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“...Porque te hago saber Sancho, que la boca sin
muelas es como molinos sin piedra, y en mucho
mas se ha de estimar un diente que un
diamante...”

Don Miguel de Cervantes Saavedra

Cuando inicié la carrera de Cirujano Dentista, encontré la tesis de mi mama, la
cual en las primeras paginas tenia esta cita de Don Miguel Cervantes Saavedra.

A partir de ese momento la frase se convirtié en una de mis favoritas y supe que
mi titulo seria producto de un trabajo de tesis.
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RESUMEN

Recientemente, se ha identificado a una nueva complicacion en el tratamiento de
patologias en las que la resorcion Osea juega un papel importante como en la
osteoporosis, el mieloma y el cancer: La Osteonecrosis del Maxilar Asociada al
Tratamiento con Bifosfonatos.

Los bifosfonatos son medicamentos que tienen como principal mecanismo de
accion inhibir la funcion de los osteoclastos, se administran cuando el cancer se
ha diseminado a los huesos, para reducir el dolor y disminuir el riesgo de fracturas.

La Ostenecrosis Maxilar Asociada a Bifosfonatos (ONMAB) se caracteriza
clinicamente por la presencia de hueso expuesto en la cavidad bucal que persiste
por mas de 8 semanas, y en algunos casos el tratamiento final conduce a la
pérdida del maxilar o la mandibula.

El mecanismo exacto que conduce a la osteonecrosis no es conocido, ya que no
todos los pacientes que reciben bifosfonatos desarrollan la lesion, por lo que es
importante desarrollar un modelo experimental de osteonecrosis para describir los
cambios macroscopicos e histolégicos que ocurren en los tejidos 6seos.

El presente proyecto tiene como objetivo desarrollar un modelo experimental en
rata de osteonecrosis maxilar asociada al uso de bifosfonatos por lo que se les
administré 66uL (52.8 pg) de acido zoledrénico por espécimen, a los 14 y 7 dias
previos a la extraccion del segundo molar superior con una dosis total=104.16pug.
Al dia cero se realiz6 la extraccion de los segundos molares maxilares. Los
animales se sacrificaron los dias 7, 14, 21 y 28 dias posteriores a la intervencion,
los maxilares fueron fijados en Fijador de Zinc. Se realizaron tomas radiogréficas
coronales de las muestras de 28 dias; todas las muestras se descalcificaron con
acido etilendiaminotetracético (EDTA) a pH 7.4 durante 7 dias, hasta que
radiograficamente se observd la completa descalcificacion, las muestras se
procesaron mediante la técnica histologica de rutina y se tifieron con hematoxilina
y eosina para ser observadas y fotografiadas con microscopia 6ptica.

El analisis de las caracteristicas del alvéolo que se realizé a través de la prueba
estadistica de Fisher, nos muestra que las diferencias entre el grupo experimental
y testigo son estadisticamente significativas (p>0.01). Respecto a los resultados
histoldgicos, las imagenes que obtuvimos no fueron de Optima calidad y no nos
permitieron realizar un analisis de las caracteristicas histomorfométricas de los
tejidos involucrados debido a que las sales de Zinc produjeron una contraccion en
los tejidos. Sin embargo pudimos realizar un analisis histologico que muestra en el
grupo experimental, lagunas osteocitarias vacias y una matriz ésea
desorganizada.

De esta manera llegamos a las siguientes conclusiones: 1) Las lesiones que se
produjeron en las ratas estan estrechamente relacionadas con las presentadas en



los pacientes que padecen ONMAB. Il) EI modelo propuesto de extraccion del
segundo molar maxilar en ratas tratadas con Acido Zoledrénico en dosis total de
104.16ug, si permite obtener lesiones de Osteonecrosis en el 100% de los casos.
[1I) El modelo permite hacer un analisis de los cambios que ocurren alrededor de
los tejidos involucrados en la extraccion del segundo molar en 4 semanas, sin
necesidad de extender los tiempos de estudio. IV) El Fijador de Zinc no es un
buen fijador para muestras de tejido éseo.



ABREVIATURAS

A = (Adenine) Adenina

AAOMS = (American association of Oral maxillofacial surgery) Sociedad
Americana de Cirujanos Maxilofaciles
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ALP = (Alkaline Phosphatase) Fosfatasa Alcalina

ATP = (Adenosine TriPhosphate) Trifosfato de Adenosina
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Wnts = Familia de los Factores Wingless

10



INTRODUCCION

TEJIDO OSEO

El hueso, o tejido 0seo, representa la mayor diferenciacion entre los tejidos de
sostén (Leeson, 1988). Su peculiaridad reside en que es uno de los pocos tejidos
gue fisiologicamente se mineralizan. (Cortina & Calderén, 2004)

Es un tejido rigido que constituye la mayor parte del esqueleto de los vertebrados
superiores. Estd formado por células y una matriz extracelular. Su principal
componente organico, las fibras colagenas, forma un armazén de refuerzo,
invisible en las preparaciones con los métodos usuales, pero demostrable en
tinciones especiales. Estas fibras se unen en haces de unos 5um de grueso
mediante una sustancia de cemento. Las sales inorganicas encargadas de dar
dureza y rigidez al hueso incluyen fosfato de calcio (alrededor de 85%), carbonato
de calcio (10%) y pequefas cantidades de fluoruro de calcio y fluoruro de
magnesio. Las fibras colagenas contribuyen en gran parte a la fuerza y resistencia
del hueso. (Leeson, 1988)

El mineral 6seo, cuyo principal componente es la hidroxiapatita (Caio(PO4)6(OH)>)
esta dentro de las fibrillas colagenas como cristales de apatita. Estos cristales son
de tamafio submicroscopico; los mayores miden alrededor de 400 A de longitud y
30 A de grueso. (Leeson, 1988)

El contenido de minerales del hueso aumenta en el curso del desarrollo,
alcanzando al 75% del hueso de los seres humanos adultos. Si se examina
microscOpicamente un corte longitudinal de un hueso largo, de inmediato se
distinguen dos tipos de tejido 6seo: una capa externa dura de revestimiento de
hueso compacto (denso o cortical), y hueso esponjoso (trabecular). No se puede
establecer un limite preciso entre los dos tipos de tejidos 6seos, y las diferencias
entre ellos dependen soélo de la cantidad relativa de sustancia sélida y del tamafio
y numero de espacios en cada uno. Ambos contienen los mismos elementos
histologicos. Las proporciones relativas entre estos dos tipos de hueso varian con
las necesidades de resistencia o de ligereza en el peso. En un hueso largo tipico,
el cuerpo (diéfisis) esta formado principalmente por hueso compacto que rodea a
una cavidad medular (que contiene médula ésea). Las extremidades dilatadas o
epifisis del hueso largo constan de hueso esponjoso cubierto por una delgada
capa de hueso compacto. (Leeson, 1988)
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FIGURA 1.1
Estructura del hueso

En los huesos planos del craneo se aplican términos especiales a las estructuras
comparables. Las dos capas paralelas de hueso compacto son las tablas externas
e internas. Al hueso esponjoso entre ellas se le llama diploe. (Leeson, 1988)

La superficie externa del hueso compacto, excepto en las superficies articulares,
esta cubierta por una capa de tejido conectivo llamada periostio. El endostio
reviste la cavidad medular y cubre al hueso esponjoso que la reviste. Cada una de
estas capas tiene la capacidad histogenética para formar hueso.

El tejido 6seo es penetrado por conductos y espacios vasculares, alrededor de los
cuales se dispone la matriz en forma de capas o laminillas colocadas muy juntas.
La matriz organica le confiere a los huesos alta resistencia a la tension y la matriz
mineral a la compresioén, estas caracteristicas previenen a los huesos de fracturas
durante el desempefio de sus funciones mecénicas normales. (Cortina &
Calderon, 2004)

Morfologicamente se distinguen dos tipos de hueso, cortical o compacto y
trabecular o esponjoso. El hueso cortical se observa como una masa sélida, donde
las laminas de matriz extracelular se disponen de manera concéntrica alrededor
de conductos denominados de “Conductos de Havers”, los cuales contienen tejido
nervioso y vasos sanguineos. En el hueso trabecular el tejido se dispone formando
trabéculas, creando cavidades ocupadas por la médula 6sea, la cual puede ser
médula amarilla, compuesta principalmente por grasa, o médula roja donde se
producen los precursores de las células sanguineas. (Leeson, 1988)

12
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Morfologia del hueso

Las superficies de los huesos largos, que forman parte de las articulaciones, estan
recubiertas por una capa de cartilago denominado articular, el resto de la
superficie del un hueso esta cubierta por capas de tejido conjuntivo formando el
periostio y endostio, altamente vascularizados, a través de los cuales los vasos
sanguineos se distribuyen a todo el hueso para llevar a cabo su irrigacién y de
donde migran células precursoras 0seas en procesos de reparacion-regeneracion.
(Leeson, 1988)

Los huesos mas irregulares (vértebras) constan de hueso esponjoso cubierto por
una delgada capa de hueso compacto. (Cortina & Calderén, 2004)

Los huesos faciales, son huesos membranosos, completan el esqueleto facial. Se
desarrollan por encima de la capsula nasal y se denominan premaxilar, maxilares,
cigomatico y porcion petrosa del hueso temporal. (Avery, 2007)

La mandibula es el hueso mas fuerte y grande del esqueleto facial. Es un hueso
impar sin embargo se compone de una porcion horizontal llamada cuerpo y una
vertical llamada rama ascendente, forma parte de la Articulacion
temporomandibular. (Mayoral, 1977)

El maxilar superior se compone de dos huesos maxilares superiores que se
encuentran en la linea media y estan unidos por una sutura media. Este contribuye
a la formacién de la parte superior de la cara, nariz, Orbitas y paladar duro, esta
formado por un cuerpo y cuatro apdfisis. (Dunn, 1983)
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CELULAS OSEAS

Aunque las células 6seas constituyen sélo el 2 % del peso total de un hueso, son
las responsables de su formacién y mantenimiento durante la vida de un
organismo. (Cortina & Calderén, 2004)

En el hueso se encuentran células derivadas del mesénquima (Cortina &
Calderon, 2004), se reconocen cuatro tipos de células: osteoprogenitoras,
osteoblastos, osteocitos y osteoclastos (Leeson, 1988) que son células que se
originan por la fusibn de monocitos de origen sanguineo y que pertenecen al
sistema de fagocitos mononucleares.

DIFERENCIACION OSTEOBLASTICA

Las células 6seas se hallan dentro del propio tejido 6Oseo, rico en células
mesenquimales pluripotenciales indiferenciadas. Desde los trabajos de
Friedenstein en 1976 se conoce que estas células mesenquimales pueden dar
origen a cinco estirpes celulares distintas: osteoblastos, fibroblastos,
condroblastos, adipocitos y mioblastos (Friedenstein, 1976), en respuesta a
diferentes sefiales moleculares que inician la cascada de activacion de diferentes
genes (Harada S, 2003).

CELULAS OSTOPROGENITORAS

Las células osteoprogenitoras son células madre derivadas del mesénquima, las
cuales tienen la capacidad de proliferar y diferenciarse a osteoblastos. Los
factores que estimulan su diferenciacion y los mecanismos moleculares, a través
de los cuales se lleva a cabo este proceso, continlUan siendo parte de las
incognitas por solucionar. Sin embargo, en el control transcripcional de la
diferenciacion de estas células a osteoblastos, se han identificado dos factores
claves en el control de la expresion de mdaltiples genes correspondientes al
desarrollo del fenotipo de osteoblastos, estos son “Corebinding factor a “1” (Cbfa1)
y “Osterix” (Osx). (Karsenty, 2003)

Cbfal también conocido como Runx 2, es el marcador molecular mas temprano y
altamente especifico de células del linaje osteoblastico. La expresion de Cbfal es
indispensable para la diferenciacion de las células osteoprogenitoras en
osteoblastos, como se demostro por su inactivacion en animales experimentales
en los que se observo la formacidon de esqueletos compuestos por cartilago con
ausencia completa de hueso. (Karsenty, 2003)

La expresion de Cbfal incrementa constantemente en las células

osteoprogenitoras durante su diferenciacibn y se mantiene presente en
osteoblastos diferenciados. (Andrew, 1995)
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Como parte del control ejercido por Cbfal, se ha identificado la regulacion de la
expresion de otros factores de transcripcion como Osx, proteina que es expresada
en las células osteoprogenitoras en diferenciaciébn, su ausencia provoca un
fenotipo similar, pero menos severo, al causado por la ausencia de Cbfal. (Cortina
& Calderdén, 2004)

La diferenciacion de las células osteoprogenitoras, es un proceso esencial para la
formacion, el crecimiento, remodelacion y la reparacion de los huesos.

Estas células son fusiformes con nucleos ovales o alargados y citoplasma escaso.
Se encuentran cerca de las superficies 6seas en la porcion interna del periostio,
en el endostio y en los conductos vasculares del hueso compacto, por ello en la
literatura en ocasiones son denominadas como: “bone lining cell” o células del
reborde 6seo. Por microscopia electrénica se pueden identificar dos tipos de
células osteoprogenitora: uno (el preosteoblasto), que tiene algo de reticulo
endoplasmico y una regién de Golgi poco desarrollada, da origen al osteoblasto, y
el otro (el preosteoclasto), que tiene mas mitocondrias y ribosomas libres, y
mediante su unidon a monocitos, da lugar al osteoclasto. (Leeson, 1988)
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FIGURA 1.3.

Micrografia de azul de toluidina muestra numerosas células osteoprogenitoras en
forma de huso (Op) en el hueso del craneo en desarrollo de un feto humano de 15
semanas. Derivado de células mesenquimales primitivas, estan los ostoeblastos
(Ob), que son mas grandes y mas cuboidales. El osteoblasto ha comenzado a
depositar colageno, que forma parte de la matriz osteoide (C). (Stevens, 2006)

OSTEOBLASTOS

Los osteoblastos son las células encargadas de sintetizar, secretar y ordenar las
proteinas que conforman la fase organica de la matriz extracelular 6sea. (Leeson,
1988)

Los osteoblastos ademas regulan la mineralizaciéon, disponiendo de manera
adecuada a las proteinas y formando pequefias depresiones sobre la matriz,
rodeadas por parte de su membrana plasmatica que posee enzimas como
fosfatasa alcalina (ALP) y pirofosfatasa, las cuales aumentan la concentracion
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local de fosfato y calcio, creando asi centros de nucleacion de las sales que
constituyen la fase mineral. (Aubin, 1996)

Numerosos factores sistémicos y locales regulan la proliferacion, diferenciacion y
metabolismo de los osteoblastos, mediante mecanismos moleculares. Entre ellos
se encuentran hormonas, como la 1,25 dihidroxivitamina D (1,25(OH), la hormona
paratiroidea (PTH), y las citocinas como las interleucinas (IL) 6 y 11, los factores
transformantes del crecimiento beta (TGFbs) y las proteinas morfogénicas 0seas
(BMPs) (Aubin, 1996). Los osteoblastos pueden permanecer en las superficies del
tejido 6seo en su forma inactiva o ser rodeados por la matriz que producen y
entonces diferenciarse en osteocitos. (Cortina & Calderén, 2004).

Durante el periodo de crecimiento se disponen en una capa epitelioide de células
cubicas o cilindricas bajas. Se puede demostrar que las células estan en contacto
unas con otras mediante prolongaciones cortas y delgadas. El gran nucleo, que
suele localizarse en la region basal, muestra un nucléolo muy notable. El
citoplasma es basdfilo en extremo debido a la presencia de nucloprotéina de
ribosa, que se relaciona probablemente con la sintesis de componentes organicos
de la matriz ésea (esto es, colagena | y glucoproteinas). Con métodos
adecuados,se pueden observar un diplosoma y un aparato de Golgi bien
desarrollado junto al ndcleo. Las mitocondrias son abundantes y por lo general
alargadas. El citoplasma contiene granulos que se tifien con la técnica de PAS y
es probable que contengan precursores de los glucosaminoglucanos de la matriz.
(Leeson, 1988)

FIGURA 1.4
Micrografia electronica de alta potencia muestra los
rasgos caracteristicos citoplasmicos de un
osteoblasto activo. El citoplasma es rico en reticulo
endoplasmatico rugoso (RER). Hay una prominente
mitocondria (M) los precursores de las proteinas de
colageno y glicosaminoglicanos son sintetizadas
en el RER y luego se envasan en el aparato de
Golgi antes de la transferencia a la superficie de la
célula en vesiculas secretoras.
La superficie de la célula muestra numerosos
procesos citoplasmicos (CP), particularmente en la
cara en contacto con la existente osteoide (OS). Las
vesiculas secretoras descargan su contenido de
esta superficie para formar las fibras de colageno
identificables osteoide (OC) Matriz extracelular
(Mx). (Stevens, 2006)
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Cuando dejan de producir sus productos particulares se aplanan y, al mismo
tiempo, disminuye la basofilia citoplasmica, asi como la cantidad de fosfatasa
alcalina. (Leeson, 1988)

Los osteoblastos tienen muchas prolongaciones citoplasmaticas digitiformes con
abundantes microfilamentos que se extienden hacia la matriz 6sea en desarrollo
para hacer contacto con las prolongaciones de lo osteoblastos vecinos. Estas
prolongaciones son mas evidentes cuando la célula empieza a rodearse de matriz
Osea. (Leeson, 1988)

FIGURA 1.5

Micrografia de un azul de toluidina mostrando una
seccion activa de crecimiento 6seo, se observa
una fila de los osteoblastos (Ob) cuboides activos
sintetizando y secretando matriz organica
(osteoide OS), las células tienen citoplasma
basoéfilo voluminoso debido a la sintesis de
proteinas del reticulo endoplasmico. Algo de
osteoide esta ligeramente mineralizado (mOS).
(Stevens, 2006)

En la formacion y la resorciéon de los huesos, son los osteoblastos los que ejercen
la mayor parte del control.

Los osteoblastos no sélo producen las proteinas de la matriz extracelular ésea,
sino que influyen en la maduracion y la actividad de los osteoclastos. Muchos de
los factores que sirven como estimulo primario para la resorcion 6sea, como la
PTH, la IL-1, la IL-6 y el factor beta de necrosis tumoral (TNF-B), tienen efecto
directo muy escaso o nulo sobre los osteoclastos; de hecho, son los osteoblastos
los que poseen receptores para estas sustancias. Bajo la sefial adecuada, los
osteoblastos liberan un mediador soluble, inductor de la actividad de resorcién de
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los osteoclastos, denominado RANKL u ODF (ligando del receptor activador del
factor nuclear kB o factor de diferenciacién de osteoclastos). (Cortina & Calderon,
2004)

OSTEOCITOS

Las células 6seas maduras u osteocitos son corpusculos ovales aplanados con
prolongaciones muy delgadas que se ramifican. Estas células se hallan en el tejido
0seo0 en pequefias cavidades llamadas lagunas entre las laminas de matriz 6sea
(la sustancia intercelular calcificada), y sus prolongaciones ocupan conductillos
diminutos que penetran en las laminillas. Las prolongaciones de algunas células
tienen acceso directo a los conductos vasculares, y como todas las células por
medio de sus prolongaciones establecen contacto con las células vecinas, se
establece un sistema de conductillos comunicantes por toda la matriz. Es por
difusién a lo largo de estos conductos que las células efecttan sus intercambios
de sustancias con la sangre, al evitarse la difusion a través de la matriz misma por
la presencia de las sales inorganicas. (Leeson, 1988)

Los osteocitos se localizan inmersos en la Matriz Extracelular (MEC) ésea dentro
de espacios llamados lagunas osteociticas, en donde estan bafiados por liquido
tisular y conectado con otros osteocitos, con osteoblastos en la superficie del
tejido 6seo y con los conductos de Havers, a través de prolongaciones de su
membrana que se extienden por una red de conductos denominados canaliculos.
En general, los osteocitos presentan un metabolismo menos activo que los
osteoblastos y, aunque en forma limitada, tienen la capacidad de sintetizar y
remover (resorber) MEC 6sea. Los osteocitos son responsables del proceso de
ostedlisis osteocitica, en el cual se resorben las sales amorfas de calcio y de
fosfato depositadas en la fase mineral de la MEC 6sea y de esta forma la actividad
de los osteocitos contribuye de manera importante a la homeostasis de calcio.
(Guyton, 1998).

El osteocito, a semejanza del condrocito, ocupa una pequefia cavidad o laguna en
la matriz, pero a diferencia del mismo no est4 aislada de las demas. Los osteocitos
no se dividen, segun lo prueba el hecho de que siempre se encuentra una sola
célula en cada laguna. Tienen citroplasma con ligera basofilia en el que se puede
demostrar que contiene gotitas de grasa, algo de glucégeno y granulos finos
semejantes a los que se hallan en los osteoblastos. El nicleo muestra cromatina
nuclear condensada y se tifie de color oscuro. Hay una reduccién importante del
reticulo endoplasmatico rugoso y del complejo de Golgi si se les compara con los
osteoblastos. (Stevens, 2006)
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FIGURA 1.6

Microfotografia electrénica de un osteocito
recién atrapado. Se muestra parte del
citoplasma en el cual se observa el reticulo
endoplasmatico rugoso (RER) vy la
mitocondria (M) de los osteoblastos a partir
de la que se deriva. Obsérvese una de sus
prolongaciones citoplasmaticas (CP),
estando el resto fuera de la seccidn.
(Stevens, 2006)

Los osteocitos jovenes estan mas cerca de las superficies 0seas y en lagunas
redondas. Los osteocitos maduros estan en lagunas ovales o lenticulares. Las
prolongaciones celulares de los osteocitos se extienden por distancias
considerables en los conductillos, que irradian a partir de las lagunas. En los
puntos de contacto entre las prolongaciones osteociticas dentro de los conductillos
se observan uniones comunicantes. Esto explica como pueden sobrevivir las
células en un medio tan aislado. En el hueso maduro, las prolongaciones se

pierden casi por completo. (Leeson, 1988)

FIGURA 1.7

Micrografia de un azul de toluidina de hueso que muestra
osteocitos atrapados dentro de la matriz 6sea mineralizada.
Tenga en cuenta sus finos procesos citoplasmaticos, los
cuales se encuentran en estrechos canales canaliculares de
hueso mineralizado y obsérvese el enlace con otros

osteocitos (Stevens, 2006)
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OSTEOCLASTO

Los osteoclastos son las células responsables de la resorcién 6sea. Son células
gigantes multinucleadas localizadas en las superficies de tejido 6seo, dentro de las
depresiones de resorcion donde forman las llamadas lagunas de Howship.
(Cortina & Calderon, 2004)

Estas células grandes (de 20 a 100um de didmetro) y multinucleadas (de 2 a 50
nacleos) son un tipo de macrofago. Como los demas macrdéfagos, se desarrollan a
partir de los monocitos que se originan en el tejido hemopoyético de la médula
Osea. Estas células precursas son liberadas desde el torrente sanguineo y se
reunen en los lugares de resorcion 6sea, donde se fusionan para formar los
osteoclastos multinucleados, que se fijan a las superficies de la matriz 6sea y la
corroen. (Leeson, 1988)

La parte de la membrana celular del osteoclasto que se encuentra en contacto con
la superficie del tejido 6seo, forma un espacio autocontinente, en donde son
liberadas enzimas lisosomales, que permiten la lisis de las proteinas, asi como
acido, que solubiliza las sales de la MEC 6sea. (Cortina & Calderén, 2004)
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FIGURA 1.8.
Micrografia de un azul de toluidina que muestra un solo
osteoclasto (OC), que se encuentra sobre una punta irregular de
hueso antes de la reabsorcion. En una etapa posterior ese hueso
se habréa erosionado y nivelado como resultado de la actividad de
los osteoclastos. (Stevens, 2006)
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A menudo el citoplasma presenta un aspecto espumoso y aparece ligeramente
basdfilo y granuloso. Estos abundantes granulos se tifien con fosfatasa acida, la
enzima marcadora para lisosomas.

B

FIGURA 1.9.
Micrografia de una secciéon de hueso congelado demostrando
abundante actividad fosfatasa acida (rojo) en un osteoclasto (Oc) que
esta activamente erosionando la superficie del hueso. (Stevens, 2006)

Las micrografias electronicas muestran que la superficie del osteoclasto que mira
hacia la matriz tiene muchas prolongaciones citoplasmicas y microvellosidades, lo
gue se describe como borde rizado, que en apariencia facilita la resorcion 6sea. El
borde rizado esta rodeado por una zona de filamentos de actina que parece ser el
lugar de adherencia de la célula a la superficie ésea. (Leeson, 1988)

FIGURA 1.10.

Microfotografia electrénica de un osteoclasto,
muestra riqgueza en aparato de Golgi,
lisosomas, vesiculas secretoras y
mitocondrias. En su interface con el hueso,
existen protuberancias citoplasmaticas
altamente complejas de la superficie de los
osteoclastos aparecen como un borde rizado
(R). (Stevens, 2006)
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Mediante la resorcion, se liberan factores (como TGFbs, ILs y BMPSs) previamente
depositados por los osteoblastos en la MEC, los cuales junto con algunas
hormonas provenientes de otros tejidos (PTH y1,25(OH) D), estimulan a los
osteoblastos a depositar de nuevo matriz 6sea en las zonas recién resorbidas, en
una proporcién similar al hueso que fue removido por los osteoclastos. Esta
coordinacion, entre las actividades de los osteoclastos y de los osteoblastos,
permite mantener el equilibrio entre los procesos de remodelacion (formacion y
resorcion) determinandose asi el estado optimo de la masa esquelética. (Cortina &
Calderon, 2004)

Cuando se completa el proceso de resorcion, los osteoblastos desaparecen,
probablemente por degeneracion o regresion a su tipo de célula de origen.
(Leeson, 1988)

CELULAS DE RECUBRIMIENTO OSEO

El hueso segun Genneser, tiene una quinta célula que seria la célula de
recubrimiento 6seo, también llamada osteocito de superficie, aunque en realidad
son originarios a partir de osteoblastos que se encuentran en reposo ya que han
finalizado la formacion de matriz 6sea y recubren como una capa de epitelio plano
simple todas las superficies 6seas internas y externas, en las que no hay actividad
de osteoblastos u osteoclastos. Tiene gran importancia, ya que descansa sobre
una capa muy delgada de osteoide (matriz 6sea no mineralizada) y la resorcion
0sea nunca ocurre sobre superficies recubiertas por osteoide o por colagena, por
lo que es necesario eliminar esta capa antes de que los osteoclastos entren en
contacto directo con el tejido 6seo mineralizado y comiencen la resorcion, la
eliminacién de la capa tiene lugar cuando las células de recubrimiento 6seo se
activan (posiblemente ante una sefial de los osteocitos por via de los nexos) y
secretan la enzima colagenasa, necesaria para eliminar la capa superficial no
mineralizada. Una vez degradado el osteoide de la superficie, las células de
recubrimiento se retraen y dan paso a los osteoclastos. (Genneser, 2000)

MATRIZ EXTRACELULAR OSEA

Aunque en apariencia la sustancia extracelular del hueso es homogénea, tiene
una estructura bien ordenada. Sus dos componentes principales son la matriz
organica y las sales inorganicas.

La porcion organica (que representa alrededor de 35%) consta en su mayor parte
de fibras osteocolagenas unidas en haces de unos 5 pm de grueso por una
sustancia de cemento, que consta principaimente de glucosaminoglucanos
(combinaciones de proteinas y polisacaridos) (Leeson, 1988).

La proteina mas abundante es la colagena tipo I, que constituye aproximadamente
el 90% de la matriz organica. Las fibras de colagena tipo | se disponen de manera
paralela formando laminillas, las laminillas contiguas se alternan formando angulos
rectos, con lo que se produce un poro o hendidura de 400 A entre las moléculas

22



de coladgenas, En estos poros se deposita alrededor de 50% de los cristales de
hidroxiapatita, confiriendole al hueso su resistencia a las fuerzas tensionales.
(Cortina & Calderon, 2004) (Leeson, 1988).

El resto de la matriz organica esta compuesto principalmente por glicoproteinas,
como la osteonectina y la fibronectina, proteinas con grupos g-carboxiglutamicos,
como la osteocalcina, proteoglicanos, como el condroitin y el queratan-sulfato y
citocinas como TGFbs y BMPs. Las proteinas de la matriz organica participan en
la regulacion de la mineralizacién, la migracion, la proliferacion y diferenciacion
celular, mediante la interaccion entre proteinas de la MEC y las células y
generando sitios de nucleacién para las sales minerales. (Leeson, 1988). Las
sustancias de naturaleza no coldgenas mas caracteristicas de la matriz
extracelular, son basicamente tres:

a) Glucoproteinas:

e Osteopontina: su funcién es similar a la fibronectina como mediador de
agregacion celular.

e Osteonectina: glucoproteina acida que tiene gran afinidad por el colageno,
se trata de una proteina especifica del hueso, al unirse a la fibra colagena y
cristales.

e Sialoproteina 6sea: su participacion exacta en el mecanismo de la
mineralizacion se desconoce aun; se cree que estd asociada a la
osteopontina y favoreceria al receptor de la integrina en la superficie
celular. Quimicamente esta glucoproteina es rica en &cido aspartico,
glutdmico y glicina.

e Proteina morfogenética 6sea (BMP): es una glucoproteina que promueve la
sintesis de ADN vy la proliferacion celular.

b) Proteinas con acido gamma carboxi-glutamico:

e Osteocalcina o proteina Gla oOsea: es también secretada por los
osteoblastos y se le considera una proteina de enlace del calcio al
coldgeno. La osteocalcina necesita de cofactores como vitaminas K, By C
para su funcion.

e Proteina Gla de la matriz: presente en la matriz ésea en la fase previa a la
maduracion, su concentracion se ve estimulada por la vitamina D al inicio
de la mineralizacion. Se le asocia a la regulacién de la homeostasis del
calcio.

c) Proteoglucanos:

Dentro de los proteoglucanos estan: la decorina (PGIl, se ha localizado en la
matriz extracelular 6sea proxima a los tendones) y el biglicano (PGI, se ha
identificado en la proximidad de las células endonteliales en el proceso de
sintesis y dep0sito de la matriz 6sea). La funcion precisa de cada uno de los
proteoglucanos se desconoce aun, pero son los encargados de favorecer y
controlar el deposito de las sales de calcio.

23



Los GAG (glucosaminoglicanos) presentes en la matriz 6sea son los siguientes:
condroitinsulfato, dermatansulfatos, heparansulfato y el hialuronan (acido
hialurénico)

La fase mineral de la MEC O6sea es abundante (70%) y esta formada por el
depdsito, sobre el osteoide, de sales amorfas principalmente de fosfatos de calcio
[CaHPO y 4 Ca (PO)] y por cristales bien estructurados de hidroxiapatita [Ca (PO)
(OH)]. Las sales amorfas son la principal fuente de recambio para la homeostasis
mineral y la hidroxiapatita es el componente mineral 6seo que proporciona dureza,
confiriéndole al hueso su resistencia a las fuerzas de compresion. En la fase
mineral también se encuentran sales de sodio, magnesio, potasio y carbonatos
(Stevens, 2006) (Fernandez, Hernandez, & Alobera, 2011).

OSIFICACION DEL HUESO

En la mineralizacion de los huesos se ven involucrados los fosfatos de calcio
basicos y alrededor de otras 20 sales. Estas sales minerales, pueden depositarse
en condiciones patologicas como los célculos urinarios, célculos biliares y célculos
dentales.

El liquido extracelular en el cuerpo, a partir del cual se precipitan los minerales,
esta supersaturado con respecto a los fosfatos de calcio basicos.

FIGURA 1.11.
Diagrama de los acontecimientos que se
cree se producen en hueso recién formado.
Inmediatamente después de la banda de
osteoblastos irregulares se encuentra la
zona (A) que tiene frescos depoésitos de

: -0 : N —2. colageno y glicosaminoglicano, que
P" O _0 6 0 [6) @ _9—0® © " Q. O : . - L
[ e — -0 = contienen vesiculas de matriz recién
(Zona A) vesiculas de matriz recién formadas S formadas.
& @ o © i o . o4 © La siguiente es la zona (B) en la que los
0 o) o) 0 o O 0~ o — 1) primeros cristales de hidroxiapatita son
J(Zona B) mineralizaj:ién tfzmpra?)a de \i;zsiculas de gatriz = o) depositados en vesiculas de matriz, y mas
v E 2 — " alla encontramos la zona (C) en el que los
o o} o o) ) — it o focos de mineralizaciébn répidamente
o O O O B =g B aumentan debido a la acumulacion de
(Zona C) la mineralizacién aumenta debido a la acumulacién de sales .
minerales alrededor de las vesiculas de matriz__ sa}les m.mer.ales- En la zona D los focos de
. O '® o) Q. O “© O: % '© o) o o mineralizacién se centran en las vesiculas

de matriz remanente, hasta que casi se han
convertido completamente en canales. En
la zona E la mineralizacion es completa y el
colageno subyacente se oculta. (Stevens,
(Zona E) hueso totalmente mineralizado 2006)

© ©: ©: © O. @ 10 0 ©) 0: ‘® ©® O
(Zona D) la mineralizacién se centra en las vesiculas de matriz remanente
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TIPOS DE OSIFICACION

En la etapa embrionaria el tejido 6seo tiene su origen en la capa mesodérmica.
Los huesos del craneo se desarrollan a partir del mesodermo de la cresta craneo-
neural, de las somitas surge el resto del esqueleto axial (columna vertebral,
costillas y esternén) y el esqueleto apendicular (huesos de las extremidades) se
forma partir del mesodermo de la placa lateral (Cortina & Calderon, 2004)

El maxilar inferior o mandibula se origina en la cara externa del cartilago de
Meckel; este cartilago ird desapareciendo y el maxilar inferior crece hacia la linea
media uniéndose sus extremos por la parte alveolar. Los ordes inferiores se
mantienen separados hasta el nhacimiento cuando estan presentes los huesecillos
mentonianos que, al unirse formaran la eminencia del menton. (Mayoral, 1977)

El maxilar superior se osifica en dos huesos separados que empiezan a unirse
cerca del borde alveolar, uno de los huesos es el maxilar superior, propiamente
dicho, y el otro es el hueso intermaxilar o premaxilar, el cual comprende los
alvéolos de los incisivos, la parte anterior del paladar 6seo y la porcion anterior de
la apdfisis ascendente del maxilar superior. (Mayoral, 1977)

En la regulacion de la osteogénesis embrionaria, participan factores paracrinos
como: BMPs, TGFbs, la familia de factores Wingless (Wnts), factores de
crecimiento de fibroblastos (FGFs) y factores Hedgehog. En el crecimiento,
mantenimiento y reparacion de los huesos, ademas de estos factores paracrinos,
participan factores endocrinos (hormonas) como la PTH y la 1,25(0OH) D (Columna
vertebral, costillas y esternén). (Cortina & Calderén, 2004)

La osteogénesis, sucede a traves de dos procesos: la osificacion
intramembranosa o directa y la endocondral o indirecta.

OSIFICACION INTRAMEMBRANOSA

Ocurre por diferenciacion directa de células del mesénquima en osteoblastos.
Los huesos que se desarrollan en tejido conjuntivo sin intervencion del cartilago. A
este grupo pertenecen los huesos de la bdéveda del craneo: parietal, frontal,
temporal y parte superior deloccipital, los huesos de la parte superior de la cara, y
el hueso del timpano y el ala media de la apdfisis pterigoides del esfenoides.

Los huesos membranosos en que el cartilago interviene en un estadio posterior en
su osificacién son la mandibula y la clavicula.

El hueso membranoso proviene directamente de una condensaciéon del
mesénquima embrionario siendo, por tanto, mas simple que el tipo endocondral,
porque no tiene que preformarse en cartilago. Los huesos del craneo, por ejemplo,
se forman en un centro de osificacion del tejido conjuntivo que produce las
primeras trabéculas Oseas las cuales se irradian llegando a formar una pequefa
placa que ira creciendo después por aposicion en sus bordes. El hueso esponjoso
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primario se ird cambiando por hueso compacto en las superficies externa e
interna. Cuando los huesos se van aproximando unos a otros, queda entre ellos
una region de tejido conjuntivo que ira disminuyendo cada vez mas hasta formar
una sutura. (Mayoral, 1977)

Osificacion intramembranosa (mandibula de feto de cinco meses) (Corte trasversal)
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FIGURA 1.12.
Coloracion: Mallory-Azéan. 50x (Di Fiore, 1975)

OSIFICACION ENDOCONDRAL

La condensacion del mesénquima embrionario da origen a la proliferacion
intersticial de columnas de condrocitos. En el cartilago la matriz es producida y
mineralizada por los condrocitos, los cuales posteriormente sufren hipertrofia y
finalmente mueren por apoptosis.

El cartilago mineralizado, sirve como base para el depdsito subcondral 0seo,
durante el cual las células del mesénquima se diferencian en osteoblastos. La
presencia de osteoblastos coincide con la vascularizacién del centro de los sitios
de osificacién. Después de que se lleva a cabo la invasion vascular, los
osteoclastos se hacen presentes, encargdndose de la resorciéon e iniciando la
remodelacion del hueso recién formado. (Cortina & Calderdn, 2004)
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Constituyen en este grupo todos los huesos largos del esqueleto, y en el craneo el
etmoides, el cornete inferior y los que forman la base del craneo: el esfenoides
(cuerpo, alas menores y la base de las alas mayores), ala externa de la apdfisis
pterigoides, pefasco del temporal y la apd&fisis basilar y parte inferior del occipital.
(Mayoral, 1977)
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OSTEONECROSIS

La osteonecrosis se refiere a la muerte in situ de hueso, es una enfermedad
causada por la disminucion de flujo sanguineo en los huesos, la falta de sangre
deteriora y destruye el hueso. (Khurana, 2009)

Segun Hyllard y cols (Hylland, 2012) cada afio alrededor de 10.000 a 20.000
estadounidenses desarrollan osteonecrosis. Las personas que desarrollan esta
patologia (en EEUU.) estan entre los 20 y 50 afios, a menudo tienen factores de
riesgo como: un historial de trauma grave, el uso de corticosteroides y consumo
excesivo de alcohol (Instituto Nacional de Artritis y Enfermedades
Musculoesqueléticas y de la Piel, 2009).

La osteonecrosis ocurre con mayor frecuencia en las caderas, rodillas, hombros y
tobillos, pero se puede presentar en cualquier hueso o incluso en mas de un
hueso a la vez.

En la osteonecrosis, el hueso se deteriora mas rapidamente y la regeneracion
Osea se retrasa por lo que las células 6seas no son capaces de formar hueso
nuevo a la misma velocidad del que se esta perdiendo.

FIGURA 2.1

La imagen de la derecha muestra tejido muerto de hueso que
presenta disminucién de flujo sanguineo. Esto puede producir
dolor y colapso en areas dseas. La imagen izquierda muestra
hueso normal.

Existen dos formas principales de osteonecrosis:
e Medular donde la necrosis se extiende en la cavidad medular y el hueso
trabecular, por lo general silenciosa.
e Cortico-medular donde la corteza también participa, esta puede ser
dolorosa y progresiva.
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ETIOLOGIA

La patologia de la osteonecrosis esta bien resuelta, sin embargo la patogénesis
sigue siendo un enigma. Puede estar relacionado con la interrupcién del
suministro de sangre al hueso, bien por el bloqueo, el trauma, o la presién
intradsea mayor. (Khurana, 2009)

Markin en 1992 establece a la osteonecrosis como el resultado de diversos
mecanismos tales como la interrupcibn mecanica de vasos, trombosis, dafio o
presién en la pared de un vaso o debido a una oclusién venosa. (Markin, 2008)

Osteonecrosis Traumatica | Fractura IMV, OV
Osteonecrosis Séptica - IMV, T, D/P-PV, OV
Abuso de alcohol
Enfermedad de Caisson T, DIP-PV
Enfermedad de Gaucher’s D/P-PV

Desordenes del tejido
conectivo (artritis

. IMV, D/P-PV
reumatoide o lupus
eritematoso sistémico
Arteritis o vasculitis D/P-PV
Hemoglobulinopatia
Osteonecrosis No (enfermedad de células T
traumatica falciformes)
Cuagulopatia T, D/IP-PV
Dafio por Radiacién D/P-PV
Administracion de IMV, T, DIP-PV, OV
corticoesteroides
Lesiones del fémur D/P-PV
relacionadas con la edad
Embarazo ov
Gota Evento adverso
Obesidad ov??

Mecanismo patogénico:

IMV: Interrupcién Mecanica de Vasos

T: Trombosis

D/P-PV: Dafio o Presion en la Pared de un Vaso
OV: Oclusidén Venosa

La osteonecrosis también puede ocurrir sin motivo aparente, aun si la persona no
presemta otros problemas de salud. (Instituto Nacional de Artritis y Enfermedades
Musculoesqueléticas y de la Piel, 2009). Actualmente el interés de los estudiosos
de esta patologia, se centra en mutaciones genéticas que conducen a una
hipercoagulabilidad, la cual se traduce en microtrombosis y osteonecrosis cuando
actian ciertos factores ambientales (epigenéticos). Los pacientes que sufren la

29




llamada osteonecrosis idiopatica, quienes probablemente tienen algun tipo de
alteracion de la coagulacion que no ha sido identificada. (Lieberman, 2002)

Alcohol  Corticoesteroides

Coagulacion \ /

Etiologia |: Traumatismo intravascular Embolos
r ‘ ‘ grasos

Patogenia Interrupcion Oclusidn Compresisn
i vascular trombética extravascular

\ Reduccion del /

flujo sanguineo
Fisiopatologia
lsquemia

Mecrosis osteocitaria

'

Reparacidn
Histopatologia

FPérdida de integridad estructural

Colapso

FIGURA 2.2:

Un concepto sobre la patogenia de la osteonecrosis que unifica varias hipotesis.
Muchas etiologias pueden contribuir a los mecanismos patogénicos de
interrupcion mecanica, oclusion tromboética o compresién extravascular. Todos
estos mecanismos pueden disminuir el flujo sanguineo, conduciendo a isquemia y
subsiguientemente a la necrosis de los osteocitos. La presencia de hueso
necrético induce un proceso reparativo durante el cual la reabsorcién de hueso
excede a su produccién, conduciendo a una pérdida de la integridad estructural
de las trabéculas subcondrales y eventualmente al colapso subcondral. (Aaron,
1998)

DIAGNOSTICO

Al comienzo, es posible que la osteonecrosis no tenga sintomas, a medida que la
enfermedad avanza el dolor puede ir de leve a intenso. El tiempo que transcurre
entre el comienzo de los sintomas y la pérdida de la funcién en la articulacion
puede ser de meses 0 mas de un afio. (Hylland, 2012)

La enfermedad se sospecha en base a la historia clinica del paciente, la
exploracion fisica, radiografias, y técnicas de analisis.
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El estadio de la osteonecrosis sugerido, basado en rayos X y resonancia
magnética fueron propuestos por Mont. (Mont, 1995)

TABLA 2. ETAPAS DE OSTEONECROSIS Con base a estudios radiograficos

(Steinber, 1995) (Mont, 1995)

0 Radiografia normal o no diagnéstico, gammagrafia 6sea y resonancia
magnética.

I Radiografia normal, gammagrafia ésea anormal y / o resonancia magnética.

I Anormal radiografia que muestra los cambios "quistico" y esclerético en la

cabeza femoral
1l Colapso subcondral producir una sefial de media luna
v Aplanamiento de la cabeza femoral
\% Estrechamiento articular con o sin afectacion en la cavidad de la pelvis
Vi Promover cambios degenerativos

Radiograficamente se observa el signo de la media luna, que consiste en el
colapso subcondral del segmento necrético. (Khurana, 2009) . Esta media luna se
provoca debido a la poca densidad que presenta el hueso, haciendo visible la
pérdida 6sea en la zona.

FIGURA 2.3.

Una radiografia lateral de la
cadera, donde se aprecia el
signo de la media luna
(Urbaniak, 1997)

La resonancia magnética es un método especialmente sensible. Exploraciones
iniciales muestran una deficiencia de fotones en el sitio de la necrosis con
hiperemia circundante. En cuestiébn de semanas, esto se convierte en un sefial
uniforme. Esto se reduce en ambas imagenes T1 y T2. Con el tiempo, esta sefial
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puede variar para reflejar que la revascularizacion se esta produciendo. (Khurana,
2009)

FIGURA 2.4.

A: Imagen de Resonancia Magnética (RMN) en T1 que muestra una pequefia
lesidon osteonecrdética en la derecha, una gran lesion en la izquierda y una
pérdida de intensidad de la sefial por debajo de la lesién en la izquierda.

B: Imagen de RMN en T2 de la cadera derecha donde se aprecia el signo de la
doble linea; la linea oscura externa representa el reborde escleroso, mientras
que la linea interna de alta intensidad de sefial representa la hipervascularidad
de la zona de reparacién. (de Hoffman S, Kramer J, Plenk H, Kneeland JB.
Imaging of osteonecrosis)

El diagnodstico de osteonecrosis se confirma mediante biopsia. El hueso necrético
se identifica por trabéculas 6seas anucleadas a menudo en el contexto de infarto
de médula. (Khurana, 2009)

Figura 2.5.
(A)Se  muestra hueso necrético. B. Palidez
microscopica (debido a una falta de intensidad en la
tincién). El hueso carece de osteocitos en espacios
lagunares (B, C) y también carece de remodelacion de
la superficie por los osteoblastos y los osteoclastos.
(Vincent, 2008)

El tejido vascular de reparacion fibroso prolifera de manera adyacente al hueso. La
revascularizacion de hueso muerto se produce en unas pocas semanas.

32



Después ocurre la resorcion osteoclastica, al mismo tiempo, los osteoblastos
establecen hueso en la parte superior del fragmento necrético. La siguiente etapa
es impredecible, y probablemente depende de la localizacion y la extension de los
dafios. Se puede culminar en la restitucion (curacién completa) o puede conducir a
la continuacién implacable del proceso de reparacion que dafia la integridad del
hueso. Este segundo curso, conduce a fracturas, colapso del hueso subcondral, la
desintegracion del cartilago, y deformidad de las articulaciones. (Khurana, 2009)

TRATAMIENTO

El tratamiento ayuda disminuir las posibilidades de que el hueso de las
articulaciones se destruya. Sin tratamiento, la mayor parte de los pacientes que
padecen esta enfermedad, sufren de dolor fuerte y limitacion de movimiento al
cabo de los afios. Para escoger el mejor tratamiento, el médico debe de valorar los
siguientes factores:

e Edad del paciente

e Laetapa en que se encuentra la enfermedad

e Cuanta osteonecrosis hay en el hueso y donde esta localizada

e Lacausa, si se conoce.

Si la enfermedad viene como consecuencia del uso de alcohol o esteroides, el
tratamiento podria no surtir efecto a menos que deje de usar esas sustancias.
(Hylland, 2012)

Las metas del tratamiento para la osteonecrosis son fundamentalmente de
prevencion terciaria:

e Mejorar el uso de la articulacion.

e Detener la lesion.

e Proteger los huesos y las articulaciones.

e Rehabilitar la articulacion cuando es necesario.

A corto plazo el tratamiento implica la inmovilizacion, medicamentos anti-
inflamatorios, ejercicios, y la limitacién de movimiento (Khurana, 2009)

La perforacién del segmento dafiado se ha intentado en un esfuerzo para
"descomprimir” la zona, y para llevar el suministro vascular a ella. Esto se puede
combinar con una biopsia, entonces se considera que ambas medidas como
diagnosticas y terapéuticas. A pesar de la popularidad de este procedimiento, hay
muy poco beneficio en él. (Khurana, 2009)

La Estimulacion Eléctrica de injertos vascularizados también se ha intentado,
aungue los resultados de estos procedimientos sufren de escasos nuameros
suficientes para el andlisis. Osteotomias de cadera han tenido popularidad de vez
en cuando, sin embargo el resultado final es una articulacion deformada y en
ultima instancia puede requerir una protésis. (Khurana, 2009)
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BIFOSFONATOS

El primer bifosfonato (BF) se sintetiz6 en Alemania en 1865.

En 1966 Fleisch descubrio que los pirofosfatos inorganicos prevenian la
calcificacion de los fluidos corporales mediante su unién a los cristales de
hidroxiapatita. También report6 que las formas orales de pirofosfato son
inactivadas por las fosfatasas secretadas en la mucosa gastrointestinal. En un
intento por encontrar analogos del pirofosfato para prevenir la resorcién ésea en
ciertos padecimientos del metabolismo 6seo, se estudiaron drogas como los
difosfonatos ahora llamados bifosfonatos que toleraron la ruta oral. (Toranzo,
2009)

En 1969 Fleish publicd por primera vez sobre los bifosfonatos en el Sciencie and
Nature. Veinte afios mas tarde estos elementos fueron utilizados por primera vez
como farmacos para disfunciones 6seas (Jaimes M 2008)

Una vez que el valor clinico potencial de los BF fue apreciado en la década de
1970, los esfuerzos de investigacion se centraron en el desarrollo de compuestos
mas potentes en la actividad antireabsortiva, pero sin capacidad para inhibir la
mineralizacion. (Rusell, Watts, Ebetino, & Rogers, 2008)

Los bisfosfonatos, son farmacos inhibidores de la resorcion 6sea cuya estructura
guimica es relativamente simple, ya que esta formada por dos moléculas de
fosfato unidas a un atomo de carbono. Son analogos sintéticos de los pirofosfatos
inorganicos pero, a diferencia de éstos, cuyo atomo central es el oxigeno, aquellos
disponen de un atomo puente de carbono que les proporciona resistencia a la
hidrdlisis enzimatica digestiva. (Arboleya & Alper, 2011)

Esta estructura principal P-C-P permite al BF enlazarse con avidez a los iones
metalicos divalentes tales como Ca2+, y como resultado los BFs se unen a las
superficies minerales del hueso in vivo. (Wang, Goodger, & Progrel, 2003)

Esta descrito que el grupo en posicion R1, determina la afinidad del farmaco por
los cristales 6seos, mientras que el grupo en la posicién R2, es responsable de la
potencia y actividad farmacoldgica del mismo. (Cisterna, Yanine, & Gonzélez,
2008)

34



- R? controla potencia
/" (CH,),.-N-X: inhibe FPP-sintasa
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0o 0 0R'0
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| H: no aumenta
“\.\ OH: aumenta

“~ Cl: disminuye

FIGURA 3.1.
Estructura general de los Bifosfonatos (Cisterna, Yanine, & Gonzéalez, 2008)

Ademas, los dos radicales de carbono estan directamente relacionados con la
afinidad al tejido 6seo y la actividad antirresortiva de cada molécula. La adicién de
un grupo amino a una de las cadenas ha permitido la sintesis de BF mas potentes,
gue pueden utilizarse por via oral en administracion semanal o mensual
(alendronato, risedronato e ibandronato) o por via intravenosa (pamidronato,
ibandronato y zoledronato). (Arboleya & Alper, 2011)

Esta afinidad a los huesos, seguido por su liberacion localizada durante la
resorcion mediada por osteoclastos, explica por qué los BFs parecen tener un
efecto altamente selectivo sobre los osteoclastos in vivo. (Coxon, 2006)

Los bifosfonatos (BF) son una clase de farmacos ampliamente indicados para la
prevencion y tratamiento de la osteoporosis postmenopausica y la inducida por
esteroides; la enfermedad de Paget del hueso, hipercalcemia maligna, mieloma
multiple, y las metastasis 6seas asociadas con cancer de mama, prostata, pulmon
y otros tumores de tejidos blandos. (Landesberg Regina 2011)

FIGURA 3.2.

Se muestra en a) la micrografia de una seccion de resina de biopsia ésea de la
cresta iliaca que muestra hueso cortical y trabecular normal, tefiidas con un
método de plata, lo que hace que el hueso calcificado se muestran como negro.
b) Micrografia de hueso de un paciente con osteoporosis. = Comparandolas es
evidente que la zona cortical es mas estrecha y que las trabéculas son mas
delgadas. (Stevens, 2006)
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El concepto sobre la efectividad de los BF sobre las enfermedades antes
mencionadas, derivd de los estudios anteriores sobre pirofosfato inorganico,
donde se habia encontrado que el plasma y la orina contienen compuestos que
inhiben la precipitacion de fosfato de calcio y que parte de que esta actividad
inhibitoria era debida a este pirofosfato inorganico, un compuesto que no se habia
descrito previamente en la literatura cientifica. Fue entonces cuando el pirofosfato
demostré que afectaba in vitro la formacion y disolucion de los cristales de fosfato
de calcio. Este efecto fue similar con el carbonato de calcio y, habian sido
utilizados en detergentes. (Fleisch, 2009 )

Desde que se demostré que el pirofosfato era un medicamento capaz de inhibir la
calcificacion ectdpica in vivo, se sugiri6 que podria actuar como un regulador
fisiologico de la calcificacion, y quiza también de la descalcificacion, aunque su
concentracién local esta determinada por la actividad de pirofosfatasas locales.
Debido a su falta de accién cuando se administra por via oral, el pirofosfato se usa
de forma terapéutica sélo en la gammagrafia. Esto llevé a buscar analogos que
mostraran actividades fisico-quimicas similares, pero resistentes a la hidrolisis
enzimatica y, por tanto, que no se degraden metabdlicamente, surgiendo asi los
BFs que cumplen con estas condiciones. (Jaimes, Oliveira, Olate, & Albergaria,
2008)

Berenson y cols. (1998) observaron que el uso de pamidronato mejoraba la
supervivencia y disminuia las complicaciones 0seas. Este y otros estudios llevaron
a propugnar el uso de los BF o farmacos de forma indefinida. (Jaimes, Oliveira,
Olate, & Albergaria, 2008)

MECANISMO DE ACCION

El mecanismo mediante el cual los BFs inhiben la reabsorcion 6sea no esta
totalmente esclarecido. Se sabe que los BPs son incorporados por los tejidos
mineralizados y son liberados durante la reabsorcién producida por el recambio
fisiolégico del tejido  déseo. En ese momento, son internalizados por los
osteoclastos (Wang H. W., 2007).

La ingestién de
bisfosfonato
por los osteoclastos
conduce ¢
a la inhibicién grave
o muerte celular

—
I

- Resorcion osteoclastica
normal

0

FIGURA 3.3.
La apoptosis de los osteoclastos (muerte celular individual) resulta de la capacidad de los
bisfosfonatos, una vez ingeridos, para inhibir los sistemas internos enzimaticos. (Marx R. E., 2009)
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Cuando los BPs no son nitrogenados, el osteoclasto los transforma en un analogo
del ATP. Esta molécula inhibe las enzimas intracelulares ATP dependientes, lo
gue induce la apoptosis del osteoclasto. (Luckman S. C., 1998).

FIGURA 3.4.

Se observan los primeros efectos
toxicos de bisfosfonato en un
osteoclasto. Se nota mayor tamafio de
la  célula, numerosos nicleos,
desintegracion y separacion de la zona
de sellado de las lagunas de Howship
(Marx R. E., 2009)

Los BPs nitrogenados en tanto, ademas de inhibir las enzimas ATP dependientes,
bloquean la ruta del mevalonato, responsable de la sintesis de colesterol. La
inhibicion de la ruta del mevalonato altera el citoesqueleto del osteoclasto,
impidiéndole el transporte de vesiculas intracelulares. Esto a su vez, imposibilita la
formacion del borde rizado, estructura esencial para la reabsorcion o6sea.
(Luckman S. H., 1998). Estos mecanismos seran explicados en el siguiente
apartado

CLASIFICACION

Las diferencias entre los bifosfonatos pueden verse en el laboratorio y en la
préctica clinica. Cada uno con bifosfonatos tiene un perfil tnico de la potencia y la
union con el hueso, los BFs segun su mecanismo molecular pueden ser
clasificados en dos grandes grupos:

e Los Bifosfonatos simples (PPi), como clodronato y etidronato, son
metabolizados intracelularmente por enzimas aminoacil-tRNAsintetasas
analogas de ATP, con la parte no hidrolizable P-C-P remplazandola por el grupo
P-O-P en ATP. Y estos metabolitos que son del tipo AppCp se acumulan en el
citosol de los osteoclastos e inducen la muerte celular, probablemente por que
inhiben mediante enzimas ATP-inhibidoras, nucledtidos como la adenina
translocasa que es un componente de transicién del poro de permeabilidad
mitocondrial. La inhibicion de esta adenina (ANT) por los catabolitos del tipo
AppCCI2p del clodronato causan la hiperpolarizacion de la inercia de la
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membrana mitocondrial causando la pérdida del potencial de membrana
mitondrial, liberando asi al citocromo C e induciendo con ello la apoptosis.
(Coxon, 2006)

Analogos de ATP:

0cle 90k
0--0-P0  0-Cpo
ocClo 0 OHO
Clodronato Etydronato
FIGURA 3.5.

Ejemplos de Bifosfonatos Simples
(Cisterna, Yanine, & Gonzalez, 2008)

e Los Bifosfonatos nitrogenados (N-BFs), que tienen cadenas laterales mas
voluminosas que se caracterizan por un nitrdgeno ya sea en una cadena de
alquilo (por ejemplo, alendronato e ibandronato) o dentro de una estructura
heterociclica (por ejemplo, risedronato y zoledronato), no son metabolizados
sistémicamente y se absorben mal por via oral. (Coxon, 2006) (Toranzo, 2009).

FIGURA 3.6.

Los N-BFs actuan inhibiendo
Mevalonato sintasadifosfatofarnesil (FPP sintasa).
una enzima de la via del mevalonato,
con lo que agotan células de lipidos
fisoprenoides (FPP) y
difosfatogeranilgeranil (GGPP),
que son necesarios para la
prenilacion post-traduccional de

v pequefias GTPasas . tales como
= o] o las de las familias Ras. Rho y Rab.
Debido prenilacion es necesario para
C15 la localizacion de estas GTPasas

a membranas subcelulares, se cree
que los N-BF inhiben la resorcion

mediante la interrupcion de la
GGPP ----» localizacion y la funcion de GTPasas
que son esenciales para actividad de

C20 los osteoclastos y su supervivencia.
(Coxon, 2006)

P -

De la pequeiia cantidad que se absorbe (0,06%), el 50% se excreta sin cambios
por la orina, y el resto permanece unido al hueso, actuando a nivel local y luego
se libera lentamente en el tiempo. El efecto acumulativo de los BF esta dado
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porque no sufren metabolismo y su vida media en el organismo es de 1-10
anos. (Toranzo, 2009)

Nitrogenados: ~._

HN ]\N/C:,H N, 1 3 :/N
ol 0 o 0 o~ 0 00 o\o
0-PCRO  0-PCRO 0-PGPO 0-PCRO 0-PCRO
00HD 00HO 00HO 00HO 00HO

Alendronato  Ibandronato  Pamidronato Risedronate Zoledronato

FIGURA 3.7.
Ejemplos de Bifosfonatos Nitrogenados (Sanchez, 2010)

Tabla 3. Bifosfonatos nitrogenados aprobados por la FDA

Patrick., 2007) (Wang H. W., 2007) (Sanchez, 2010) (Minutoli, 2011

Nombre Nombre Via de Potencia
L . . .. ., R1 R2 .
genérico comercial administraciéon Relativa
Peamu;qunato Aredia® Intravenosa OH | (CHa)2—NH; x100
isoédico
Aledronato
sodico Fosamax® Oral OH (CH2)s — NH3 x1000
_ (CH2)2 — NH3
Ibadronato Boniva® Oral/Intravenosa OH | x5000
(CH3)4— CH3
Acido
soledronico Zometa® Intravenosa OH CHz—O x10000

ACIDO ZOLEDRONICO:

El acido zolédronico (AZ) es uno de los bifosfonatos mas potentes que ha sido
utilizado en estudios sobre hueso alveolar. Por lo que se explicard de forma mas
detallada Es un compuesto sintético modulador del calcio y metabolismo 6seo.
Indicaciones:

Dosis:

Est4 indicado en el manejo de las metastasis 6seas de tumores solidos
malignos y las lesiones del mieloma multiple. Las lesiones blanco a tratar
pueden ser de tipo blastico, litico o mixto.

También esta indicado en el manejo de la hipercalcemia paraneoplasica
gue acompafa a diversos tumores, asi como en la profilaxis de la
osteopenia causada por terapia de privacion hormonal en el cancer de
préstata con falla hormonal a primera linea.

Los pacientes con enfermedad de Paget también obtienen mejoria con el
acido zoledronico.

Para pacientes con cancer y evidencia de destruccién 6sea en radiografias
simples o bien en mieloma mudltiple, la aplicacién de acido zoledrénico a
dosis de 4 mg en infusion de 15 minutos cada tres a cuatro semanas es el
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esquema de eleccidn. La preparacion debera diluirse en 100 ml de solucion
salina normal o glucosa al 5%.

e Se debera realizar de manera conjunta con la terapia antineoplasica
habitual. La iniciaciébn de manejo en pacientes con gammagramas 0seo0s
anormales y radiografias simples normales es considerada una indicacion
de manejo con &cido zoledronico. Una vez iniciada la terapia, ésta debe ser
sostenida hasta que la respuesta clinica alcanzada sea satisfactoria.

e Para pacientes con hipercalcemia asociada a enfermedad maligna una
dosis Unica de 4 mg en infusion de 15 minutos esta indicada. Deberan ser
monitorizados el estado de hidratacion antes y después del tratamiento. Se
puede iniciar una segunda aplicacion en pacientes, en los cuales no se
logré la normalizacion de los valores de calcio. Este debera ser con un
intervalo de siete dias entre el tratamiento inicial y el segundo. La dosis de
la segunda aplicacion es de 4 mg.

e Profilaxis de deprivacién 6sea en pacientes con tratamiento por cancer de
préstata: Una dosis de 4 mg aplicados de forma convencional cada tres
semanas. (Sanofi-Aventis, 2012)

EFECTOS ADVERSOS DE LOS BIFOSFONATOS

En general, estos farmacos (Bifosfonatos) son bien tolerados, rara vez producen
efectos secundarios clinicamente significativos, tales como sintomas
gastrointestinales a bisfosfonatos orales, creatinina sérica elevada, fiebre
transitoria de bajo grado y artralgias cuando los medicamentos son inyectables.
(Kdhl, Walter, Acham, Pfeffer, & Lambrecht, 2012)

Los bifosfonatos orales como el alendronato, risedronato e ibandronato se utilizan
principalmente para el tratamiento de la osteoporosis, éstos se han asociado con
eventos adversos relacionados con el tracto gastrointestinal, tales como nauseas,
vomitos, dolor epigastrico y dispepsia, debido a la irritacion de la mucosa de la
parte superior del tracto gastrointestinal. De hecho, varios casos de esofagitis con
erosiones 0 ulceraciones esofdgicas asociados con el uso de alendronato se
notificaron a través de la vigilancia posterior a la comercializacion de estos
farmacos. (Levine, 2000)

Otros efectos secundarios son el hiperparatiroidismo secundario y la hipocalcemia,
dolor musculoesquelético, la osteonecrosis maxilar, las fracturas atipicas de la
diéfisis femoral y eventos oculares. El efecto secundario ocular mas comun es la
conjuntivitis no es especifica. (Fraunfelder, 2003) Sin embargo, los efectos
oculares secundarios mas graves son la uveitis y escleritis, ambos de los cuales
requieren la interrupcion del tratamiento con bisfosfonatos (French, 2008)

En el caso de los BF intravenosos hay un ligero aumento del riesgo de
alteraciones electroliticas, pero no lo suficiente para garantizar un seguimiento
regular. Ademas, se puede presentar insuficiencia renal crénica, ya que los
farmacos se excretan mucho mas lentamente. (Minutoli, 2011)
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La respuesta inflamatoria frente a los bifosfonatos o fluctuaciones en los niveles de
calcio en la sangre se sugieren como posibles mecanismos para que se presente
la fibrilacion auricular. (Minutoli, 2011)

En 2002, la FDA recibio reportes de varios pacientes con cancer tratados con BFs
por via intravenosa como zoledronato, que desarrollaron osteonecrosis maxilar
(ONM) (Edwards, 2008). En esta condicion, el tejido 0seo en los maxilares a
menudo no cicatriza después de un trauma menor, como lo es una extraccion
dental, dejando el hueso expuesto. (Kuhl, Walter, Acham, Pfeffer, & Lambrecht,
2012)

El riesgo de desarrollar ONM asociada con bifosfonatos orales, parecia
insignificante, sin embargo parece que aumenta cuando la duracién del
tratamiento supera los 3 afios. Este marco de tiempo puede acortarse en la
presencia de ciertos aspectos, tales como el uso cronico de corticosteroides.
(King, 2008)

Efectos Adversos de los Bifosfonatos

¢ Insuficiencia renal
Comunes e Reaccién aguda inicial
e Toxicidad gastrointestinal

¢ Hipocalcemia

Complicaciones oculares
(Retinitis, uveitis, escleritis)
Reacciones cutéaneas

Fibrilaciéon auricular

Dolor musculoesquelético
Fracturas atipicas de la diéfisis
femoral

- /

I Emergentes | e Osteonecrosis maxilar

Raros —

FIGURA 3.8. Los efectos adversos de los bifosfonatos son clasificados como comunes, raros y emergentes
(Minutoli, 2011)
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BIFOSFONATOS Y ODONTOLOGIA

En algunos estudios se administré bifosfonatos de forma tdpica, oral e inyectada
localmente en el hueso. En las conclusiones de todos estos estudios se ha
obtenido un efecto inhibidor del movimiento ortodoéntico. (Igarashi, 1994)

Segun un estudio realizado por Grier y Wise en 1998, el uso de Pamidronato,
inhibe el tiempo de erupcion dental en ratas tanto en incisivos como en molares,
también se observo el aumento de tamafo en los osteoclastos, incluyendo el
namero de nucleos, sugiriendo que el precursor de células mononucleares pueden
aun fusionarse para formar osteoclastos a pesar de la reducida habilidad de estos
para resorber hueso. (Grier, 1998)

Reportes publicados en la ultima década ubican a la Osteonecrosis Maxilar como
un efecto secundario grave al uso de Bifosfonatos. La Osteonecrosis Maxilar
Asociada a Bifosfonatos (ONMAB), es una complicacion significativa en pacientes
tratados con Bifosfonatos, ésta puede causar exposicion de hueso necrotico y se
presenta generalmente después de una cirugia dentoalveolar simple. (Ruggiero S.
M., 2004)
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OSTEONECROSIS MAXILAR ASOCIADA A
BIFOSFONATOS

La osteonecrosis ha sido asociada a una gran variedad de causas en pacientes
con cancer, incluyendo quimioterapia, radioterapia, corticoterapia, Yy
recientemente, medicacion (o terapia con) bifosfonatos (Martins CM, 2007)

La osteonecrosis fue vista por primera vez en el siglo XIX en trabajadores de la
industria de los fésforos, causada por exposicion cronica al fosforo y a principios
del XX se le denomino fosfonecrosis (Wang, Goodger, & Progrel, 2003). Esto fue
comunicado en 1845 por Lorinser. Este hecho histérico nos proporciona una base
para ligar el fenobmeno de la osteonecrosis maxilar directamente con el uso de
bifosfonatos. Ademas, en 1995 una referencia histérica nos menciona que Starck y
Epker (Starck, 1995) en un reporte de caso, describen la falla de implantes
osteointegrados después de terapia a base de bifosfonatos por osteoporosis. Sin
embargo, ese articulo no describe la osteonecrosis como un efecto directo del uso
de bifosfonatos y los autores refieren que es dificil establecer la falla del implante
basados en un caso individual. (Ruggiero & Fantasia, 2006)

En el afio 2003 Marx, fue el primero en reportar 36 casos de individuos que
desarrollaron una exposicion 6sea a nivel de los maxilares. Estas lesiones de
etiologia desconocida, no respondian favorablemente a los tratamientos médicos
ni quirargicos. No obstante, los individuos afectados tenian en comun, haber
recibido terapia con Bifosfonatos. (Marx R. , 2003)

Marx y Stern relataron que los pacientes con mieloma mdltiple que reciben
pamidronato podrian desarrollar necrosis avascular de los maxilares. Diversas
publicaciones informan sobre pacientes que procuraron tratamiento para necrosis
Osea intraoral que ocurrio espontaneamente después de extracciones dentales o
trauma oral. Estos pacientes presentaron una historia de malignidad primaria, que
incluye mieloma mdltiple, carcinoma de mama y prostata, siendo tratados con
pamidronato intravenoso o acido zoledrénico. (Marx R. , 2003)

La Osteonecrosis Maxilar Asociada a Bifosfonatos (ONMAB) ha sido definida por
la Asociacion Americana de Cirugia Oral y Maxilofacial, como un area expuesta
del hueso en la regiébn maxilofacial que no sana en un lapso de 8 semanas
después del diagnostico médico en un paciente que recibia o habia estado
expuesto a Bifosfonatos (BPs), sin antecedentes de radioterapia en la cabeza y el
cuello. (Vescovi, y otros, 2011) (Ruggiero S. L., 2009)
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FIGURA 5.1.
a) Hueso expuesto del uso Fosamax (Aledronato Sddico). b) Amplia ostedlisis debida a
una infeccién secundaria de Fosamax inducida por la osteonecrosis de la mandibula
(Minutoli, 2011)

El inconveniente de los BFs es que al alterar la cantidad y calidad del hueso y su
vascularizacion producen problemas de necrosis y subsecuentemente infeccion
especialmente en la mandibula. Se han encontrado colonias de Actinomyces en
algunos casos de osteonecrosis y osteoradionecrosis en pacientes con cancer, lo
cual sugiere, que estos microorganismos podrian ser los agentes causales de
infeccion. (Ruggiero & Fantasia, 2006)

El efecto acumulativo de los BF esta dado porque no sufren metabolismo. Su vida
media en el cuerpo humano es de 1-10 afios. (Toranzo, 2009)

La ubicacién mas frecuente de la ONM se da en mandibula, luego en el maxilar y
en menor medida en ambos huesos simultdneamente (Lam, 2007). Marx en una
muestra de 119 casos de ONM reporto que el 68,1% presentaba lesiones en la
mandibula, el 27,7% en el maxilar y el 4,2% en ambos maxilares en forma
simultanea. EI mismo estudio sefiala que en el 73,1% de los casos se registraron
hallazgos radiogréficos compatibles con una combinacién de osteolisis Yy
esclerosis 6sea (Marx R. S., 2005)

CLASIFICACION

Ruggiero propuso un sistema de clasificacion clinica de ONMAB en el 2006
(Ruggiero & Fantasia, 2006):

e Etapa 1: enfermedad caracterizada por la exposicion del hueso que se
encuentra asintomatico, sin evidencia de inflamacién del tejido adyacente o
regional significativa o infeccion. Se reconoce que los pacientes pueden
tener sintomas de dolor antes de la aparicion de alteraciones radioldgicas
sospechosas de osteonecrosis o evidencia clinica de hueso expuesto.

e Etapa 2: enfermedad que se caracteriza por el hueso expuesto con dolor
asociado, con el adyacente o regionales de tejidos blandos infeccién
inflamatoria hinchazon o secundaria.
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e Etapa 3: enfermedad caracterizada por la exposicion del hueso asociada a
dolor, inflamacion de los tejidos blandos adyacentes o regional inflamatoria
o infeccion secundaria que es dificil de manejar con un tratamiento
antibidtico por via oral o intravenosa.

Sin embargo en 2009, la Asociacion Americana de Cirujanos Orales vy
Maxilofaciales (AAOMS), identificé cinco categorias diferentes para ONMAB
(Ruggiero S. L., 2009) como se puede ver en la Tabla 4.

TABLA 4. CATEGORIA PARA ONMAB (Ruggiero S. L., 2009)

No hay evidencia de hueso necrético en pacientes tratados con

" 1 ”
En peligro bifosfonatos por via oral o intravenosa
Etapa 0 N(,).hay evide,n_cia c!inica de hueso necrético, no existen hallazgos
clinicos especificos ni sintomas.
Etapa 1 Hueso expuesto y _qecrético, los pacientes son asintomaticos y no hay
evidencia de infeccion.
Etapa 2 Hueso expuesto y necrético, los pacientes presentan dolor y existe

evidencia clinica de infeccion.

Hueso expuesto y necrotico, los pacientes presentan dolor, infeccion, y
uno o mas de los siguientes:

El hueso necrético y expuesto se extiende mas alla de la region de
Etapa 3 hueso alveolar (es decir, borde inferior y la rama de la mandibula, seno
maxilar y hueso malar en el maxilar superior), resultando en una fractura
patoldgica, fistula extraoral, comunicacion oral nasal y osteolisis que se
extiende hasta el borde inferior de la mandibula o el piso del seno.

FACTORES DE RIESGO

Los estudios han demostrado que los pacientes expuestos a altas dosis
acumulativas de bifosfonatos tienen un riesgo mayor de desarrollar ONM. Por esta
razon, la incidencia de la ONM ha sido mucho mayor en los pacientes con cancer
gue en los pacientes con trastornos 0seos benignos como la osteoporosis y la
enfermedad de Paget. Ademas, la mala salud bucal, extracciones dentales, y otros
traumas en la cavidad oral son factores criticos para el desarrollo de la ONM.
(Landesberg Regina, 2011)

Es importante destacar que los beneficios del tratamiento con bisfosfonatos en
pacientes con enfermedad 6sea metastasica y metabdlicos han sido importantes.
Por lo tanto, los bifosfonatos deben seguir siendo una parte importante de la
terapia de estas enfermedades, solo que la atencion debe centrarse en la
prevencion de la ONM por medio de la deteccion y el manejo de la enfermedad
dental antes del tratamiento con bifosfonatos. (Landesberg Regina, 2011)

La mayoria de los casos de ONMAB se presentan tras la realizacion de
extracciones dentales (Ruggiero S. M., 2004). Mavrokokki reporto que el 73% de
los casos de ONM en Australia fueron posteriores a una exodoncia (Mavrokokki,
2007). Otros factores desencadenantes de ONM pueden ser la colocacién de
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implantes dentales, una cirugia periapical, una cirugia periodontal o una protesis
desajustada que traumatice los tejidos. No obstante, la aparicion de estas lesiones
también puede ser espontanea (Marx R. S., 2005).

Los factores de riesgo relacionados con la aparicion de ONMAB se simplifican de
la siguiente manera: (American Dental Association Council on Scientific, 2006)

1. Factores relacionados con el farmaco:

e Potencia del Bifosfonato: Los mas potentes como el pamidronato y
zolendronato son los que presentan mas riesgo de inducir Osteonecrosis
Maxilar.

e Duracién del tratamiento: La ONM suele presentarse en pacientes que han
tomado Bifosfonatos intravenosos incluso por un tiempo inferior a 1 afio (9,3
meses para el acido Zoledrénico y 14,1 meses para el pamidronato). En
cambio, en los BFs orales este tiempo aumenta, llegando superar los 3
afios con un tiempo medio de consumo de 5 6 6 afios (rango: 3,3-10,2
anos).

2. Factores Locales:

e Cirugia dentoalveolar (exodoncias, implantes dentales, cirugia periapical y
periodontal, etc.).

e Trauma por proétesis completas/parciales.

e Anatomia local (torus mandibulares o palatinos grandes y multilobulados,
cresta milohioidea). La ONM es mas comun en la mandibula que en el
maxilar (proporcion2:1).

e Abscesos periodontales/odontogénicos.

3. Factores Generales:

e Terapias coadyuvantes: los pacientes en tratamiento concomitante con
corticoesteroides parecen tener un mayor riesgo de ONM.

e La patologia de base: los pacientes con mieloma mudltiple presentan el
mayor riesgo de ONM seguidos por los pacientes con cancer de mama.

e Otros factores o enfermedades concurrentes: alcohol, tabaco, diabetes,
raza, edad, quimioterapia, higiene oral deficiente, etc.

La anatomia del hueso alveolar, tanto en mandibula y maxilar esta cubierta por
una delgada capa de tejido conectivo y epitelio llamada periostio, y por lo tanto las
estructuras orales son constantemente sometidas a diversas tensiones, que
pueden ser fisiologicas (por ejemplo, la masticacion), iatrogénicas (por ejemplo,
procedimientos dentales), o inflamatorias (por ejemplo, enfermedad periodontal o
caries). Esta combinacion de estrés constante, no so6lo predispone a la mucosa a
un trauma, lo que lleva a la exposicién de hueso, pero es probable que exija un
aumento en la compensacion metabdlica incluyendo la remodelacion 6sea. Estas
caracteristicas ponen en riesgo a la cavidad oral de adquirir ONMAB, ademas de
gue se encuentra colonizada por una flora microbiana compleja, mucha de la cual
son organismos patdgenos. La intima relacién de los dientes en las mandibulas
permite una puerta de entrada para los microbios y otros productos de la
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inflamacion en el hueso subyacente, una situacion que no se encuentra en
ninguna otra parte del cuerpo. El papel de los microorganismos especificos en el
desarrollo de la ONM no esta completamente resuelto aun. (Landesberg Regina,
2011)

Borromeo sugiere registrar la prevalencia de retraso en la curacion dental y la
ONM que se produce en ausencia de uso de bifosfonatos, esperando estimar el
verdadero riesgo de estos trastornos en asociacion con la exposicion a los
bifosfonatos. (Borromeo, Brand, Clement, McCullough, Thomson, & Flitzanis,
2011)

CARACTERISTICAS CLINICAS

Los hallazgos clinicos en pacientes ONMAB incluyen la exposicion de tejido 6éseo
no vital, rodeado por una mucosa inflamada y edematosa en la boca. Esta
situacion se puede prever en los pacientes que describen una sensacion vaga de
malestar o dolor en la zona afectada.

Marx propuso una clasificacion clinica de la exposicion 6sea en la ONMM,
descritos en la Tabla 5. Una vez que el hueso esta expuesto, queda
permanentemente expuesta sin posibilidad de resolucién espontanea, incluso si
los BFs se suspenden. (Vescovi, y otros, 2011)

Tabla 5. Caracteristicas clinicas de la ONMAB (Marx R. E., 2009)

Etapa Caracteristicas

Exposicion osea indolora >1 cm.

Etapa la

Etapa 1b Exposicion 6sea sin dolor <1 cm.
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Zona expuesta >2 cm asociada con

Etapa 2a dolor y/o signos clinicos de infeccion.

Area expuesta <2 cm asociada con el

Etapa 2b dolor y/o signos clinicos de infeccion.

Multiples areas de exposicion Gsea sin
Etapa 3a | signos clinicos de la osteolisis, fistulas,
o fracturas patoldgicas.

Area de exposicion del hueso <3 cm o
Etapa 3b | areas con signos clinicos de ostedlisis o
fistulas, o fractura patologica.

IMAGENES TOMADAS DE (Vescovi, y otros, 2611)

DIAGNOSTICO

El diagnostico de ONMAB, es principalmente clinico y se establece generalmente
en una etapa tardia de la enfermedad, ya que los pacientes suelen acudir a la
atencion médico-odontoldgica cuando la etapa de osteonecrosis es ya sintoméatica

(Vease Tabla b)

En el diagndstico de la ONMAB, los estudios imagenoldgicos tienen un papel
importante, ya que determinan la extension de la enfermedad, permitiendo un
diagnostico temprano, también es posible identificar la diferencia entre lesiones de
ONM excluyéndola de otros padecimientos como las fracturas y nos ayuda como
auxiliar en la evaluacién de la lesion antes de someterla a procedimientos
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quirargicos orofaciales. Sin embargo la evaluacion de la lesion de ONMAB
siempre debera estar vinculada con hallazgos clinicos (Mazziotti, 2011)

FIGURA 5.2.
Seguimiento radiogréafico de un paciente sometido a una extraccion dental
a) radiografia panoramica 1 mes después de la extraccion.
b) radiografia panoramica 1 afio después de la extraccion.
Se observa retraso en la cicatrizacién visible en una comparacién de las dos
imagenes. Tenga en cuenta la trabeculacién medular espesa y desordenada, con
engrosamiento cortical y una tipica apariencia " de algodén" (Mazziotti, 2011)

La radiografia panoramica es la técnica mas utilizada en casos de ONM, mientras
gue la tomografia computarizada y resonancia magnética son adecuadas para
evaluar el compromiso 6seo, ademas de ofrecer la ventaja de que los procesos
destructivos pueden observarse en alta resolucién. La gammagrafia ésea en
especial, proporciona una herramienta para la deteccion de las primeras etapas de
la ONM. (Mazziotti, 2011)

FIGURA 5.3.

Resonancia Magnética (RM) de un paciente con ONMAB.

a) En T1 se observa una lesion hipointensa grande (*) que afecta la mandibula del lado derecho.
b) En RM axial, el foco osteonecrotico es ligeramente hiperintenso.

¢) En RM caudal, se muestra la participaciéon de las partes blandas peridseas. (Mazziotti, 2011)

Aungue los cambios 6seos asociados con la ONMAB son evidentes con imagenes
de diversas modalidades, los resultados suelen ser inespecificos. En la actualidad,
la funcion primordial de la imagen es demostrar el grado de la enfermedad antes
de la intervencion quirdrgica y complicaciones como fracturas patolégicas. Es
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importante para el radidlogo estar al tanto de esta entidad y que incluya a la ONM
en el diagnostico diferencial de los pacientes con antecedentes de tratamiento con
bisfosfonatos, a fin de evitar biopsias innecesarias con resultados potencialmente
peligrosos. (Mazziotti, 2011)

En cuanto al diagnéstico diferencial en pacientes tratadas con Bisfosfonatos, la
enfermedad metastasica en los maxilares es una de las principales
preocupaciones. Los tumores primarios mas comunes que producen metastasis
maxilar o mandibular son los de mama, rifidn, prostata, pulmon y canceres de
estdbmago. La linfadenopatia también puede estar presente, en la presencia de
ganglios linfaticos necréticas pueden apoyar el diagnostico de la enfermedad
metastasica. (Mazziotti, 2011)

La osteomielitis de los maxilares es otra enfermedad importante que debe
diferenciarse de las lesiones relacionadas con bifosfonatos. La osteomielitis puede
desarrollarse como resultado de la infeccién odontogénica, lesién focal después
de la extraccion dental, una fractura complicada o como secuela de la
inmunodeficiencia (es decir, en pacientes con mieloma mdultiple). (Mazziotti, 2011)

SUGERENCIAS EN EL MANEJO DE PACIENTES BAJO TERAPIA CON
BIFOSFONATOS

Los objetivos del tratamiento para los pacientes con un diagnostico establecido de
ONMARB es eliminar el dolor, controlar la infeccion de los tejidos blandos y duros, y
minimizar la progresion o aparicion de la necrosis del hueso. (Ferrara, 2011)

La American Association of Oral and Maxillofacial Surgeons (AAOMS) establecié
en 2009 parametros para el manejo de pacientes bajo terapia con BF y pacientes
con ONM (Ruggiero S. L., 2009):

En pacientes tratados con BF Intravenosos, se deben evitar procedimientos que
involucren exposicién del hueso y tratar con endodoncia los érganos dentarios no
restaurables.

e En pacientes tratados con BF orales, no existe contraindicacion para
realizar cirugia dentoalveolar si los han utilizado por menos de 3 afos.
Pacientes con menos de 3 afios de tratamiento con BF orales mas
esteroides y pacientes con mas de 3 afios de uso de BF orales suspender
los BF por 3 meses y reiniciarlos después de la completa curacion o0sea.

e El tratamiento de pacientes en Estadio 1 de ONM (exposicion de hueso
necrético asintomaticos, sin datos de infeccion) consiste en realizar
enjuagues con gluconato de clorhexidina al 0.12%.

e EIl tratamiento en pacientes en Estadio 2 de ONM (exposicién de hueso
necrotico con dolor y evidencia de infeccion) consiste en administracion de
antibiéticos (penicilina, cefalexina, clindamicina o fluoroquinolona de
primera generacion) y enjuagues con gluconato de clorhexidina al 0.12%.

e EIl tratamiento en pacientes en Estadio 3 de ONM (exposicion de hueso
necrotico con dolor, infeccién, fractura patolégica, fistula extraoral u
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osteolisis) consiste en debridacion quirdrgica, reseccion 0sea,
antibioticoterapia y extraccion de 6rganos dentarlos sintomaticos.
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MODELO ANIMAL DE OSTEONECROSIS ASOCIADA A
BIFOSFONATOS

Antes de 2009 no se ubican reportes de un modelo experimental en animales, por
lo que un grupo de trabajo de la American Society for Bone and Mineral Research
recomendo: “es necesario y esencial, desarrollar un modelo animal apropiado para
determinar el mejor manejo terapéutico de los pacientes con osteonecrosis de los
maxilares”. (Khosla, 2007 )

Sonis y cols., (2009) fueron los primeros en proponer un modelo de osteonecrosis
en ratas a las que les aplicaron por via subcutanea dexametasona en dosis de 1
mg/kg durante 7, 14 o 21 dias antes de la extraccion de los tres molares
maxilares, los animales también de manera previa recibieron por via subcutanea
dosis semanales de &cido zoledrénico (AZ) en los dias -14,-7 y -1. Los animales
gue recibieron los dos medicamentos desarrollaron lesiones expuestas de hueso
necrotico en porcentajes que variaron del 60 al 100% dependiendo de la
localizacién y el esquema especifico de dosificacion. También hicieron un grupo al
gue solo aplicaron AZ los dias 7 y uno antes de la extraccién y en el que el
porcentaje de la lesidon solo aparecio en el 60 %. (Sonis S. W., 2009)

Biasotto y cols. (2009) administraron por via endovenosa 0.04 mg de AZ una vez a
la semana durante 5 semanas, después de la segunda semana realizaron la
extraccion de un molar maxilar, después de 7 semanas los animales fueron
sacrificados y el 100% de ellos presentaron falta de cicatrizacién, aumento de la
lesion y hueso expuesto.

Burr y Allen (2009) describen la aparicion de areas necréticas con osteocitos
inviables y la ausencia de canaliculos en los maxilares de perros Beagle que
fueron tratados con AZ durante uno a tres afios o con AZ durante 6 meses, sin la
exposicion de hueso caracteristico de la ONMAB.

Hokugo (2010) utiliza ratas a las que administra AZ en dosis de 35 mg/kg por via
endovenosa cada dos semanas, las ratas recibian dos dosis previas a la
extraccion y posteriormente dependiendo de la fecha de sacrificio algunos grupos
recibian hasta tres dosis después de la extraccion, reportaron la presencia de
hueso expuesto solo en el 14.3% de los animales tratados con AZ.

Bi y cols. (2010) desarrollaron un modelo de osteonecrosis maxilar en ratones a
los que previamente a la extraccion del primer molar les administraron por via
intraperitoneal dexametasona (5 mg/kg de peso, semanalmente), AZ (125 g/kg de
peso; dos veces por semana) o docetaxel (25 mg/kg de peso, semanalmente) o
sus combinaciones. Después de la extraccion, los diferentes farmacos o su
combinacion se siguieron inyectando durante 3 0 12 semanas. Los especimenes a
los que se les inyectdo AZ no mostraron lesiones en tejidos blandos (hueso
expuesto) en tanto que los que recibieron dexametasona con AZ sélo el 27 %, y
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los que recibieron la combinacion de los tres farmacos (AZ, dexametasona y
docetaxel) el 100 %.

Aghaloo y cols. (2011) desarrollaron un modelo de osteonecrosis asociado a
enfermedad periodontal, el cual consisti6 en colocar un alambre de ligadura
alrededor de la corona del primer molar de ratas a las que administraron AZ en
dosis de 66microgramos por kg de peso tres veces por semana durante tres
semanas previo al procedimiento de la colocacion del alambre. Equivalente a la
dosis mensual que se aplica a un paciente con cancer par el control de las
metastasis 0seas. El AZ se siguié aplicando durante 12 semanas después de la
colocacion de la ligadura. EI modelo permite el desarrollo de osteonecrosis a nivel
histologico, aunque falla en conseguir la exposicion osea.

Ali-Erdem y cols. (2011) desarrollaron un modelo de induccion de ONMAB en
ratas a las que administraron tres dosis de dexametasona (dia cero, siete y
catorce) de de manera simultanea de una a tres dosis de 7.5 microgramos de AZ.
En el dia 15 les realizaron las extracciones de los tres molares maxilares y /o
mandibulares. 28 dias después de las extracciones los animales fueron
sacrificados.

En 2011 Loépez-Jornet y cols., evaluan el efecto profilactico de la penicilina en
dosis de 0.1 ml/kg de peso en la aparicion de lesiones 0seas expuestas asociadas
a la aplicacion de dexametasona (1 mg/kg) y pamidronato (3mg/kg tres veces por
semana) y a la extraccion de molares maxilares o mandibulares. En el grupo
testigo (sin antibiético) 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, solo el 9.61% desarroll6 la
osteonecrosis sin la cicatrizacién de la mucosa.

Pautke y cols. (2012) utilizan minicerdos a los que administran por via endovenosa
0.05 mg/kg de AZ de manera semanal y durante seis semanas antes de la
extraccion, después siguieron aplicando el bifosfonato durante diez semanas,
todos los animales presentaron hueso expuesto.

Como podemos observar de los resultados de los modelos de la osteonecrosis
maxilar asociada a los bifosfonatos reportados en la literatura, hay una gran
variabilidad en los disefios, coadministracion de dexametasona, tiempos de
medicacion previa a la extraccion, medicacion postextraccion, el tipo de animales
(rata, raton, perro y mini cerdos) (Sonis y cols.,2009 Biasotto y cols.,2009), asi
como en los paramétros tisulares observados, cambios histolégicos y mediciones
de la presencia de osteoclastos, viabilidad de osteocitos, presencia de lagunas
osteocitarias vacias.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En los ultimos afos, ha habido numerosos informes de casos, un namero limitado
de estudios retrospectivos y un pocos estudios prospectivos que sugieren un
vinculo entre la terapia de BF y la ONM, sin embargo, una causa definitiva y efecto
entre la dos aln no se ha establecido. Muchas de las preguntas acerca de la
incidencia, etiopatogenia, y la historia natural de esta enfermedad todavia
necesitan ser respondidas.

El uso de bifosfonatos es parte de la terapia actual que se utiliza en pacientes que
desarrollan canceres que dan metastasis 0seas, el uso mas frecuente es en el
mieloma multiple, cancer de mama y cancer prostatico, por otro lado, los
bifosfonatos también son usados en el tratamiento de la osteoporosis.

En andlisis realizados en México se ha estimado una prevalencia de osteoporosis
de 16% en mujeres de 50 y mas afios de edad. Guzman y cols, en un estudio
realizado en el norte de la ciudad de México, observaron una prevalencia de
osteoporosis de 10.4% en mujeres de 50 y mas afnos.

Las enfermedades mas frecuentemente asociadas a osteoporosis fueron
hipertension arterial y diabetes tipo 2. El 14.7% de las mujeres con osteoporosis
fue positiva a tabaquismo. Se encontré antecedentes de fracturas en 8.8% de las
personas con osteoporosis como consecuencia de una caida. También se ha
observado una mayor prevalencia de osteoporosis conforme aumenta la edad.

Aunque la mayoria de los Bifosfonatos son prescritos por internistas, hematologos,
urélogos y ginecdlogos, la literatura sobre ONMAB se publica en revistas de
odontologia general, cirugia oral, maxilofacial y de craneo. Esto no es
sorprendente ya que los pacientes que sufren de ONMAB se dirigen a los
dentistas o los cirujanos orales y maxilofaciales para el tratamiento.

Desde 2003 se han reportado al menos 865 casos de ONM. El 96% de estos
casos se asocian con administracién intravenosa de pamidronato y zoledronato,
mientras que el 3% se han asociado con bifosfonatos orales, especialmente el
alendronato. La mandibula se ha visto mayormente afectada con 63% a 68% de
los casos, 24% a 28% el maxilar, y 4.2% ambos maxilares. La region posterior de
la mandibula en el area de molares es el sitio mas frecuente con 65% de los
casos.

Aungue la incidencia exacta de ONM es desconocida, se estimo en 2006, que el
riesgo en pacientes tratados con BF orales es de 0,7 personas por cada 100.000 y
por afio de exposicion a Alendronato (BF oral mas prescrito). Esta incidencia es
mucho menor comparada con los BF endovenosos (0,8-12%), pero en cambio la
prescripcién del farmaco es mucho mayor (en 2005, se realizaron mas de 39
millones de prescripciones de BF orales en USA) por lo que su prevalencia en BF
orales ha ido aumentando progresivamente debido que se emplea principalmente
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para el tratamiento de una enfermedad relativamente comun como es la
osteoporosis.

En el afio 2009 la incidencia de osteonecrosis en pacientes tratados por los
Servicios de Oncologia Médica y Cirugia Maxilofacial en el periodo de 1998 a
2006 del Hospital Central “Dr. Ignacio Morones Prieto” de San Luis Potosi, fue
baja con sélo 7 casos en un periodo de 9 afos, contrario a las estadisticas de los
Estados Unidos por ejemplo, en el que existe un mayor uso de estos
medicamentos y el volumen de pacientes es también mayor. Se estima que cada
afo se prescriben 30 millones de Bifosfonatos solo en Estados Unidos.
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JUSTIFICACION

A lo largo de la historia diversos modelos en invertebrados y vertebrados han sido
usados en la investigacion cientifica para obtener informacion de aspectos
bioguimicos, fisiolégicos y morfolégicos de los seres vivos en general, y desde el
punto de vista de las ciencias relacionadas o que surgen de la medicina, estos
modelos han permitido entender al ser humano en salud y enfermedad, descubrir
los mecanismos de enfermedad y los métodos para prevenirlas, asi como la
produccion, desarrollo y evaluacion de farmacos ,que seria imposible realizar
directamente en los humanos.

A pesar de que los investigadores desarrollan continuamente modelos no
animales, la investigacion de enfermedades multigéneticas complejas y los
ensayos terapéuticos requieren ser probados en modelos animales. Se reconoce
de manera general que en ausencia de datos en humanos, la investigacion en
animales en muchos casos puede ofrecer aproximaciones y predicciones de las
respuestas humanas.

En el caso de la Odontologia, una amplia variedad de modelos animales han sido
utiizados para obtener informacion y poder comprender la biologia oral y
craneofacial, asi como la etiopatogenia, identificacion y prevencién de patologias
orales, o la evaluacién de nuevas terapias

De esa manera al realizar el modelo en ratas de ONMAB buscamos obtener un
modelo que reproduzca las caracteristicas que se han identificado en humanos,
para que este modelo sea Util en investigaciones que busquen probar medidas
preventivas y terapéuticas efectivas.
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OBJETIVOS

 Desarrollar un modelo experimental en rata de Osteonecrosis Maxilar Asociada
al uso de Bifosfonatos (ONMAB).

» Estudiar las caracteristicas histopatoldgicas presentes en las ratas
previamente tratadas con Bifosfonatos (BF).

» Comparar las caracteristicas histologicas de la zona donde se realizo la
intervencion quirdrgica en ratas tratadas con Acido Zoledronico vs. las ratas
del grupo Control, en los tiempos de estudios de 7, 14, 21 y 28 dias.

» Evaluar nuestro modelo experimental en rata de ONMAB como un posible
modelo traslacional al ser humano.
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HIPOTESIS

Las ratas que han sido tratadas con Acido Zoledrénico desarrollaran osteonecrosis
en el maxilar después de un procedimiento de extraccion dental, como sucede en
el ser humano.
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MATERIALES Y METODOS
METODOLOGIA DE INVESTIGACION

Investigacion experimental, de casos y testigos

POBLACION DE ESTUDIO Y FORMACION DE GRUPOS

Se utilizaron 24 ratas machos adultas de la cepa Wistar, con un peso entre 250 +
509 criadas y mantenidas 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.
El manejo ético de los animales de experimentacion de este proyecto, se ajusto a
la norma mexicana (NOM-062-ZO0-1999) sobre el manejo de animales de
laboratorio, y de acuerdo con los estandares establecidos por el consejo de

Bioética de la FES Iztacala.

Las ratas se distribuyeron aleatoriamente en 8 grupos, cada uno de 3 ratas (n=3).

GRUPOS DESCRIPCION
Sacrificio 7 dias
Grupo 1 post-extraccion
dental
Sacrificio 14 dias
Grupo 2 post-extraccion
Testigo ExtraC:cién dental dentz_al_ .
(dia cero) Sacrificio 21 dias
Grupo 3 post-extraccion
dental
Sacrificio 28 dias
Grupo 4 post-extraccion

dental
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Tabla 7. Descri grupos de estudio
GRUPOS DESCRIPCION

Sacrificio 7 dias
Grupo 5 post-extraccion
dental

Sacrificio 14 dias
Grupo 6 Se administré dosis de acido | post-extraccion
zoledronico a los -14 y -7 dias | dental

Experimental de la extraccion dental Sacrificio 21 dias

Grupo 7 (dia cero) post-extraccion
dental

Sacrificio 28 dias
Grupo 8 post-extraccién
dental

ADMINISTRACION DEL MEDICAMENTO Y EXTRACCION
DEL SEGUNDO MOLAR SUPERIOR

La dosis se selecciond de acuerdo a estudios experimentales previos (Aghaloo T.
L., 2011).

Alos grupos 5, 6, 7y 8 se les administré 66uL (52.8 pug) de acido zoledrénico (AZ)
por espécimen, via intramuscular a los 14 y 7 dias previos a la extraccion del
segundo molar superior con una dosis total= 104.16ug.

Previo a la extraccion dental se anestesio a las ratas con coctel que contenia
Clorhidrato de Ketamina (60mg/kg) y Xilazina (7mg/kg), mediante una inyeccién
intramuscular. Utilizando el siguiente cuadro de dosificacion:

Dosis de Clorhidrato de Ketamina

60mg 1000mg 100mg ImL

X — Peso del animal Resultado X mL
Dosis de Xilazina

mg 1000mg 20mg ImL

X — Peso del animal Resultado X mL

Al dia cero se realiz6 la extraccion de los segundos molares maxilares utilizando
instrumental modificado con este fin.
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TECNICA QUIRURGICA
MATERIAL Y EQUIPO

Mesa de diseccion

Hilo cafiamo

Pinza tipo mosco

Explorador de uso dental

Bolitas de algodon

Pinzas de curacién

e Elevador recto (modificado para su uso en el animal de experimentacion)

PROCEDIMIENTO

Después de aplicar la anestesia, se sujetaron las extremidades del espécimen a la
mesa de diseccion; posteriormente se colocd un amarre en los incisivos superiores
para facilitar la apertura de la cavidad oral.

Se retrajo la mandibula junto con la lengua con un hilo cafiamo, con una pinza tipo
mosco se realizé la retraccion de los carrillos.

Se efectud la sindesmotomia del segundo molar superior derecho con ayuda de
un explorador de uso dental. Se utilizaron pequefas bolitas de algodon tomadas
con unas pinzas de curacion para realizar el secado y limpieza del campo
operatorio.

Se luxd y extrajo el segundo molar superior con ayuda de un elevador recto
(modificado para su uso en el animal de experimentacion).

Se verifico la correcta hemostasia del sitio de la extraccion.

Se dejo al animal en recuperacion, hasta que dio sefiales de haber concluido la
fase anestésica y entonces era llevado a su estancia correspondiente.

SACRIFICIO Y TOMA DE MUESTRAS

Los animales se sacrificaron por sobre-exposicién a CO,.
Los maxilares se disecaron con el procedimiento descrito a continuacion:

DISECCION DEL MAXILAR

1. Se corto tejido blando para desarticular la mandibula

2. Ya desarticulada, se procedio a exponer el maxilar

3. Se corto alrededor el tejido blando (fondo de saco) y la parte anterior (zona
incisiva) se realiz6 un corte eliminando de la muestra a los incisivos

4. Posteriormente se terminé de disecar el maxilar cortando los huesos de la
base de craneo.
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FIJURA 6.1. Diseccién del maxilar de rata.

A continuacion fueron fijados en Fijador de Zinc. Las muestras se fijaron con un
volumen de 20 veces mayor con respecto a la muestra por 24 horas, se cambid el
fijador y se dejé 48 hrs. mas.

Se descalcificaron con Acido Etilendiaminotetracético (EDTA) a pH 7.4 durante 7
dias, hasta que radiograficamente se observo la completa descalcificacion.

RCORI
FIGURA 6.2. Del lado derecho observamos la descalcificacién del maxilar de rata utilizando EDTA. Del
lado izquierdo se muestra la verificacion radiografica de la completa descalcificacion.

Una vez descalcificados los tejidos fueron deshidratados con alcohol etilico de
concentracion creciente, con las siguientes especifiaciones:

TREN DE ALCOHOLES

1. OH70° 2hrs
2. OH 80° 2hrs
3. OH90° 2hrs
4, OH 100° 1hr
5. OH Butilico Maximo 72 hrs.

Posteriormente se llevo a cabo la inclusion con parafina.

1. Parafinal 24 hrs fundida a 60°C
2. Parafinall 24 hrs fundida a 60°C
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Finalmente se orientaron las muestras y fueron incluidas en bloque, se eliminaron
excesos de parafina con una navaja de hoja fina.

FIGURA 6.3 Muestra incluida en bloque

Se realizaron cortes sagitales de 7 um de grosor en micrétomo LEICA RM2235,
con un gotero se aplicé bajo los cortes la cantidad suficiente de liquido de Ruyter
para que flotaran, se colocaron en la parrilla LEICA HI1220 y se extendieran.

(VER ANEXO 1)

TECNICAS HISTOLOGICAS

TINCION DE HEMATOXILINA-EOSINA

Para la elaboracién de estos (VER ANEXO 2)

Las muestras fueron desparafinadas e hidratadas con xilol y un tren descendente
de alcoholes hasta llegar a agua corriente, se tind con Hematoxilina de Harris y
posteriormente con Eosina, se continuod con la deshidratacion de las muestras.

e DESPARAFINAR E HIDRATAR

Xilol 1 5 minutos
o Xilol 2 5 minutos
o OH 100° 2 minutos
o OH 90° 2 minutos
o OH 80° 3 minutos
o OH 70° 3 minutos
o HO 5 minutos

e TENIR

o Hematoxilina 7 minutos
o Agua Lavar
o OH acido Lavar
o Agua Lavar
o Agua amoniacal Lavar
o Eosina 5 minutos
o Agua Lavado rapido
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e DESHIDRATAR

o OH 70° 3 minutos
o OH 80° 3 minutos
o OH 90° 2 minutos
o OH 100° 2 minutos
o Xilol 2 5 minutos
o Xilol1 5 minutos

Posteriormente se montaron con resina sintética (Entellan®). Se observaron los
tejidos al microscopio 6ptico LEYCA DM500 y se tomaron microfotografias con el
programa LEYCA LAS-EZ

TECNICA RADIOGRAFICA

Realizamos radiografias en un aparato homologado (Corix 70 Plus — USV — MM) a
60-70Kv y en un tiempo de 0.24 segundos como parametros estandarizados en
todos los grupos de estudio.

Se obtuvieron las imagenes radiogréficas de los maxilares disecados el dia del
sacrificio, en todos los grupos de la semana 4, esto porque los cambios
radiogréficos resultaron visibles en este momento del estudio.

ANALISIS ESTADISTICO

El andlisis estadistico se realiz6 con el software estadistico SPSS 10 para
Windows utilizando prueba estadistica de Fisher. La significacion estadistica se
establecio en * p<0.01.

ANALISIS MACROSCOPICO

Los parametros utilizados para determinar macroscépicamente si el espécimen
presentaba caracteristicas propias de ONMAB fueron las siguientes:

Tabla 8. Pardmetros macroscépicos

Alvéolo | Alvéolo | Exposicion | Fractura | T cradade
[ dientes
cerrado abierto de hueso de hueso
adyacentes
Sano X
Osteongcross X « y y
maxilar
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ANALISIS MICROSCOPICO

Los parametros utilizados para determinar microscépicamente si el espécimen
presentaba caracteristicas propias de Osteonecrosis Maxilar fueron las siguientes:

Vista general de cortes ivision del corte para su estudio
ZONA 1. Corona del primer
molar

ZONA 2: Espacio que dej6 la
extraccion del

segundo molar

ZONA 3: Corona del tercer
molar

ZONA 4: Raices del tercer
molar

ZONA 5. Alvéolo vy tejido
adyacente correspondiente a la
extraccion del segundo molar.
Zona de mas intéres..

ZONA 6: Raices del primer
molar

Tabla 10. Parametros microscopicos

Lagunas Osteocitarias Matriz Osea
Osteocitos Acelular Organizada | Dispersa
Sano X X
Osteonecrosis maxilar X X
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RESULTADOS

Las ratas testigo sacrificadas en el dia 7 muestran un alvéolo en el que se observa
la formacion de epitelio para cerrar el defecto 6seo. En las ratas del grupo
experimental se observa que la lesion se extiende mas alla de los bordes del
alvéolo y se observa la presencia de hueso necrético expuesto (el procedimiento
de extraccién es mas dificil ya que la densidad 6ésea es mayor por lo que ocurrié
fractura de los apices radiculares).

Dos ratas del grupo testigo sacrificadas en el dia 14 muestran el cierre del alvéolo,
la formacion de epitelio; en cambio en la rata uno, se observa una zona de
exposicién 0sea con una acumulacion de dentritus. En el grupo experimental de
Bifosfonato sacrificadas en el dia 14 después de la extracciéon, se observan en los
dos especimenes los alvéolos abiertos con amplias zonas de exposicion 6sea.

Las ratas testigo sacrificadas en el dia 21 muestran diferentes grados de
cicatrizacion, las ratas 2 y 3 muestran el cierre del alvéolo con formacion de
epitelio, mientras que la rata 1 muestra las tablas vestibulares y la falta de
cicatrizacion. Las ratas del grupo al que se le administraron Bifosfonato y fueron
sacrificadas al dia 21, muestran un alvéolo abierto, con presencia de hueso
expuesto y necrotico, uno de los especimenes muestra fractura y otro perdié el
tercer molar.

En las ratas del grupo testigo sacrificadas en el dia 28, dos de las ratas muestran
el cierre del alvéolo con una completa formacion de epitelio, la rata 3 muestra una
amplia zona de exposicion 0sea, perdida del tercer molar. Radiograficamente se
observa radiopacidad en las zonas de extraccion lo que nos indica formacién de
hueso, ademas en la rata 3 se observan los apices radiculares palatinos del
segundo molar. En las ratas del grupo experimental sacrificadas en el dia 28, se
observan los alvéolos abiertos con exposicion ésea en hasta los bordes del
alvéolo, en la rata 2 se muestra una formacion parcial de epitelio, en la rata 3
ocurrio la pérdida del tercer molar. Radiogréficamente se observan en las zonas
de extraccion, zonas radiollcidas, lo que nos indica una falla o disminucién de la
osteogénesis que si ocurre en el grupo testigo.

El anadlisis de las caracteristicas del alvéolo se realizé a través de la prueba
estadistica de Fisher y nos muestra que las diferencias entre el grupo
experimental y testigo son estadisticamente significativas (p>0.01)

En lo que respecta a los resultados histolégicos, no obtuvimos buenas imagenes
gue nos permitieran hacer un analisis de las caracteristicas histomorfométricas de
los tejidos involucrados porque se decidié utilizar como agente fijador sales de
Zinc, con el objetivo de preservar la reactividad inmunogénica de los tejidos y
poder realizar determinaciones inmunohistoquimicas de moléculas relacionadas
con la respuesta inflamatoria. Desgraciadamente los tejidos se contrajeron y se
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perdieron las relaciones histotopograficas, como por ejemplo, el epitelio y algunas
células 6seas como osteoclastos.

Sin embargo el andlisis histolégico muestra en el grupo experimental, lagunas
osteocitarias vacias y una matriz 6sea desorganizada
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NOMENCLATURA DE LOS GRUPOS TESTIGOS Y EXPERIMENTALES

Tabla 11. Nomenclatura de Grupos Testigos ‘

Dia7 Dial4 DiaZ21 ‘ Dia 28‘

Tabla 12. Nomenclatura de Grupos Experimentales

Dia7 Dial4 ‘ Dia 21 ‘Dl'a 28




Tabla 13.1
Grupo Testigo Semana 1
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Tabla 13.2

Grupo Testigo Semana 2

Verificacién de Micrografia panoramica de hematoxilina y
descalcificacion rx eosina a 4x

Nombre Post-sacrificio Descalcificacion

GC2R1

GC2R2
GC2R3
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Tabla 13.3

Grupo Testigo Semana 3

Verificacion de Micrografia panoramica de hematoxilina y eosina
descalcificacion rx

Nombre Post-sacrificio Descalcificacion




Tabla 13.4
Grupo Testigo Semana 4
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Tabla 14.2

Grupo Experimental Semana 2

Verificacion de Micrografia panoramica de
descalcificacion Rx Hematoxilina y Eosina a 4x

7y

Nombre Post-sacrificio Descalcificaciéon
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Tabla 14.3

Grupo Experimental Semana 3

Verificacion de Micrografia panoramica de Hematoxilina y Eosina
descalcificacién Rx a 4x

Nombre Post-sacrificio Descalcificacion

GB3R1
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Tabla 14.4
Grupo Experimental Semana 4
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Tabla 15.1 Micrografias de Hematoxilina y Eosina
Grupo Control-Semana 1

Panoramica 4x

7



Tabla 15.2 Micrografias de Hematoxilina y Eosina
Grupo Control- Semana 2

Nombre | Panoramica 4x
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Tabla 15.3 Micrografias de Hematoxilina y Eosina

Grupo Control-Semana 3
Nombre | Panoramica 4x
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Tabla 15.4 Micrografias de Hematoxilina y Eosina

Grupo Control-Semana 4
Nombre Panoramica 4x |
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Tabla 16.1 Micrografias de Hematoxilina y Eosina

Grupo Experimental-Semana 1
Nombre Panoramica 4x
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Tabla 16.2 Micrografias de Hematoxilina y Eosina

Grupo Experimental-Semana 2
Nombre Panoramica 4x |

GB2R1

GB2R2
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Tabla 16.3 Micrografias de Hematoxilina y Eosina

Grupo Experimental-Semana 3
Panoramica 4x




Tabla 16.4 Micrografias de Hematoxilina y Eosina

Grupo Experimental
NOMBRE Panoramica 4x 10x
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COMPARACION Y DESCRIPCION MACROSCOPICA ENTRE GRUPO TESTIGO Y
EXPERIMENTAL

Semana l

Grupo Testigo Grupo Experimental

En este espécimen se realizo la extraccion bilateral de los segundos
molares maxilares. En la zona de la extraccion del lado derecho, se
observé un alvéolo abierto, con exposicion 6sea (O) de 3.23 mm, que
En este espécimen se realiz6 la extraccion del segundo molar maxilar involucra la parte disto-palatina del primer molar, la porcién mesio-
derecho. En la zona de la extraccion se observd un alvéolo con palatina del tercer molar, hasta la parte vestibular de los mismos; en la
formacion de epitelio (E) que se extiende hasta la zona palatina del extraccion del lado izquierdo, se observo fractura (F) del hueso en la
tercer molar, no se observd exposicion de hueso. porcién vestibular, con una extensién de 3.47 mm., ademas de
ausencia de epitelio vestibular, se observa la misma extensién de
hueso palatino expuesto que el lado derecho, y en ambos lados hay
presencia de restos alimenticios.
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Semana 2

En este espécimen se realizd la extraccion del segundo molar
maxilar derecho. En la zona de la extraccion se observo un
alvéolo cerrado con presencia de alimento (A) y formacién de
epitelio (E).

Grupo Experimental

En este espécimen se realizd la extraccion bilateral de los
segundos molares maxilares. En la zona de la extraccion del
lado derecho, se observé un alvéolo, con exposicion 6sea (O) de
2.94 mm, que se extiende hasta la parte mesio-palatina del
tercer molar, y presenta restos alimenticios (A), en la zona
disto-palatina adyacente al tercer molar se observo una falta de
continuidad en el epitelio, presenta eritema y exposicién 6sea de
1.45 mm. De extension; en la zona de la extraccion del lado
izquierdo, se aprecidé exposicion 6sea (O) de 2.28 mm. sin
presencia de epitelio y se observo restos alimenticios (A).
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Grupo Testigo

Semana 3

En este espécimen se realizd la extraccion del segundo molar
maxilar derecho. En la zona de la extraccion se observd un
alvéolo con formacién de epitelio (E) que cubria en su totalidad

el alvéolo, con presencia de restos alimenticios (A)
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Grupo Experimental
X TN THe

En este espécimen se realizO la extraccion bilateral de los
segundos molares maxilares. En la zona de la extraccion del
lado derecho, se observé un alvéolo con exposicion 6sea (O) de
2.02 mm. en los margenes del mismo, con presencia de restos
alimenticios (A); en la zona de la extraccién del lado izquierdo,
se aprecia una evidente Fractura (F) de 5.85 mm de extension
desde distal del primer molar hasta la zona retromolar con restos
alimenticios, sin presencia de epitelio en la zona.



Semana 4

Grupo Testigo

En este espécimen se realizo la extraccion del segundo molar

maxilar izquierdo. En la zona de la extraccion se observo un

alvéolo con presencia de alimento (A) y formacion de epitelio
(E), el cual cubre totalmente la zona de extraccion.
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Grupo Experimental

En este espécimen se realiz6 la extraccion bilateral de los
segundos molares maxilares. En la zona de la extraccion del
lado derecho, se observé un alvéolo, con exposicion 6sea (O) de
2.06mm de extension, adyacente a zona con presencia restos
alimenticios (A); en la zona de la extraccion del lado izquierdo,
se observé exposicion osea (O) de 1.45 mm. De extension, con
presencia parcial de epitelio en la zona mesial del alvéolo y se
observaron restos alimenticios (A).



ANALISIS MACROSCOPICO

Tabla 17.1. Analisis macroscdOpico de Grupo Testigo

Alvéolo cerrado Alvéolo abierto Exposicion de hueso Fractura de hueso Pérdida de dientes adyacentes

XXXX

x= individuos que presentaron la caracteristica

Tabla 17.2. Andlisis macroscépico de Grupo Experimental

Alvéolo cerrado Alvéolo abierto Exposicion de hueso Fractura de hueso Pérdida de dientes adyacentes

XXXX XXXX XX X

x= individuos que presentaron la caracteristica
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COMPARACION Y DESCRIPCION MICROSCOPICA ENTRE GRUPO TESTIGO Y
EXPERIMENTAL

Semana l

Se observd una gran cantidad de tejido inflamatorio, se Se observo poca cantidad de células inflamatorias, en el hueso
observaron osteocitos en las lagunas osteocitarias, la matriz se observaron pocos osteocitos y algunas lagunas osteocitarias
Osea se observd altamente eosinofila, pero aun organizada. vacias. La matriz sea se ve dispersa, y poco organizada.

90



Semana 2

Grupo Testigo

Se observaron zonas de la matriz 6sea con lagunas
osteocitarias vacias, pero en las areas cercanas al tejido
inflamatorio se observaron osteocitos dentro de la matriz, que
presenta algunas células en su periferia, lo que nos sugiere
encontrarse en remodelacion activa.

Grupo Exp;r'lmental
'.d " &
4

Se observo tejido inflamatorio poco organizado, con la presencia
de algunas células de tipo linfoide. En la matriz 6sea remanente
se observaron algunas células de gran tamafo, posiblemente
macrofagos y en general se presento acelular con gran nimero
de lagunas vacias.
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Semana 3
~ Grupo Testigo

» TN\, T
— S~

Se observé el rea del centro del alvéolo con presencia de tejido  Se observo el tejido contaminado, la matriz 6sea se observa
conectivo fibroso y algunas células de origen inflamatorio, en la desorganizada y con gran numero de lagunas osteocitarias
matriz 6sea se observan osteocitos y en la periferia actividad vacias, en la periferia de esta matriz se observan algunas
osteoclastica, por lo que nos encontramos en presencia de un células de origen inflamatorio y el tejido en general, se observo

tejido altamente reactivo y en remodelacion. estatico y sin remodelacion aparente.
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Sema

Se observé el tejido en organizacion y remodelacion con gran
cantidad de células de apariencia osteoblastoide, comienza la
formacion de una matriz trabeculada y en ella hay presencia de

osteocitos.
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na 4
Grupo Experimental

Se observdé una matriz 6sea desorganizada y con posibles
desmineralizacibnes por sus caracteristicas de tincién. Se
observo gran cantidad de lagunas vacias y en general el tejido
se encontrd acelular y se observo poco reactivo.



ANALISIS MICROSCOPICO

Tabla 18.1. Andlisis microscoépico de Grupo Testigo

Lagunas Osteocitarias

Matriz Osea

Osteocitos

Acelular

Organizada

Dispersa

XXXX

XXXX

x= individuos que presentaron la caracteristica

Tabla 18.2. Andlisis microscoépico de Grupo Experimental

Lagunas Osteocitarias

Matriz Osea

Osteocitos

Acelular

Organizada

Dispersa

XXXX

XXXX

x= individuos que presentaron la caracteristica
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ANALISIS ESTADISTICO

Tabla 19

Tabla de contingencia alvéol o * Tratamiento

Recuento
Tratamiento
Testigo Bif osfonato Total
alvéolo Alvéolo abierto 1 10 11
Alv éolo cerrado 11 0 11
Total 12 10 22

Tabla 20

Pruebas de chi-cuadrado

Sig. asintdtica | Sig. exacta | Sig. exacta
Valor gl (bilateral) (bilateral) (unilateral)
Chi-cuadrado de Pearson 18,333° 1 ,000
Correccion por
continuidad 14,850 1 ,000
| Razon de v erosimilitudes | _ 23,614 | _ _ _ 1 2000 _ |-
Estadistico exacto de
CFisher. _ _ _ _ ___ | ____L____|______|___ Sl 000 |
Asociacion lineal por
lineal 17,500 1 ,000
N de casos validos 22

es 5,00.

a. Calculado sélo para una tabla de 2x2.

b. 0 casillas (,0%) tienen una frecuencia esperada inferior a 5. La frecuencia minima esperada




DISCUSION

Los bifosfonatos son potentes inhibidores de los osteoclastos, con una vida media
de hasta 10 afios en el organismo, (Toranzo, 2009), estos farmacos son usados
principalmente para el tratamiento de las metastasis 0seas de tumores solidos, asi
como para el mieloma multiple y el cancer de mama, estas drogas reducen la
incidencia de los eventos 0seos metastasicos de forma significativa. (Berenson,
1996).

Aun no se ha establecido una relacién entre el uso de estos medicamentos sobre
la ONM, sin embargo, la incidencia en tiempos anteriores en relacion al uso de
bifosfonatos era muy baja (Vitte, 1996), siendo que hoy en dia esta incidencia,
alcanza 10% o mas entre los pacientes tratados con zoledronato y algo menos con
otros BF. (Durie, 2005)

La ONMAB puede aparecer espontaneamente pero es mas frecuente encontrarla
como consecuencia de un tratamiento dental invasivo, en el cual la cicatrizacion se
ve comprometida por razones aun no muy claras, que propician la exposicion de
tejido 6seo en la mandibula o en el maxilar presentando ademas, en algunos
casos el desarrollo de infecciones que complican la condicién inicial, empeorando
los sintomas del paciente y aumentando el area expuesta en la regién afectada.
(Odvina, 2005)

Marx en el 2003 fueron los primeros en relacionar la Osteonecrosis maxilar con el
uso de BF, al documentar en un estudio con 119 pacientes, la osteonecrosis de la
mandibula (ONM). La mayoria de los pacientes fueron sometidos a tratamiento a
base de BF, para mieloma multiple (52,1%) y cancer de mama metastasico (42%).
La mandibula resulté ser el sitio mas comun de exposicion 0sea (68,1%) y de
enfermedad periodontal en curso, la cual estuvo presente en un numero
significativo de pacientes (84%). (Marx R. , 2003)

Ruggiero y cols. en el 2004 informé sobre 63 casos de ONMAB. Veintiocho de los
63 pacientes tenian mieloma multiple, 20 pacientes tenian cancer de mama, 3
pacientes tenian cancer de pulmén, y 1 paciente tenia plasmocitoma y leucemia.
Cincuenta y cuatro de 63 pacientes informaron de una extraccion reciente en el
sitio necrotico, mientras que los restantes nueve pacientes tuvieron exposicion
O0sea aparentemente espontanea. Resultados de cultivos bacterianos fueron
reportados como flora oral normal en todos los casos. La duracion de la terapia
con BF vari6 de 6 a 48 meses, aunque el tiempo de tratamiento para cada
paciente individual no fue especificado. El tratamiento de las lesiones necréticas
mandibulares fueron desde el tratamiento conservador hasta la reseccion
quirurgica de la zona afectada. (Ruggiero S. L., 2009)

Ciertas hipotesis intentan explicar la especificidad de la ONMAB, estas mencionan
la remodelacion Osea alterada ante constantes microtraumas, inhibicién de la
angiogénesis, e infeccion bacteriana. (Landesberg, y otros, 2011)
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Una teoria mas, propone que los BF acumulados en el tejido 6seo de la region
maxilofacial, resultan toxicos para los epitelios adyacentes, afectando cualquier
proceso de cicatrizacion que se desencadene en estos tejidos, como
consecuencia de multiples factores etioldégicos tales como: un procedimiento
dental invasivo, una proétesis dental mal ajustada o cualquier otro trauma. Los BF
almacenados biol6gicamente, son determinantes en los cambios que sufre el
epitelio oral, se manifiestan reacciones de toxicidad, y al estar alterado el proceso
de cicatrizacion del mismo, habra exposicion de hueso prolongada y a su vez
propiciard la acumulacion y desarrollo de una biopelicula bacteriana, dando
oportunidad al desarrollo de una infeccibn que dispare una osteomielitis
(Landesberg R. , 2008), esta caracteristica se observdé en nuestro modelo de
estudio in vivo, ya que los grupos experimentales mostraron una clara exposicion
O0sea y retraso en la formacién de epitelio de la herida. Esta epitelizacién parcial
fue evidente hasta los 28 dias.

Otra teoria se basa en la evidencia de estudios que muestran que los BF
administrados por via intravenosa son importantes inhibidores de la
neoangiogénesis capilar, ya que inhiben el factor de crecimiento del endotelio
vascular (VEGF).

De esta manera, crece la inquietud de crear un modelo animal translacional al ser
humano, ya que es esencial para ayudar a determinar la fisiopatologia de ONMAB
y establecer estrategias de prevencion y de gestion,para ser probados
clinicamente.

Bi y cols. (2010) desarrollaron un modelo de osteonecrosis maxilar en ratones, a
los que previamente a la extraccién del primer molar les administraron por via
intraperitoneal dexametasona (5 mg/kg de peso, semanalmente), AZ (125 g/kg de
peso; dos veces por semana) o docetaxel (25 mg/kg de peso, semanalmente) o
sus combinaciones. Después de la extraccion, los diferentes farmacos o su
combinacion se siguieron inyectando durante 3 a 12 semanas. Los especimenes a
los que se les inyect6 AZ no mostraron lesiones en tejidos blandos (hueso
expuesto), en tanto que los que recibieron dexametasona con AZ sélo el 27 %
motraron estas lesiones, y los que recibieron la combinacion de los tres farmacos
(AZ, dexametasona y docetaxel) el 100% mostraron desarrollo de la ONMAB. (Bi
Y., 2010). Asi, ellos concluyeron que: i) la lesion mecéanica condujo a una fase
temprana de necrosis 6sea, que requiere de un minimo de 3 semanas para
reparar de forma natural en la ausencia BF; ii) la administracion de BF suprime la
angiogénesis y la remodelacion 0sea en el hueso alveolar, lo que conduce a la
acumulacion de hueso necrotico en el sitio de la lesion, y iii) la administracion de
medicamentos de quimioterapia, exacerba aun mas la ONMAB como enfermedad
en los ratones tratados con BF, resultando en una variedad de defectos de tejidos
blandos, que persistieron mas alla de 12 semanas después de la lesion.

Bi y col. extendieron sus estudio después de las ocho semanas que sefiala la
Organizacion Americana de Maxilofaciales como tiempo establecido para el
diagnostico de la ONMAB; encontrando que la Osteonecrosis 0sea estuvo
presente en los ratones inyectados con zoledronato y Dexametasona, en cambio
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nosotros observamos que si la patologia es evidente a las 4 semanas, entonces
no es necesario extender los tiempos de estudio para obtener resultados
satisfactorios y traslacionales al ser humano.

Pautke y cols. utilizaron minicerdos en su estudio de 2012, a los cuales
administraron por via endovenosa 0.05 mg/kg de AZ de manera semanal y
durante seis semanas antes de la extraccion mandibular, después siguieron
aplicando el BF durante diez semanas mas, todos los animales presentaron hueso
expuesto o mejor escribir necrosis 6sea (Pautke, 2012 ).

Para mostrar la exposicion de hueso en pruebas de fluorescencia ellos medicaron
cuatro dias antes del sacrificio a los cerdos con 100mg de doxiciclina, creemos
gue esta medicacion puede alterar los resultados obtenidos.

AuUn realizando analisis en los parametros de urea y creatinina en sangre, estos
estudios no resultaron significativos. Pero en general, el modelo en animales
grandes como, en este caso el minipig, son muy validos ya que, cuenta con la
estructura 6sea y los parametros de recambio comparables a los seres humanos

En nuestro modelo, los especimenes fueron tratados con dosis altas de Acido
Zoledronico para simular la dosis administrada mensualmente de 4-mg/60-kg a
pacientes con cancer para el control de enfermedades de los huesos. (Aghaloo T.
e., Periodontal disease and bisphosphonates induce osteonecrosis of the jaws in
the rat. , 2011 )Esta dosificacion se asocia con un mayor riesgo en el desarrollo de
la ONMAB a diferencia de los pacientes con osteoporosis. Aunque tambien existe
un nuamero significativo de pacientes con tratamiento de BF que padecen
osteoporosis, so6lo una fraccibn muy pequefia de estos pacientes desarrollan
ONMAB

A este respecto, es importante mencionar que nosotros usamos estas altas dosis
de BF, pero de forma fraccionada a los -14 y -7 dias a diferencia de los otros
autores que emplearon altas dosis pero en un periodo mass prolongado de tiempo
(Pautke, 2012 ), (Aghaloo T. e., Periodontal disease and bisphosphonates induce
osteonecrosis of the jaws in the rat. , 2011 ).

Los estudios de la ONMAB se han basado en algunas revisiones de casos y en
estudios realizados en animales. Antes de 2009, no se habia reportado ningin
modelo experimental en animales, por lo que un grupo de trabajo de la American
Society for Bone and Mineral Research recomendd: “es necesario y esencial,
desarrollar un modelo animal apropiado para determinar el mejor manejo
terapéutico de los pacientes con osteonecrosis de los maxilares”. (Koshla, 2007).
Entonces, Sonis y colaboradores en el 2009, realizaron el primer modelo en ratas
intentando simular la ONMAB. Con su modelo demostraron retraso en la curacion
de heridas con ulceraciéon de la mucosa y secuestros 6seos después de la
extraccion de dientes maxilares, en ratas que recibieron Acido Zoledrénico y
dexametasona en terapia de combinacion. A un grupo de ratas se les aplico por
via subcutanea dexametasona en dosis de 1 mg/kg durante 7, 14 o 21 dias antes
de la extraccion de los tres molares maxilares, los animales también de manera
previa recibieron por via subcutanea dosis semanales de acido zoledrénico (AZ)
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en los dias -14,-7 y -1. Los animales que recibieron los dos medicamentos
desarrollaron lesiones expuestas de hueso necrotico en porcentajes que variaron
del 60 al 100%, esto dependiendo de la localizacion y el esquema especifico de
dosificacion. También hicieron un grupo al que solo aplicaron AZ los dias 7 y uno
antes de la extraccion y en el que el porcentaje de la lesién solo aparecid en el
60%. (Sonis S. W., 2009) Asi, ellos concluyeron que incluso una breve exposicion
a ZA era suficiente para provocar cambios en la curacion del sitio de la extraccion
en comparacion con los controles.

En su modelo Sonis y cols. realizaron extracciones de los tres molares izquierdo
ya sean, maxilares o mandibulares, haciendo un trauma quirdrgico mayor, que
conllevaba a la pérdida de los parametros para medir el tamafio de la lesion
causada por la medicacion. Nosotros decidimos realizar un trauma quirdrgico
menor y con ello mas controlado, por ello, realizamos solo la extraccion del
segundo molar maxilar, teniendo asi como pardmetros los molares adyacentes
con el objetivo de poder conservarlos como referencias sanas alrededor de la
lesion.

En 2011 Lopez-Jornet y cols., evaluaron el efecto profilactico de la penicilina en
dosis de 0.1 ml/kg de peso en la aparicion de lesiones O0seas expuestas asociadas
a la aplicacion de dexametasona (1 mg/kg) y pamidronato (3mg/kg tres veces por
semana) y a la extraccion de molares maxilares o mandibulares. En el grupo
testigo (sin antibidtico) el porcentaje de lesiones con hueso necrotico expuesto fue
de 34.6%, mientras que en el grupo que recibio la terapia antibiotica tres dias
antes de las extracciones y después durante 4 dias, solo el 9.61% desarroll6 la
osteonecrosis sin presencia de cicatrizacién en la mucosa (Lopez-Jornet, 2011
)Estos autores, al igual que Sonis realizaron la extraccién de los tres molares
maxilares y mandibulares creando con ello un gran trauma quirdrgico y perdiendo
las zonas de referencia para evaluar la lesion y su magnitud. Aun con la terapia
profilactica existieron casos de ONMAB, por lo que seria recomendable establecer
cuidadosamente un modelo de estudio y después de ello, proponer una terapia
antibidtica basada en el conocimiento claro de los microorganismos involucrados
en el desarrollo de la ONMAB.

El complejo orofacial es un sistema complicado compuesto de dientes, mucosa
oral, tejidos periodontales, musculos, lengua, glandulas salivales, y el hueso
alveolar. Estos tejidos interactian para realizar funciones Unicas que van desde la
masticacion, habla, la deglucion y el gusto.

El maxilar es un hueso cubierto por mucosa en estrecha proximidad con el
ambiente externo (Landesberg, y otros, 2011) sin embargo, los parametros
especificos que contribuyen a la sensibilidad de la mandibula por padecer ONMAB
permanecen sin identificar. (Jaimes M, 2008)

Uno parametro, podria ser que el tratamiento con BF puede perjudicar la
resistencia 0sea, autores como Weinstein remarcan que la supresion excesiva del
recambio 6seo dada por los BF, puede afectar a la competencia biomecéanica del
hueso (Weinstein, 2000).
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A pesar de que Landerberg R (Landesberg, y otros, 2011), sugiere que las
diferencias inherentes entre las células formadoras de hueso de la mandibula y
otras partes del esqueleto potencialmente pueden influir en el desarrollo de la
ONMAB, nosotros en el modelo que hemos empleado, elegimos como area de
estudio la maxila que proviene de la diferenciaciobn osteoblastica
intramembranosa, y aun asi, desarrolla la ONMAB con las mismas caracteristicas
con que se produce en la mandibula, por lo que creemos que el origen
embrionario del hueso no es un factor relevante el desarrollo de la ONMAB.

En nuestros resultados observamos que en nuestro grupo experimental se
present6 un retraso en la reepitelizacién en donde en los grupos de 3 semanas en
promedio habia 4mm de exposicidén ésea, sin formacion de epitelio; esto coincide
con los resultados de Landerberg R (Landesberg, y otros, 2011)donde,
demuestran que el pamidronato inhibe la proliferacion celular a una concentraciéon
de 0,1 mM en su estudio in vitro de células epiteliales de la mucosa bucal de
ratones, por lo que concluyen que los efectos adversos de la BF en el epitelio oral,
pueden jugar un papel critico en la iniciacion de ONMAB.

En las observaciones histoldgicas, coincidimos con el estudio de Odvina en 2005,
(Odvina, 2005) quienes reportaron en un estudio realizado en 9 pacientes
medicados con BF por osteoporosis/osteopenia, los cuales presentaron fractura no
vertebral espontanea o traumatica (s), con retraso o que no sanan, las fracturas
eran expuestas en seis pacientes durante el tratamiento con BF y en cuatro
pacientes después de suspender el tratamiento con BF; encontraron un hueso
acelular y adinamico -con este término se refieren a disminucién de superficies
Oseas osteobléaticas y osteoclasticas, la tasa de formacion ésea se redujo y la
matriz 6sea se vio gravemente afectada-, estos resultados son similares a lo que
encontramos en nuestro andlisis histolégico en el grupo experimental y se hacen
evidentes a partir de la tercera semana de estudio.

Respecto a los resultados radiogréficos, pocos estudios evallan de manera
cuantitativa la densidad 6sea de la zona de la extraccion, varios estudios utilizan
micro CT como Pautke y Bi, pero su estudio es Unicamente descriptivo (Bi Y.,
2010) (Pautke, 2012)

Con respecto a esto, Sonis y cols. realizaron un estudio radiografico igual que el
nuestro a 28 dias (Sonis S. W., 2009). A diferencia de nosotros, ellos realizaron
una toma radiogréfica sagital de la mandibula, en la que no se observan cambios
significativos debido a la superposicién de estructuras. Nosotros por esta razon,
decidimos realizar la toma radiografica coronal, para poder observar las
estructuras desde una vista oclusal y con ello evitar, la superposicion.

Podemos observar en los resultados de diversos modelos de ONMAB reportados
en la literatura, que existe una gran variedad en disefios que incluyen numerosas
diferencias en cuanto a: administraciones agregadas con antineoplasicos, tiempos
de medicacion previa a la extraccién, medicacién postextraccion, el tipo de
animales (rata, raton, minipig), asi como en los paramétros tisulares observados,
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los cambios histologicos y las mediciones de la presencia de osteoclastos,
viabilidad de osteocitos, presencia de lagunas osteocitarias vacias y estudios
radiograficos.

Con nuestro modelo experimental observamos que la exposicién de hueso durante
la extraccion del diente, actia como un disparador para abrir la puerta a la
invasion bacteriana y agravar la situacion de ONMAB.

Por lo observado en nuestros resultados, creemos que con nuestro modelo se
podran proponer tratamientos farmacologicos preventivos para minimizar la
aparicion de esta complicacion que presentan las terapias que acompafian el
manejo de cierto tipo de canceres.

Este modelo, pretende ser translacional, mimetizando los cambios
histopatolégicos, asi como los fisiopatologicos de este padecimiento en el ser
humano, ello nos permitira estudiar estos mecanismos. El modelo pretende
entender los cambios que ocurren en los tejidos afectados para responder asi,
interrogantes acerca de los cambios sucedidos en esta patologia.

Por lo tanto, la disponibilidad de este modelo de estudio en rata nos brinda la
oportunidad de realizar estudios prospectivos y controlados para evaluar los
diferentes factores de riesgo en la etiologia, prevencion y tratamiento de la
ONMAB, que puede ser ademas una herramienta Util, practica y economica para
desarrollar nuevas estrategias terapéuticas para prevenir y curar esta enfermedad
en pacientes humanos.

101



CONCLUSIONES

1. Las ratas que fueron tratadas con Acido Zoledrénico desarrollaron
osteonecrosis en el maxilar después de realizar la extraccion dental, como
sucede en el ser humano.

2. El modelo propuesto de extraccion del segundo molar maxilar en ratas
tratadas con Acido Zoledronico en dosis total de 104.16ug, si permite
obtener lesiones de Osteonecrosis en el 100% de los casos.

3. El modelo permite hacer un analisis de los cambios que ocurren alrededor
de los tejidos involucrados en la extraccion del segundo molar en 4
semanas, sin necesidad de extender los tiempos de estudio.

4. El Fijador de Zinc no es un buen fijador para muestras de tejido 6seo.
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ANEXO 1

A continuacion se describird a detalle la técnica de rutina que se utilizdé para
preparar las muestras y observarlas al microscopio.

FIJADOR DE ZINC

Preparar casi al momento de usar.

e Tris base 0.1M 1.21 gr 2.42 gr
e Acetato de calcio 0.05 gr 0.1gr

e Agua destilada 80 ml 160 ml
Mezclar y ajustar a pH 7.2-7.4

Aforar a 100 mi 200 mi
Adicionar:

e Acetato de Zinc 0.5¢r 1gr

e Cloruro de Zinc 0.5¢r 1gr

Guardar en frasco &mbar y refrigerar si se hace un dia antes.

Las muestras se fijaron con un volumen de 20 veces mayor con respecto a la
muestra por 24 horas, se cambio el fijador y se dejo 48 hrs. mas.

LIQUIDO RUYTER:
e Acetona 20ml
e Benzoato de Metilo 0.5ml
e Agua destilada 80ml
e Clara de Huevo
e Glicerina
Se preparan 2 soluciones:
A. 20ml de acetona, con 0.5 ml 6 10 gotas de benzoato de metilo.
B. 80ml de agua destilada, agregar clara de huevo: glicerina, v/v.
. Se mezcla la solucion Ay B.
. Sefiltra porque puede precipitarse la albumina
Se guarda en frio a 4 °C hasta su uso

=

INRNNY

Se coloco el portaobjetos sobre una platina caliente, se extendieron los cortes, se
retird de la platina, se retiré el exceso de liquido de Ruyter y se dejo secar, asi los
cortes quedaron adheridos al portaobjetos, se numeraron consecutivamente los
portaobjetos usados para una misma muestra.

Después fueron tefiidos con Hematoxilina-eosina.
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ANEXO 2
TECNICA DE HEMATOXILINA Y EOSINA

HEMATOXILINA DE HARRIS

Hematoxilina 50r
Alcohol 70% 50ml
Alumbre de amonio o potasio  100gr
Oxido de mercurio rojo 2.5gr
Agua destilada 1000ml

Disolver la hematoxilina en el alcohol, y el alumbre de potasio en el agua destilada
bajo calor. Cuando este disuelto mezclar ambas soluciones y poner a hervir lo méas
rdpido 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 en otro con agua fria hasta
gue enfrie. La adicién de 2-4 ml de &cido glacial por 100ml de solucion incrementa
la precisién de la tincion nuclear.

Filtrar y guardar en frasco ambar. Se puede usar cuando se enfrie, dura varios
mese. Cuando se observe que se requiere aumentar el tiempo de tincion agregar
més é&cido acético.

EOSINA ACIDIFICADA STOCK

Eosina Amarillenta 20gr 2gr
Agua destilada 500mlI 50ml
Acido clorhidrico 10ml 1ml
Alcohol 96% 1000ml 100ml

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 bien
con vario cambios de agua pasandolo por el papel filtro. Secar el papel en el horno
a 60 °C durante 24 horas, para que seque bien. Después macerar el polvo filtrado
e ir agregando poco a poco 1000ml de alcohol de 96%. Esta es la solucion stock.

Solucién de trabajo

Solucién de eosina stock 100ml
Alcohol al 70% 200ml
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