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RESUMEN

Los bifosfonatos son un grupo de farmacos utilizados en la prevencion y tratamiento de
enfermedades que afectan o aceleran el proceso de resorcién en el tejido 6seo. Desde hace mas
de una década surgieron los primeros reportes acerca del desarrollo de una patologia asociada a la
administracion de estos medicamentos. La osteonecrosis maxilar, es uno de los efectos secundarios
de una terapia antirresortiva en la que se emplean bifosfonatos; se caracteriza por la exposicion de
un area de hueso en la regién maxilar o mandibular, que persiste por mas de dos meses.

El objetivo de este proyecto fue evaluar el efecto de la administracion de omega 3 y aspirina sobre
el proceso de cicatrizacion alveolar, en un modelo animal de osteonecrosis maxilar asociado al
empleo de acido zoledrdnico y la realizacion de una extraccidn dental.

A través de un analisis macroscopico y microscdpico se identificaron las diferencias y similitudes
derivadas de las distintas combinaciones de farmacos empleadas en cada grupo, asi mismo se
describieron las caracteristicas del area donde se realizé la extraccion.

En el analisis estadistico de los datos, el test de Kruskal-Wallis mostré que a nivel clinico no hubo

diferencias significativas entre los diferentes grupos (p=.169), sin embargo en el 60% del grupo al
que se administro la terapia conjunta de omega 3 con aspirina , hubo un cierre total del alveolo,
demostrando |a eficacia de dicha combinacién para favorecer el proceso de cicatrizacion.




ABREVIATURAS

AA: Acido araquidénico.

ATP: Adenosin trifosfato.

BMPs: Proteinas morfogénicas 6seas.

BMU: Unidades basicas multicelulares.

BRONJ: Bisphosphonate-related osteonecrosis of the jaw / Osteonecrosis maxilar asociada con bifosfonatos.
COX-2: Ciclooxigenasa 2.

DC-STAMP: Proteina transmembrana especifica de las células dendriticas.

DHA: Acido docosahexaenoico.

EPA: Acido eicosapentaenoico.

FPP: Pirofosfato de farnesilo.

GGPP: Geranil geranil pirofosfato.

IL-6: Interleucina 6.

5-LOX: 5 lipooxigenasa.

MMP-8: Metaloproteinasa de matriz 8.

MRONJ: Medication-related osteonecrosis of the jaw / Osteonecrosis maxilar relacionada con medicamentos.
NFATc1: Factor nuclear de las células T activadas.

NF-KB: Factor nuclear potenciador de las cadenas kappa de las células B activadas.
ON: Osteonecrosis.

ONMAB: Osteonecrosis maxilar asociada a bifosfonatos.

PGG2: Prostaglandina G2.

PGH2: Prostaglandina H2.

PMN: Polimorfonucleares.

RANKL.: Receptor activador del ligando NF-KB.

RVE1: Resolvina E1.

TGF-B: Factor de crecimiento transformante B.

TNF-a: Factor de necrosis tumoral a.

TRAP: Fosfatasa &cida resistente al tartrato.

MCT: Micro tomografia computarizada.




I. Marco teorico
1. TEJIDO OSEO

El esqueleto humano esta constituido por tejido conectivo especializado que se compone de
células y una matriz extracelular, una caracteristica importante es su capacidad para mineralizarse
fisiologicamente. El hueso es un tejido dinamico que se encuentra en un constante proceso de
formacion y reabsorcion, el remodelado 6seo es regulado por factores sistémicos y locales que le
permiten al tejido 6seo cumplir con funciones de mecanica y locomocion, proteccion de 6rganos y
cavidades, y mantenimiento de la homeostasis del metabolismo fosfocalcico?.

Se le llama sustancia osteoide al componente organico de la matriz celular, mismo que se compone
por: proteoglicanos, glicoproteinas, proteinas del plasma, factores de crecimiento, y en un 90% por
fibras de colagena tipo |, ordenadas en haces paralelos para formar una estructura laminar.

El componente no organico o mineral, esta formado por calcio, fosfato y carbonato que se
organizan en forma de cristales de hidroxiapatita, en menor proporcion se encuentran magnesio,
sodio, potasio, manganeso y fluor.

La organizacion estructural del tejido 6seo nos permite hacer una distincion entre hueso cortical 0
compacto y hueso esponjoso o trabecular. Se le llama compacto debido a su densidad, compone
el 80% del esqueleto y constituye la parte externa de todos los huesos, se organiza en sistemas
Haversianos, es decir laminillas con disposicion concéntrica o paralela a un conducto de Havers. El
hueso trabecular consta de delgadas laminillas que forman una red y en cuyas cavidades se localiza
médula dsea, compone el 20% del esqueleto y se considera metabolicamente mas activo que el
hueso cortical 2.

Los osteoblastos, osteocitos y osteoclastos son las células principales del tejido 6seo, sin embargo
podemos encontrar células de la médula hematopoyéticay de los vasos sanguineos que lo nutren.

Los osteoblastos proceden de células mesenquimales pluripotenciales presentes en la médula 6sea,
se localizan en contacto directo con las superficies 6seas y forman grupos compactos de una sola
capa de espesor. De acuerdo al estimulo que reciben, son capaces de sintetizar proteinas colagenas
y no colagenas de la matriz dsea, dirigir la disposicién de las fibrillas de la matriz extracelular,
contribuir ala mineralizacion de la sustancia osteoide, sintetizar de factores de crecimiento y mediar
la reabsorcién (realizada por los osteoclastos) a través de la sintesis de mediadores especificos 3.

Los osteocitos son osteoblastos que quedan inmersos en la matriz durante el proceso de sintesis y
mineralizacion, son las células mas abundantes en el hueso, poseen una forma estrellada debido a
las prolongaciones de su citoplasma que les permiten establecer una red de conexiones con los
osteocitos contiguos. Se les atribuye como funcion principal la deteccion de variaciones en las




cargas mecanicas que se ejercen sobre el hueso, un fenémeno conocido como mecanotransduccion
4

Los osteoclastos son células “gigantes” multinucleadas procedentes del linaje monocito- macréfago,
se localizan principalmente la superficie enddstica, los conductos de Havers, la superficie de las
trabéculas dseas y en menor parte en la superficie peridstica (mayormente en los sitios de
recambio).Estas células altamente especializadas se encargan de la resorcion del hueso a través
de la degradacion de la matriz extracelular. Para llevar a cabo la resorcion, los osteoclastos cuentan
con enzimas lisosomicas, fosfatasa acida tartrato resistente, anhidrasa carbdnicatipoIl, unabomba
de protones — ATPasa y enzimas proteoliticas como catepsina K y cinasas, que contribuyen ala
generacion de un ambiente &cido que resulta en la degradacion de la matriz ,ademés de contar
con dos especializaciones en su membrana que favorecen dicho proceso; una zona de multiples
invaginaciones denominada borde en forma de ribete o “cepillo” y una zona rica en microfilamentos
con integrinas que sirven de anclaje hacia la matriz °.

El remodelado 6seo es un proceso que comprende la resorcion del hueso presente para dar origen
a la formacion de hueso nuevo. Este proceso se activa ante diversas necesidades del organismo,
por ejemplo: mantenimiento de la homeostasis mineral, etapas fisioldgicas de desarrollo , trauma
0 dafio a los componentes de este tejido e incluso ante la presencia de fuerzas mecanicas. Se
lleva a cabo en pequefias areas de la cortical o de las trabéculas, a estas estructuras ocupadas por
osteoclastos y osteoblastos que actian coordinadamente se les conoce como “unidades basicas
multicelulares” o BMU (por sus siglas en inglés)®:

Independientemente de cual sea el estimulo, el remodelado dseo se lleva a cabo en las siguientes
fases: quiescente, activacion, reabsorcidn, formacion y mineralizacién.

Durante la activacion la deteccion de un estimulo por parte de los osteocitos es clave para iniciar
el proceso de remodelado, los osteoblastos se encargan de producir mediadores necesarios para
la diferenciacién y maduracién de los osteoclastos (RANKL), en la fase de resorcidn los osteoclastos
son atraidos a las superficies por reabsorber y forman una “zona de sellado” en donde secretan
enzimas necesarias para la degradacion de la matriz mineralizada y de la sustancia osteiode
generando un area conocida como laguna de Howship. La liberacién de factores de crecimiento
contenidos en la matriz contribuye al agrupamiento de pre-osteoblastos que sintetizaran una
sustancia cementante para la adhesion del nuevo tejido, ademas de expresar BMPs (proteinas
morfogenéticas 6seas) que permitiran la diferenciacion y maduracion de los osteoblastos, mismos
que sintetizaran la sustancia osteoide y posteriormente contribuiran a su mineralizacién 2.

Factores genéticos, hormonales, vasculares, nutricionales y locales influyen directamente sobre el
proceso de remodelado. Dentro de los locales podemos destacar citoquinas y factores de




crecimiento ademas de las proteinas de la matriz que también influyen directamente sobre algunos

de los factores locales®.

Estimulan formacion

Estimulan reabsorcion

Inhiben reabsorcién

BMP-2 (Proteina morfogenética osea-2)
BMP-4 (Proteina morfogenética 0sea-4)

IGF -II (Factor analogo a la insulina II)
TGF-B (Factor transformante del
crecimiento )

FGF (Factor de crecimiento fibroblastico)

TNF (Factor de necrosis tumoral)
EGF (Factor de crecimiento epidérmico)

Factores BMP-6 (Proteina morfogenética 6sea-6) PDGF (Factor de crecimiento derivado
de BMP-7 (Proteina morfogenética 6sea-7) de las plaquetas
crecimiento IGF-I (factor analogo a la insulina I) FGF (Factor de crecimiento fibroblastico)

M-CSF (Factor estimulante de colonias
de macroéfagos)

GM-CSF (Factor estimulante de colonias
de granulocitos y macrofagos)

PDGF (Factor de crecimiento derivado de
las plaquetas)

VEGF (Factor de crecimiento vascular
endotelial)

IL-1 (Interleuquina -1)
1L-6 (Interleuquina -6)

11.-8 (Interleuquina -8)
IL-11 (Interleuquina -11)
PGE:(Prostaglandina E-2)
PGE; (Prostaglandina E-1)
PGG: (Prostaglandina G-2)
PGI: (Prostaglandina 1-2)
PGH: (Prostaglandina H-2)

IFN-y (Interfer6n )

Citoquinas 114 (Interleuquina-4)

Figura 1.1 Factores locales reguladores del remodelado 6seo. (Fernandez-Hernandez, 2006)

2. BIFOSFONATOS

Los bifosfonatos son compuestos sintéticos analogos de los pirofosfatos (PPi), poseen una
estructura compuesta por un atomo central de carbono, unido a dos grupos fosfato. Su sintesis
surgio ante la busqueda de compuestos que al igual que los pirofosfatos, inhibieran la precipitacion
del fosfato calcico, la disolucidn de cristales de hidroxiapatita y la calcificacién de los tejidos blandos
,pero que a diferencia de los pirofosfatos, no fuesen hidrolizados e inactivados por las fosfatasas
del tracto digestivo0.

Actualmente constituyen un grupo de farmacos antirresorptivos, empleados en la prevencién y
desarrollo de enfermedades que afectan el metabolismo dseo, como: osteoporosis, hipercalcemia
maligna, mieloma multiple, enfermedad de Paget, osteogénesis imperfecta y metastasis 6seas'".

Su mecanismo de accion se centra en la inhibicion del proceso de resorcion dsea, esto se debe a
que una vez que son administrados su afinidad por el calcio los atrae hacia las superficies de
recambio 0seo y les permite incorporarse a la matriz 6sea, donde permanecen inmersos hasta que




los osteoclastos los internalizan. Esta internalizacion es responsable de los efectos sobre el
reclutamiento, supervivencia y capacidad resortiva de dichas células 2.

Son compuestos que han sido clasificados de acuerdo a su via de administracion, potencia y su
blanco terapéutico. A pesar de ser farmacos con una vida plasmatica muy corta (de 20 minutos a 2-
3 horas) y una tasa de absorcidn intestinal baja (1%- 10% de la dosis), son rapidamente captados
por el hueso, principalmente en las zonas activas de remodelacion, donde pueden permanecer
presentes desde meses hasta afios™s.

Las variaciones en su estructura quimica, especificamente en sus cadenas R1 y R2 son las
responsables de la potencia de estos farmacos y el mecanismo por el cual detienen el proceso de
resorcion 6sea. Las sustituciones realizadas en la cadena R1 actian sobre la prevencién del
crecimiento y disolucion de los cristales de hidroxiapatita, mientras que las modificaciones en la
cadena R2 determinan su potencia como farmaco antiresorptivo™©.

OH R1 OH

Figura 2.1 Estructura quimica genérica de los bifosfonatos. (Hawkins, et.al, 2000)

De acuerdo con su via de administracidn se dividen en dos grupos; la via intravenosa (IV) que es
utilizada para administrar bifosfonatos que previenen metastasis dseas, y la via oral que se emplea
para bifosfonatos usados en patologias como osteoporosis™e.




Nombre . Lo Via de Potencia
Nombre comercial Indicacién

genérico administracion relativa®
Etidronato* Osteum, Difosfén, Osteoporosis, enfermedad Oral 1
Difos*, Ditronel* de Paget
Clodronato Mebonat', X Hlpercalcer_nla y o_steollsm Orale IV 10
Bonefos*, Ostac en neoplasias malignas
Tiludronato Skelid Enfermedad de Paget Oral 10
Alendronato’ Fosamax*, Osteoporosis Oral 1000
Fosavance
Pamidronato™ Aredia* Hipercalcemia maligna,
metastasis oseas, v 100
enfermedad de Paget
Risedronato Actonel Osteoporosis, enfermedad
de Paget Oral 5000
Ibandronato* Bonviva, Osteoporosis,
Bondronat* hipercalcemia maligna y Orale IV 10 000
metastasis dseas
Zoledronato Aclasta (5 mg) Osteoporosis, enfermedad Y
de Paget
- - - 100 000
Zometa (4 mg) Hipercalcemia maligna,

enfermedad metastasica v

Figura 2.2 Bifosfonatos de uso clinico. Potencia relativa con respecto a etidronato. (Arbildo, et.al.,
2014)

La inhibicidn del proceso de resorcion surge a través de dos vias. En la primera, los bifosfonatos no
nitrogenados se metabolizan en analogos no solubles de ATP que son absorbidos por los
osteoclastos, lo que conlleva a la disminucion de su funcion mitocondrial y posteriormente a su
apoptosis. En la segunda, los bifosfonatos nitrogenados actuan inhibiendo dos enzimas
indispensables en la via del mevalonato; farnesil pirofosfato sintasa (FPP) y geranil geranil
pirofosfato (GGPP), que son esenciales para la prenilacién de proteinas, un proceso que permite
la unién de pequefas proteinas a la membrana celular. Al perder la sefializacion y su regulacion
celular, los osteoclastos sufren apoptosis y con ello se ve detenido el proceso de resorcidon'4 15,

3. OSTEONECROSIS MAXILAR ASOCIADA BIFOSFONATOS.

La osteonecrosis 0 necrosis avascular es una enfermedad en la cual se produce una reduccion
temporal o permanente del flujo sanguineo en el hueso, debido a diversas causas. La oclusién
vasculary laisquemia del tejido 6seo generan la “muerte” 0 necrosis de sus células, es un proceso
progresivo que puede conducir al hundimiento de la estructura 6sea en un breve lapso de tiempo,
lo que significa un problema para la salud de los individuos que la desarrollane.

La osteonecrosis (ON) puede asociarse a condiciones traumaticas y no traumaticas, la primera
suele ser el resultado de una lesidn que produce la interrupcién mecanica de la circulacion, por
ejemplo: fracturas, luxaciones de cadera, fracturas del cuello femoral, etc. La ON no traumatica ha
sido asociada al uso de farmacos como corticoesteroides, bifosfonatos, consumo de alcohal,
hemoglobinopatias, etc'’.
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La osteonecrosis maxilar asociada a bifosfonatos (ONMAB, BRONJ por sus siglas en inglés), es
una afeccidn descrita como un area de hueso expuesta en la region maxilar o mandibular con una
duracién mayor a dos meses, se presenta en individuos que han recibido bifosfonatos para el
tratamiento de patologias relacionadas con el metabolismo 6seo y que no cuentan con antecedentes
de radioterapia. A pesar de estar considerada dentro de las osteonecrosis de la mandibula
asociadas a medicacion (MRONJ por sus siglas en inglés), se considera adecuado mantener el
término ONAMB o BRONJ, pues es indicativo del farmaco especifico que la desencadena 819,

La ONMAB ocurre cuando la capacidad de remodelacion 6sea se ve inhibida debido a la accidn de
los bifosfonatos sobre las células encargadas de reabsorber el hueso, lo que conlleva a una
disminucién en la vascularizacién del mismo, muerte celular y con ello la incapacidad de responder
ante algun trauma o reparar un sitio de lesion,

Los huesos que conforman al maxilar y la mandibula se distinguen de otros tejidos dseos en el
organismo por su constante actividad, su velocidad de recambio y el gran aporte sanguineo que los
nutre .Los estimulos mecanicos que reciben (masticacidn), el soporte que brindan a las estructuras
dentarias y la exposicion a un microambiente a través del surco gingival ,generan una demanda
continua de remodelacion en estos huesos , lo que los convierte en un sitio de union ideal para los
bifosfonatos 13.14.21,

Desde el primer reporte de ONMAB en 2003 hasta la actualidad, se han realizado numerosos
estudios para comprender el mecanismo de accion de esta patologia, los factores que predisponen
su desarrollo y los eventos que la desencadenan. Se han obtenido avances en la comprension del
mecanismo mediante el cual los bifosfonatos alteran el eje osteoclasto- osteoblasto, lo que finaliza
en la falta de equilibrio entre el proceso de resorcion y sintesis?2 23,

Una de las propuestas con mayor aceptacion es que el punto de partida para la ONMAB es la
exposicion del hueso al medio bucal, la colonizacion de bacterias en el sitio expuesto, y el
sometimiento a fuerzas externas o cualquier otro estimulo que active la fase de reabsorcion.
Posteriormente, moléculas del bifosfonato son liberadas de la matriz extracelular, una vez que los
osteoclastos comienzan con la degradacion de la misma, inevitablemente estas células “engullen”
esas moléculas y ya sea por la inhibicion de la sintesis de mevalonato o por la generacion de
subproductos toxicos para la célula, el resultado es la apoptosis del osteoclasto 1. 13.24,

Extracciones, cirugias, tratamientos de conductos, colocacion de implantes, curetajes, tratamientos
de ortodoncia e incluso el inadecuado ajuste de protesis, son solo algunos de los procedimientos o
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condiciones que se llevan a cabo en la cavidad bucal y que podrian desencadenar ese deficiente

ciclo de remodelado™®.

Aunado a lo anterior, en 2006 la American Dental Association Council on Scientific enlisto algunos
de los diversos factores que se consideran de riesgo para el desarrollo de ONMAB.

Factores relacionados con el desarrollo de osteonecrosis maxilar asociada a bifosfonatos

Factores relacionados con el farmaco

Factores de riesgo locales

Factores demogréficos y sistémicos

Factores genéticos

Potencia de bifosfonato
Via de administracion
Dosis acumulada
Duracién de la terapia

Cirugia dentoalveolar, exodoncias, colocacion de implantes,
cirugia periodontal.

Anatomia local, torus palatino, torus lingual, linea milohioidea.

Enfermedad oral concomitante.

Edad avanzada, raza caucasica, diagndstico de cancer,
diagnédstico concomitante de osteopenia/osteoporosis.

Otros posibles factores :

Corticoterapia, diabetes, tabaquismo, alcoholismo,
quimioterapia, higiene oral deficiente, anemia y talasemia,
malnutricion, dislipidemia, obesidad, enfermedades del tejido
conjuntivo, coagulopatias, inmunodeficiencias hipotiroidismo,
Enfermedad de Gaucher, lupus eritematoso sistémico, terapia
con estrégenos .

Gen del citocromo P450-2C

Cuadro 1.1 Factores relacionados con el desarrollo de osteonecrosis maxilar asociada a
bifosfonatos. (Arbildo, Chumpitaz 2014)
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La prevalencia de ONMAB guarda una relacion hombre-mujer de 2:2, 6, e incluso 2:2,3, una edad
media de 65, 5 afios, y un porcentaje de desarrollo mayor en la mandibula (68%) que en el maxilar
(28%). En pacientes oncoldgicos que reciben bifosfonatos intravenosos la incidencia oscila entre
0,8yel12%y 0,01-0,04% en el caso de bifosfonatos orales’s.

Ademas de los criterios que van dirigidos a diferenciar la ONMAB de otras enfermedades
relacionadas con la exposicion del tejido 6seo, el afio 2014, la Asociacion Americana de cirujanos
orales y maxilofaciales, actualizé la clasificacion de los estadios por los que cursa la ONMAB,
acompafiados de las estrategias de tratamiento para cada uno de ellos.

ESTADIOS DESCRIPCION ESTRATEGIAS DE
TRATAMIENTO

No hay evidencia de hueso No hay tratamiento indicado
necrotico en pacientes tratados
con bifosfonatos administrados por
la via oral o intravenosa.

Educacién del paciente

No hay evidencia clinica de hueso Manejo sistémico, incluyendo el
necrotico, no existen hallazgos uso de analgésicos y antibiéticos.
clinicos especificos ni sintomas.

Hueso expuesto y necrotico, los Empleo de colutorios
pacientes son asintomaticos y no antibacterianos.

hay evidencia de infeccidn. o L
Seguimiento clinico trimestral.

Educacién del paciente y revision
de las indicaciones para continuar
el tratamiento con bifosfonatos.

Hueso expuesto y necrotico, los Tratamiento  sintomatico  con
pacientes presentan dolor y existe antibidticos orales.

evidencia clinica de infeccion. .
Empleo de colutorios

antibacterianos.
Control del dolor.

Desbridamiento para aliviar la
irritacion de los tejidos blandos y el
control de infecciones.

13
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Hueso expuesto y necrotico, los Tratamiento con antibidticos y
pacientes presentan dolor , control del dolor.
infeccion y uno o mas de los

siguientes: Empleo de colutorios

antibacterianos.
El hueso expuesto y necrético se
extiende mas allé de la region de
hueso alveolar (es decir, borde
inferior y rama de la mandibula,
seno maxilar y hueso malar en el
maxilar superior), resultando en
una fractura patologica, fistula
extraoral, comunicacion oral-nasal
y osteolisis que se extiende hasta
el borde inferior de la mandibula o
el piso del seno.

Desbridamiento o  reseccion
quirargica para el alivio del dolor y
la infeccion.

Cuadro 1.2 Estadios y estrategias de tratamiento para la Osteonecrosis maxilar asociada a bifosfonatos. (Ruggiero,
etal., 2014)

Las propuestas para el manejo de la ONMAB van desde medicamentos hasta el desbridamiento de
la zona afectada o la reseccion quirurgica, y tienen como objetivo la eliminacion del dolor, el control
de la infeccion en tejidos blandos y duros ademas de minimizar la progresion de necrosis en el
hueso. De manera paralela se han propuesto otras modalidades terapéuticas como: oxigeno
hiperbérico, plasma rico en plaquetas con factores de crecimiento, proteina morfogenética 6sea,
hormona paratiroidea, terapia laser, etc. 2325,

4. MODELOS DE OSTEONECROSIS MAXILAR ASOCIADA A LA ADMINISTRACION DE ACIDO
ZOLEDRONICO

Para comprender un poco mas acerca de la osteonecrosis maxilar y su relacion con el uso de
bifosfonatos, ademas de la necesidad de plantear el mejor abordaje terapéutico para los pacientes,
se han desarrollado diversos modelos de estudio con animales?.

El objetivo principal de estos estudios se ha centrado en esclarecer el mecanismo por el cual se ve
detenido el proceso de resorcidon Osea, establecer medidas que resultarian preventivas ante el
desarrollo de ONMAB, e identificar los factores o situaciones que se consideran de riesgo.




Las variaciones en el disefio, procedimiento de exposicion del hueso, eleccion del farmaco, dosis,
periodo y via de administracion, han contribuido a generar nuevos conocimientos y propuestas para

el manejo de la ONMAB.

A pesar del éxito obtenido en los modelos para el establecimiento de dicha patologia, las
variaciones en el metabolismo del farmaco en cada especie, han hecho imposible trasladar el curso
de la ONAMB en animales al curso que sigue en los humanos, puesto que factores como la
alimentacion, habitos higiénicos, enfermedades sistémicas, condiciones generales de la cavidad
bucal y los tratamientos realizados, etc., no siempre han sido considerados.

En la siguiente tabla se enlistan algunos modelos que se han desarrollado y las dosis empleadas:

Autor Ao | Caracteristicas
de los animales

AGHALOOY 2011 Ratas SD
3 meses (380 g)
Machos

VIDAL?® Ratas Wistar
Machos
200-250 g

ERSAN?® 2014 Ratas SD
Hembras
164-196 g

Dosis ponderal
y via de
administracion

66 ug/ kg
Intraperitoneal

66 ug /kg
Intraperitoneal

.02mg/ kg
Intraperitoneal

—

Esquema de administracion

Tres veces por semana durante 3 semanas.
Colocacion de ligadura en molar, 12
semanas mas de administracion.

15 semanas en total

Una vez por semana durante 2 semanas
antes de la extraccion del primer molar
maxilar.

Tres veces por semana durante 6 semanas
,una semana después se realizd la
extraccion del primer molar

Mandibular, después de 4 semanas se
administro teriparatide durante 28 dias.

15

Dosis total
estimada a una
rata de 250 g

.742 mg

742 pg

.033 mg
33 g

.09 mg
90 pg
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YANG3®

KALIBUCHI3!

TAKAOKA3?

JANG3?

HOWIE3*

BARBA3®

SILVA3®

MARINO3?

ZANDI3®

OGATA3

AGACAYAK?*°

2015

2016

2015

2015

2015

2014

2015

2012

2016

2015

2014

Ratas SD
Machos 250 g

Ratas SD
Hembras
semanas

Ratas SD
Machos

Ratas SD
Hembras
250-300 g

Ratas SD
Hembras
10-12 meses
Ratas Wistar
Machos

Ratas Wistar
Machos

Ratas SD
Hembras
300 g

Ratas Wistar
300-350 g

Ratas wistar
Machos
200-220 g

80 ug/kg
Intravenosa

66 ug/kg
Subcutdnea

35 ug/kg
Intravenosa
.2mg/kg

Intraperitoneal

80 ug/kg
Intravenosa
0.1 mg/kg

Intraperitoneal

.04 mg/kg
.20 mg/kg

1 mg/kg

Intravenoso

20 pg/ kg

Intravenoso

.06 mg/ kg

Intraperitoneal
35ug/ke/
semana
Subcutdnea

03 mg / kg /

semana
Subcuténea

—

Una vez por semana, durante 3 semanas, se
realizd extraccion del primer molar maxilar,
se sacrificaron 1,4y 12 semanas después.
Tres veces por semana durante 4 semanas,
en la semana 2 se realizo la extraccion del
primer molar maxilar. Se administré
simultdneamente dexametasona.

Cada dos semanas durante 21 semanas
previas a la extraccién del primer molar
maxilar.

Una administracidon por semana durante 12
semanas, en la semana 4 se realizo la
extraccion de 1° y 2° molar maxilar y
mandibular. Se sacrificaron a diferentes
tiempos. Se empled dexametasona

Una vez por semanas durante 13 semanas,
extraccion de primero y segundo molar
mandibular.

Grupo 1y 2 : 3 veces por semana

Grupo 3: una vez por semana

Para los 3 grupos se administré durante 8
semanas. Posteriormente se realizo
extraccién de 3er molar superior.

Tres dosis por semana durante 4 semanas,
posteriormente se realizd extraccion de
primer molar inferior y una dosis adicional 7
dias después.

Una administracion ,3 semanas después se
realizd la extraccion del primer molar
mandibular, y recibieron una segunda dosis
de ac. Zoledrdnico.

Una dosis semanal hasta el sacrificio

Una vez por semana durante dos semanas,
realizacion de extraccion molares maxilares

También se administré dexametasona

1 vez por semana durante 60 dias, después
se realizaron extracciones del primer molar
inferior atraumaticas y traumaticas, se
continué con la dosis por 32 dias mas.

.06 mg
60 pg

.198 mg
198 pg

.0962 mg
96.2 ug

.6 mg
600 pg

.26 mg
260 pg

1,2=.6 mg
600 pg

3=.2mg
200 pg
.04=.13 mg
130 ug

.20=.65mg
650 pg
1=3.25mg
325 pg
.01 mg

10 pg

.0175 mg
17.5 ug

.9mg
900 pg
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5. RESPUESTA INFLAMATORIA AL DANO TISULAR

La inflamacion es una respuesta inespecifica del organismo, ante cualquier estimulo (fisico, quimico
0 biolégico) causante de una lesion tisular o de alguno de sus componentes.

Es un proceso fisioldgico que tiene por objetivo combatir agentes patégenos y sus productos, limitar
el sitio dafiado y reparar los tejidos afectados, a través de una serie interacciones a nivel molecular,
celular y sistémico, que surgen dentro del lumen vascular 41.

De manera general, se caracteriza por un incremento en la permeabilidad vascular que provoca la
extravasacion de liquido y proteinas plasmaticas, la migracion de células pertenecientes al sistema
inmune y el aumento del flujo sanguineo en el sitio infectado o lesionado. Dichos eventos han sido
interpretados como los signos cardinales de la inflamacién; tumor, calor, rubor, dolor vy
ocasionalmente pérdida de la funcién42.

Por su duracion, se considera aguda cuando los mecanismos de respuesta se activan en un
periodo de horas o dias, y cronica; cuando su persistencia supera las semanas, meses 0 afos,
caracterizandose por presentar formas distintas de reparacién en los tejidos, como fibrosis,
proliferacidn de vasos sanguineos, disfuncién endotelial y necrosis de los mismos#® .

Moléculas provenientes del plasma o de las mismas células activadas, actian como mediadores (
de forma aislada , secuencial 0 en combinacién), regulando algunos de los elementos celulares y
vasculares implicados en la respuesta inflamatoria, por ejemplo: citocinas, sustancias vaso activas,
quimiocinas, metabolitos lipidicos, inmunoglobulinas , neutréfilos, monocitos, eosindfilos , baséfilos,
linfocitos, mastocitos , fibroblastos, macréfagos, constituyentes de la matriz extracelular ( colageno,
elastina, glicoproteinas de adhesion, preoglicanos), cinasas, los sistemas de coagulacion vy
complemento, entre otros*.
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Mediador quimico

Accion

Histamina y serotonina (aminas vasoactivas)

Bradicinina
C3a (producto del complemento, anafilotoxinas)

C5a (producto del complemento, anafilotoxinas)

Prostaglandinas (metabolitos del acido
araquiddnico)

Leucotrieno By (metabolito del dcido
araquiddnico)

Leucotrieno Cy, D4, E4 (metabolitos del acido
araquiddnico)

Metabolitos del oxigeno (radicales libres)
Factor activador de plaquetas (PAF)

Interleucina-1 (IL-1) y Factor de necrosis
tumoral (TNF) (citocinas)
Oxido nitrico

Incremento de la permeabilidad

Incremento de la permeabilidad y dolor

Incremento de la permeabilidad opsonina

Incremento de la permeabilidad, quimiotaxis, adhesidn y
activacion leucocitaria

Vasodilatacidn, dolor, fiebre, activa a otros mediadores

Quimiotaxis, adhesidn y activacidn leucocitaria

Incremento de la permeabilidad, broncoconstriccidn,
vasoconstriccion

Incremento de la permeabilidad, lesion endotelial y tisular
Incremento de la permeabilidad, broncoconstriccion, cebado
de leucocitos

Reacciones de fase aguda, activacion endotelial, quimiotaxis

Incremento de la permeabilidad, vasodilatacion,

citotoxicidad

Figura 5.1 Mediadores quimicos de la respuesta inflamatoria aguda.
(Ledn 2015)

A pesar de ser una secuencia de acontecimientos con fines de reparacién, el desequilibrio entre los
mediadores quimicos que promueven la respuesta inflamatoria, las moléculas antiinflamatorias y las
células del sistema inmune, ocasiona la cronicidad del estado inflamatorio y con ello la destrucciéon
progresiva de tejido circundante. Debido a lo perjudicial que resulta una respuesta exacerbada, es
indispensable mantener un equilibrio entre el estimulo que activa el proceso inflamatorio y la
intensidad de la respuesta.

6. MEDIADORES LIPiDICOS DE LA INFLAMACION

Dentro de los mediadores quimicos de la respuesta inflamatoria, existen diversos grupos de
moléculas capaces de regular la actividad de las células inmunologicas, a través de la activacion
de distintos receptores y vias metabolicas biosintéticas. Las citocinas, quimiocinas, eicosanoides,
inmunoglobulinas, moléculas de adhesion celular y cininas, son solo algunas de los principales
compuestos que se producen ante determinados estimulos y que dan origen a una cascada de
respuestas dentro del lumen vascular 45,

Los eicosanoides son una serie de compuestos derivados de la oxidacion de acidos grasos
esenciales, que participan en la fase de activacion y resolucién inflamatoria*!.

Los acidos grasos son biomoléculas de origen lipidico, que constan de una cadena de atomos de
carbono unida a un grupo carboxilo en uno de sus extremos. Se clasifican como acidos de cadena
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corta o larga, de acuerdo al numero de carbonos que componen su estructura, y monoinsaturados
o poliinsaturados, segun el numero y la posicion de sus dobles enlaces. Se encuentran presentes
en nuestro organismo y entre sus funciones destacan: regulacién, aporte energético y composicion
estructural de la membrana celular en forma de fosfolipidos o esfingolipidos4.

Se consideran esenciales aquellos acidos grasos poliinsaturados (mas de un doble enlace) que no
pueden ser sintetizados por los seres humanos, y que por lo tanto deben ser obtenidos a partir de
la ingesta de alimentos ricos en ellos?’.

Los é&cidos linoleico y alfa linolénico son los acidos grasos esenciales precursores del &cido
araquidénico (AA), acido eicosapentaenoico (EPA) y docosahexaenoico (DHA). Dentro de nuestro
organismo, la estructura de los &cidos grasos esenciales se modifica con la adicion de atomos de
carbono y la introduccion de dobles enlaces en su cadena, todo esto mediante la accion de enzimas
llamadas elongasas y desaturasas*’: 4,

(Omega-6) (Omega-3)

Acido Linoléico Acido Linolénico
(18:2) (18:3)

| —f==1—]

Acido Y-Linolénico
(18:3) (18:4)

—=1

DihomoY -Linolénico
(20:3) (20:4)
Aso

—_—d
Araquidénico Eicosapentaenoico
(20:4) (20:5)

— e —

(22:4) (22:5)
Elongasa
(24:4) (24:5)

| — = —]

(24:5) (24:6)

1 IBledatlbn I

1 | ,
D ico Docosahexaenoico

(22:5) (22:6)

Figura 6.1 Etapas metabdlicas de la biosintesis de acidos grasos omega-6 y

Omega-3 a partir de sus precursores (Valenzuela 2011)

El acido araquidonico es uno de los componentes estructurales de la membrana celular, se
encuentra almacenado en forma de un fosfolipido y su liberacion durante la primera fase del
proceso inflamatorio, depende de la activacion de la enzima fosfolipasa A2y el incremento de la
concentracidn citosdlica de calcio. La oxidacién del acido araquiddnico a partir de dos vias
enzimaticas (ciclooxigenasa y lipooxigenasa), resulta en la sintesis de eicosanoides (moléculas de
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20 0 mas atomos de carbono), compuestos que son fundamentales para la sefalizacion durante
una respuesta inflamatoria“®.

Fosfolipidos de membrana

Foslolipasa A

|| Acido araquiddonico " 15-Lipoxigenasa
5-Lipoxigenasa

. . S Lipoxinas
Cicloxigenasa 5-Lipoxigenasa F

5-HPETE

PGE, PGD,. PGF,,

, LXA,
LT D,
Prostaciclina *
PGI
(PGD) TX B, ITE,

Figura 6.2 Derivados del acido araquidonico

La liberacion de AA de los fosfolipidos de la membrana y la oxigenacién de su cadena, resulta en
dos endoperoxidos conocidos como PGG2 y PGH2, estas moléculas se consideran quimicamente
inestables, por lo tanto vuelven a sufrir modificaciones en sus estructuras, para dar origen a nuevos
compuestos funcionales?’.

Las prostaglandinas, prostaciclinas y tromboxanos, son el resultado final de la oxidacion del AA a
través de la cicloxigenasa, mientras que los leucotrienos y las lipooxinas, son resultado de la accion
de las lipooxigenasas. En conjunto, constituyen el grupo de los eicosanoides y participan como
mediadores quimicos en la regulacion de: la agregacion plaquetaria, vasoconstriccion,
vasodilatacion, transporte de aguay iones, respuestas neuronales, del sistema digestivo y tejido
adiposo, entre otros %,

De acuerdo a su via de sintesis y a la serie que pertenecen, los eicosanoides pueden actuar como
moléculas con actividad pro inflamatoria o antiinflamatoria, lo que hace indispensable mantener un
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equilibrio entre la sintesis de estos compuestos y los sucesos que determinan el cese de su
produccion.

7. SINTESIS DE LIPOOXINAS Y RESOLVINAS

Las resolvinas y las lipoxinas son moléculas que resultan de la oxidacion del AA, EPA'y DHA. Desde
su descubrimiento han sido objeto de diversas investigaciones, a causa de su potente accion
antiinflamatoria y su participacion en la etapa de resolucidn?'.

Las lipoxinas son un tipo de eicosanoide, que surgen mediante la accion de 3 enzimas citosolicas
que oxidan al AA en los carbonos 5 (5 —lipoxigenasa) ,12 (12-lipoxigenasa) y 15 (15-lipoxigenasa),
y a través de 3 vias distintas de sintesis®'.

Enla primer via el AA sirve como sustrato para la 5 -LOX en los neutréfilos, resultando en la sintesis
del leucotrieno LTA4, compuesto que posteriormente es recapturado por las plaquetas y
transformado en lipoxinas mediante la accion de la 12-LOX.

En la segunda via la accion de la 15-LOX de monocitos y células epiteliales ,sobre el AA, produce
dos moléculas intermedias conocidas como 15S-HETE (Acido 15S hidroxieicosatretraénoico) y
15R- HETE (Acido 15r hidroxieicosatretraénoico). Una vez que estas moléculas son liberadas, se
transforman en lipoxinas mediante la accion de los neutrofilos.

Existe una via en la que se ve envuelto el acido acetil salicilico. Este compuesto acetila de forma
irreversible el sitio activo de la ciclooxigenasa e hidroxila el AA para formar 15R-HETE, un
compuesto intermediario que es transformado en 15- epi-lipoxina A4 por accion de la 5-LOX de
los leucocitos 415253,
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FIGURA 23-14 cConversién del acido araquidénico en leucotrienos y lipoxinas de la serie 4 laviadela
Ocurren algunas conversiones similares en leucotrienos de las series 3y 5. (HPETE, osatetraenoato; HETE, tetraenoato;
@, peroxidasa; @, leucotrieno A, epdxido hidrolasa; @, glutation S-t T ; @, y-glut it ptidasa; @, I-glicina dipeptidasa.)

Figura. 7.1 Sintesis de lipoxinas a través de las distintas vias de la lipooxigenasa. (Harpers 2016)

El formyl peptide receptor- like (FPRL1), también conocido como ALXR, es un receptor acoplado a
proteinas G, que ha sido identificado como el receptor capaz de interactuar con las lipoxinas®4.

Al igual que las lipoxinas, las resolvinas son moléculas con un efecto antiinflamatorio, que se
producen localmente. La diferencia entre ambos compuestos, radica en el sustrato y las enzimas
involucradas en su sintesis ademas de las acciones que producen en diferentes células.

Diversos estudios in vitro e in vivo, han demostrado que dentro de los efectos antiinflamatorios de
las lipoxinas y las resolvinas, se encuentran: inhibicion de la activacion y el reclutamiento de
neutrofilos y eosindfilos, estimulacion de macréfagos para el “aclaramiento” o fagocitosis de

neutrofilos apoptéticos y regulacién de la activacion del factor de transcripcién NF-KB, entre otros®?
54,55.

Se les llama “resolvinas” por ser los productos finales de la oxidacion de los acidos EPA y DHA, y
por participar de forma activa en la resolucion del estado inflamatorio y la restitucion de los tejidos
afectados. Su sintesis ocurre por una via dependiente de la enzima Cox-2 y su acetilacion por parte
de la aspirina, ademas de la acciones de la 5-LOX. En la actualidad se conocen dos series de estos
compuestos, la serie E consta de 3 moléculas derivadas del EPA, la serie D se compone de 6
moléculas procedentes del DHA 51.%6,
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A
Resolvin E-Series |

Epoxidation
Reduciton
18R-HpEPE ———————>

Qo l 5-LOX

Reduciton
_—
5S-hydroperoxy-18R-hydroxy-

OH eicosapentaenoic Acid

Enzymatic
epoxidaiton

5S(6)-epoxy-18R-HEPE

Hydrolysis

& l Enzymatic

Figura. 7.2 Sintesis de resolvinas de la serie E (Chiang 2017)

DHA

B
Resolvin D-Series

7S-hydroperoxy-17S-hydroxy- 4S-hydroperoxy-17S-hydroxy-
docosahexaenoic acid docosahexaenoic acid

4S5(5)-epoxy-17S-hydroxy-

7S(8)-epoxy-17S-hydroxy- HO™
docosahexaenoic acid

nd' docosahexaenoic acid

Figura. 7.3 Sintesis de resolvinas de la serie D (Chiang 2017)
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De la misma manera que sucede con las lipoxinas, la acetilacion irreversible de la COX-2 promueve
modificaciones en la estructura de las resolvinas, confiriéndoles mayor estabilidad quimica y
prolongando su tiempo de vida *'.

Algunas de las acciones pro-resolutivas que se han atribuido a esta familia de mediadores son : la
disminucion de infiltrado inflamatorio, el bloqueo transendotelial de polimorfonucleares (PMN), la
estimulacién de macrofagos para la fagocitosis de células apoptéticas, inhibicidén de la migracion
de células dendriticas y la liberacidn de citocinas, entre otros. %8,

Mediante estudios acerca de la sintesis organica de estas moléculas, y las acciones que ejercen
sobre los PMN, se descubri6 que las resolvinas actuan a través de al menos dos receptores
celulares diferentes. En el receptor LTB4-BLT1 ejercen un afecto antagonista bloqueando asi la
activacion de los PMN, ademas funcionan como agonistas del receptor ChemR23, logrando una
disminucion en la produccion de citoquinas por parte de las células dendriticas®®.

Desde el descubrimiento de los mediadores de la inflamacion, se han desarrollado diversos
proyectos de investigacion para evaluar el efecto pro-resolutivo de las resolvinas ante diferentes
condiciones fisioldgicas y patoldgicas. Uno de los temas principales ha sido su papel ante la pérdida
de tejido 6seo, como consecuencia de un proceso inflamatorio, al igual que sus efectos sobre las
células de tejido epitelial y conectivo, durante los procesos de reparacion y cicatrizacidn 6061,

8. RESOLUCION INFLAMATORIA Y RESTITUCION DE LOS TEJIDOS

La cronicidad de un estado inflamatorio conlleva a la destruccion de los tejidos circundantes y la
pérdida de su funcién. La regeneracion y la cicatrizacién son eventos fisioldgicos que tienen lugar
en el tejido dafiado como método de contencidn ante un agente agresor, o0 como parte del proceso
de restitucion de su integridad.

El primer paso en la reparacion de un sitio afectado, comprende la eliminacion de las células y las
moléculas pro inflamatorias, para dar origen a la liberacion de proteinas y factores de crecimiento
que determinaran el curso en la proliferacién de nuevos vasos sanguineos, el deposito de la matriz
extracelular y la multiplicacion y/o migracién de la poblacion celular que compensara las células
perdidas durante la lesion y la respuesta inflamatoria2.

La resolucion inflamatoria, es un proceso activo que implica la generacién de mediadores
especificos que actuan sobre las células que componen el infiltrado inflamatorio, para lograr su
migracion de los tejidos dafiados y el cese en la produccion de sustancias pro inflamatorias3.
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Los derivados de la oxidacion del EPA'Y DHA son las moléculas responsables de llevar acabo la
‘pro — resolucién”, un suceso que se interpreta como la aceleracion en el tiempo que demora el
proceso de resolucion y un aumento en su eficacia, sin inhibir o comprometer la respuesta natural
del sistema inmune®*.

I.LPLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En México la prescripcion de bifosfonatos orales e intravenosos, continia formando parte de los
medicamentos de primera eleccién en la prevencion y el tratamiento de enfermedades que
comprometen la integridad del tejido 6seo, como: osteoporosis post-menopausica, enfermedad de
Paget y algunas neoplasias con metastasis a hueso.

Aunque se ha difundido informacion respecto al posible desarrollo de ONMAB como un efecto
secundario del consumo de bifosfonatos, actualmente no existe un consenso respecto a los
riesgos o beneficios que implicaria la interrupcion de la terapia antirresortiva, asi como el momento
idéneo en el que podria realizarse, ya que la persistencia del farmaco en el tejido (incluso hasta
por diez afos) es uno de los principales puntos de discusion.

La deteccion temprana de ONMAB ha sido clave para evitar la progresion de ésta patologia hasta
un estadio avanzado, desafortunadamente no en todos los casos se ha logrado su diagnéstico en
una fase inicial, lo que ha impedido iniciar con un tratamiento a base de colutorios y antibiético
terapia, dejando como Unico recurso la reseccion quirdrgica del tejido dafiado.

Ante el aumento en la incidencia de ONAMAB y los casos reportados, se torné indispensable la
implementacion de terapias con farmacos alternos alos bifosfonatos, y el desarrollo de numerosos
proyectos de investigacion, con el objetivo de generar mas conocimientos acerca de la etiologia y
el curso de dicha enfermedad, asi como diversos protocolos para su abordaje y el planteamiento
de nuevas medidas terapéuticas.
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II.JUSTIFICACION

Los odontologos durante el ejercicio de su profesion, realizan tratamientos y procedimientos
quirargicos que activan el proceso de remodelado 6seo. En los pacientes que han recibido
bifosfonatos como parte de un tratamiento para enfermedades que afectan el metabolismo 6seo, la
exposicion del hueso al microambiente bucal, se considera un factor de riesgo para el desarrollo de
ONMAB.

Diversos estudios han demostrado la eficacia de los acidos grasos Omega-3 y su combinacion con
aspirina, en la resolucidn del proceso inflamatorio y la reparacion de los tejidos afectados, logrando
su cicatrizacion y devolviéndolos a su funcion. En esta investigacion se propone su implementacion
como una medida preventiva ante el desarrollo de ONMAB, debido a la necesidad de contar con
una terapia accesible y de bajo costo, que permita evitar o disminuir el riesgo de desarrollar dicha
afeccion.

IV.OBJETIVOS

Objetivo general

Evaluar el efecto de la administracion de omega -3 y aspirina sobre el proceso de cicatrizacion
alveolar en un modelo de osteonecrosis maxilar asociada a bifosfonatos inducida en rata.

Obijetivos Particulares

e Desarrollar un modelo experimental de osteonecrosis maxilar asociada a bifosfonatos, a
través de la administracion de acido zoledronico y la realizacion de una extraccion dental.

e Realizar un analisis la histomorfologico del hueso y la mucosa del sitio donde se realiz6 la
extraccion, en las ratas con ONMAB medicadas con omega-3, aspirina y con la combinacién
de ambos.

PREGUNTAS DE INVESTIGACION

¢La administracion de omega-3 y aspirina modificard o impedira el desarrollo de osteonecrosis
maxilar asociada a bifosfonatos?

¢ Qué caracteristicas tendran los tejidos circundantes a la lesién que sera realizada?
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V.HIPOTESIS

La administracion de omega-3y aspirina favorecera el proceso cicatrizacion por segunda intencion
en los grupos de ratas propensos a desarrollar osteonecrosis maxilar inducida por bifosfonatos.

VI. METODOLOGIA

Investigacion experimental, longitudinal y comparativa.

Poblacion de estudio vy formacion de grupos

Para este estudio se emplearon 27 ratas de la cepa Wistar (machos), con un peso entre 200 y 250
grs, criadas y mantenidas en el bioterio de la FES Iztacala con una temperatura entre 21°-27° y
con acceso ad libitum de agua y comida.

La manipulacion de los animales se realizé de acuerdo a lo establecido en la Norma Mexicana 062
(NOM-062-200-1999) y los criterios estipulados por la comision de Bioética de la FES Iztacala.

Las ratas se distribuyeron aleatoriamente en 5 grupos de 5 ratas y uno de 2.

Para desarrollar el modelo de osteonecrosis, se administrd Acido zoledrénico una vez por semana
durante 4 semanas previas a la extraccion del segundo molar superior derecho. La administracion
de omega y aspirina inici6 el dia de la extraccion y continud 9 dias mas.

5 Ratas Wistar sin medicacion,
se administré solucion salina 'y
se realizd extraccion del
segundo molar.

3 Ratas Wistar con medicacion
(&c. Zoledronico), se realizd
extraccion del segundo molar.




5 Ratas Wistar con medicacion
(ac. Zoledronico), se realizd
extraccion del segundo molar.

Administracion de suplemento
alimenticio a base de omega-3

5 Ratas Wistar con medicacion
(&c. Zoledronico), se realizd
extraccion del segundo molar.

Administracion de aspirina.

5 Ratas wistar con medicacion
(&c. Zoledronico), se realizd
extraccion del segundo molar.

Administracion de suplemento
alimenticio a base de omega-3

ESQUEMA DE ADMINISTRACION DEL MEDICAMENTO Y EXTRACCION DEL SEGUNDO
MOLAR.

1. Induccion del modelo de osteonecrosis.

A cada rata se le administraron .198 mg/kg de acido zoledrénico (SIGMA) via intraperitoneal, durante
4 semanas previas a la intervencion quirtrgica y una ultima el dia de la extraccion, la dosis total fue
de 99 mg/kg aproximadamente.

2. Extraccion del sequndo molar.

Para la extraccion del segundo molar maxilar derecho, se administré intraperitonealmente, ketamina
60 mg/kg (ANESKET) como anestésico y xilacina 10 mg/kg (PROCIN) como sedante.

A) Las ratas se sujetaron a una base de madera, sus extremidades fueron inmovilizadas con cinta
adhesiva, se empled hilo cafiamo para sujetar los incisivos del animal y lograr la apertura bucal, se
retrajeron los carrillos para obtener una mejor vision del campo de trabajo.




B) Se utilizd instrumental modificado especificamente para realizar la extraccion del segundo molar
superior derecho. Primero se realizé sindesmotomia, posteriormente se luxo, tracciond y avulsiond
el molar con unas pinzas adaptadas para fungir como férceps.

Fotografia 1.1 Instrumental
empleado para la realizacion
de las extracciones.

Fotografia 1.2 Retraccion de los carrillos
para apreciar con mas claridad el area de
trabajo.

D) Se retir6 el hilo cdfiamo de los incisivos, se liber6 al animal de la base de madera y se mantuvo
en observacién durante 30 minutos para descartar efectos nocivos posteriores a la anestesia.

Todos los grupos fueron monitoreados durante 21 dias.
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3. Medicacion con omega 3 y aspirina.

Para la obtencién del omega 3 se emplearon capsulas de un suplemento alimenticio a base de
salmon noruego, marca “ALL NATURE”. El contenido de &cidos grasos omega3 por cada capsula
fue: EPA .29g y DHA .20g.

La dosis de eleccion fue 1g/kg por dia, se administro por via oral con ayuda de una micro pipeta.
Las ratas recibieron la primera dosis horas previas a la extraccion y durante 9 dias mas.

15 mg/ kg fue la dosis elegida de aspirina, 1.25 mg se administraron oralmente y se acondicionaron
los bebederos de las ratas para asegurar la ingesta de 2.5 mg mas de aspirina a lo largo del dia,
para lo anterior se establecié como parametro una rata con un peso de 250 mg y un consumo de 20
a 40 ml de agua al dia. Las ratas recibieron la primera dosis horas previas a la extraccion y durante
9 dias mas.

4. Sacrificio vy diseccion del maxilar.

El sacrificio de los animales se realizd a través de la administracion de pentobarbital sédico
(PISABENTAL) en una dosis de 100mg/kg. Posteriormente se disecaron los maxilares y se
colocaron en una solucion de paraformaldehido al 4% y un buffer de fosfatos el volumen fue 10
veces mayor al tamafio de las muestras.

Procesamiento de las muestras

Para lograr la descalcificacién de los tejidos, los maxilares se sumergieron durante 14 dias en una
solucién de EDTA conun pH de 7.4y se verificd radiograficamente la descalcificacion.
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Fotografia 1.4 Comprobacion radiografica
Fotografia 1.3 Maxilares descalcificados. de la descalcificacion.

Una vez descalcificados, los maxilares se deshidrataron en un tren de alcoholes con una
concentracion creciente:

- OHETILICO

OH 70°- 2 hrs

OH 80°-2 hrs

OH 90°- 2 hrs

OH 100° - 1 hrs
Xilol- 5 min
Aceite mineral- 24 hrs
Se llevé a cabo la inclusion en parafina y posteriormente una inclusion en bloque.

Parafina | — Fundida a 60°- 24 hrs
Parafina II- Fundida a 60°-24 hrs
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Fotografia 1.5 Maxilar incluido en parafina.

Fotografia 1.6 Montaje en el micrétomo
para la realizacion de los cortes.

Fotografia 1.7 Obtencion de cortes de7 micras.

Los cortes se montaron en portaobjetos, se empled gelatina en el bafio de flotacion para mejorar la
adhesion, se colocaron en una plancha a una temperatura de 50 ° C y posteriormente se
desparafinaron.

La tincion de las laminillas se realizé con Hematoxilina y Eosina.

Desparafinar e hidratar:
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Xilol 1- 5 min
Xilol 2-5 min
OH 100°- 2 min
OH 90°- 2 min
OH 80°- 2 min
OH 70°- 2 min
H20- enjuagar
Tincion:
Hematoxilina - 5 min
H20- enjuagar
OH acido - lavar
Agua amoniacal- lavar hasta virar a azul
H20 - enjuagar
Eosina — 3 min
H20 - enjuagar
Deshidratacion:
OH 70°- 2 min
OH 80°- 2 min
OH 90°- 2 min
OH 100°- 2 min
Xilol 1- 5 min
Xilol 2- 5 min

Para el montaje de los cortes en los porta objetos se emple6 balsamo de Canada.
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Analisis macroscopico de los maxilares.

Después del sacrificio los maxilares fueron desarticulados del resto del cuerpo, se tomd una
fotografia al maxilar con la lesién mas significativa de cada uno de los grupos y se elabord una
tabla para registrar la existencia o la ausencia de ONMAB, considerando como parametros la
completa cicatrizacion del alvéolo o la presencia de hueso expuesto.

Analisis microscopico de los cortes histoldgicos

El analisis microscopico de la lesidn se realizd mediante la observacion de las laminillas con los
objetivos 4x, 10 x y 40x en el microscopio MOTIC. Empleando el programa MOTIC PLUS se realiz6
una serie de fotografias del alvéolo y las areas circundantes de la extraccion.

Para contar con una aproximacion acerca del area de hueso necrético que se observaba en la zona
de la extraccion, de cada grupo se seleccionaron las laminillas de una rata en las que se pudiesen
apreciar con mayor claridad las estructuras, especificamente 3 cortes pertenecientes al alvéolo.
Finalmente el area de hueso necrotico se midio en tres segmentos con proximidades distintas al
area de la lesion empleando el objetivo 10x.

Para delimitar las areas de necrosis, en el programa MOTIC PLUS 3.0 se empleé la opcién de medir
de forma libre, el criterio para limitar las areas fue la continuidad de 8 o mas lagunas de osteocitos
vacias.

VIl. RESULTADOS

Del total de especimenes empleados en esta investigacion, s6lo se analizaron los maxilares de 22
ratas debido a que 3 murieron antes de realizar la extraccion y 2 después de realizar el
procedimiento.
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Registro de la evidencia macroscoépica y microscopica de osteonecrosis.

1 Cerrado

2 NO Cerrado NO NO
3 NO Cerrado NO NO
4 NO Cerrado NO NO
5 NO Cerrado NO NO
1 Sl Abierto Sl Sl
2 Sl Abierto Sl Sl
4 Sl Abierto Sl Sl
5 Sl Abierto Sl Sl
1 Sl Cerrado NO Sl
2 Sl Cerrado NO Sl
3 Sl Abierto Sl Sl
1 Sl Abierto Sl Sl
2 Sl Cerrado NO Sl
3 Sl Abierto Sl Sl
4 Sl Abierto Sl Sl
5 Abierto Sl Sl
1 Sl Abierto NO Sl
4 Sl Cerrado NO Sl
5 Sl Cerrado NO Sl

El grupo al que se le realiz6 la extraccion y no se le administr6 ac. Zoledrénico (grupo sham) mostrd
clinicamente el cierre de la herida de la extraccion, e histoloégicamente, en cuatro especimenes
observamos hueso sano con osteocitos ocupando las lagunas osteocitarias, un espécimen (20%)
mostrd lagunas osteocitarias vacias. Mientras que en el grupo control, los especimenes a los que
se les administr6 ac. Zoledronico mostraron clinicamente un alvéolo sin cicatrizaciéon o con
cicatrizacion parcial (epitelizacién), mientras que a nivel histolégico se observo la presencia de
lagunas vacias que demostraron osteonecrosis.
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El grupo al que se le administré6 ademéas de ac. Zoledronico acidos grasos omega, mostro
clinicamente un 66% de cicatrizacién de la mucosa que cubre el alvéolo post-extraccion y en un
espécimen (33%) se observa el alvéolo parcialmente abierto. Histolégicamente se observo en todos
los especimenes de este grupo lagunas osteocitarias vacias, lo que indica la presencia de hueso
necrotico.

En el grupo de ratas a las que se les administré ac. Zoledronico y aspirina solo se observd un
espécimen con cicatrizacion (20%) y cuatro miembros del grupo mostraron el alveolo post-
extraccidn abierto (80%). A nivel histolégico todos mostraron lagunas osteocitarias vacias.

El grupo de ratas a las que se les administrd ac. Zoledrdnico y posteriormente aspirina y acidos
grasos omega mostraron clinicamente dos de ellos el alvéolo cubierto en su totalidad por mucosa,
mientras que en uno de ellos se observo el alvéolo post-extraccion abierto. Histologicamente todos
los especimenes mostraron lagunas osteocitarias vacias.

Fotografias representativas de cada grupo.
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Vista inferior del maxilar de rata. En esta area

(Vidal 2013) se realizaron
los  cortes
sagitales
para su
observacion
al
microscopio.

Zona 1 Zona 2

wldeloassssennny

Esquema de un corte sagital de maxilar de rata.

(Vidal 2013)

DESCRIPCION DE LAS ESTRUCTURAS OBSERVADAS EN LOS CORTES

ZONA 1 Corona del primer molar superior derecho.

Espacio que dejo la extraccion del segundo molar
superior derecho.

Corona del tercer molar superior derecho.

Raices del tercer molar superior derecho.

ZONA5 Alvéolo y tejido adyacente a la extraccion del segundo
molar superior derecho.
Area de interés. O

ZONA 6 Raices del primer molar superior derecho.

=
w
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TABLA DE MEDICIONES DE EN AREAS DE NECROSIS

GRUPO/N® RATA/ OBJETIVO  AREA (mm? AREATOTAL  PERIMETRO (mm)
LAMINILLA/NE DE NECROSIS
FOTO/SEGMENTO

Z11/1

Z12/2

Z13/3-1

Z13/3-2

Z13/3-3

O1l1/1 9.821 mm?
011/1-2 10X 2.531 6.819
011/1-3 10X 1.231 4.689
012/2-1 10X .170 1.730
012/2-2 10X 2.715 7.607
013/3 10X 1.391 6.683

A31/1-1 10X .605 2.743 mm? 8.227
A31/1-2 10X .079 2.021
A32/2-1 10X .845 9.033
A32/2-2 10X .206 4.905
A32/2-3 10X 421 3.391
A33/3 10X .587 8.529
OA41/1 10X 435 2.355 mm? 3.156
OA42/1 10X .854 5.412
OA43/1 10X 1.156 6.908

Interpretacion de las mediciones.

De acuerdo con las cifras obtenidas, la rata nimero 1 perteneciente al grupo de Omega 3 tuvo la
mayor area de necrosis. Por otra parte, la rata numero 4 perteneciente al grupo de Omega
3+Aspirina, presentd la menor area de hueso necrético.

A pesar de lo interesantes que resultaron los valores obtenidos, las cifras no se utilizaron para
realizar un analisis estadistico debido a la ausencia de la misma cantidad de laminillas viables por
cada rata , asi como el mismo numero de especimenes por cada grupo.
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Acido 211/1 212/2 213/3-1 213/3-2 213/3-3
zoledrénico
A31/1-1 A31/1-2
. . . .
Omega 011/1 011/ 12

Omegay
aspirina

0A42/1

0A43/1

—
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Analisis estadistico.

Para el analisis de los resultados se emple6 el test estadistico no paramétrico de Kruskal Wallis.

En las variables se considerd que los 4 grupos que diferian entre si por la combinacion de la terapia
con acido zoledrénico y la adicion de omega 3 0 aspirina, asi como la presencia de un alvéolo abierto
0 completamente cicatrizado.

Los resultados del analisis de Kruskal-Wallis muestra que a nivel clinico no hubo diferencias
significativas entre los diferentes grupos (p=.169).

Prueba de Kruskal-Wallis

Rangos
Rango

medicamento M promedio
alveolo  Ac. Zoledrdnico 4 1060

A. Zoledrdnico + Omega 3 5.50

Ac.Zoledronico + Aspirina 5 .00

Ac.Zoledronico +

Aspirina+Omega 3 5.50

Total 15

Estadisticos de contraste3.t

alveola
Chi-cuadrado 5.040
al 3
Sig. asintdt. 164

4. Prueba de Kruskal-Wallis

b. Variable de agrupacion: medicamento
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VIILDISCUSION
Declaracion de los hallazgos principales

En este proyecto, desarrollamos un modelo de estudio que consta de 5 semanas de administracién
de acido zoledrdnico, seguido por la extraccion del segundo molar superior. El objetivo fue evaluar
los cambios que podrian surgir ante la administracién de omega-3 y aspirina, ya que en estudios
previos se habia descrito el efecto de las moléculas que resultan de la fusion de estos compuestos,
que actuan estimulando el aclaramiento del infiltrado inflamatorio y favoreciendo el proceso de
cicatrizacion 0. %6,

En el presente estudio describimos el efecto de la terapia combinada de acidos omega y aspirina
en la cicatrizacién de la herida post- extraccion en ratas tratadas con acido zoledrénico, se observo
que en el 66% ocurri6 cicatrizacion 21 dias después de la extraccion, a diferencia del control a los
que se les administro soélo ac. Zoledronico, grupo en el que el alvéolo permaneci¢ abierto a los 21
dias.

En el grupo de &cidos grasos omega también ocurrié una buena respuesta cicatrizal (66%) en
comparacion del grupo testigo. En el grupo de aspirina solo cicatrizo el 20%.

Fortalezas y debilidades del estudio.

El estudio que realizamos es el primero que demuestra la utilidad de la suplementacion con acidos
grasos omega Yy aspirina para promover la cicatrizacion de la mucosa oral en un modelo de
osteonecrosis que utiliza acido zoledronico y un procedimiento quirtrgico, como lo es la extraccion
del segundo molar maxilar.

La muerte de los animales durante el periodo de experimentacion redujo el nimero de ellos para la
realizacion adecuada del analisis estadistico, sin embargo, la tasa de necrosis asociada a la
administracién de acido zoledrénico fue del 100%

Fortalezas y debilidades en relacion con otros estudios

El primer estudio que reporta la utilizacién de un agente farmacoldgico para prevenir la aparicion de
lesiones de osteonecrosis asociada a bifosfonatos utilizo penicilina tres dias antes y 4 dias después
de la extraccion. Su porcentaje de osteonecrosis en las ratas tratadas con &cido zoledronico y
dexametasona alcanzé solo el 34.6% , que se redujo a 9.61 % en el grupo al que administrd la
penicilinas,

Ersan et al. (2014) evaluaron el efecto de |a teriparatida en un modelo de osteonecrosis utilizando
también acido zoledrénico y una extraccion dental en ratas, no encontraron exposicion 6sea en
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ninguno de sus grupos, sin embargo a nivel histoldgico reportan areas de osteonecrosis que fueron
mayores en el grupo al que le administraron acido zoledrénico que en el que administraron acido
zoledronico y teriparatida 2.

Keskinruzgar et al. (2016) utilizaron teriparatide para prevenir la osteonecrosis asociada a
medicamentos, y si bien reportan que este analogo de la hormona paratiroidea disminuye la
inflamacidn asociada al proceso de la cicatrizacidn 6sea, las areas osteonecréticas fueron similares
tanto en el grupo control como en el tratado con teriparatides.

En otro estudio en el que inducen osteonecrosis con la administracion de acido zoledronico y
extraccion dental, para prevenir el desarrollo de osteonecrosis en el sitio de la extraccion utilizan
plasma rico en plaquetas autologo y muestran mejora en la cicatrizacién del sitio de la extraccion 67-

De acuerdo a lo anterior, el porcentaje de proteccion conferida por los acidos grasos omega y los
acidos grasos omega mas aspirina , promueve una rapida cicatrizacion de la mucosa , aislando al
hueso necrdético, permitiendo una cicatrizacion 6sea con un riesgo menor de presentar una infeccion
u osteomielitis.

Significado del estudio

Desde su descubrimiento, las resolvinas y las lipoxinas, has sido ampliamente estudiadas debido a
su papel como moléculas aceleradoras en el proceso de resolucion inflamatoria.

La trascendencia de nuestro modelo radica en que se plantea el uso de mediadores lipidicos de la
inflamacién, como una medida terapéutica que tiene como cualidades el ser una opcién de
tratamiento accesible y de bajo costo, ademas de no contar con reportes de efectos secundarios.

Preguntas sin respuesta y futuras investigaciones

En este estudio se demostrd que la administracion de omega 3 en combinacion con aspirina, resulto
eficiente para lograr |a reepitelizacion en el sitio de la extraccion. A pesar del éxito obtenido en la
evaluacion macroscopica de los tejidos, se debe estudiar a profundidad el efecto de la
administracion de Unicamente omega 3 y su relacion con un aumento en la cantidad de tejido
necrotico por encima de los demas grupos.

Prolongar la duracion de este modelo, permitiria describir el comportamiento del hueso necrético
que se encuentra debajo del nuevo tejido formado y determinar el tiempo que tardan en remodelarse
las areas de tejido dafiado u observar si se genera una nueva exposicion.

Establecer cual seria la cantidad minima de suplementacion para lograr la sintesis de los
mediadores pro-resolutivos, asi como el momento preciso de su administracion, haria posible la
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creacion de nuevos protocolos de atencion quirdrgica para lograr un mejor control sobre el proceso
inflamatorio y la restitucion de los tejidos.

IX CONCLUSIONES.

La administracién de acido zoledrdnico en una dosis de .198 mg/kg una vez por semana durante 5
semanas, Y la realizacion de una extraccidn dental, son suficientes para desarrollar un modelo de
osteonecrosis maxilar.

Administrar Omega 3 y é&cido zoledrénico produce un area de necrosis histolégica de mayor
extension, que la simple administracién de acido zoledrénico.

El empleo de omega 3 en combinacion con aspirina, no impide el desarrollo de areas de hueso con
lagunas vacias de osteocitos, lo que se define como osteonecrosis, sin embargo resulta eficiente en
la estimulacion del proceso de cicatrizacion, puesto que 2 de 3 especimenes vivos, mostraron una
reepitelizacion total en el sitio donde se realizd la extraccion.

El procesamiento que se le da a las muestras de tejido es vital para obtener cortes uniformes, lo
que permite realizar mediciones y andlisis donde no se presenten variaciones en las cifras que sean
consecuencia de la contraccion de los tejidos.

Para dar mayor solidez a los resultados de este modelo, es necesaria la realizacion de algunas
pruebas adicionales para demostrar que con las dosis empleadas de omega 3 y aspirina se logra
la sintesis organica de resolvinas y lipoxinas, ademas de la identificacion de la serie a la que
pertenecen.

Seria prudente prolongar la duracién de este modelo de estudio, para analizar el comportamiento
del hueso necrotico que permanece debajo del nuevo tejido conectivo y epitelial.
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