelulares y con un
comportamiento metabdlico totalmente alterado. EI minimo trauma produce rupturas del
revestimiento mucoperidstico dejando hueso expuesto necrético, él cual se infecta facilmente
y se desarrolla la osteonecrosis avascular. (Toshiyuki, 2010)

Los riesgos de desarrollo de BRONJ aumentan con la manipulacion dental y la higiene
deficiente, lo que al exponer el hueso a la flora de la cavidad bucal posterior a una exodoncia,
éste se infecta produciendo dolor importante, tumefaccién, exudado purulento y necrosis dsea
progresiva muy dificil de tratar.
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Clinicamente las lesiones a nivel intraoral se presentan como dreas uUnicas o mdltiples de
exposicion de hueso necrético al medio bucal. Otros signos y sintomas incluyen: dolor,
movilidad dentaria, tumefaccidn, exudado purulento, parestesia en la zona del nervio dentario
inferior. A nivel extraoral se puede observar la presencia de fistulas y aumento de volumen de
los tejidos blandos de la regién cérvico facial.



32

Osteonecrosis Maxilar Relacionada Con El Consumo De Bifosfonatos, Un Modelo Traslacional En Rata

OSTEONECROSIS MAXILAR RELACIONADA AL CONSUMO DE BF (BRON]J)

La BRONJ se define como una condicidn de tejido dseo necrdtico expuesto de manera crénica
en cualquier parte de la cavidad bucal de un individuo que esta recibiendo BF y que no ha sido
sometido a radioterapia dirigida a cabeza y cuello; es usualmente dolorosa y frecuentemente
resulta infectada en forma primaria o secundaria. La exposicion del tejido éseo puede ocurrir
espontdneamente o seguida de un procedimiento odontoldgico invasivo (extracciéon dental,
implantes, entre otros). El hueso expuesto persiste de 6 a 8 semanas después que se
proporciona la atencién odontoldgica estandar. (Escobar, 2007)

Barrios y col. afirman que los BF se unen preferentemente a los huesos con recambio éseo mas
alto, teniendo mayor afinidad por el hueso trabecular. Los huesos maxilares, a diferencia de
otros tejidos dseos del organismo, poseen un gran aporte sanguineo y una mayor velocidad de
recambio 6seo (10 veces mayor que el resto del organismo), factores estos debidos a la
actividad diaria (estimulos mecénicos) del tejido, la presencia de las estructuras dentarias (lo
cual genera una demanda continua de remodelado 6seo alrededor del ligamento periodontal) y
el hecho de que es un tejido expuesto al medio ambiente a través del surco gingival.

=  Manifestaciones clinicas:

Los hallazgos clinicamente importantes para el diagndstico de BRONJ son la presencia de
hueso alveolar expuesto en el maxilar o la mandibula. Otros signos y sintomas asociados son: :
Dolor

Hinchazdn

Supuracién

Parestesia

Ulceracién de los tejidos blandos

Fistula intraoral

Fistula extraoral

El aflojamiento de los dientes

Lesiones radiogrificas; radiolucida, radiopaca o mixto

ISR N N N NN

La AAOMS clasifica la BRONJ en cuatro grupos en funcién de su gravedad (Tabla 3)

= Diagnéstico diferencial

Las enfermedades que requieren diagndstico diferencial de BRONJ son alveolitis seca (osteitis
alveolar), la sinusitis, la gingivitis, la periodontitis, lesiones periapicales, trastornos de la
articulaciéon temporomandibular. Posible metastasis de un tumor primario de los huesos de la
mandibula se mantiene siempre en cuenta, sobre todo en pacientes con cancer. Ademas, las
enfermedades asociadas con el hueso expuesto deben ser también consideradas si no hay
antecedentes de tratamiento BF. La diferenciacion de BRONJ de osteomielitis crénica de la
mandibula es extremadamente dificil (Toshiyuki, 2010).
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ETAPA CARACTERISTICAS
Fase de alarma
Etapa o Sin hueso necrético aparente
Hipostesia

Fistula intraoral

Bolsa periodontal profunda

Las pequefias lesiones osteoliticas en radiografia
Etapa1 Hueso necrdtico,

Asintomaticos

No hay evidencia de infeccidn.
Etapa 2 Hueso expuesto y necrético,

Infeccién, Dolor, eritema

Con o sin infeccidn purulenta
Etapa3 Etapa 2 plus

Hueso expuesto y necrético,

Fractura patoldgica,

Fistula extraoral

Comunicacion oral nasal

Ostedlisis extendido.

Tabla 3 Clasificacion de la BRONJ segtin la AAOMS (Toshiyuki, 2010)

= Los factores de riesgo

Los factores de riesgo para desarrollar la BRONJ pueden ser mdltiples y en muchos casos no
estan establecidos; podemos hablar de los siguientes:

Relacionados con los medicamentos de los cuales los mds importantes son:

v' Potencia del Bifosfonato. Los BF nitrogenados son los mds potentes. Incluyen:
Zoledronato, Pamidronato, Alendronato, Risendronato e Ibandronato. Entre ellos el
Zoledronato es el mds potente.

v" Via de administracién. La AAOMS, indica que aunque existe poca informacion sobre los
BF IV en Osteoporosis, basandose en la dosis y frecuencia menor de uso, piensan que
el riesgo de desarrollar BRONJ podria ser equivalente e incluso menor al de la terapia
oral para la osteoporosis.

v Dosis acumulada e Duracion de la terapia. Hay una relacién exponencial entre el
tamafo de la osteonecrosis dsea producida y la duracién del uso del BF.

Relacionados con factores locales
v' Cirugia dentoalveolar incluyendo pero no limitado a: aumento de cresta dsea (la cresta
es el reborde 6seo de los maxilares), extracciones, colocacion de implantes dentales,
cirugia periapical (el apice es el vértice de la raiz del diente, por él penetran vasos y
nervios) y periodontal que implique dafio dseo. En estos casos si el paciente estd a
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tratamiento con BF via intravenosa la probabilidad de desarrollar BRONJ aumenta en 7
veces.

v Anatomia local. Las lesiones aparecen en maxilares y mds en mandibula. En los orales el
96.7% en mandibula (41.2% en la regién molar mandibular), en los intravenosos el 75% en
mandibula (93.1% en la zona molar de la mandibula) y el 25% en el maxilar superior.

La causa de la predileccién por estas zonas son varias: 1.

-Los huesos maxilares estan mas expuestos que los otros huesos del organismo pues
s6lo estdn separados de la cavidad bucal por el ligamento periodontal y un tejido
conectivo denso periodontal de <0.5 mm.

-La delgada mucosa de revestimiento los hace susceptibles a variados factores
traumaticos (Ej.: prdtesis desajustada) provocando lesiones ulcerativas, a veces
microscdpicas, que suponen vias de comunicacién entre el medio bucal y el hueso,
estas vias de comunicacién son consideradas como vias de entrada directa de
microorganismos bucales hacia el hueso de maxilares superiores e inferiores, lo que
podria ser un factor que facilitase los procesos de osteonecrosis mandibular en
personas con prétesis dentales y con otros factores de riesgo para la misma

Relacionados con factores demogrdficos y sistémicos:

v' Edad. Por cada década, hay un incremento del 9% de riesgo de BRONJ en mieloma
multiple con tratamiento de BF IV. El pico general de incidencia es entre la 7°-8° década.
Raza: Caucasiana
Cancer: Mieloma, cancer de mama, cancer de prdstata, de pulmdn...
Osteopenia/osteoporosis si acompafian al diagndstico de cancer.

SNRNEN

Otros factores que pueden incrementar el riesgo aunque no estdn bien definidos como:

Terapia corticoide (embolias grasas, aumento de la médula grasa)

Diabetes

Tabaco

Alcohol

Higiene bucal deficiente

Agentes quimioterdpicos: Metotrexato, Tamoxifeno, Ciclofosfamida, 5-Fluorouracilo,
Melfalan, Vincristina, Espirubicina, vinorelbina, Paclitaxel, Doxetacel.

DN NI NI NI N

La eficacia de los BF es indiscutible pero los riesgos, aunque escasos, pueden ser graves. El
conocimiento de sus efectos a largo plazo plantea un nuevo campo a explorar y reafirma el
imprescindible e importante papel de los sistemas de farmaco-vigilancia (Llorente, 2011)

=  Tratamiento

BRONJ debe ser tratada de acuerdo con su gravedad-

1. Periodo de observacién (fase 0): no expuesto el hueso/necrosis. La educacién del
paciente sobre los sintomas y el riego de BRONJ y el mantenimiento de un buena
higiene a través de examenes dentales de rutina y cuidados preventivos son
importantes. Los tratamientos conservadores como el uso de enjuagues bucales
antibacterianos orales, la limpieza de la fistula o bolsa periodontal, y la aplicacién local
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y la inyecciéon de medicamentos antibacterianos se deben realizar con el seguimiento
de rutina. No se requieren tratamientos agresivos, y no hay indicacién de tratamiento
quirdrgico.

2. Etapa 1 expuesto el hueso/necrosis no hay sintomas. Los tratamientos son
basicamente idénticos a los del periodo de observacién. Los tratamientos
conservadores tales como enjuagues bucales antibacterianos orales, limpieza del
hueso expuesto y regiones necrdticas, y la aplicacion de farmacos antibacterianos. No
hay ninguna indicacién para el tratamiento quirurgico.

3. Etapa 2: expuesto el hueso/ necrosis dolor, secrecién purulenta. El uso de enjuagues
bucales antibacterianos orales apropiados y fdrmacos antibacterianos es eficaz
después de la realizacién de pruebas de cultivo de bacterias y pruebas de sensibilidad a
los antibacterianos. Los medicamentos antibacterianos deben ser cuidadosamente
seleccionados si Actinomyces se aislan en un cultivo bacteriano. La ACCOM propone un
curso de 3 semanas de la terapia antibacteriana continua para la etapa 2.

4. Etapa 3: ademas de los hallazgos de la etapa 2, se observan fracturas patoldgicas. El
tratamiento es muy dificil cunado BRONJ ha progresado hasta esta etapa.
Tratamientos dentales invasivos deben evitarse siempre que sea posible en pacientes
con estadio 3, porque pueden aumentar el riesgo de desarrollo de los hueso expuestos
y necrdticas adicionales. Sin embargo, legrado y la extirpacién quirdrgica del hueso de
la mandibula y la terapia antibacteriana ocasionalmente puede traer alivio a largo plazo
de los sintomas y la resolucién de la infeccién agua y el dolor. La reconstruccion
inmediata con una placa o un colgajo musculo/cutdneo se debe considerar, con
especial cuidado para evitar la infeccién posquirudrgica. En la realizacién de la cirugia, se
debe reconocer que la remodelacién ésea anormal causada por el tratamiento de BF es
probable que afecte la fijacion de las placas de reconstruccién.

La oxigenoterapia hiperbdrica (OHM), que ha sido desarrollado para ayudar a la cirugia y los
medicamentos antibacterianos, se muestra de manera eficiente para mejorar la cicatrizacién de
heridas

OHM se ha utilizado para el tratamiento de la necrosis por radiacidn, o la osteomielitis crénica
de la mandibula durante los ultimos 20 afios. Debido a que una de la causa de BRONJ es la
inhibicion de los osteoclastos, de los cuales la diferenciacién, la funcién y la vida estdn
regulados por moléculas de sefializacidn sensibles al oxigeno reactivo, OHM puede tener
efectos terapéuticos en BRONJ. Sin embargo, los resultados para los efectos de la OMH sobre
la BRONJ varian, y la eficacia aiin no ha sido determinada.

Otras intervenciones terapéuticas

BRONJ puede mejorar mediante la inyeccidn subcutdanea de la proteina relacionada con la
hormona parotidea (PTH-rP) recombinante y bortezomib, un inhibidor del proteasoma utilizado
en el mieloma multiple. Se necesitan mas estudios para verificar la eficacia de estos
tratamientos. (Toshiyuki, 2010)

* Protocolo odontolégico en paciente
Debido a la cicatrizacién tardia en pacientes con BRONJ, los accesos quirtrgicos no son
recomendados
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- Algunos pacientes responden con antibioticoterapia, siendo util algunas penicilinas entre las
que se destacan la amoxicilina combinada con &cido clavuldnico y la sultamiciling,
conjuntamente con irrigaciones locales con clorhexidina al 0,12%.

- Otros casos requieren un desbridamiento minimo de la lesién, que debe ser realizado para
eliminar los bordes dseos agudos hasta conseguir tejido vascularizado.

- Dispositivos removibles intrabucales son recomendados para proteger a la lesién de futuros
traumas

- Estos pacientes pueden presentar infeccidn fungica, por lo que en estos casos se recomienda
realizar estudios de cultivo y se opta generalmente por tratamientos con nistatina oral. Como
siempre, una buena historia clinica nos alertara de la posible situacién de riesgo del paciente,
en este caso asociado a la toma de un farmaco. El mejor tratamiento consiste en la prevencién
de los posibles riesgos. Ante cualquier intervencidn quirdrgica a nivel bucal, es importante
informar al paciente del riesgo inherente a la medicacidon que toma o ha tomado y acreditarlo
mediante la firma del consentimiento informado.

Los pacientes deberdn conocer que si estdn tomando BF por via oral, el riesgo de osteonecrosis
es menor que si los recibieran por via intravenosa. También deberan saber que el riesgo es
proporcional al tiempo que llevan recibiendo el tratamiento y que para disminuir este riesgo es
muy importante mantener una buena higiene bucal, no tener habitos nocivos y realizar
controles odontoldgicos periddicos. Deberdn conocer que en la actualidad no existe ninguna
técnica que determine de forma eficaz el riesgo de cada paciente. Y deberan tener presente
que ante la menor sensacién de molestia o ante una lesidn dsea en la boca deberan acudir
inmediatamente a su odontdlogo, puesto que el tratamiento precoz, mejora sensiblemente la
evolucién de estas lesiones. (Toshiyuki, 2010)
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JUSTIFICACION

Es indiscutible el valor de los BF en pacientes oncoldgicos con metastasis dseas; ya que
aumentan la supervivencia y reducen las complicaciones esqueléticas, asi como el dolor
asociado a las mismas, mejorando su calidad de vida.

Los BF, al igual que la Dx es usada para tratar inflamaciones y enfermedades autoinmunes
como la artritis reumatoide, también se le suministra a los pacientes de cdncer que estdn
sometidos a quimioterapia para contrarrestar ciertos efectos secundarios de su tratamiento
antitumoral, por lo que no es posible dejar de prescribir estos medicamento y habrd que paliar
los efectos adversos que estos producen, entre ellos el mds importante: la BRONJ.

La BRONJ es un efecto que podemos observar los dentista cuando alguno de estos pacientes
medicados acuden a nuestra consulta, por lo que es importante establecer la incidencia de esta
en nuestro pais y por otro lado; establecer un modelo experimental que nos permita conocer
certeramente las condiciones en las que la BRONJ se desarrolla, para poder prevenirla o
tratarla adecuadamente.

El establecimiento de un modelo animal que se asemeja a las condiciones clinicas de BRONJ en
humanos, es importante para examinar el mecanismo de la BRONJ asi como, posteriormente
disefiar nuevas intervenciones terapéuticas.

Actualmente no existe un modelo animal estdndar de BRONJ. En una revision de la literatura,
los principales modelos experimentales utilizados para estudiar la induccién de BRONJ
muestran gran variabilidad; desde los animales de experimentacidn, el tipo de intervencion, el
tipo de BF y la forma de administracidn, dosis, tiempo de aplicacién, asociacién con otro
farmaco y el trauma previo. La mayoria de los estudios coinciden en realizar un procedimiento
quirdrgico mayor como la extraccién dental, pero ninguno con un procedimiento poco
traumatico.

Con este estudio esperamos aumentar el conocimiento sobre la fisiopatologia de la BRONJ. En
particular, la incidencia de BRONJ después de los tratamientos dentales poco traumaticos, asi
como encontrar una explicacién a aquellos casos reportados en la literatura como
“espontdneos” en los que los pacientes presentaban la patologia sin haber acudido al dentista.
M3as adelante, este disefio también permitird la prueba de diferentes terapias para la
prevencion y tratamiento de la BRONJ.
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HIPOTESIS

Las ratas medicadas con Acido Zoledrénico en combinacién con Dexametasona (AZ-
DX) desarrollaran BRONJ después de un procedimiento quirdrgico minimamente
invasivo en el que Unicamente solo serd retirada mucosa y periostio.
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OBJETIVOS

Objetivo general

e Desarrollar un modelo experimental animal de BRONJ después de un
procedimiento quirdrgico sencillo y minimamente invasivo.

Objetivos particulares

e Observar la incidencia de aparicién de BRONJ en nuestro modelo experimental
después de un procedimiento quirdrgico sencillo y minimamente invasivo
previa medicacién con BF y en combinacién con DX.

e Observar silaremocidn de sdlo, y inicamente mucosa y periostio causa BRONJ
después de 7y 21 dias de estudio.

e Analizar y comparar las caracteristicas histoldgicas de la zona donde se realizé
la intervencidn quirdrgica, en los diferentes grupos de estudio.
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METODOLOGIA

Todos los procedimientos con animales se realizaron con apego a las normas de Bioéticay a la
Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999, asi como con la autorizaciéon del comité de
Bioética de nuestra facultad durante el periodo de experimentacién se mantuvieron en el
Bioterio de la FES lztacala con una temperatura de 21° - 27°, una humedad de 45 - 55% en un
fotoperiodo de 12/12 hrs con acceso ad libitum al agua y alimento.

Grupos:

Se realizaron en total 8 grupos de estudio (n=3) de Ratas Wistar Macho con un peso entre
200/250mg en dos tiempos de estudio: 7 y 21 dias.(tabla 4.)

7d: Ratas Wistar con ~ 7d: Ratas Wistar con 7d:Ratas Wistar con 7d:Ratas Wistar
AZ mas DX DX AZ Control

21d: Ratas Wistar con  21d: Ratas Wistar con  21d: Ratas Wistar con 21d: Ratas Wistar
AZ mas DX DX AZ Control

Tabla 4. Clasificacion de los 8 grupos de estudio y sus diferentes tiempos con un total de 24 Ratas Wistar
empleadas.

Material
Material estandar

e Bataobligatoria
e Cubrebocas
e Sanitas
e Apdsitos quirdrgicos
e Campos quirurgicos
e Jabdn
e Solucién para limpieza del lugar (hipoclorito de sodio 0.12%)
e Guantes
e Algoddn o gazas
Material pre operatorio

e Dexametasona (1mg/kg)
e Acido Zoledrdnico (66pL como dosis traslacional)
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Material para procedimiento quirdrgico

e Ketamina (6omg/kg)-Xilazina(7mg/kg)
e 60 Jeringas (tipo tuberculina)
e Tabla de madera de 34cmx28cm
e Antiséptico antes del procedimiento (yodo)
e Tubos capilares modificados 1.5 mm de luz como dispositivos quirdrgico para
realizacién del defecto quirurgico
e Elevadores de uso odontoldgico
e Elevador modificado para su uso en animales
e Pinzas de diseccidn
e Pinzas de algoddn
e (inta adhesiva
e Fuente de Luz
Material para diseccién

e Tijeras, pinzas para diseccién

e Jeringa para lavar las muestras
e (Contenedor para lavar muestras
e Frascos etiquetados

e Solucidn fijadora

Procedimiento pre-quirdrgico:

Dos semanas previas a la intervencion se administraron de acuerdo al grupo de estudio los BF
acido Zoledrénico (Zometa® 4 mg NOVARTIS BIOSCIENCES PERU S.A) una dosis de 66pL (52.8 pg)
de por rata (Aghaloo T. e., 2011 ) y Dexametasona (ALIN® 8mg/2ml CHINOIN, S.A de C.V solucidn
inyectable) 1mg/kg (Lépez-Jornet , 2011) por via intramuscular con una jeringa tipo tuberculina
en el musculo gemelo derecho de la rata. A las ratas se les peso previamente para determinar la
dosis exacta.

Procedimiento pre-quirtrgico: Procedimiento posquirtrgico

\ )

[
| | | | |
| | 1 | |

2da Semana 1ra Semana Tratamiento QX 7 Dias 21 Dias

1ra Dosis de 2da Dosis de , Diseccion del Diseccion del

medicamentos medicamentos § 7 maxilar maxilar

Fig. 4 Linea del tiempo donde se sefialan los diferentes tiempos pre- pos tratamiento quirurgico.
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Procedimiento quirdrgico:
Pasado el tiempo de la colocacién de la dosis (fig.4) se realizé el procedimiento quirdrgico con

lo siguiente:

1. Se anestesiaron las ratas con Ketamina y Xilazina (jeringas independientes) con una
dosis de acuerdo a su peso.(tabla 5)

Dosis de Ketamina

6omg 1000mg 100mg 1mL
e
X —Peso del animal Resultado XmL
Dosis de Xilazina
7mg 1000mg 20mg 1imL
B —
X —Peso del animal Resultado X mL

Tabla 5. Tabla utilizada para el célculo de la dosificacion del analgésico y el sedante.

2. Una vez anestesiadas pasados 4min se colocaron en una base de madera, deteniendo
sus extremidades con cinta adhesiva (fig. 5), y con hilo cdfiamo se sostuvieron los
incisivos para abrir la cavidad bucal, con una pinza de exploracién se separaron los
carrillos para obtener una mejor visién del campo de trabajo (fig. 6).

Fig. 6. Apertura de la cavidad bucal

Fig. 5.Rata anestesiada colocada en la base de
madera previamente disefiada

3. Posteriormente, con el tubo capilar modificado (de 0.smm de didmetro) se realizé la
lesidn, entre el 1ero. y 2°do molar antes de tocar el rafe medio, se retiré obteniendo asi
una lesion redonda de 1.5 mm de didmetro y con el excavador de uso dental afilado se
retira la mucosa y se raspa el hueso hasta retirar el periostio (fig. 7).

Y 2°% d

Fig. 7 a) Colocacién de tubo capilar modificado, b,c ) eliminacién de la mucosa, d)
raspado del hueso
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4. Se realizé hemostasia con presién en el drea de la herida con torundas de algododn
pequefias.

5. Por dltimo se retird el hilo cafiamo de los incisivos, se retirara de la base de madera,
colocdndola en observacién por 30 min aproximadamente para descartar alguna
reaccion posterior a la anestesia.

6. Se mantuvo en observacidn todos los dias.

Parametros de evaluacion clinica

Posterior a la intervencién quirdrgica y del tiempo indicado estudio se evalud la mortalidad,
morbilidad, la presencia de cicatrizacién o reepitelizacién asi como también necrosis; con apoyo
de las fotografias post mortem inmediatas

La reepitelizacion de heridas se evalué macroscdpicamente, y el campo quirdrgico fue
fotografiado 7 y 21 dias después de la operacidn. La curacién de la mucosa se clasificé en dos
grupos: la curacidn sea completa cubriendo con mucosa normal, o ulceracién de la mucosa

Otro pardmetro es la presencia de necrosis, que se evalia de acuerdo a la coloracién de la
herida, el grado de exposicidn ésea y la presencia de mal olor y/o supuracién (tabla 6)

Osteonecrosis severa: Hay presencia de hueso expuesto que tienen
cambio de color de verde a amarillo y que en
el tamafio del efecto se observa de
dimensiones mayores a las realizadas, hueso
necrético, movilidad dental en los dientes
contiguos.

Osteonecrosis moderada: Hay exposicidn dsea, el hueso se observa en
una coloraciéon de verde a amarillenta, mal
olor, presencia de supuracion

Osteonecrosis Leve: Evidencia de exposiciéon dsea, presencia de
fistula en la mucosa con ligero enrojecimiento
de la misma, puede haber infeccién en el drea
de los tejidos blandos.

Sin necrosis: No hay evidencia de exposicidn dsea, es decir
se observa sano

Tabla 6. Parametros de evaluacion presencia de necrosis
Procedimiento posquiruargico:
Posterior al tiempo indicado de estudio se realizd el sacrificio

colocando los animales en sobre-exposiciéon a CO,.por un periodo
de 15min (fig. 8)

Una vez que no respire se procedié a cortar los carrillos tratando
de liberar la maxila con ayuda de unas tijeras de corte evitando =
fracturar el maxilar, cortando alrededor el tejido blando \ 4

Fig. 9 Diseccion del
maxilar



44

Osteonecrosis Maxilar Relacionada Con El Consumo De Bifosfonatos, Un Modelo Traslacional En Rata

(fondo de saco) y la parte anterior la zona incisiva (fig. 9)

Se realizé una serie de fotografias para la evaluacion clinica de las maxilas en el drea de la
lesién, observando si habfa o no infeccién y la repitelizacion.

Ya extraido la maxila, se lavé a chorro con agua y se colocd en un fijador (paraformaldehido al
4%) colocandolo en refrigeracién durante 24 horas y se tomé radiografia.

Evaluacion histopatolégica

Posteriormente se lavé la muestra y se colocé en Acido Etilendiaminotetracético (EDTA) a pH
7.4 para descalcificar las muestras por un periodo de 1 semana o mas seguin el control
radiogréafico (fig.10), procurando cambiar el EDTA una vez por semana. Ya descalcificadas se
realizd la deshidratacion (anexo 1)

La muestra se orientd de tal forma, para visualizar ambos molares tanto del lado derecho

como el izquierdo realizando un corte coronal, teniendo como referencia la parte anterior de
zona incisiva de la rata (fig. 11). Con ayuda de un cubo metdlico ancho para facilitar la toma del
cubo al momento de realizar el corte en el micrétomo. Se realizaron cortes en micrétomo
(LEYCA) a un grosor de 7 micras con la técnica de flotacién con los porta objetos previamente
polinizados.

A cada inclusién o cubo se realizé 5 cortes por cada portaobjeto (fig.12) haciendo una serie de
un total de 10 o 12 portaobjetos, los seleccionados para realizar tincién H-E fueron el nimero
de porta 1-5-10 para saber si se observaba o no el area de la lesién (fig. 13)

¥

AlRE 0N

Fig. 10 Control radiografico Fig. 11Inclusién de la muestra

Fig. 12 Cortes en el micrétomo (5
cortes por portaobjetos)

Fig. 13 Seleccion de portaobjetos para la tincidn

Previo a la tincidn se desparafinaron las laminillas en el horno a 65° durante media hora. Para el
estudio histoldgico de las muestras, fueron tefiidas mediante tincion de Hematoxilina — Eosina
(Anexo 5). Se utilizé microscopio éptico “MOTIC BA310” ademds del programa “IMAGESMOTIC
2.1”. Se tomaron fotografias panordmicas a 4x, 10x y 40x. dependiendo del drea de la lesidn.
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RESULTADOS

Resultados clinicos:

De los 24 animales experimentales intervenidos, ninguno murié durante o después de la
intervencién quirdrgica por lo tanto el indice de mortalidad fue 0%.

En el grupo a los 7 dias con AZ/DX, en el promedio de los especimenes se observé edema
moderado en la mucosa palatina, el drea de la herida estaba ligeramente enrojecida y no habia
aun evidencia de reepitelizacidn, es decir, la herida continuaba abierta. No hubo evidencia de
necrosis ya que el drea de la herida se observa color rosa palida o ligeramente enrojecido en los
bordes, no hubo evidencia de sangrado ni hemorragia en este grupo, no hubo mal olor ni
supuracion. Sin embargo la herida parecia ligeramente mas grande de la que inicialmente se
trazd, la mucosa alrededor de la herida se observaba palida.

Del grupo a los 7 dias con DX, en promedio de los especimenes no se observd presencia de
sangrado ni infeccidn, en el drea de la herida se observé circunscrita sin sangrado, reepitelizado
solo en los bordes. No hubo evidencia de necrosis de acuerdo al drea de la herida que se
observa sana del color normal de la mucosa tendiendo a un color rosa palida, no hubo
evidencia de sangrado ni hemorragia en este grupo, no hubo mal olor ni supuracidn.

En el grupo de 7 dias con AZ, se observd presencia de edema moderado en la mucosa palatina,
No hay reepitelizaciéon evidente, incluso puede haber aumento de la exposicién dsea, se
observa necrosis con una herida mas grande a la realizada, la mucosa alrededor de la herida se
observaba enrojecida.

En el grupo a los 7 dias control, en promedio de los especimenes con presencia de edema en el
area de la mucosa palatina paralela a la herida, el drea de la herida estaba ligeramente
enrojecida y no habia aldn evidencia de reepitelizacién. No hubo evidencia de infeccién y/o
necrosis ya que el drea de la herida se observa sana del color normal de la mucosa tendiendo a
un color rosa palido, no hubo evidencia de sangrado ni hemorragia en este grupo, no hubo mal
olor ni supuracion.

En el grupo a los 21 dias con AZ/DX, en el promedio de los especimenes se observd presencia de
edema moderado en la mucosa palatina, el drea de la herida estaba ligeramente enrojecida y si
bien la reepitelizacién era pobre, estd ya cubria mas del 50% del defecto; no habia mal olor pero
el color del hueso sin epitelio era mas amarillento

Del grupo a los 21 dias con DX, en promedio de los especimenes no hubo presencia de
sangrado ni infeccidn, en el drea de la herida que alin no terminaba la reepitelizacidn pero que
ya abarcaba mds del 50% de la herida que se observé sana.
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En este grupo de 21 dias con AZ, la herida no cerrdé y habia una clara exposicién de hueso
necrético. No habia supuracion pero el color del hueso expuesto era verdoso.

En el grupo a los 21 dias control, se observé un cierre de la herida casi en su totalidad con
mucosa de apariencia sana. No se observé evidencia de necrosis ya que el drea donde incluso
era dificil observar la herida hecha.

En general, sobre los resultados clinicos podemos decir que, aunque a 7 dias las diferencias no
resultan marcadas entre los grupos y es solo el grupo 03 de AZ parece tener unos efectos mas
notorios, a los 21 dias estas diferencias de amplian resultando evidentes los hallazgos
observados entre el control y los grupos experimentales, y solo hay necrosis en el grupo 03
(tabla 7).

Las imagenes presentadas a continuacién (fig.12) solo son imagenes representativas y en
algunas de ellas la palidez de la mucosa es porque fueron post mortem y/o post fijacion.

Lesiones
Grupo Farmaco Cobertura necréticas Continuidad
de lazona macroscopicas del epitelio
Si No Si  No
Grupo o1
VCIES
PANGIET

Grupo 02
7 dias
21 dias

Grupo 03
7 dias
21 dias

Grupo 04
7 dias
21 dias

Tabla 7. Comparacion de resultados clinicos acuerdo a los diferentes tiempos de estudio, en los pardametros de
las lesiones necréticas macroscépicas y continuidad del epitelio la escala de evaluacién de 0 a 10
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Figura 12. Se puede observar la imagen macroscépica representativa de los diferentes grupos a 7 dias: a) Grupo 01 AZ
DX, b) Grupo 02 DX, c) Grupo AZ y d) Grupo Ct. A los 21 dias: e) Grupo 01 AZ DX, f) Grupo 02 DX, g) Grupo AZ y h) Grupo

Ct.

Resultados histologicos

Podemos observar los cortes representativos obtenidos del grupo 01 AZ dx a 7 dias (fig. 13). En
la fotografia a) Se observa la imagen panordmica de la lesién que se encuentra abierta y no hay
continuidad en el epitelio, el hueso que se encuentra resulto fragil al corte histolégico pero se
encontraba presente, en los laterales de la imagen estdn las estructuras dentales que
corresponden a los primeros molares de cada lado; observamos la discontinuidad del epitelio,
por debajo de este el hueso y debajo lo que parecen ser células de infiltrado inflamatorio. b) a
un aumento de 40X observamos el hueso que se encuentra con lagunas osteocitarias vacias
con gran espacio de matriz extracelular entre ellas, la matriz dsea se observa avascular y con
pocas células a la periferia, se observa hueso de aspecto condrocitico, con algunas lagunas
vacfas y otras celulares se ven mds juntas, es decir con menos matriz extracelular entre ellas,
observamos algunos osteoclastos a la periferia que probablemente estén activos resorbiendo
este hueso en el drea del defecto. En general podemos decir que hay evidencia histoldgica de
Osteonecrosis en el defecto



48

Osteonecrosis Maxilar Relacionada Con El Consumo De Bifosfonatos, Un Modelo Traslacional En Rata

Fig. 13. Imagen vista al microscopio del grupo 01 AZ DX 7 dias a)4x y b) 40x.

En la Figura 14 observamos los cortes representativos obtenidos del grupo 02 con DX a 7 dias.
En la imagen a) Observamos una vista panordmica del defecto que hemos creado; podemos ver
que no hay continuidad en el epitelio, el hueso que se encuentra resulto fragil al corte
histolégico pero se encontraba presente; b) a un aumento de 40X observamos el hueso sano,
con lagunas ocupadas por osteocitos que son equidistantes entre si, hay zonas a la periferia
con un alto contenido celular que corresponde a la medula dsea y algunas de las células
observadas tienen forma osteoblastoide. En general podemos decir que en el conjunto de los
especimenes de este grupo hay evidencia de cicatrizacién y del comienzo de la regeneracién
Osea, por lo que no hay Osteonecrosis, estos datos no coinciden del todo con los hallazgos
clinicos pues en el momento del sacrificio la sangre en el drea pudo haber sesgado nuestros
hallazgos.

Fig. 14. Imagen vista al microscopio del grupo 02 DX 7 dias a)10x y b) 40x.

En la Figura 15 observamos los cortes representativos obtenidos del grupo 03 AZ a 7 dias. En la
fotografia a) Se observa una imagen panoramica de la lesién que se encuentra abierta, no hay
continuidad en el epitelio y en el hueso lo que hace notorio que el defecto no cicatrizo ni en
tejidos blandos ni duros, en los laterales de la imagen estdn las estructuras dentales que
corresponden a los primeros molares de cada lado; en la figura b) observamos a detalle en la
imagen la discontinuidad del epitelio, por debajo de este el hueso y debajo lo que parecen ser
células de infiltrado inflamatorio. En la imagenes c), d) y e) a un aumento de 40X observamos el
hueso de apariencia necrética, que en c) se puede observar como la mayoria de las lagunas
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osteocitarias se encuentran vacias con gran espacio de matriz extracelular entre ellas, la matriz
Gsea se observa avascular y con pocas células a la periferia, en d) se observan gran cantidad de
células de origen inflamatorio, muy probablemente linfocitos. Y en la imagen e) se encuentran

la mayoria de lagunas osteocitarias vacias, solo en algunas se pueden ver los osteocitos. En
general, podemos decir que hay evidencia histoldgica de Osteonecrosis en el defecto

Fig. 15. Imagen vista al microscopio del grupo 03 AZ a 7 dias a)4x y b) 40x.

En la Figura 16 observamos los cortes representativos obtenidos del grupo 04 Ct a 7 dias. En la
imagen a) Observamos una vista panoramica del defecto que hemos creado; podemos ver que
hay cierre y pero no continuidad en el epitelio, debajo del cual se observa intacto el tejido
conectivo y el hueso, en los laterales de la imagen se observan los primeros molares de cada
lado; en la figura b) a un aumento de 40X observamos el hueso sano, con lagunas ocupadas por
osteocitos que son equidistantes entre si, hay zonas con un alto contenido celular que
corresponde a la medula ésea y algunas de las células observadas tienen forma osteoblastoide.
Es de suma importancia la rectificacion del procedimiento histoldgico ya que, creemos que la
discontinuidad del epitelio se debe a este, sin embrago podemos afirmar que no hay hallazgos
histolégicos de osteonecrosis.

Fig. 16. Imagen vista al microscopio del grupo 04 Ct 7 dias a)4x y b) 40x.
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En la figura 17. Se observa la imagen de la lesién, podemos ver que esta cerrd (cicatrizd) y que
hay continuidad en el epitelio, debajo del cual se observa intacto el tejido conectivo y el hueso,
el hueso presenta una ligera discontinuidad en el tejido; b) a un aumento de 40X observamos la
discontinuidad del epitelio, por debajo de este el hueso y debajo lo que parecen ser células de
infiltrado inflamatorio, el hueso que se encuentra con lagunas osteocitarias vacias con gran
espacio de matriz extracelular entre ellas, la matriz ésea se observa avascular y con pocas
células a la periferia, se observa hueso de aspecto condrocitico, con algunas lagunas vacias y
otras celulares se ven mas juntas. En general, podemos decir que hay evidencia histoldgica de

Osteonecrosis en el defecto.

Fig. 17. Imagen vista al microscopio del grupo 02 DX 7 dias a)4x y b) 40x.

En la figura 18. Podemos observar los cortes representativos obtenidos del grupo 02 AZ DX a 21
dias, donde podemos observar en a) se Observamos una vista panoramica del defecto que
hemos creado; podemos ver que esté finalizd su reepitelizacién, debajo del epitelio se observa
intacto el tejido conectivo y el hueso, observamos que la lesién ha cicatrizado casi
completamente y que solo en el hueso presenta una ligera discontinuidad en el tejido; y b) a un
aumento de 40X observamos el hueso sano, con lagunas ocupadas por osteocitos que son
equidistantes entre si, hay zonas a la periferia con un alto contenido celular que corresponde a
la medula dsea y algunas de las células observadas tienen forma osteoblastoide. En general,
podemos decir que en el conjunto de los especimenes de este grupo hay evidencia de
cicatrizacion y del comienzo de la regeneracion dsea, por lo que no hay Osteonecrosis

Fig. 18. Imagen vista al microscopio a 10x,0 40x ,dexametasona 21 dias
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En la Figura 19 observamos los cortes representativos obtenidos del grupo 03 AZ a 21
dias, aun continuamos los andlisis pero estas imagenes no nos dejan lugar a duda de
que en coherencia con los resultados clinicos obtenidos en este grupo hay evidencia de
necrosis, que en los demas grupos no se observd, incluyendo el grupo mixto de AZ mas
DEX. En la fotografia a) observamos a detalle la continuidad del epitelio, por debajo de
este el hueso donde no hay continuidad désea. En la imagenes b) a un aumento
observamos el hueso que se encuentra la mayoria de las lagunas osteocitarias vacias
con gran espacio de matriz extracelular entre ellas, la matriz dsea se observa avascular
y con pocas células a la periferia. En general, podemos afirmar que hay evidencia
histolégica de Osteonecrosis en el defecto.

Fig.19 Imagen vista al microscopio a 10x-40x A.Z por 21 dias

En la Figura 20 observamos los cortes obtenidos del grupo 04 Ct a 21 dias. En la imagen a)
Observamos una vista panoramica del defecto que hemos creado; podemos ver que hay cierre
continuidad en el epitelio, debajo del cual se observa intacto el tejido conectivo y el hueso, en
los laterales de la imagen se observan los primeros molares de cada lado; en la figura b) a un
aumento de 40X observamos el hueso sano, con lagunas ocupadas por osteocitos que son
equidistantes entre si, hay zonas con un alto contenido celular que corresponde a la medula
dsea y algunas de las células observadas tienen forma osteoblastoide. Sin embrago podemos
afirmar que no hay hallazgos histoldgicos de osteonecrosis.

Fig. 20 imagen panorémica vista al microscopio a 4x-40x control
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DISCUSION

Desde el reconocimiento a finales del afio 2003 de los efectos adversos que induce la
administracion de amino-Bifosfonatos sobre los maxilares, ha ido apareciendo en la
literatura internacional numerosas series de casos de cuyo andlisis se han obtenido
evidencias importantes.

Las primeras publicaciones se publicaron en el afio 2003, Marx y cols. en su estudio
identificd 36 casos de exposicidn dsea dolorosa en la mandibula, maxilar, o ambos, en
pacientes que estaban recibiendo pamidronato (Aredia; Novartis Pharmaceuticals, East
Hanover, NJ) o zoledronato (Zometa, Novartis Pharmaceuticals). La mayoria de los
pacientes presentaban hueso avascular expuesto, con dolor en la mandibula (80,5%),
en el maxilar superior (14%),0 ambos (5,5% 0063); entonces, se reconocié por primera
vez la necrosis avascular asociada al uso de pamidronato en pacientes con mieloma
multiple. Ruggiero y cols. en el afio 2004 analizaron 63 casos de BRONJ. Veintiocho de
los 63 pacientes tenian mieloma multiple, 20 pacientes tenian cancer de mama, 3 tenian
cancer de pulmén, y 1 paciente plasmocitoma y leucemia. Cincuenta y cuatro de 63
pacientes informaron una extraccion dental reciente en el sitio necrdtico, mientras que
los restantes nueve pacientes tuvieron exposicidn dsea aparentemente espontdnea,
por ello, Ruggiero propone que el mecanismo por el cual los Bf podrian comprometer
la vascularizacion del hueso puede estar relacionado con su efecto sobre los
osteoclastos, osteocitos en la necrosis avascular. En sus resultados de cultivos
bacterianos, estos fueron reportados como flora oral normal en todos los casos. El
tratamiento de las lesiones necréticas mandibulares fue conservador hasta la reseccién
quirurgica de la zona afectada. (Biasotto, 2010)

Bagan y cols. en el afio 2005., recogieron la informacién epidemioldgica de 10 pacientes
en la Comunicada Valenciana, todos enfermos oncoldgicos con metastasis dsea, que
habian recibido diferentes quimioterapicos junto con AZ y/o pamidronato. A pesar de la
informacion previa divulgada por Marx en el afio 2003, la prudencia de los autores de
este trabajo les llevd a evitar la palabra Bifosfonato como titulo del mismo. Un afio
después, el mismo autor publico la experiencia sobre 20 casos de lo que ya denomina
osteonecrosis asociada al empleo de Bf. (Pelaz, 2014)

Recientemente Pelaz y cols., en el afo 2014, publicaron un estudio los casos recogidos
de BRONJ en un hospital de tercer nivel durante 8 afios, evaluando las principales
variables en relacién con la enfermedad, que fueron: el Bifosfonato empleado y los
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factores de riesgo locales y o generales que pudieran actuar como desencadenantes en
la patogénesis de la BRONJ. Reportaron que recogieron un total de 70 casos de
Osteonecrosis, de ellos 44 mujeres y 26 varones, con una media de 66.8 afnos de edad,
y 18 pacientes habian recibido un amino-Bifosfonato por via oral, y 52 por via
intravenosa. En el 68.57% de los enfermos (48 pacientes) el AZ (Zometa, Novartis
Pharmaceuticals, East Hanover, NJ) fue el farmaco que mas se asocié con la
presentacion de la Osteonecrosis. En dos pacientes, el farmaco empleado fue el
pamidronato (Aredia, Novartis Pharmaceuticals, East Hanover, NJ, y en otros dos
pacientes se administraron el AZ y pamidronato en diferentes momentos del
tratamiento. De las conclusiones a las que llego Pelaz y cols. fueron que el aledronato
(Fosamax, Merk, WhitehouseStation, NJ) y el ibadronato (Bonviva, Roche, Basilea
Suiza) fueron los amino-Bifosfonatos orales que indujeron la aparicién de BRONJ. Entre
los factores generales, un ndmero significativo de pacientes presento tratamiento
concomitante con corticoides. La patologia mas frecuentemente observada fue el
cancer de mama (20 casos) seguida por la osteoporosis (18 casos) y el mieloma mdiltiple
(16 casos), en el 67.1% de los pacientes pudo identificar la existencia de un factor local
desencadenante de osteonecrosis; el mas frecuente de todos ellos, fue la existencia de
un antecedente de exodoncia que presentaron 48.6% de los enfermos, pero también
encontraron una asociacién entre traumatismos protésicos y el desarrollo de la
Osteonecrosis en 15.7% de los pacientes, asociacion que no es nada desdefnable; y con
otro tipo de antecedentes de manipulaciones dentarias como tratamientos de
conductometria que fueron observados en 2 pacientes, y por ultimo, tratamientos de
Implantologia que resultaron ser el desencadenante en otros 2 de los pacientes.

La exposicion dsea fue la manifestacion clinica mas frecuente, pero conviene enfatizar
que hasta en 8 pacientes se pudo confirmar el diagndstico de osteonecrosis sin que
hubiera evidencia clinica de la existencia de hueso expuesto. La presencia de dolor y
signos de infeccion como: sangrado y halitosis se reconocieron en 48.6 de los
enfermos, de los cuales 21 generaron fistulas cutdneas o mucosas necréticas. (Pelaz,

2014)

Dicho estudio, es de suma importancia, ya que resalta la aparicion de osteonecrosis
cuando se ha dado un tratamiento minimamente invasivo; esto coincide con nuestro
estudio, pues nosotros también pudimos observar BRONJ después de una pequefia
lesién no cruenta en mucosa. Por otro lado, el hallazgo que ellos hacen del AZ como el
Bifosfonato que mas veces desencadeno la BRONJ coincide con nuestro modelo pues
es el medicamento que nosotros empleamos, al igual que en el estudio, fue medicado
en combinacidén con corticoides.
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Y aunque nuestra investigacion fue realizada en un modelo animal, esta sienta las bases
para determinar y conocer a fondo la fisiopatologia de la BRONJ, ademas de que tiene
el potencial de ayuda a establecer estrategias de prevenciéon y tratamiento en
pacientes con BRONJ.

En experimentos previos, hemos observado las diferentes técnicas y procedimientos
que realizaron otros autores y, en su mayoria ocasionaron un trauma quirdrgico mayor
como es la extraccién dental (Sonis et al., 2009, Senel et al., 2009, Biasotto et al., 2010,
Lépez-Jornet et al., 2011, Abtahi et al., 2012, entre otros). También observamos el uso
de diferentes Bf como: Lopez-Jornet y cols. en 2011 que usaron Pamidronato, también
Aguire y cols. En el 2010, Abtahiy cols. en el 2012 y Conte Neto y cols. en el 2013 que
utilizaron Alendronato; y en combinacién con DX lo hicieron Sonis y cols. en el 2009, Bi
y cols. en el 2010, Ldpez-Jornet y cols. en el 2011, asi como Cankayay cols. en el 2011y
Abtahiy cols. en el 2012.

Sonis y cols., en el aflo 2009, demostraron que “la mayoria” de los animales tratados
con una combinacion de DXy AZ desarrollaron BRONJ después de la extraccion de los
molares mandibulares o maxilares. (Abtahi, 2012); ellos realizaron el primer modelo en
ratas intentando simular la BRONJ, en su modelo demostraron retraso en la curacién
de heridas con ulceracion de la mucosa y secuestros dseos que ocurrieron después de
la extraccion de los dientes maxilares en ratas que recibieron AZ y DX. En sus
resultados, ellos encontraron que, los animales que recibieron los dos medicamentos
desarrollaron lesiones expuestas de hueso necroético en porcentajes que variaron del
80 al 100% dependiendo de la localizacion y el esquema especifico de dosificacion. En el
grupo al que solo aplicaron AZ los dias 7 y uno antes de la extraccidn, la lesion solo
aparecié en el 60 % de los especimenes. (Sonis , 2009). Cabe mencionar, que en su
modelo, elaboraron extracciones de los tres molares izquierdos, maxilares o
mandibulares, creando con esto un trauma quirdrgico mayor, que conlleva a la pérdida
de los parametros para medir el tamafo de la lesién causada por la medicacidn, ya que
en un trauma de esta indole es facil el debilitamiento sistémico de los especimenes asi
como, que se presenten dificultades en su alimentacién; comparando este trabajo con
el nuestro, nosotros no realizamos una lesién tan invasiva ni agresiva para saber si
existiese el desarrollo de BRONJ, esto incluso con el uso de ambos medicamentos en
combinacidén. Al igual que en su modelo, los resultados reflejan lesiones expuestas,
ulceracion de las heridas y retraso de la curacién, en nuestro estudio histoldgico se
observa que no hay continuidad en el epitelio, hay evidencia de hueso necrdtico, y
encontramos lagunas osteocitarias vacias con gran espacio de matriz extracelular entre
ellas, tanto en los grupos de 7 como a 21 dias con AZ solo y en combinacion con DEX.
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Ldpez-Jornet y cols., en el afio 2010, también informo que la administracién combinada
de DX y pamidronato resulto en BRONJ en ratas. (Abtahi, 2012). Ellos Analizaron el
efecto profilactico de la penicilina en dosis de 0.1 ml/kg de peso en la apariciéon de
lesiones dseas expuestas asociadas a la aplicaciéon de DX (1 mg/kg) y pamidronato
(3mg/kg tres veces por semana) y a la extraccién de molares maxilares o mandibulares.
En su grupo testigo (sin antibidtico) el porcentaje de lesiones con hueso necrético
expuesto fue de 34.6%, mientras que en el grupo que recibid la terapia antibidtica tres
dias antes de las extracciones y después durante 4 dias, fue de solo el 9.61% con
osteonecrosis sin presencia de cicatrizacién en la mucosa. (Lépez-Jornet , 2011) Al igual
que Sonis realizaron la extraccion de los tres molares maxilares y mandibulares creando
con ello un gran trauma quirdrgico. A diferencia con nuestro modelo es que no se
trabajé con un antibidtico, pero los resultados que mostraron en su grupo testigo con
la medicacion combinada presentan similitudes con nuestros resultados, pues la
evidencia de Osteonecrosis fue significativa.

Abtahi y cols., en el afio 2012 desarrollaron un estudio con un total de 40 ratas macho
Spraguel. Todos los animales fueron sometidos a extraccion dental, posterior a est3, se
elimind también un trozo de encia con bisturi. El corte de la encia corresponde a un
tridangulo equilatero con lados de aproximadamente 2mm, adyacente a la parte anterior
de la herida de la extraccién. Obtuvieron como resultados que todos los animales en el
grupo tratado con alendronato-DX desarrollaron grandes lesiones de BRONJ. Los
grupos de alendronato solo, asi como los grupos control mostraron un mucosa
suprayacente intacta en todas las ratas. (Abtahi, J, 2012), por lo que este modelo difiere
de los demas y con el nuestro porque solo se administré Alendronato durante 14 dias
comenzando el dia de la cirugia, nosotros creemos que por este motivo no hubo
evidencia de BRONJ. En nuestro estudio se administré el medicamento dos semanas
antes de iniciar a la cirugia en el cual, si hubo evidencia de BRONJ en la terapia
combinada, y en el grupo donde solo se usé el Bifosfonato, aunque en dicho modelo
los autores utilizaron alendronato; en tanto que, nosotros usamos AZ.

Biasotto y cols., en el afio 2010 evaluaron un modelo animal donde cinco ratas Wistar
recibieron por via intravenosa AZ 0.04 mg una vez a la semana durante 5 semanas.
Después de 2 semanas, los animales se sometieron a la extracciéon de un molar superior,
la extraccion se llevd a cabo mediante la perforacion de alrededor del diente con una
fresa, bajo irrigacién continua con solucion salina y se continud hasta llegar a un
defecto dseo de 4 mm de diametro. Obtuvieron como resultado que todas las ratas
tratadas con AZ mostraron una cicatrizacion dsea y mucosa deteriorada, la expansion
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del defecto y exposicidon dsea; mientras que en su grupo control las ratas mostraron un
proceso de curacidn fisioldgica con la reepitelizacién del defecto dseo. (Biasotto, 2010).
En nuestro modelo no fue necesario un defecto éseo tan grande, solo se realizé una
lesion quirdrgica en mucosa de 1.5 mm de didmetro. Al igual que los autores
clinicamente observamos la mucosa deteriorada, con exposicién dsea y necrosis;
comprobando asi que no es necesario un trauma quirdrgico mayor para desarrollar
BRONUJ.

Aghaloo y cols., en el afio 2011 desarrollaron un modelo animal de BRONJ donde Ia
enfermedad periodontal agresiva fue inducida por la colocacién de ligadura alrededor
de la corona del primer molar superior derecho en presencia de AZ. Como resultado,
observaron presencia de Osteonecrosis asociada con periodontitis inducida por
ligadura y perdida de hueso alveolar significativa en el grupo tratado con AZ. Los
animales recibieron inyecciones intraperitoneales de 6.6 mg/Kg de AZ como dosis
traslacional. Los animales continuaron recibiendo inyecciones de AZ durante 12
semanas mas después de la colocacién de la ligadura (Aghaloo T., 2011) El examen
histoldgico fue similar a nuestros resultados, pues ellos también, confirmaron hallazgos
histolégicos similares como: hueso necrdtico con pérdida difusa de osteocitos y
lagunas vacias, inflamacién y la exposicién a la cavidad oral. Es importante destacar
que, las lesiones de rata eran sorprendentemente similares a las encontradas en los
pacientes con BRONJ. De nuevo, coincidimos en que no necesaria la extraccion o algun
tratamiento quirdrgico mayor para evidenciar la presencia de osteonecrosis luego de la
medicacidon de AZ. Utilizamos la misma dosis que los autores, 6.6 mg/Kg esta dosis
corresponde a 4-mg/60-kg dosis administrada mensualmente para los pacientes con
cdncer para el control de enfermedades de los huesos. La diferencia con nuestro estudio
es que, nosotro ya no colocamos el bifosfonato posterior a realizar la lesion. Sin
embargo, debido a la experiencia de los experimentos preliminares, en nuestro estudio
hemos afiadido el uso de DX solo o en combinacién lo que podria explicar nuestra
mayor tasa de presencia de BRONJ con lesiones en todos los casos En un estudio muy
similar al de Aghaloo , Lei Li y cols. en el afio 2014 menciona que los Bf inhiben la
resorcion dsea alveolar en la enfermedad periodontal progresiva, lo que podria
beneficiar al tratamiento de la periodontitis, pero aumentar el riesgo de desarrollar
BRONUJ. (Lei Li, 2014)

Ma. ZY y cols.., en el afio 2014 desarrollaron un modelo de BRONJ en ratas utilizando
pamidronato y DX combinado en un modelo de extraccion dental y las proporciones de
linfocitos y esplenocitos CD4 + y CD90 + fueron analizados por citometria de flujo en
cada grupo, por lo que mostraron que las proporciones de linfocitos y esplenocitos CD4
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+y CD9o + fueron mucho mas bajos en el grupo con pamidronato con DX que los
grupos de tratados solo con pamidronato ¢ solo con DX sola. Los resultados del ensayo
mostraron que el pamidronato podria inhibir la proliferacion de linfocitos vy
esplenocitos, mientras que la DX podria aumentar el efecto inhibidor del pamidronato.
Este estudio establece con éxito el modelo BRONJ en ratas y verificé que la DX podria
mejorar el efecto inhibidor de pamidronato en la formacién de pre-osteoclastos in
vitro. Al menos tres factores estan involucrados en el desarrollo de BRONJ: trauma al
hueso alveolar, la infeccidn y la respuesta inmune que fueron inducidos por la DX,
podrian estar involucrados (Ma,ZY, 2014). En nuestro estudio se coincide que el uso de
la DX es un factor importante para el desarrollo de la BRONJ cuando se usa en
combinacién con AZ.

En un estudio recientemente Barba-Recreo y cols., en el afio 2014 elaboraron un
modelo experimental reproducible que se relaciona con el desarrollo de osteonecrosis
con o sin la extraccidn del diente, sin otro farmaco implicado para ello, utilizaron 20
ratas Wistar machos que dividieron en 4 grupos . Los animales fueron inyectados
durante 9 semanas, con AZ (0,1 mg | kg). En los grupos 1y 2 tres veces a la semana
intraperitonealmente, y en el grupo 3 una vez a la semana por via intravenosa. Un
grupo de control (grupo 4) recibié inyecciones de solucidn salina peritoneal tres veces
a la semana. Después de 8 semanas de tratamiento. Como resultados encontraron que
habia evidencia de osteonecrosis en 80 % de los animales en el grupo 1 con AZ. La
osteonecrosis se encontraba exclusivamente en el hueso alveolar dentro de Ia
extraccion dental. (Barba-Recreo, 2014) Al igual que nuestro estudio solo se encontré
necrosis en la zona donde se realizd la lesidn en los grupos de AZ solo, y cuando se usé
en combinacidn, sin necesidad de realizar la extraccion del molar, aunque solo se retird
mucosa, nos hace pensar que esta exposicion dsea actia como un disparador para
abrir las puertas a la invasion bacteriana. Ya que, en el Grupo 2 de los autores, al no
haber ningun tratamiento dental o trauma, no hubo signos de necrosis.

A pesar de los grandes beneficios clinicos en el cancer y la gestion del paciente
osteopordtico, el uso de Bf estd asociado con BRONJ. Hasta la fecha una pregunta sin
respuesta es: (la aparicién de osteonecrosis relacionada a los Bf solo se evidencia en los
maxilares, o también podria presentarse en hueso largos? El complejo orofacial es un
complicado sistema integrado por: dientes, mucosa oral, tejidos periodontales, los
musculos de la lengua, glandulas salivales y el hueso alveolar. Estos tejidos interactdan
para llevar acabo las funciones uUnicas que van desde la masticacion y el habla, Ia
deglucién y el gusto. El maxilar y la mandibula son los Unicos huesos cubiertos por
mucosa en estrecha proximidad con el ambiente externo, donde se producen
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infecciones bacterianas, como la caries, la enfermedad periodontal cominmente. Los
diversos autores que tratan de explicar la especificidad de BRONJ incluyen, la
alteracién de la remodelacion dsea, inhibicion de la angiogénesis, el micro-traumatismo
constante y la infeccidon bacteriana. Sin embargo, los pardmetros especificos que
contribuyen a la sensibilidad mandibular a Bf permanecen sin identificar. (Aghaloo T.,
2011)

En la actualidad existen en la literatura una gran variedad de estudios con disefios, con
o sin DX, diferentes tiempos de medicacidn previa a la extraccion, medicacién post-
extraccién, traumas quirurgos (exodoncia y enfermedad periodontal), cambios
histoldgicos; observando lagunas osteocitarias vacias. Pero no obstante con el fin de
avanzar la investigacion de nuevos métodos de tratamiento, es importante para ganar
mds conocimiento sobre los mecanismos que sirven de fundamento, a partir de
estudios a nivel experimental.
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CONCLUSIONES

Nuestros resultados clinicos e histoldgicos a 7 y 21 dias mostraron que en nuestro
modelo , si existe una relacidon entre la BRONJ y el uso de los Bf, y que en nuestro
modelo animal si parece reproducirse lo que sucede en los pacientes humanos.

Llama la atencién que, si bien no hay cicatrizacidn eficiente en el grupo de AZ mas DEX
no se desarrollé la BRONJ con tanta severidad como en el grupo solo con AZ, lo que
nos hace suponer que la terapia combinada es la mejor opcidn, pues parece que la DEX
disminuye el efecto adverso de aparicion de BRONJ del AZ.

Es por ello, que concluimos que: en esta tesis efectivamente logramos un modelo in
vivo efectivo para desarrollar BRONJ sin necesidad de un tratamiento agresivo.

Esto nos ayuda para poder realizar estudios prospectivos y controlados para evaluar los
diferentes factores de riesgo en la etiologia, prevencidon y tratamiento de la BRONJ
como también desarrollar estrategias terapéuticas para prevenir o incluso curar esta
enfermedad.



60

Osteonecrosis Maxilar Relacionada Con El Consumo De Bifosfonatos, Un Modelo Traslacional En Rata

ANEXOS
®

Técnicas histolégicas (Anexo 1)

Toma de muestra.
Todos los pasos de la técnica histoldgica son muy importantes para la obtencién de resultados

finales satisfactorios, pero de este primer paso, depende que se puedan apreciar los detalles de

las estructuras a estudiar. El punto mds importante, tiene que ver con el corte y el tamafio de la
muestra a utilizar, ya que de ello depende el éxito del resto de los pasos del proceso.

Fijacion.Es el procedimiento de la técnica histoldgica, que tiene como finalidad, conservar de
manera permanente, una estructura lo mas semejante al estado que tenia in vivo

Objetivos de la fijacion

1-  Preservacién de la estructura lo mds semejante al estado viviente

2- Penetracidn y accién rapida sobre los tejidos

3- Evitar los cambios post-mortem

4- Preparar los tejidos para los tratamientos subsiguientes

5- Impedir la formacién de artefactos

6- Impedir la desaparicién de sustancias solubles, durante y después de la fijacion
7- Evitar laretraccién de los tejidos

Fijadores Quimicos.

Simples: Son sustancias quimicas de estructura no compleja, que se mezclan con agua
destilada para lograr la proporcién adecuada. Ejemplos:

e Ac. Acético

e Alcohol etilico C,H;OH

* Formaldehido H-CHO 4% (periodo de 24 hrs)
¢ Ac. Picrico

Descalcificacion:

Acido Etilendiaminotetracético (EDTA) a pH 7.4 durante 7 dias,( hasta que radiograficamente
se observd la completa descalcificacidn.)

Métodos de deshidratacién

La deshidratacidn es el proceso que tiene por finalidad la remocidn o eliminacién completa del
agua de los tejidos o muestra tisular para que se pueda embeber adecuadamente en un medio
de inclusién no hidrosoluble, para que se solidifique y asi permitir el corte de los tejidos. La
deshidratacion podra realizarse utilizando cualquier reactivo capaz de absorber el agua de los
tejidos, mediante el empleo de agentes quimicos deshidratantes, entre los cuales se
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encuentran los alcoholes, o por procedimientos fisico-quimicos como la criodesecacién vy la
criosustitucion.

Para el proceso de deshidratacién se prefiere utilizar los alcoholes isopropilico o etilico,
debiéndose cumplir con los siguientes parametros:

1) Graduaciéon de los alcoholes: Empleando una serie de alcoholes de gradacién
ascendente (70%,80%,95% y 100%), se evitaria la marcada retraccién del tejido por la accién
brusca que produciria someterlo a una elevada gradacion de este agente deshidratante.

1. OH 70°........2hrs
2. OH80°........2hrs
3. OH90°.......2hrs
4. OH100°...... 1hr

Aclaramiento:

Es la sustitucion del agente deshidratante por otro, denominado de transicidn, que a su vez es
miscible en el medio de inclusidn que proporcione a la muestra la necesaria dureza para poder
ser seccionada

1-ACeIte vvvrien e viien e i ven a2 24hrS

2.- Parafina con aceite ... .......1hr
La parafina es un hidrocarburo saturado de cadena lineal, es un residuo del petréleo obtenido
por destilacién del crudo; de color blanquecino, insoluble en agua, soluble en cloroformo, xilol,
toluol, benzol.Es muy estable quimicamente. A temperatura ambiente se solidifica y funde a
temperaturas comprendidas entre 33 y 60°C,

1. Parafinal..........ahr fundida a 60°C
2. Parafinall...........1hr fundida a 60°C

Para la inclusién en parafina deben cumplirse los siguientes pasos:

- La parafina sdlida, se hace liquida, fundiéndola sobre una platina (plancha metdlica,
eléctrica con temperatura regulable), introducida en recipientes de porcelana,
resistentes al calor.

- Se lleva la muestra al recipiente que contiene parafina liquida (se debe mantener la
temperatura constante entre 50° a 56°C, por un tiempo de 24 horas en la estufa), para
iniciar asi la fase de infiltracion.
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- Porcidn de tejido asi tratada (fin de la fase de infiltracidn), se retira de la ultima parafina
liquida (la mas pura) y se lleva al recipiente formador del bloque, constituido por
ejemplo por una base de cobre y 2 barras de acero (de Leukart), para realizar la inclusién
definitiva. Pueden utilizarse ademas cajitas especiales confeccionadas en cartén o
cartulina o cajas pldsticas especiales (de reciente aparicién en el mercado) o metdlicas.

- La muestra se sumerge en parafina, bien orientada, centrada y se identifica; se le va
colocando parafina liquida hasta llenar la caja formada por las barras de Leukart y la base
de cobre; 0 con los otros tipos de cajas; se deja solidificar por varias horas.

Se desmolda el material solidificado y se lleva al microtomo el bloque asi formado y
previamente tallado en forma de pirdmide truncada, para ajustarlo al portabloque y se procede
al siguiente paso de la técnica histoldgica: los cortes

Hematoxilina de harris (Anexo 2)

e Hematoxilina s gr

e Alcohol 70° 5oml

e Alumbre de amonio o potasio 100gr.
e Oxido de mercurio rojo 2.5gr.

e Agua destilada 100oml.

Disolver la hematoxilina en el alcohol, y el alumbre de potasio en el agua destilada bajo calor.
Una vez disuelto mezclar ambas soluciones y poner a hervir lo mas rapido posible (limite el
calor a menos de 1 minuto y agite). Retirar del calor y agregar el rojo oxido muy lentamente.
Recalentar a fuego lento hasta que tome color purpura retirar del fuego y coloque el recipiente
dentro de uno con agua fria hasta que se enfrie. La adicion de 2-4 ml de acido glacial por 10oml
de solucidn incrementa la precisidn de la tincidn nuclear.

Filtrar y guardar en frasco ambar. Se puede usar cuando este enfrie, dura varios meses. Cuando
se observe que la tincion de las muestras es baja agregar acido acético.

Eosina acidificada stock (Anexo 3)

e Eosina Amarillenta 20gr 2gr

e Agua destilada s50oml 5oml

e Acido clorhidrico 1oml 1ml

e Alcohol 96% 1000ml 100ml
Solucidn Stock
Mezclar la eosina en agua destilada, agregar el acido lentamente por las paredes del recipiente
y
dejar asentar toda la noche. Decantar y lavar el precipitado con vario cambios de agua
pasandolo por el papel filtro. Secar el papel en el horno a 60 °C durante 24 horas, o hasta que
las tejas estén secas. Macerar las tejas hasta hacerlas polvo. Agregar poco a poco 1000ml de
alcohol de 96°.
Guardar en un frasco de color ambar.
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Solucién de trabajo
e Solucidn de eosina stock 10o0ml
e Alcohol de 70° 200ml
Disolver poco a poco y guardar en un frasco de color dmbar.

Tiempos Hematoxilina-Eosina(HyE) (Anexo 4)

Xilol | 5 min.
Xilol 1l 5 min.
OH-100° 3 min.
OH- 90°2 min.

OH-80°. 2 min.
OH-70° 1 min.

Agua corriente 3 min.
Hematoxilina de Harris7 min.
Agua corriente 1 min.
Alcohol acido Lavado

Agua corriente Lavado

Agua amoniacalLavado
Agua corriente Lavado
Eosina alcohdlica 5 min.
Agua corriente Lavado
Colocacién del plasdona

Paraformaldehido al 4% (Anexo 5)

El paraformaldehido (polimero solido del formaldehido) es un fijador no coagulante que
permite

conservar detalles estructurales finos. Debe utilizarse lo mas fresco posible. Con este fijador se
obtiene muy buena preservacién ultraestructural, es decir los resultados en la morfologia son
buenos pero en la preservacién de la antigenicidad es pobre

e Paraformaldehido (sigma) 4mg.
e PBS/H20 8oml.

Disolver el formaldehido y calentar a 60° con agitacidn, al alcanzar la temperatura adicionar
unas gotas de hidréxido de amonio (NaOH) al 1M acuoso hasta que se disuelva el
paraformaldehido y deje enfriar. Ajustar el pH con acido clorhidrico (HCL) 1 N o Hidréxido de
Sodio (NaOH) 1N segun sea el caso hasta ajustar el pH a 7.4 y aforar a 10oml. Guardar a 4°C

EDTA acido etilendiaminotetraacético (Anexo 6)

Colocar la muestra en un minimo de 20 volimenes de solucién descalcificante. Hacer cambios
de EDTA hasta lograr la descalcificacidon total de la muestra.
EDTA al 7% (1ooml.)
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e EDTAsdédico 7 gr.

e Agua destilada 8oml.
Mezclar y poner en agitacion, adicionar NaOH gradualmente hasta que se disuelva por
completo el
EDTA. Ajustar el pH con HCl a 7.4 y aforar a 10oml.
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ABREVIATURAS

BF. Bifosfonatos

BRONJ. Bisphosphonate-Related Osteonecrosis of the Jaw
DX. Dexametasona

AZ. Acido zoledronico

AR. Artritis reumatoide

FAME. Farmacos Modificados de la Enfermedad
SSZ. Sulfasalazina

GLOP. Osteoporosis inducida por glucocorticoides
MR. Mineralo/ Corticide

AINES. Antinflamatorios no esteroidales

PFI. Pirofosfato Inorganico

HA. Hidroxiapatita
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