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Resumen.

Los bifosfonatos son farmacos de primera eleccion en el tratamiento de la osteoporosis,
debido a su eficacia también se han combinado con otros farmacos para el tratamiento
de otras patologias como las metastasis éseas, osteopenia, y trastornos como la
enfermedad de Paget, la artritis reumatoide. La forma de union de los bifosfonatos a la
hidroxiapatita es la base para la absorcion de este tipo de compuesto en el hueso; los
cuales debido a su composicion quimica, tienen una alta afinidad de unién al calcio.
Después de su administracion, los bifosfonatos son absorbidos y desaparecen de
rapidamente de la circulacién mediante la unién con el hueso. Sin embargo, a pesar de
su eficacia, en los ultimos afios se han reportado efectos secundarios y complicaciones
asociadas con su uso lo cual puede producir un impacto muy significativo sobre la
salud de los pacientes destacando, entre las complicaciones mas importantes la
osteonecrosis del maxilar superior e inferior.

En esta investigacion se analizaron dos muestras de hueso de la mandibula, una
muestra de hueso sano y la otra a hueso necrético inducido por bifosfonatos. Ambas
muestras fueron sometidas a un estudio comparativo de la estructura y composicion
quimica con el fin de encontrar diferencias significativas atribuibles a la accion de los
bifosfonatos administrados.

Para llevar a cabo este analisis se usaron técnicas de microscopia optica (MO) y
microscopia electronica de barrido (SEM), las caracteristicas quimicas se determinaron
por espectroscopia de energia dispersiva de rayos x (EDS), difraccion de rayos x
(DRX) y espectroscopia infrarroja (FTIR). Las muestras se analizaron tal y como se
recibié la muestra, en bloque pulido y en polvo.

Por lo tanto, los resultados obtenidos en este trabajo de tesis indican que las
diferencias entre el hueso necrético y el hueso sano se presentan mas a nivel de
superficie que a nivel volumétrico (aqui por efectos a nivel superficial queremos indicar
la superficie de contacto entre los bifosfonatos y el hueso; asi, por ejemplo, en un
material poroso toda la pared del poro presentara los efectos producidos por los
bifosfonatos, no asi el material inter-poro o volumétrico) tal como lo indican los analisis
de EDS, los analisis de difraccién de rayos X y los resultados de FTIR realizados en las
muestras en polvo: todos presentan el mismo comportamiento.



Introduccioén

La osteoporosis fue definida en 1991 como "una enfermedad esquelética sistémica,
caracterizada por baja masa 6sea y deterioro en la microarquitectura del tejido 6seo
que origina su fragilidad, aumentando el riesgo de fractura”. Esta definicion implica un
concepto cualitativo de alteracion de la arquitectura ésea y uno cuantitativo relacionado
con la densidad ésea.’

A esta enfermedad se le consideraba propia de la tercera edad. En la antigiedad fue
conocida por Hipécrates; sin embargo, en los ultimos cincuenta afos se le ha conferido
mayor importancia debido a la elevada magnitud del problema. A nivel poblacional, se
le considera una enfermedad cronica, especialmente en mujeres mayores de 65 anos.
Conforme avanza la edad, todo individuo pierde masa corporal, y en mujeres
posmenopausicas el riesgo de presentar osteoporosis oscila entre 40 y 50%. Segun
datos reportados, en México el 17% de las mujeres y el 9% de los hombres mayores de
50 anos presentan osteoporosis, por esta razon se requiere el uso de medicamentos
efectivos para controlar este padecimiento, entre los cuales se encuentran los
bifosfonatos.?

Los bifosfonatos inhiben el crecimiento, agregacién y disolucion de los cristales de
calcio; presentan gran afinidad por el hueso, ademas de servir como base para usarse
como marcadores esqueléticos en la medicina nuclear; son inhibidores de la
calcificacion 6sea ectdpica; su eficacia terapéutica guarda relaciéon con su actividad
antirresortiva, por lo que son utilizados principalmente en padecimientos con alto
remodelamiento 6seo tal como sucede en la enfermedad o6sea de Paget, la
osteoporosis y la enfermedad metastasica 6sea.

Debido a estas caracteristicas, la administracién de bifosfonatos ha constituido un gran
aporte para el control y tratamiento de estas enfermedades, y han sido utilizados con
frecuencia, como de primera eleccidon. Sin embargo, pese a su efectividad, desde el
afo 2002 se han reportado complicaciones asociadas a los bifosfonatos, con
repercusiones de gran relevancia en la salud de los pacientes, destacando entre éstas
las necrosis 0seas en los maxilares.

En 2002 fue descrita por primera vez, por el Dr. Marx Ster, quien observo la aparicién
de una osteonecrosis del maxilar, manifestandose como hueso expuesto que no
sanaba. Cuando se realiz6 el desbridamiento de rutina, la condicién empeoré y condujo
a incremento de las cantidades de hueso expuesto.



En general, los bifosfonatos poseen dos atomos de fosforo unidos a uno de carbono.
Esto le confiere resistencia a la hidrélisis enzimatica, permitiéndole unirse a la
hidroxiapatita (HAP) e inhiben el crecimiento y la disolucién de cristales. La capacidad
de los bifosfonatos para inhibir la resorcion del hueso, se atribuy6 inicialmente a estos
efectos inhibidores directos sobre la disolucion de mineral. No obstante, con el
desarrollo y estudios de bifosfonato cada vez mas completos, quedo claro que estos
efectos fisicoquimicos sobre el mineral del hueso, no explicaban completamente la
inhibicidon de la resorcion 6sea. Ahora ya se sabe que los bifosfonatos también actuan
directamente sobre los osteoclastos e interfieren con procesos bioquimicos para inhibir
la actividad celular.

La unidn del bifosfonato a la hidroxiapatita es la base para la captura selectiva de estos
compuestos por el hueso. La acumulaciéon de estos farmacos en el hueso también
puede influir sobre el comportamiento cristalino de una manera que contribuya a sus
acciones farmacoldgicas®.

En esta investigacién, se estudiaron dos muestras de hueso maxilar de la zona
retromolar, ambas donadas por diferentes pacientes, una de hueso necrético inducido
por bisfosfonatos y la otra correspondiente a hueso sano, Dichas muestras fueron
sometidas a un estudio comparativo de estructura y composicion quimica, con el
objetivo de encontrar diferencias entre ambos tipos de hueso.

Para llevar a cabo estos estudios se recurrid a la microscopia optica (MO), a la
microscopia electronica de barrido (SEM), las caracteristicas quimicas se obtuvieron
mediante analisis quimico por Espectrospia por Dispersion de Energia de rayos X
caracteristicas (EDS), analisis de difraccion de rayos X (DRX), espectroscopia
infrarroja (FTIR).



Planteamiento del problema

Los bifosfonatos son medicamentos de primera elecciéon para el tratamiento de la
osteoporosis. Debido a su efectividad terapéutica se han combinado con otros
farmacos para el tratamiento de metastasis 6sea, desérdenes osteopénicos como la
artritis reumatoide y la enfermedad 6sea de Paget.

Los bifosfonatos son potentes inhibidores de la actividad osteoclastica, que al actuar
sobre estas células van a causar una disminucion en la resorcion 6sea.

Por su composicion quimica, los bifosfonatos presentan una alta afinidad de unién con
el calcio y se unen al hueso; esta caracteristica condiciona el depdsito del farmaco en
la matriz mineralizada. En 2002 se dio alerta de un efecto secundario a la terapia con
dichos medicamentos utilizados en algunos pacientes, debido a que se estima que la
osteonecrosis suele presentarse en pacientes que han tomado bifosfonatos orales
durante mas de tres afios, con un tiempo medio de consumo entre cinco y seis aios,
mientras que el tiempo de utilizacion de los pacientes con osteonecrosis, en relacion
con los bifosfonatos intravenosos, puede ser inferior a un afo.’

La osteonecrosis inducida por bifosfonatos se puede presentar posterior a la realizacion
de algun procedimiento odontolégico, como puede ser después de una exodoncia,
cirugia endoddntica o periodontal, e incluso por pequenas lesiones de la mucosa
gingival. No existe consenso actualmente acerca de la definicion de esta entidad
patoldgica, pero entre las varias definiciones que se manejan actualmente, se coincide
en que se trata de la exposicidn de hueso dentro de la cavidad oral, que no se resuelve
dentro de las 6-8 semanas de terapia conservadora.

El incremento del uso de los bifosfonatos ha causado aumento de los casos de
necrosis 6sea mandibular, y en menor medida del maxilar, los cuales son de dificil
solucion y con una importante afectacién de la calidad de vida de los pacientes, que
son o fueron tratados con estos farmacos. Fuentes médicas sefalan que entre el
grupo de mujeres postmenopausicas, en los ultimos afos han aumentado los
problemas bucodentales causado por el uso indiscriminado de bifosfonatos.®

El diagndstico de un numero significativo de necrosis de maxilares en pacientes
tratados con bifosfonatos, es un tema que desde hace tiempo se aborda en congresos
y reuniones cientificas de los profesionales en la salud bucal, sin embargo, los
bifosfonatos por sus propiedades curativas, los hacen ser medicamentos de primera
linea, avalados por autoridades internacionales (Consenso SAO-AAOMN de
2004),"debido a esto lo que se requiere realizar un mayor nimero de investigaciones,
actualizando e informando sobre el mecanismo de accion, debido a su gran afinidad de
adhesion a la fase mineral del hueso maduro y los efectos colaterales indeseables.



Es necesario determinar la capacidad de los bifosfonatos para inhibir el crecimiento
mineral, su afinidades de union a la hidroxiapatita y su efectos sobre las propiedades
de la superficie 6sea, por lo es necesario ser objeto de una mayor investigacion, para
establecer su relacion y comportamiento, en cuanto a las diferencias estructurales y
quimicas, entre hueso sano y necroético inducido por bisfosfonatos.

Justificacion

En 2003 se reportaron los primeros casos de osteonecrosis de maxilar y mandibula,
asociado al uso de bifosfonatos; actualmente es una condiciéon patolégica de mal
prondstico y una incidencia cada vez mas alta en el ambito odontolégico. Se puede
llegar a la conclusion de que es necesario someter a diversos analisis las muestras
del hueso sano y hueso necrotico inducido por bifosfonatos, con la finalidad de conocer
el comportamiento cristalografico, quimico y estructural, derivando la afinidad de la
hidroxiapatita con dichos bifosfonatos.

La informacion generada contribuira a futuras investigaciones en el area biomédica,
cristalografica, quimica, prescindibles o indispensables para establecer la causa, y
minimizar la incidencia de dicha alteracién que se puede presentar resultando como
efecto secundario a la administracion de tan eficaz medicamento.

Hipdtesis

Las caracteristicas quimicas y estructurales del hueso necrético inducido por
bifosfonatos son diferentes a las del hueso sano.



Objetivos:

General

o Establecer la existencia o no de las diferencias estructurales y quimicas entre el
hueso maxilar necrotico inducido por bifosfonatos y el hueso maxilar sano.

Especificos

o Establecer el analisis estructural comparativo entre hueso necrético inducido por
bifosfonatos y hueso sano.

¢ |dentificacion de diferentes elementos presentes en hueso sanoy en hueso
necraotico.

e Determinar las diferencias en el comportamiento térmico de la hidroxiapatita de
hueso necroético con el hueso sano.

¢ Relacionar los datos estructurales y quimicos obtenidos de ambas muestras.



|. Bifosfonatos

Historia de los bifosfonatos

Los bifosfonatos son conocidos desde mediados del siglo XIX con el nombre de
difosfonatos, utilizandose por primera vez en 1865 para el tratamiento de una
enfermedad ocupacional industrial denominada Phossyjawg. Las primeras sintesis de
difosfonatos fueron en 1897 y se utilizaron con propdsitos industriales para evitar la
corrosion, de los fertilizantes y oleazas en la industria textil .

Apropiadamente denominados bifosfonatos en la literatura actual, todos estos
compuestos contienen dos grupos de acido fosférico en el mismo carbono. Las
caracteristicas comunes de los bifosfonatos es que son analogos del pirofosfato, en los
cuales el oxigeno de la union P-O-P resultan en una unién P-C-P haciéndolos
resistentes a la hidrélisis quimica y enzimatica.’

Su reutilizacion comienza a principios de la década de 1960 en la division de
detergentes de Procter & Gamble (P&G), en donde la compafia estaba buscando
mejores aditivos para usar en regiones con aguas duras. Los bifosfonatos se mostraron
muy promisorios debido a su alta afinidad por Ca®* y Mg?*, los principales iones
causantes de problemas en el agua dura.”Sin embargo, muy pronto los beneficios
meédicos potenciales eclipsaron el valor del etidronato (EHDP por sus siglas en inglés)
en los detergentes, y el escenario cambid a la vecina division de productos dentales de
P&G. Desde mediados de la década de 1950, la compaiia habia comercializado
pastas dentales con fluoruro (por ejemplo, Crest) que forman una pelicula protectora de
CaF, y Sn3 (PO4), sobre el esmalte de los dientes. Para la década de 1960, los trabajos
se habian dirigido a la remocién de la acumulacién de sarro (calculo) sin danar el
esmalte dental. Los investigadores sabian que se enfrentaban a un reto dificil, porque
el sarro y el esmalte son principalmente hidroxiapatita Cas (PO4);OH, abreviado (HA);
probaron el etindronato (EHDP), pero descubrieron que el compuesto no disuelve los
depdsitos de sarro.

El EHDP y sus familiares no fueron relegados unicamente al control de residuos de
jabon, ya que se observo que no disuelve el sarro existente, pero puede impedir que
ocurra la acumulacion de sarro. Las investigaciones demostraron que EHDP forma una
pelicula superficial delgada de hidroxiapatita, la cual bloquea el crecimiento adicional
de cristales e impide que el calculo se deposite sobre los dientes. Este hallazgo inspird
la investigacion del acido-base fundamental y los equilibrios de solubilidad de EHDP.



De particular importancia resultaron los estudios con EHDP, marcado con™C,
demostrando que el compuesto experimenta una fuerte quimisorcién en la HA sdélida,
apareciendo una explicacion de los efectos aparentemente opuestos del EHDP sobre la
solubilidad de la hidroxiapatita, ya que en la fase de nucleacion, la quimisorcién
incrementa la solubilidad de la HA, impidiendo el crecimiento adicional de cristales (es
decir, impide la acumulacién de sarro); pero la quimisorcién sobre la HA existente,
disminuye la solubilidad de la HA y esto hace que el EHDP sea inefectivo para la
remocion del sarro (figural.1).

O OH O

Figura 1.1. Anion llamado etano-1-hidroxil-1,1-difosfonato o EHDP por Francis y
Centner; hoy se conoce por su nombre comercial, Etidronato 10,

En 1966, Herbert Fleisch investigd la deposicion no deseada de fosfato de calcio
(calcificacion) en la orina y en el tejido blando, su mismo grupo de investigacion en el
Instituto Suizo habian descubierto que los polifosfatos inyectados intravenosamente,
podian bloquear la calcificacion no deseada con un uso terapéutico limitado, debido al
enlace P—O—P esta sujeto a hidrdlisis, especialmente “in vivo” en la presencia de
enzimas fosfatasas. Obteniendo mejores resultados con el enlace P—C—P de los
bifosfonatos, el cual es hidroliticamente estable tanto “in vitro” como “in vivo” '°.

Estudios realizados en animales demostraron que los bifosfonatos podian impedir la
calcificacion no deseada del tejido blando, una consecuencia del incremento de la
solubilidad de HA en la fase de nucleacion.?

A principios de la década de 1970, pruebas clinicas mostraron que el EHDP era
efectivo en el tratamiento de la enfermedad de Paget, un trastorno de los huesos
caracterizado por pérdida rapida de hueso y aposicion ésea anormal. Estudios



toxicoldgicos concurrentes demostraron que el EHDP tiene una toxicidad muy baja a
niveles terapéuticos, y que no es teratogénico, mutagénico ni carcinogénico.”

A mediados de la década de 1970 surgio otra aplicacion de los bifosfonatos. En la
presencia de estafio (ll): el complejo de EHDP con tecnecio 99 se acumula en tumores
dseos, lo cual es de utilidad como herramienta de diagndstico ."

En los ultimos afos han sido sintetizados numerosos bifosfonatos, mediante
variaciones de los sustituyentes en los carbonos, los cuales se han clasificado como
de primera generacion (etidronato), segunda generacion (tiludronato, clodronato,
pamidronato) y de tercera generacion (alendronato, risedronato) (figura.l.2).El
etidronato inhibe tanto la resorcién 6sea como la mineralizacion; no obstante, los
bisfosfonatos de tercera generacion son hasta 500 veces mas potentes y selectivos
que el etidronato.

Berenson (1998) observd que el uso de pamidronato mejoraba la supervivencia y
disminuia las complicaciones 0seas. Este y otros estudios llevaron a difundir el uso de
estas drogas de forma indefinida’. Estos compuestos poseen especificidad para el
hueso, gracias a su elevada afinidad de unién por los fosfatos de calcio, la unién de los
bisfosfonatos a los fosfatos de calcio en el hueso, inhibe la formacién y agregacion de
cristales de hidroxiapatita y disminuye la disolucion de estos cristales'.
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Figura 1.2. Estructura de la molécula de pirofosfato (a) y de los bisfosfonatos (b)



Clasificacion de los bifosfonatos

Se han propuesto dos mecanismos moleculares basicos, responsables de los efectos
de los bifosfonatos sobre la funcién osteoclastica, que permiten su clasificacion: *°

A. No nitrogenados: Con residuos mas cortos en posicion R1 y R2, estructuralmente
son mas semejantes al pirofosfato (ej.: clodronato, etidronato); pueden formar analogos
inactivos de ATP. Esta via es catalizada por una aminoacyl-tRNA sintetasa de
ubicacion citoplasmatica; por lo tanto, para su accién los bifosfonatos deben ser
internalizados a la célula, donde al acumularse inhiben ciertas enzimas intracelulares,
con efectos en la funcién y sobrevida del osteoclasto.

B. Nitrogenados: Con residuo amino (ej.: pamidronato, alendronato, ibandronato,
zolendronato, etc.) no son metabolizados, sino que ejercen su accion impidiendo la
biosintesis de compuestos isoprenoides, esenciales en la regulacién de procesos
celulares influyentes en la funcion y sobrevida del osteoclasto.

Ambos grupos con llevan a la muerte celular programada del osteoclasto (apoptosis).
Los bifosfonatos que no contienen nitrégeno, considerados de primera generacion, se
unen a moléculas de ATP que, incorporada en osteoclastos, llegan a ser citotoxicas
para estas células, alterando la funcion celular y produciendo su apoptosis.

1. Etidronato
Clodronato

Tiludronato

Los bifosfonatos nitrogenados, llamados de segunda y tercera generacién, son mas
potentes que los anteriores e inhiben a la farnesil pirofosfatasa sintasa.’

2. Alkyl-amino bisfosfonatos
Pamidronato
Alendronato
Ibandronato

3. Heterociclicos

Risedronato
Zolendronato

10



Etinodrato

Es un analogo sintético del pirofosfato, que se utiliza en el tratamiento de la
enfermedad de Paget moderada o severa, en la osificacion heterotépica y en la
hipercalcemia asociada a neoplasias malignas. En la enfermedad de Paget, el
etidronato se reserva para los pacientes con dolor moderado a severo.

El etinodrato es un bifosfonato no aminado que se administra por via oral en ciclos
quincenales cada tres meses; su efecto es menor que el de otros bifosfonato; en los
pacientes con hipercalcemia asociada a cancer, se le aplica por via intravenosa.'®

Tiludronato

El tiludronato también se usa para tratar la enfermedad 6sea de Paget. Actua
previniendo la degradacion de los huesos y aumentando su densidad, se administran
por via oral, por lo general; se toma con el estdmago vacio una vez al dia, durante tres
meses.

Clodronato

Es un analogo del pirofosfato natural; se administra como infusion intravenosa: la
solucion preparada debe infundirse durante un periodo minimo de dos horas en dias
sucesivos hasta conseguir la normocalcemia, lo cual suele ocurrir en un plazo de cinco
dias. Normalmente no se debe prolongar este tratamiento mas de siete dias. Se utiliza
en el tratamiento de la hipercalcemia secundaria a neoplasias malignas. Su
administracién es por via oral. Una vez penetrado en hueso, el alendronato queda
fijado en este tejido por un periodo de mas de 10 anos.

Pamidronato

Se utiliza para el tratamiento de la hipercalcemia, de las lesiones osteoliticas asociadas
con el cancer y para la enfermedad de Paget sintomatica de grado moderado a severo,
donde reduce el dolor de origen éseo y mejora los parametros bioquimicos; ha
demostrado ser efectivo para prevenir la pérdida ésea trabecular y cortical en pacientes
con osteoporosis inducida por corticoides, la dosis y la via de administracion estan
relacionadas con la condicion metabdlica del paciente. En osteoporosis se recomienda
dos capsulas por dia en forma continua; los mejores resultados se obtiene en periodos
largos de 3 o 4 de referencia; en la mayoria de los casos es suficiente un periodo de
tratamiento de 6 meses; el tratamiento de las recaidas puede requerir dosis mayores a
las halladas efectivas en el primer ciclo o puede ser necesario optar por la via
intravenosa de administracion; en osteolisis malignas, hipercalcemia severa se
recomienda comenzar con la via intravenosa.
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Alendronato

Ademas de prevenir la pérdida 6sea, origina su endurecimiento; a diferencia del
etidronato no inhibe la mineralizacién 6sea; una dosis oral de 10 mg es tan eficaz como
la dosis de 1500 mg de etidronato. Esta indicada en el tratamiento de osteoporosis,
hipercalcemia asociada como la osificacion maligna y heterotopica o en la enfermedad
de Paget, en osteoporosis inducido por corticoides, el farmaco no se metaboliza, sino
que es rapidamente aclarado del plasma, disminuyendo las concentracciones del
plasma en un 95% en un plazo de 6 horas. Una vez fijado al hueso, queda fijado en
este tejido por un periodo de 10 afos .

Ibandronato

Sus beneficios son sobre el riesgo de fractura vertebral en las mujeres
postmenopausicas, en la osteoporosis glucocorticoidea, en el tratamiento de la
hipercalcemia asociada con el cancer. La aplicacion por via intravenosa en solucion
inyectable se debe de administrar en una vena una vez cada 3 meses, la dosis oral
recomendada es de un comprimido de 150 mg una vez al mes, preferentemente el
mismo dia de cada mes.

Risedronato

Se emplea en el tratamiento y prevencidn de la osteoporosis posmenopausica,
asociada con el uso de glucorticoides y de la enfermedad de Paget. En las mujeres
postmenopausicas y en mujeres mayores de 60 afios; demostrd reduccion en el riesgo
de fracturas vertebrales y no vertebrales. El risedronato se toma con el estbmago vacio
una vez al dia por la manana, una vez a la semana por la mafiana, una vez al mes por
la manana o una vez al mes por 2 mafanas consecutivas, segun la afeccion que tenga
y la dosis que su médico le recete. Se toma el mismo dia de cada semana o mes, o los
mismos dos dias consecutivos de cada mes.

Zoledronato

Esta indicado en el tratamiento de la hipercalcemia asociada al cancer y en prevencion
de efectos adversos Oseos producidos por neoplasias que afecten los huesos; sin
embargo, el zoledronato no esta aprobado para el tratamiento de osteoporosis.

La dosis recomendada en procesos malignos avanzados 4 mg via intravenosa diluido
en 100 ml de cloruro de sodio durante 15 minutos'’; los bifosfonatos se diferencian de
los pirofosfatos en que la molécula de oxigeno se ha sustituido por una de carbono
(estructura P-C-P), lo que los hace dificilmente degradables y, por otro lado, les
confiere una alta afinidad por los cristales de hidroxiapatita. Al carbono central también
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se le unen dos cadenas laterales que son diferentes para cada tipo de bifosfonato y
que determinan su potencia, duracion de accion, efectos secundarios y otros
parametros clinicos u 6seos. Los bifosfonatos mas potentes poseen un grupo hidroxilo
en una de sus cadenas laterales que aumenta su capacidad para unirse al calcio (tabla
[.1).

Etidronato: 1
Clodronato: 10
Tildronato: 10
Pamidronato: 100
Alendronato: 1000
Risedronato: 5000
Ibandronato: 10000

Zolendronato: 20000

Tabla I.1. Potencia de los principales bifosfonatos en sangre .

Aunque existen mas similitudes que diferencias entre los diferentes bisfosfonatos,
algunos son mas utilizados para ciertas patologias. Por ejemplo, en oncologia es mas
utilizado el pamidronato parenteral y el zolendronato, mientras que en osteoporosis los
mas ampliamente utilizados son el alendronato y el Risedronato '°.

La utilizacién clinica de los bifosfonatos continia ampliandose desde su inicio en que
fueron usados como agentes de "barrido 6éseo", para la deteccion de metastasis y otras
lesiones Oseas; posteriormente, su capacidad de inhibir la calcificacion llevd a la
aplicacion del etidronato en la miositis osificante y para la prevencion de osificaciones
heterotépicas, su aplicacion mas difundida ha sido como inhibidores de la resorcion
0sea, en enfermedades donde la actividad osteoclastica esta exacerbada como, en la
enfermedad de Paget ,en metastasis de cancer de mama, mieloma multiple e
hipercalcemia. Actualmente, diversos bifosfonatos han quedado establecidos como
tratamiento efectivo para la osteoporosis posmenopausica .
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Mecanismos de accion y farmacocinética

El mecanismo de accion de los bifosfonatos ocurre en tres niveles intimamente ligados
entre si:

1) A nivel tisular, donde el efecto principal es disminuir el recambio éseo, afectando el
numero y actividad de las unidades multicelulares basicas.

2) A nivel celular, alterando el reclutamiento, adhesién, apoptosis y actividad de los
osteoclastos.

3) A nivel molecular, conduciendo a los efectos celulares™

Debido a que los bifosfonatos presentan una afinidad por los sitios de recambio 6seo
activo, es evidente su mayor captacion en placas de crecimiento, sitios tumorales,
injertos 0seos y gammagrafias de maxilares y mandibulas normales; asi mismo,
poseen especificidad por el hueso, haciendo que la disolucion de los cristales de
hidroxiapatita sea mas lenta. Son derivados del pirofosfato; el atomo del oxigeno se
sustituyo por el de carbono y dos valencias libres del carbono R y R, donde R es
generalmente un hidroxilo y el R es una cadena hidrocarbonada. Debido a su carbono,
en sustitucion del oxigeno en la cadena principal de la molécula, los bifosfonatos son
completamente resistentes a la descomposicion hidrolitica, de ahi su acumulacién en la
matriz 6sea y su vida media extremadamente larga. Cabe sefalar que la sustitucion de
cadenas laterales que contienen nitrégeno en el carbono de la cadena principal de los
bifosfonatos, incrementa la potencia y tal vez la toxicidad'®.

La union a la hidroxiapatita puede realizarse de dos formas: bidentada (un atomo de
oxigeno de cada grupo fosfanato se une al calcio de la hidroxiapatita; por ejemplo,
clodronato; o bien, tridentada, ademas de las dos uniones se une por el grupo hidroxilo
radical R del carbono central. Esta union es mas fuerte y sus efectos fisicoquimicos
explican el mecanismo por el cual los bifosfonatos inhiben la mineralizaciéon 6sea, ya
que el radical R es el que determina basicamente la potencia antirresortiva del farmaco,
la cual aumenta con la longitud de la cadena hidrocarbonada. La existencia de una
amina primaria (pamidronato y alendronato) aumenta la potencia y la metilacién del
grupo amino o la inclusién de un heterociclo; (Ibandronato, zolendronato) la aumenta
todavia mas.

El radical R'es el que determina la potencia antirresortiva, la cual aumenta con la
cadena hidrocarbonada (figura I. 3).

Hasta hoy se sabe que solo los bifosfonatos que contienen nitrégeno producen
osteonecrosis de los maxilares.®
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Figura 1.3. Estructura quimica de los diferentes bisfosfonatos ' .
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Osteonecrosis de los maxilares

Los primeros informes de osteonecrosis de los maxilares inducida por bisfosfonatos,
fue descrita por Marx Stern en 2002, quien observd unas lesidbnes con hueso
expuesto que no sanaban, cuando se realizé el desbridamiento, la condicidon empeoro y
condujo a incremento de mas area de hueso expuesto, todos los pacientes descritos en
ese informe estaban recibiendo pamidronato (Aredia, Novartis) para el control de
depositos de tumor maligno en hueso. Se reportd acerca de esa complicacion del
farmaco en una alerta médica publicada en 2003 en el Journal of oral and Maxillofacial
Surgery (JOMS)®.

La historia de la enfermedad (aunque existen casos espontaneos), inicia con una
alveolitis postexodoncia, que no responde a tratamientos indicados y progresa hacia
una osteomielitis, con secuestros 0seos, exposicidon dsea, inflamacion y supuracion que
persiste durante mas de 8 semanas en un paciente que ha tomado o que actualmente
toma un bifosfonato y que no tiene una historia de terapia por radiacion de los
maxilares. Con frecuencia en estos casos se realizan biopsias para descartar
metastasis 0seas o0 tumores maxilares 0seos primarios, pero al intentar cubrir esas
areas se fracasa, aunque se haya llevado a cabo una meticulosa regularizacién o
reseccion 0sea y cierre con colgajos mucosos locales; clinica y radiolégicamente, las
lesiones recuerdan a las de la osteoradionecrosis, con secuestros (formados
espontaneamente o después de procedimientos invasivos) que pueden complicarse
con infecciones secundarias. Sin embargo, aunque el hueso expuesto en efecto esta
muerto (osteonecrosis), la muerte del hueso realmente es un resultado secundario de
la toxicidad ésea por bifosfonatos.

Su patogenia radica en la interrupcién de la actividad remodeladora osteoclastica y del
recambio celular 6seo, que es agravada por una insuficiencia vascular localizada como
consecuencia de cambios isquémicos, la inhibicion es parcial en el caso de
bifosfonatos orales, produciéndose osteonecrosis raramente y sélo en casos de altas
dosis acumuladas tras largos periodos. Si se administran via intravenosa, la inhibicién
osteoclastica es irreversible, produciéndose su apoptosis, esta entidad es caracteristica
de los huesos maxilares, debido a que estos farmacos tienen afinidad por estos
huesos, debido a su aporte vascular y gran actividad de remodelacion 6sea alrededor
del ligamento periodontal.

Otros factores incluyen el escaso espesor de la mucosa maxilar y la frecuente
“agresion” a la que se ve sometido el hueso en forma de procedimientos quirurgicos u
odontoldgicos invasivos, asi como distintos factores traumaticos (por ejemplo: protesis
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desajustadas), provocando lesiones ulcerativas y estableciendo una via de
comunicacion entre el medio bucal y el hueso, hacen que predomine en maxilar
superior, pero también se presenta en maxilar inferior.?!

Asi como también se debe considerar la anatomia de los maxilares ya que se
encuentran relacionados a través del ligamento periodontal con los dientes; de la cual
estan separados por no mas de 0,5 mm de tejido conectivo denso, esto hace posible
que los mecanismos y vias de propagacion de las infecciones de origen dental y
periodontal marginal sigan en muchos casos la via 6sea, de tal manera que los huesos
maxilares estan directamente expuestos a procesos infecciosos relacionados a los
dientes (necrosis pulpar séptica y procesos periapicales, agudos o crénicos) y de sus
tejidos blandos de sostén (enfermedad periodontal), siendo esta condicién de
‘exclusividad” en relacién con los otros huesos, que obviamente no poseen dientes.
Otro factor anatémico, que podria explicar la especial predileccion por la maxilar; seria
la irrigacién vascular de tipo terminal.?!

La funcion osteoclastica es parte fundamental de este ciclo, ya que al reabsorberse
matriz 6sea mineralizada, se liberan citoquinas tales como proteinas morfogenéticas y
factores de crecimiento, los cuales inducen a células totipotenciales mesenquimaticas
y osteoblastos premitéticos a diferenciarse en osteoblastos y formar tejido 6seo nuevo.

La interrupcion de este ciclo homeostatico por la interrupcion de la reabsorcion 6sea,
resulta en la acumulacion de osteocitos no vitales y en microfracturas de la matriz 6sea
mineralizada.

En casos de altas dosis acumuladas tras largos periodos, si se administran via
intravenosa, la inhibicién osteoclastica es irreversible, produciéndose su apoptosis.?®

De vez en cuando se han observado signos radiograficos tempranos, incluyendo
esclerosis de la lamina dura, pérdida de la lamina dura y/o ensanchamiento del espacio
del ligamento periodontal, particularmente en asociacion con dientes molares 24

En cuanto a la rapidez del remodelado de los huesos maxilares, se ha observado que
la cresta alveolar se remodela con una rapidez que es 10 veces la de la tibia, 5 veces la
del maxilar inferior al nivel del su conducto y 3.5 veces a la del borde inferior, el hueso
alveolar depende mas de la resorcion-remodelacion y renovacion 6sea osteoclastica
que cualquier otro hueso en el esqueleto adulto, ademas de poseer caracteristicas
unicas, ya que esta revestido por mucoperiostio; adicionalmente aloja a los dientes que
trasmiten toda la carga que reciben de la funcién y parafuncién, ya que estan unidos
al ligamento periodontal, que a su vez constituye una via de comunicacion entre el
hueso alveolar y la cavidad oral, ademas de poseer gran variedad de flora bacteriana;
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estas son condiciones que ayudan a que los bifosfonatos se concentren en mayor
cantidad en estos huesos.?®

Antes de la publicacion de esta alerta médica (Marx Stern en 2002)3, representantes de
Novartis® el cual produce los dos bifosfonatos intravenosos (pamidronato y
zoledronato), que causan esta forma de osteonecrosis, fueron invitados a examinar a
dos de los pacientes y a discutir los otros 34 casos existentes. Si bien expresaron
inquietud acerca de la situacién de estos pacientes, los representantes de Novartis®
negaron la posibilidad de que la osteonecrosis estuviera conectada de alguna forma
con sus farmacos, debido a que en sus estudios preclinicos en animales, ni en los mas
de tres mil seiscientos pacientes enrolados en sus estudios clinicos humanos se
encontré ninguna evidencia de necrosis 0sea. Atribuyeron las exposiciones Oseas a la
quimioterapia que habian recibido estos pacientes y posiblemente a la dexametasona
que se habia administrado a aproximadamente el 55% de los pacientes.

Irbnicamente, la evidencia mas fuerte hasta la fecha de una relacion causa y efecto
entre los bifosfonatos y la osteonecrosis de los maxilares, la proporcionan los
resultados de un estudio de Novartis®, realizado para obtener la aprobacion para la
comercializacién por la Administracion de Alimentos y Drogas (FDA). En este estudio,
pacientes con metastasis 6sea recibieron su quimioterapia normal solamente o
quimioterapia mas un régimen de esteroides y un bifosfonato intravenoso (aredia o
zometa). Pacientes con las mismas malignidades sin metastasis 6sea también
recibieron su quimioterapia normal y un régimen de esteroides idéntico, pero no
recibieron bifosfonatos intravenosos. Resultd interesante descubrir que sélo los
pacientes que recibieron un bifosfonato intravenoso desarrollaron alguna vez hueso
expuesto. Este fue uno de los estudios mejor aleatorizados, controlados y realmente en
doble ciego en la historia de la medicina o la odontologia.?
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Aunque el texto de Marx y Stern tiene el crédito de haber identificado por primera vez la
osteonecrosis de los maxilares inducida por bifosfonatos, existen indicios que la misma
enfermedad puedo haber sido reconocida hace mas de 100 afios como una
enfermedad ocupacional industrial denominada Phossy jaw. Segun se informé,
mineros de fosfatos y obreros de fabricas de cerillos en los Estados Unidos y Gran
Bretafia desarrollaron exposiciones 6éseas que no sanaban sélo en la boca,
relacionadas con el tiempo que trabajaron en la mina (figura 1.4). Es probable que esta
exposicidn diaria crénica a los fosfatos en el medio ambiente, causara una acumulacién
de compuestos de bifosfonato en el hueso, produciendo finalmente la misma

enfermedad clinica que ahora se relaciona con terapias médicas con bifosfonatos®.

Figura 1.4. Imagen Phossy jaw, enfermedad comun en trabajadores de la industria del
fésforo en los afios 1840-1919. Referencia ’.

Recientemente, se han descrito casos de osteonecrosis mandibular y maxilar en
pacientes sometidos a tratamiento crdnico con bifosfonatos. Hasta el momento tres han
sido los farmacos implicados: pamidronato de disodio, acido zoledrénico y alendronato
de sodio. Se trata de un efecto secundario muy poco frecuente, no detectado en
ensayos clinicos precomercializacion, que repercute de forma significativa en la calidad
de vida de estos pacientes. La mayoria de los casos se dan en pacientes oncoldgicos
que reciben tratamiento antineoplasico concomitante a largo plazo y muchos de ellos
estaban sometidos a tratamiento intermitente con esteroides a corto plazo, junto a los
bifosfonatos via endovenosa, para el tratamiento del cancer y de los sintomas 2"% .

Los bifosfonatos estan adquiriendo una relevancia terapéutica cada vez mayor, dada su
utilidad en el manejo de diversas patologias®’. Con el incremento de su uso, se estan
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documentando casos de necrosis maxilar ésea de dificil soluciéon y con una importante
afectacion de la calidad de vida de los pacientes en tratamiento con estos farmacos. El
factor que con mayor frecuencia desencadena el proceso es la actuacion de los
profesionales: odontologos, estomatologos y cirujanos maxilofaciales, en tratamientos
traumaticos. La prevision e intervencion conservadora, parecen ser los medios mas
adecuados para minimizar la incidencia o resolver las complicaciones 2

Las pruebas diagnosticas que ayudan a detectar la necrosis mandibular, ademas de la
historia clinica son:

1. Estudio histopatoldgico del hueso expuesto.
2. Cultivo antibiograma.
3. Estudios radiograficos: ortopantomografia y tomografia computarizada

Los pacientes con esta afeccion requieren de prolongados tratamientos con antibiético,
siendo de gran utilidad determinar el espectro bacteriano determinando la sensibilidad
a los diferentes antibidéticos de los microorganismos presentes. Los estudios
radiograficos ayudaran a valorar la extencion de la zona osteolitica, asi como
margenes clinicos mal definidos de la lesion (fig 1.5).

Ruggiero y colaboradores en el afno de 2007, proponen tres estadios clinicos de la
osteonecrosis , los cuales se pueden clasificar de acuerdo con las caracteristicas
clinicas presentes( tabla I. 2 ) ?".

Tabla 1.2.Estadios clinicos propuestos por Ruggiero et al .
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Figura 1 .5. A. Radiografia panordmica, donde se observa la destruccion
Osea. B) Presencia clinica exposicion ésea. C) Obtencion quirdrgicas de la
muestra. D) Hueso necrdético inducido por bisfosfonatos.
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Il Hueso e hidroxiapatita
Histologia del hueso

El tejido 6seo es una variedad de tejido conjuntivo, que se caracteriza por su rigidez y
su gran resistencia tanto a la traccién como a la compresién, conformada por una
porcion mineral y otra organica.

Su composicion quimica es de un 25% de agua, 45% de minerales como fosfato y
carbonato de calcio 30%, de materia organica, principalmente colageno y otras
proteinas.

El componente organico esta formado de un 85 a 90% de colageno tipo | y un 10 a
15% de otras proteinas como proteoglicanos, proteinas implicadas en la adhesién
celular osteonectina, cialoproteinas 6sea osteocalcina y factores de crecimiento.

El componente mineral se conoce como matriz ésea; estd formada por fibrillas, las
cuales forman laminillas éseas de aspecto estriado o punteado. Presenta lagunas
O0seas que son cavidades existentes donde se alojan las celulas 6seas, denominadas
osteocitos que se comunican entre si, a través de canales finos de la cavidad de la
matriz 6sea. Las laminas del hueso compacto se disponen de forma concéntrica
alrededor de unos conductos paralelos al eje longitudinal del hueso, llamados
conductos de Havers los cuales contienen fibras nerviosas y vasos sanguineos que
proporcionan nutrientes organicos a los huesos. Los conductos de Havers estan
conectados entre si, con las cavidades medulares y con el exterior por los
denominados canales de Volkman. El hueso esponjoso no contiene canales de Havers,
consiste en un entramado de trabéculas o laminillas 6seas que se disponen de forma
tridimensional, creando cavidades comunicadas, ocupadas por una red de tejido
conjuntivo que recibe el nombre de tejido medular.

La matriz 6sea es la responsable de las extraordinarias propiedades biomecanicas del
hueso; las fibras colagenas le proporcionan flexibilidad y resistencia a la tension,
mientras que las sales minerales le confieren dureza, rigidez y resistencia a la
compresion.?
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Tipos de tejido 6seo

El tejido 6seo se organiza de dos formas diferente: Tejido 6seo esponjoso y tejido éseo
compacto (figura Il. 1)

Hueso esponjoso Hueso compacto

Figura Il .1.Conformacién de tejido 6seo

Hueso esponjoso.

Esta formado por delgadas trabéculas que, en los huesos ya formados, corresponden
al tejido 6seo laminar rodeadas por células de revestimiento 6seo. Este se localiza en
el interior de los huesos del craneo, vértebras, esternon y pelvis y también al final de
los huesos largos.

Su estructura esta dispuesta en forma de redes similares a una esponja caracterizada
por trabéculas, en donde se ubican los osteocitos, y su funcién es actuar como
andamio que provee rigidez y soporte en la mayoria del hueso compacto.
El hueso esponjoso no contiene osteonas, sino que las laminas intersticiales estan de
forma irregular, formando unas placas llamadas trabéculas. Estas placas forman una
estructura esponjosa, dejando huecos llenos de la médula 6sea roja. Dentro de las
trabéculas estan los osteocitos; los vasos sanguineos penetran directamente en el
hueso esponjoso y permiten el intercambio de nutrientes con los osteocitos? *°.
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Hueso compacto o denso

Este se localiza en porciones externas de todos los huesos y ramificaciones de los
huesos largos; poseen una estructura dura y predomina matriz 6sea. Aqui se localizan
los osteocitos dentro de las lagunas alrededor de los conductos de Havers u ostedn.

Este hueso provee rigidez y soporte, y forma una capa exterior solida sobre los huesos,
lo cual evita que sean facilmente fracturados.

Su matriz 6sea mineralizada esta depositada en laminillas: entre estas se ubican las
lagunas con los osteocitos (cada laguna con el osteocito es llamada osteoblasto);
desde cada una se irradian canaliculos, ramificados que las comunican y permiten la
nutricion de los osteocitos (recordemos que esto es importante ya, que los osteocitos
se encuentran rodeados de matriz mineralizada que no permite la difusién de nutrientes
al osteocito). Las laminillas se disponen de 3 formas:

1) Concéntricamente alrededor de un canal longitudinal vascular (llamado conducto
de Havers), que contiene capilares, vénulas y a veces arteriolas, formando estructuras
cilindricas llamadas osteonas o sistemas haversianos visibles al microscopio 6ptico.
Los canales haversianos comunican entre si con la superficie o la cavidad medular por
canales transversales u oblicuos llamados canales perforantes o de Volkman, que
poseen vasos que vienen del periostio y del endostio mas grande que los de las
osteonas que comunican entre ellas.

2) Entre las osteonas se disponen de forma angular, formando los sistemas
intersticiales separados de las osteonas por las llamadas lineas de cemento (capas de
matriz 6sea pobres en fibras colageno que no son atravesados por estos canaliculos, o
sea que no poseen elementos vasculares, todo esto es observable al microscopio
optico).

3). Por debajo del periostio,y del endostio se ubican alrededor de la circunferencia del
tallo de forma extendida las laminillas circunferenciales externas e internas (paralelas a
la superficie).

Los minerales de los huesos no son componentes inertes ni permanecen fijos, sino que
son constantemente intercambiados y reemplazados junto con los componentes
organicos, en un proceso que se conoce como remodelacién 6sea. Su formacion vy
mantenimiento estd regulada por hormonas y alimentos ingeridos, que aportan
vitaminas de vital importancia para su correcto funcionamiento 2°.
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Figura 1.2. Se muestra corte de sinfisis mandibular. A) Imagen de microscopia de luz
donde se observa conducto haverisano .B) Sistema haversiano, coductos
Volkmann,laminillas éseas y canaliculos *° .
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Células del tejido 6seo

Célula osteoprogenitora

Las células osteoprogenitoras o células madre ésea son células indeferenciadas que
preceden de las células mesenquimatosas. Durante la formacion de los huesos, estas
células sufren division y diferenciacion a células formadoras de hueso (osteoblastos) y
secretan matriz 6sea. Se localizan en el periostio endostio y en los canales perforantes
y de Havers, mientras que los preosteoclastos daran origen a los osteoclastos. Esta es
una célula en reposo capaz de transformarse en un osteoblasto y secretar matriz ésea.
Estas células se encuentran en las superficies externas e internas de los huesos
(células periosticas y células enddsticas). Son capaces de dividirse y proliferar y tienen
la capacidad de diferenciarse a tres tipos celulares, ademas de los osteoblastos; estas
son: adipositos, condroblastos y fibroblastos (se desconoce el origen exacto de estas
células).

Osteoblastos

Surgen como diferenciacion de las células osteoprogenitoras, bajo la influencia de la
familia de la proteina morfogénica 6sea (BMP), que posee la capacidad de inducir la
formacion de hueso nuevo, cartilago y tejido conjuntivo: son células mononucleares de
forma cubica, citoplasma basdfilo y ricas en una isoenzima especifica de la fosfatasa
alcalina; dentro de sus funciones destacan: a) sintetizar el componente organico de la
matriz ésea, b) intervenir en el proceso de mineralizacion, c) controlan el depdsito de
las sales minerales, sintetizan el coldgeno y secretan la parte organica de la matriz
0sea, ya que producen vesiculas de matriz. Se ubican siempre en la superficie del
tejido 6seo ya que este solo puede crecer por aposicion, ademas liberan algunos
factores que son probablemente mediadores de la resorcidon 6sea. El desarrollo de los
osteoblastos se ve influenciado por distintos factores que estimulan su formacién como
la hormona paratiroidea y la vitamina D.

Producen el receptor RANKL (molécula importante para el metabolismo 6seo0), ya que
es receptor para la activacién del factor nuclear K-B, cuya principal funcion es la
activacion de los osteoclastos. La superproduccion de RANKL esta implicada en gran
variedad de enfermedades degenerativas del tejido 6seo, segregan también la
glicoproteina osteonectina (para la mineralizacion 6sea), osteopontina (para sellar la
zona donde actua el osteoclasto), osteocalcina (mineralizacién 6sea), sialoproteina
O0sea (une osteoblastos y osteocitos a la matriz extracelular) y M-CSF (factor
estimulante de colonias de macréfagos, poseen receptores de hormonas, vitaminas y
citocinas, como la hormona paratiroidea que induce al osteoblasto a secretar OPGL
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(ligando de osteoprotegerina) y factor estimulante de osteoclastos; estos actuan en la
diferenciacion de preosteoclastos a osteoclastos y en su activacion, participan en la
resorcion 6sea secretando sustancias que eliminan la osteoide (fina capa de matriz no
mineralizada), exponiendo la matriz 6sea para el ataque de los osteoclastos.

Los osteoblastos tienen dos destinos posibles: pueden ser rodeados por la matriz 6sea
que producen y pasan a ser osteocitos, o permanecen en la superficie del tejido 6seo
recién formado, aplanandose y constituyendo las células de revestimiento éseo,
Cuando los osteoblastos entran en un estado de inactividad se les llama células de
recubrimiento éseo y pueden revertirlo para secretar citocinas o matriz 6sea ;cuando
quedan envueltas por la matriz 6sea es cuando se transforman en un estadio no activo.

Osteocito:

Se localizan en el hueso formado, ya que residen en lagunas en el interior de la matriz
O0sea mineralizada, su forma se adapta al de la laguna y emiten prolongaciones largas
que se extienden por los canaliculos de la matriz 6sea y esto los pone en contacto con
otros osteocitos. En esas zonas de contacto las membranas forman un nexo que
permite el intercambio de iones. Son similares a los osteoblastos, pero menos activos
y, por lo tanto, su reticulo endoplasmatico y aparato de Golgi esta menos desarrollado;
su funcién es seguir sintetizando los componentes necesarios para el mantenimiento
de la matriz que los rodea. Estan ampliamente relacionados con Ia
mecanotransduccidon (proceso de sefales celulares en respuesta a los estimulos
mecanicos). De esta manera reaccionan a la tensidon ejercida liberando CAMP
(monofosfato de adenosina ciclico, es un segundo mensajero empleado en las rutas
de transduccion de la sefal en las células como respuesta a un estimulo externo o
interno y osteocalcina y somatomedinas, lo que induce a la adicion de osteoblastos
para la remodelaciéon hueso. Poseen la capacidad de sintetizar y resorber la matriz
0sea, al menos en forma limitada; estas actividades contribuyen a la homeostasis de la
calcemia.

El osteocito es capaz de modificar la matriz 6sea circundante por su actividad sintética
y resortiva; morfolégicamente tiene tres estados funcionales.

A) Osteocitos latentes poseen matriz calcificada madura.
B) Osteocitos formativos exhiben indicios de formacion de matriz.
C) Osteocitos resortivos eliminan matriz mecanismo llamado osteolisis osteocitica.
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Osteoclasto

Esta es una célula multinucleada de gran tamafo, acidéfila, cuya funcion es de
resorcion 6sea. Cuando el osteoclasto esta en actividad, descansa directamente sobre
la superficie 6sea donde se producira la resorcidn, como consecuencia de su actividad,
inmediatamente por debajo del osteoclasto se forma una excavaciéon poco profunda
llamada laguna de resorcion o laguna de Howship. Los osteoclastos reabsorben las
trabéculas, van formando tejido éseo a manera de laminillas y se dispone la médula
Osea definitiva, dada la menor o mayor cantidad de laminillas.

Por su origen hematopoyético, son entendidos como "macréfagos del hueso”. Hasta
hace poco, se creia que surgian de la fusion de varios monocitos, pero, de acuerdo con
las nuevas investigaciones, se ha descubierto que tienen su origen en el sistema de
fagocitos mononucleares y surgen de la diferenciacion (mediada por citocinas
provenientes del osteoblasto) de macréfagos, ubicados en las lagunas de Howship. Se
encuentran con los nucleos cerca de su superficie lisa, mientras que la superficie
adyacente al hueso presenta prolongaciones muy apretadas como una hoja delimitada
por profundos pliegues (se le llama borde en cepillo o borde plegado), abundantes
mitocondrias en el borde plegado: también en esta regién hay lisosomas y vacuolas;
rodeada de un citoplasma libre de organulos llamada "zona clara", con la que se
adhiere a la superficie del hueso mediante integrinas, unos receptores especializados
del hueso alrededor del borde plegado la membrana se une al hueso por filamentos de
actina (zona de sellado donde el osteoclasto lleva a cabo su funcién de reabsorcion).
En este sitio de sellado el osteoclasto bombea protones que baja el pH (acidifica el
medio): para disolver el material 6seo, el interior acido del compartimiento favorece la
liberacion de hidrolasas acidas lisosomales y proteasas, como gelatinasa y colagenasa
(por el aparato de Golgi, reticulo endoplasmatico y vesiculas del borde), que eliminan
las sales de calcio y degradan el colageno y componentes organicos de la matriz ésea.
La nutricién de los osteocitos depende de canaliculos que penetran la matriz 6sea y
conectan a los osteocitos vecinos entre si y con canales vasculares que penetran al
hueso o que se ubican en las membranas conjuntivas que revisten las superficies del
hueso (periostio y endostio) *'.

Osificacién
Es el proceso de crear nuevo material 6seo por las células llamadas osteoblastos.

Mecanismos de osificacion

Existen dos procesos para formar tejido 6seo normal:
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1) La osificacién intramembranosa

Es la formacién directa de hueso en el se limita a los huesos que no tienen funcién de
sostén estructural; por ejemplo, los huesos planos del craneo. El hueso se forma por
diferenciacion de células mesenquimaticas en osteoclastos; en la osificacion el
mesénquima se condensa en tejido conjuntivo vascularizado en el cual las celulas
estan unidas por prolongaciones y en los espacios intercelulares depositan haces de
colagena orientados al azar quedando incluidos en la matriz. La primera sefal de
formacion 6sea es la aparicion de bandas de matriz eosindfila mas densa que se
deposita en los vasos sanguineos que forman la red. Las células se agrandan y se
reunen sobre las trabéculas permanecen unidas por medio de prolongaciones se hacen
mas basofilas transformandose en osteoblasto que depositan matriz osteoide no
calcificada, dando origen a nuevas laminillas de oseina (sustancia cementante amorfa,
de por si bastante rigida, secretada por osteoblastos) y a la vez se van cargando de
sales de calcio. El tejido conjuntivo continua la multiplicacion de los fibroblastos y sigue
formando oseina, y el pseudoepitelio continda retrocediendo. Asi, capa a capa, va
formandose el tejido 6seo. Las laminillas se forman a partir de un tejido que posee
sustancia fundamental, fibrillas, células conjuntivas. Durante esta formacién surgen dos
etapas que son la aparicion de sustancia cementante (oseina) y la impregnacion con
sales calcica se depositan sobre la matriz extracelular. Luego se genera la primera
laminilla de hueso sin calcificar, posteriormente se forma la segunda laminilla y se
calcifica la primera, y asi sucesivamente. A partir de la glucosa-6-fostato, llega a la
zona de osificacién y se desdobla por la fosfatasa alcalina (forfolilasa) en ion fosfato y
glucosa. El i6n fosfato, que es el de interés en el proceso, se une al ién calcio que
proviene de la sangre y forma una sal: fosfato de calcio (83-88%). Una vez llega a su
formacion Optima, precipita en forma de cristales (hidroxiapatita). Debido al
engrosamiento trabecular los osteoblastos quedan atrapados en lagunas y se
convierten en osteocitos que se conectan con los osteoblastos de la superficie por
medio de canaliculos. El numero de osteoblastos se mantiene por la diferencia de
células primitivas del tejido conjuntivo laxo. Las aéreas esponjosas se convierte en
hueso compacto, las trabéculas siguen engrosando hasta que desaparecen los
espacios que rodean los vasos sanguineos ,las fibras de colageno se vuelven mas
ordenadas; donde persiste el hueso esponjoso termina el engrosamiento trabecular y el
tejido vascular interpuesto se transforma en tejido hematopoyético, el tejido conjuntivo
se transforma en periostio, los osteoblastos superficiales se trasforman en células de
aspecto fibroblastico, pudiéndose transformar de nuevo en osteoblasto si son
provocados. El periostio no solo genera hueso, sino también lo reabsorbe permitiendo
su remodelacion.
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2) La osificacién endocondral

Inicia con la proliferacion y agrupacion de células mesenquematicas en el sitio donde
se desarrollara el futuro hueso; no obstante, las células mesenquematicas se
diferencian en condroblastos que a su vez producen matriz cartilaginosa caracteristica
de esta osificacion que se lleva a partir de cartilago. Los huesos, durante el desarrollo
embrionario, son un molde de cartilago hialino que va siendo progresivamente
reemplazado por tejido 6seo.

Este tipo de osificacion se puede estudiar de la siguiente manera:

1.

Desarrollo del modelo cartilaginoso: En el sitio donde se formara el hueso, las
células mesenquimatosas se diferencian en condroblastos, que producen una
matriz cartilaginosa, de tal forma que el modelo se compone de cartilago hialino.
Ademas, se desarrolla una membrana llamada pericondrio, alrededor del modelo
cartilaginoso.

Crecimiento del modelo cartilaginoso: Cuando los condroblastos quedan ubicados
en las capas profundas de la matriz cartilaginosa, se les llama condrocitos. El
modelo cartilaginoso crece en sentido longitudinal por division celular continua de
los condrocitos, acompafada de secrecidon adicional de matriz cartilaginosa. Este
proceso genera un aumento de longitud que se llama crecimiento intersticial. En
contraste, el incremento en el grosor del cartilago se debe principalmente a la
adicién de matriz en la periferia del modelo por nuevos condroblastos, los cuales
evolucionan a partir del pericondrio. A este tipo de desarrollo por depdsito de matriz
sobre la superficie cartilaginosa se le llama desarrollo por aposicién.

Al continuar el crecimiento del modelo cartilaginoso, se hipertrofian los condrocitos
de su region central, acumulan glucdégeno para la producciéon de ATP, sintetizan
enzimas que catalizaran las reacciones quimicas. Algunas de las células
hipertroficas explotan y liberan su contenido, lo que modifica el pH de la matriz, este
cambio activa la calcificacidon. Otros condrocitos del cartilago en calcificacién mueren
porque la matriz ya no difunde los nutrientes con rapidez suficiente. Al ocurrir esto,
se forman lagunas que tarde o temprano se fusionan para formar cavidades
pequenas.

3. Desarrollo del centro de osificacion primario: Una arteria nutricia penetra en el

pericondrio y en el cartilago en calcificacién, estimulando a las células ostedgenas
del pericondro que se diferencien en osteoblastos. Estas células secretan, bajo el
pericondrio, una lamina delgada de hueso compacto, llamada collar de matriz ésea;
cuando el pericondrio empieza a formar tejido éseo, se le conoce como periostio.
El conjunto de estos vasos y sus correspondientes osteoblastos, osteoclastos y
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células de la médula 6sea roja, recibe el nombre de brote peridstico. Al crecer en el
modelo cartilaginoso, los capilares inducen el crecimiento de un centro de
osificacion primario, region en que el tejido 6seo sustituye la mayor parte del
cartilago. Luego los osteoblastos comienzan a depositar matriz 6sea sobre los
residuos del cartilago calcificado, con lo que se forman las trabéculas del hueso
esponjoso. La osificacién primaria principia en la superficie exterior del hueso y
avanza hacia el interior.

Desarrollo de los centros de osificacion secundarios: La diafisis, que al principio era
una masa solida de cartilago hialino, es reemplazada por hueso compacto. La
formacion de hueso es similar a la que tiene lugar en los centros de osificacion
primarios; sin embargo, la osificacion secundaria se inicia en el centro de la epifisis
y prosigue hacia él, en direccion a la superficie externa del hueso.

El crecimiento de los hueso es un largo proceso que dependen de varios factores
como algunos genéticos, hormonales, nutricionales, por lo que esta expuesto a
numerosos y variados trastornos obligando a utilizar farmacos que restablezcan la
fisiologia adecuada o prevengan el deterioro de este tan importante tejido.

Es de importancia conocer la fisiologia y necesidades metabdlicas del tejido 6seo,
para comprender la interaccion de farmacos administrados cotidianamente como
los bifosfonatos quienes por su comportamiento y gran afinidad son utilizados cada
dia mas®'.
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Estructura de la hidroxiapatita

La hidroxiapatita (Caig (PO4)s(OH)2) es un sdlido transparente-translucido y poco
soluble en agua. Las apatitas son el componente principal de las rocas alcalinas vy el
mayor constituyente de los huesos y dientes.

Es un compuesto cristalino integrado por cinco atomos de calcio, tres moléculas de
fosfato y de un ién de hidroxilo; El hueso contiene aproximadamente 14% proteina de
colageno, 4% de otras proteinas y aminoacidos (hidroxiprolina, glicina y acido
glutamico). El calcio abarca entre el 24-30% de la matriz de la hidroxiapatita junto con
otros minerales (zinc, potasio, silicio, magnesio y hierro), forma un conjunto
biodisponible activo de calcio *2.

Como sabemos, el hueso esta constituido por hidroxiapatita la que difiere en contenido
en agua, cantidad y contenido de componentes organicos; el calcio es un elemento con
gran relevancia para la estructura y el funcionamiento posterior de los tejidos
mineralizados; es un elemento esencial para que los individuos vivan y tengan
excitabilidad nerviosa; aumenta en las contracciones musculares, paso de sustancias a
través de sus membranas y actividad hormonal. En los humanos el calcio ocupa el
quinto lugar en importancia de los elementos que lo componen, atras del sodio y del
potasio, y es el tercer cation mas importante en el espacio extracelular:el 99% del
calcio en humanos se halla en huesos y dientes como parte de la HAP y el 1% se
encuentra en el liquido extracelular *,

Sin embargo, la hidroxiapatita natural contiene porcentajes minimos de sodio, cloro,
carbonatos y magnesio, los cuales juegan un papel preponderante en la funcién
remodeladora del hueso. Por esta razén, no se le considera una apatita pura.

Férmula de la hidroxiapatita

La distribucion cristalografica es caracteristica del grupo apatita del acomodamiento
hexagonal, el cual es una de las redes de Bravais; su formula esta constituida por

Ca 10 (PO 4) 6 (OH) 2.

Posee un grupo espacial P63s/m. En estado natural no es completamente pura, ya que
permite el acomodo de impurezas en su celda unitaria. En el modelo de la figura Il. 1
podemos observar la red cristalina de la hidroxiapatita en el plano cristalografico (001).

32



A partir de la férmula de la hidroxiapatita, se estima que el nimero de atomos de Ca en
la celda unitaria es de 10 ,hay 6 atomos de P,26 atomos de O y 2 de H. La relacion del
numero de atomos de Ca con respecto al numero de P es un parametro importante en
los fosfatos calcicos .En el caso de la hidroxiapatita sintética esta relacion Ca/P es de
1.67.Tambien podemos tomar las relaciones entre otros atomos, como por ejemplo:

O/Ca =2.6
O/P=4.3

La relacion de Ca/P en el esmalte dental humano tiene un valor de alrededor de 2,
nunca se obtiene el valor de 1.67 (34,35).

Figura 1.1 Modelo hexagonal de la HAP 2
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[l1l. Técnicas instrumentales de caracterizacion

Microscopio estereoscopico de luz

Ofrece una imagen estereoscépica (3D) de la muestra, mediante un doble ocular y un
doble objetivo, la cual permite percibir la imagen en profundidad. Generalmente utiliza
iluminacién por reflexion.

Presenta una distancia de trabajo de entre 32 y 270mm, apta para manipular el material
en estudio. Se usa para observar objetos opacos relativamente grandes.*

El microscopio estereoscépico Zeiss Stemi 200c, utilizado en este estudio, permite
maniobrar la muestra en la platina sin dificultad; posee magnificaciones que va desde
.65X a 5.0X tiene adaptador para una camara digital, la cual almacena la imagen en la
computadora.

Figura 111.1. Microscopio de luz de la marca Zeiss.

34


http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Imagen_estereosc%C3%B3pica&action=edit&redlink=1

Microscopio electrénico de barrido

A diferencia de los microscopios de luz visible, este microscopio funciona a base de
electrones.

Este microscopio permite imagenes con aspectos tridimensionales que registran
informacion sobre la morfologia la muestra, la composicién quimica y la estructura.
Funciona con un haz de electrones generados por un caidn electrénico, acelerados por
un alto voltaje y focalizados por medio de lentes magnéticas (ello al alto vacio). Los
electrones barren la muestra con el haz electrénico de seccidn transversal pequefa.
Los electrones emitidos en un punto son recolectados por medio de detectores
utilizados para modular la polarizacion de la rejilla de un tubo de rayos catddicos; asi, la
cantidad de electrones detectada y la intensidad del punto correspondiente en la
pantalla del tubo de rayos catddicos daran las caracteristicas topograficas de la
superficie de la muestra.

El SEM esta compuesto por tres detectores que permiten obtener imagenes de
electrones secundarios, imagenes de electrones de retrodispersion y espectros de
rayos X EDS.

El SEM que se utilizé este trabajo fue el. JEOL — 5600-LV, el cual cuenta con un EDS
de la marca NORAN.

Microandlisis de rayos X por dispersion de energia (EDS)

Identifica la distribucion cuantitativa y cualitativa de elementos quimicos que se
encuentran en la muestra, proporcionando graficas e imagenes relacionadas con esa
distribucion. EI EDS identifica y evalua el contenido de elementos quimicos desde el
carbono al uranio en superficies planas o secciones finas de las muestras en todo tipo
de material (biolégico e inerte).

Una vez obtenido el espectro, se identifican los elementos de acuerdo a su intensidad
y numero atémico

Los mapas de RX que sirven para ver graficamente la distribucién de los elementos en
la zona seleccionada, mediante una imagen de la zona analizada se asigna un color
diferente a cada uno dependiendo de la distribucion de los elementos quimicos
presentes en la muestra.
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Figura I11.2. Microscopio electronico de barrido.
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Andlisis por difracciéon de rayos X

La difraccion de rayos X es una técnica que consiste en hacer pasar un haz de rayos X
de una determinada longitud de onda a través del material sujeto a estudio. Por
difraccion, da lugar a un patron de intensidades de acuerdo a la ley de Bragg, que
predice la direccion en la que se da la interferencia constructiva entre haces de rayos X
dispersados coherentemente por un cristal.

Debido a su precision, es una de las técnicas utilizadas frecuentemente en el estudio
de materiales. Es posible trabajar con monocristales o con polvo microcristalino.

El difractdmetro utilizado en este trabajo fue de la marca BRUKER, modelo D8-

ADVANCE; el cual utiliza una radiacion monocromatica producida por blanco de Cu
(ka) con A=0.154nm.

Figura Il 3. Difractometro BRUKER, modelo D8-ADVANCE.
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Espectroscopia infrarroja

La espectrometria de rayos infrarrojos es un tipo de espectrometria de absorcién que
utiliza la region infrarroja del espectro electromagnético. Como las demas técnicas
espectroscopicas, puede ser utilizada para identificar un compuesto e investigar la
composicién de una muestra

La espectrometria infrarroja se basa en el hecho de que los enlaces quimicos de las
sustancias tienen frecuencias de vibracion especificas, que corresponden a los niveles
de energia de la molécula. Estas frecuencias dependen de la forma de la superficie de
energia potencial de la molécula, la geometria molecular, las masas atémicas v,
posiblemente, el acoplamiento vibracional.

Con el fin de hacer medidas en una muestra, se transmite un rayo multicromatico de luz
infrarroja a través de la muestra, y se registra la cantidad de energia absorbida,
repitiendo esta operacion en un rango de longitudes de onda de interés (por lo general,
4000-400 cm-1) se puede construir un grafico. Al examinar el grafico de una sustancia,
un usuario experimentado puede obtener informacion sobre los modos de vibracion de
las moléculas presentes en la muestra.
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. Espectrometria de infrarrojos por transformada de Fourier

La espectrometria infrarroja con transformado de Fourier (FTIR) es una técnica de
analisis para obtener el espectro infrarrojo con mayor rapidez. En lugar de registrar los
datos variando la frecuencia de luz infrarroja multicromatica, se guia la luz IR (con
todas las longitudes de onda de pista utilizada) a través de un interferometro. Después
de pasar por la muestra, la sefal medida da el interferograma. La realizacién de una
transformada de Fourier de la sefial produce un espectro idéntico al de la
espectrometria infrarroja convencional (dispersiva).

Para realizar el estudio se utilizd el equipo de radiacion Nicolet NEUX 470; la técnica
utilizada por espectrémetro es de reflectancia difusa.

Figura 111.4. Espectrometro Nicolet NEUX 470.
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IV. Materiales y Métodos
Obtencién de las muestras

Las muestras a estudiar corresponden a dos tramos de hueso de la zona retromolar
izquierda del maxilar superior (ambas muestras se obtuvieron por donacion).

Las muestras de hueso necrético relacionado con aplicacién de bifosfonatos
(zolendronato) donada por una paciente femenina de 56 afios con antecedentes
patologicos carcinoma de mama (figura IV.1).

La segunda muestra es una porcidn de hueso sano sin presencia de necrosis
avascular, donada por una paciente femenina de 50 afios de edad atropellada, que
presentd fractura del maxilar (figura 1V.2).

10

Figura 1V.2. Muestra de hueso
sano.

Figura 1V.1.Muestra de hueso
necrético
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Preparaciéon de las muestras

Ambas muestras fueron preparadas para ser estudiadas con microscopia oOptica y
Electronica de Barrido SEM, rayos X, rayos Infrarrojos IR.

Las muestras se midieron y pesaron, individualmente se separ6 el material muestra para
la elaboracion y preparacion de un bloque y polvo de cada una para realizar su
respectivo analisis.

1. Los bloques se observaron en el microscopio 6ptico, en el microscopio electronico de
barrido y se analizaron por EDS.

2. El polvo se observd en microscopio electronico de barrido, y se analiz6 por
espectroscopia infrarroja mediante difraccion de rayos X.

Preparacién de las muestras en bloque

Se preparé un molde rectangular, con cera de uso dental, dejando la parte de la
muestra que se queria observar cercana a la superficie. (Figuras IV. 5-6.).

Polimerizado el material, se realizé el procedimiento de el pulido a espejo para obtener
una superficie lisa y plana, eliminando rugosidades, utilizando lijas de carburo de
silicio de numero 100, 400, 1200 y 4000, en ese orden. Esto se realizd en una
superficie lisa y con movimientos circulares.

Posteriormente se pulié sobre un pano de pelo mediano y alumina (Al, Oz ) de 1 micra
(figura IV.7) y se lavaron con agua bidestilada (figura IV. 9), hasta la obtencién de
bloques con terminacion de “pulido en espejo’.

Se realizé un ataque quimico con acido fosférico al 86% en una cara y un borde del
bloque (figura IV.8).Posteriormente se lavd con agua bidestilada (figura IV.9).Ambos
bloques se analizaron en el microscopio optico y microscopio electrénico de barrido.

Cabe mencionar que si este proceso de pulido a espejo puede ser fuente de
contaminaciéon de la muestra por silicio y aluminio. El ataque con acido tiene como
objetivo eliminar residuos de estos materiales y revelar la estructura de las muestras bajo
estudio.
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Figura. IV.5-6. Hueso sumergido en metacrilato de uso dental.

Figura IV.7 Pulido de la muestra para

- . Figura IV .8. Colocacion de acido fosférico.
obtener superficie en espejo.

Figura IV.10. Bloque de hueso con
Figura IV. 9. Lavado de las muestras con agua bidestilada. estructuras reveladas para ser
observadas
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Preparacion de las muestras en polvo

Ambas muestras se molieron individualmente para obtener polvos finos.

Muestra de hueso necraético

Se molié en un mortero de agata de alta pureza (figura 1V.12), hasta obtener un polvo
fino; posteriormente se pasé por el tamiz de acero inoxidable con apertura de 120 y 325
micras.

Muestra de hueso sano

Debido a que esta muestra se mostré mas duro que la muestra de hueso necrético, se
molié en el molino de bolas a una velocidad de 568 rpm. El polvo fue extraido del molino
de bolas CARL Zeiss (figura IV 13). Con la pipeta metalica se recolectdé para ser molido
en el mortero de agata, logrando un grano mas fino y tamizarlo a 120 y 325 micras
(figura IV.14).

Para ser analizada por EDS se esparcié polvo en un portamuestras y se fabrico una

pastilla, utilizando un pastillero de acero templado (figura IV.15 a-b) y una prensa de
palanca marca Gimbel a una presion de media tonelada (figura IV 15 d).

El polvo para ser analizado por DRX y por espectroscopia infrarroja no necesita
preparacion adicional
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Figura IV. 12. Mortero de age Figura IV .13. Molino de bolas. Figura IV. 14. Hueso en polvo.

Figura V.15 (a) (b). Colocacion de polvo de hueso en el pastillero. (c) Prensa manual. (d)
Presion a media tonelada. E) Prensa manual

Figura IV 16. a) Pastilla de hueso en polvo. b) Se eliminaron restos de polvo. c) Pastilla en portamuestra.



Técnicas de caracterizacion

Las muestras elaboradas fueron sometidas a diversas técnicas de caracterizacion, como
se observa en la tabla siguiente (tabla I1V.1).

SEM

EDS

Mapeo

RX

Hueso necrético

Hueso sano

Bloque de
hueso necroético

Bloque de
hueso sano

* %

Pastilla de hueso
necrotico

Pastilla de hueso
sano

* % kb %

Polvo de hueso
necrotico

) o

Polvo de hueso
Sano

* % | % Db b %

) o

Tabla IV.1. Lista de analisis realizados a cada una de las muestras.
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V. Resultados

Los resultados se presentaran de acuerdo con los analisis realizados secuencialmente
en cada una de las técnicas.

V.1 Hueso necroético

Microscopio 6ptico

En lafigura V.1 se observa la muestra de hueso necraético tal y como fue obtenido y la
preparacion requerida de la muestra para ser analizada en SEM. También se presenta
en esta figura la muestra de hueso sano y su preparacion.

Fue posible comparar las muestras en color, ya que el hueso necrotico presenta un
color amarillo en toda su superficie con cambio de tonalidades, que son mas obscuras.
Algunas partes son de color negro, caracteristicas de la necrosis. El trabeculado 6seo
se observa de mayor tamafo y zonas con gran reabsorcion sin regeneracion, el hueso
sano es de color mas claro y su superficie es mas compacta.
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Figura V.1 A). Muestra de hueso necrético en microscopio 6ptico( MO).
Figura V.1 C ). Muestra de hueso sano en microscopio optico ( MO).

Figura V.1 B y D) Muestras de hueso necrético y hueso sano preparados en
bloque
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Microscopia Electrénica de Barrido

En la figura V.2 se presenta una imagen de SEM del hueso sano, con los elementos
que lo constituyen un osteoma o sistema de Havers rellenos de material organico
(como un residuo de algun vaso sus tipicas laminillas concéntricas, canaliculos
Volkmann). La arquitectura normal del tejido éseo no se encuentra alterada 2

Figura V.2 Muestra de hueso sano.

A) Se observa hueso compacto, conducto de Havers, laminas
conceéntricas.

B) Se observa conducto de Havers, laminas concéntricas, laminas
intersticiales.
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En la figura V.3 se observa una imagen SEM de hueso necrético, que presenta
cristalizacion en la mayor parte del area. Estos cristales se presentan en diferentes
zonas de la muestra mas no en toda la superficie.

Estos cristales, cuando reciben el haz electronico son muy sensibles y tienden a
destruirse, tal y como se muestra el orificio en la figura V.3 (d).

Figura V.3. Imagen de SEM del hueso necrotico.

A): Hueso necrotico. Se observa sistema haversianos con presencia de calcificaciones
alrededor del hueso

B): Amplificacion. Se observa presencia de cristales rodeando conductos haversianos.
C): Amplificacién de los cristales. Se observa la distribucion que presentan.

D): Los cristales son muy fragiles, ya que se destruyen durante la observacion
(indicado por la flecha).
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Analisis quimico por dispersiéon de energia EDS.

En analisis quimico realizado a la muestra del hueso necrético se observaron los
cristales que se presentan en la figura V. 4. Se encontraron también los diferentes
elementos que componen este material, destacando que ademas del fésforo (P) , el
calcio (Ca), el oxigeno (O), que son elementos principales de la hidroxiapatita y que
conforma el hueso se presentan carbono (C), que proviene del material organico del
hueso, aluminio (Al) y silicio(Si). El silicio y el aluminio bien pueden ser residuos del
proceso de preparacion, ya que también se observaron en los resultados del EDS del
hueso sano.

Cabe destacar la presencia del titanio (Ti), siendo la concentracion de 0.48 en
porcentaje atdmico o 1.44 en porcentaje de peso. También los espectros de EDS
mostraron la presencia de Ti en el hueso sano, dentro del mismo porcentaje

DX

’ Element Atom % Elzerxﬂ:
|
\ | £ 63.46 48.12
) | 0K 24.02 24.%
| RX e s
’ Ca-k 5.74 14.53
: ! |l | sk 219 3.8
B I J‘ . Al-K 1,10 1,88
B | il C TiK 0,48 1.44
: ‘l | | Total 10000 10000
| ik
[} ,
i[ | ’1} L " I Ca/P=19
i NV N\, [} 0/Ca=4.18
| -~ I :
, |I ‘I |.‘} “VMJ \4( L. ;: O/P =79
1| | A,
| I ) Wi
| ] I
| V k o

Figura V .4 Espectro de EDS de hueso necrético con la presencia de calcio (Ca),
fésforo (P), oxigeno(O), titanio (Ti) y carbono(C), que pertenece al material organico del
hueso.
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Debido a la presencia de estos cristales en la superficie del hueso necrético, y para
obtener un analisis mas descriptivo topograficamente, se dividié de forma arbitraria la
zona analizada de hueso necroético en tres zonas, como se presenta en la imagen de la

figura V.5

Figura V. 5. Amplificacion de hueso necroético. La imagen se clasificod en tres zonas
para su estudio: zona “externa”, zona” media” y zona “interna”.
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La figura V.6 nos da a conocer la topografia de la denominada zona externa formada
la mayor parte por calcio (Ca) y fosforo (P). Vemos que el calcio (Ca) tiene un 47%
seguido del fosforo (P) que es un 20%, mientras que el carbono (C) y el oxigeno(O)

son los elementos que le siguen.

’b \éfﬂze e 4 rp’

Element Atom %Z Element
Wt %

C-K 13.91 5,60
0-K 18.27 9.80
Al-K  0.73  0.66
P-K 20.06 20.82
Cak 47.01 63.12
Si-K 0,01  0.01 |
Total 100,00 100,00 |

8o
°

0/Ca =0.39
0/P=0.91 ‘

sezEan

Ca/P=2.35 }
|

Figura V.6. Analisis quimico por EDS de la zona “externa” del hueso necrético, donde
se observan cristales de fosfato de calcio, tal y como lo demuestra el espectro de EDS.

También se obtiene la presencia de fosforo y carbono.
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La figura V.7 pertenece a la zona “intermedia”, donde se observd que el numero de
elementos aumentd.Se observa el calcio (Ca), el fésforo (P), y el oxigeno (O). El
aluminio (Al) aumenta considerablemente y existe indicio de azufre (S). El aluminio
(AL), pasa a ser un elemento considerable en el que tenemos 25.69% a nivel atébmico
y 20% a nivel peso, mientras que el magnesio es una pequefa proporcion siendo de
0.83.Considerando que esta zona es un “poro”, es probable que el aluminio proviene
del proceso de preparacion de la muestra, donde se utilizo polvo de alumina. El azufre
es un poco mayor de 2.62 y el silicio 0.41 junto con el cloro (Cl). La imagen de SEM
presenta un grano brillante seguramente de alumina y es quien origina el incremento
de aluminio es este espectro

Zona Intermedia 4 g 1 Element Atom ¥ Element
Wt %

K -K 0.24 0.28
Total 100,00 100,00

| | Ca/P=1.30
| 0/Ca =No existe
| 0O/P= No existe

2Bkl X1»@0808  1Bom | - H I As

Figura V.7. Imagen de SEM del hueso necrético en la zona “intermedia”. El analisis
quimico por EDS indica que el aluminio se encuentra en un porcentaje mas alto que en
la zona “externa”. El calcio y el fésforo disminuyeron en porcentaje con respecto a la
zona “externa”. En pequenas proporciones se observé magnesio, azufre, silicio, y cloro.
Obsérvese el grano brillante en esta imagen, seguramente de alumina.

El analisis quimico por EDS de la zona “interna” se muestra en la figura V.8. El calcio
(Ca), el fosforo (P) se encuentran presentes, siendo el aluminio (Al) el de mayor
porcentaje. Nuevamente el aluminio puede provenir del proceso de preparacién de
muestra donde su utilizo polvo de alumina.
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Figura V.8. Imagen de SEM de la zona” interna”. El espectro de EDS indica la
presencia de calcio (Ca) y fosforo (P) y que el aluminio (Al) se ha incrementado
considerablemente. El carbono (C) y calcio (Ca) son mayoritarios.
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La figura V.9, muestra el mapeo quimico de la figura V.5, en cual vemos que el titanio
(Ti) y el aluminio (Al), estan presentes en la zona estudiada. Sin embargo, es de
resaltar que el aluminio (Al), se encuentra en la zona interna como se puede ver en la
figura V.10H. La sefial mas intensa proviene de la zona interna, mientras que el titanio
(Ti) se encuentra distribuido en todo lo que es la zona de observacion. En la zona
interna también se encuentra azufre (S). Si comparamos el aluminio (Al) con oxigeno
(O), vemos que hay una zona donde se encuentra tanto el aluminio (Al) como el
oxigeno (O); eso podria indicar que tenemos una alumina presente en este material. El
carbono (C) proviene de material organico, como se puede ver en la figura V.11D
mientras que el azufre se encuentra distribuido en toda la zona de observacion.

Figura V.9. Mapeo quimico por EDS del hueso necrético. Se observa la presencia y
ubicacioén de los diferentes elementos. A) calcio (Ca), B) fésforo (P) C) oxigeno (O), D)
carbono (C), E) azufre (S), F) silicio (Si), G) titanio (Ti), y H) aluminio (Al).
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Con el fin de complementar los resultados del analisis quimico del hueso necrético se
realizé el analisis a nivel volumétrico del material. Esto se presenta en la figura V.10 y
lo unico que nos indica que el calcio y el fésforo son componentes mayoritarios de este
hueso: el calcio (C) que esta alrededor del 48%, seguido del oxigeno (O); que es el
20% vy el fosforo (P) esta 17%, el carbono (C) esta en un 13%, y el cloro 1%.

Este resultado indica que el titanio y el azufre, que son los elementos adicionales,
observados en el analisis anterior se encuentran distribuidos en la muestra de hueso
necrotico.

Ca/P=2.061
0O/Ca=1.44

0/P=2.35

Figura V.10. Imagen de MO de la pastilla de hueso necrético generada y su imagen por
SEM. Espectro de analisis quimico EDS, donde se observa la presencia de los
elementos que conforman la hidroxiapatita como son calcio (Ca), fosforo (P), oxigeno
(O). El titanio (Ti), no se encuentran presentes en este tipo de preparacion de muestra.
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V. 2 Hueso sano
Microscopia Electronica de Barrido y Analisis quimico por EDS

El analisis EDS, que se muestra en la figura V. 11, pertenece a la muestra del hueso
sano y se observa nuevamente que la composicion de silicio (Si) es muy alta, seguido
de lo que es carbono(C) y oxigeno(O). El mapeo quimico muestra que el silicio (Si) se
encuentra principalmente en los bordes de los conductos de Havers, indicando que el
silicio proviene de las lijas que se utilizaron para la preparacién de las muestras. Por
otra parte, el oxigeno (O) y el aluminio (Al) se encuentran en la misma zona. Alrededor
de los conductos de Havers en el hueso sano. Esto indica que el aluminio proviene de
la preparacion de la muestra. El carbono (C) se encuentra distribuido en toda la zona
del hueso sano, como lo muestra esta figura, él fosforo (P) y el calcio (Ca) se
encuentran principalmente dentro de los conductos de Havers. Este resultado indica la
existencia de material organico (debido al carbono (C) y oxigeno(O) ),en los conductos
de Havers :Notese que esta muestra de hueso sano también presenta la existencia de
Ti, al igual que en la muestra de hueso necrotico.

sadten

. 0.55

Total 100.00 100.00
Ca/P=2.22
® — i 1 0/Ca=23.17
“‘po-;‘.,_;fﬁhsgev"':?\‘&“{ / | 0/P =51.51
K258 108mm W eLCHM IFUNAM

g i

Figura V.11. Imagen de SEM de hueso sano, donde se observa el conducto de Havers.
El analisis por EDS indica que el silicio es el elemento de mayor porcentaje en
comparacién del calcio, fosforo y oxigeno. Los elementos con mayor porcentaje son el
carbono, el oxigeno y el silicio. En pequefia cantidad se presenta el azufre, aluminio y
titanio.
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En el mapeo que se muestra en la figura V.12 se observa la presencia del oxigeno, lo
cual quiere decir que es material organico presente en el hueso sano. El fésforo es un
5%, mientras que el magnesio es 0.12.

Figura V.12. Mapeo quimico de EDS de hueso sano de la figura 12. A) calcio, B)
fosforo, C) carbono, D) silicio, E) oxigeno, y F) aluminio. El aluminio y silicio se
encuentran presentes en el conducto de Havers.
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El analisis quimico de la pastilla de hueso sano presenta los componentes que la
conforman: en mayor porcentaje estan el calcio, fésforo, oxigeno, carbono, y ya en
menor proporcion el magnesio, el sodio y el cloro. El recuadro nos muestra que mayor
porcentaje corresponde al carbono, como se observa en la figura V .13.

Ca/P=2.10
0/Ca =2.22
Oo/P =4.13

Figura V.13. Imagen de MO de la pastilla fabricada de hueso sano y su correspondiente
analisis quimico por EDS.

Comparando el espectro de EDS del hueso sano (figura V.13) con el correspondiente
del hueso necroético (figura V.10), se observa que son muy similares .La unica
diferencia se presenta en las concentraciones de carbono y el oxigeno, asi como la
pequena concentracion de azufre en el caso del hueso necrético.

Lo anterior implica que la diferencia entre las muestras en polvo del hueso sano y el
hueso necrético radica principalmente en la concentracion de material organico,
representados por los picos del carbono y del oxigeno principalmente: en el hueso
necrotico presenta menos concentracion de material organico que en el hueso sano.
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Difraccion por rayos X.

En el difractograma de rayos X de la muestra en polvo del hueso necrotico, donde se
observa que éste esta constituido principalmente por hidroxiapatita, se muestra en la
figura V. 14. Los picos principales de este espectro son facilmente indexados como
hidroxiapatita. También vemos que el tamafo de grano de la hidroxiapatita es muy
pequeio y, por lo tanto, los picos son muy anchos.

.
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H-Necrotico - File: H-Necrotico.raw - Type: 2Th/Th locked - Start: 6.500 ° - End: 110.009 ° - Step: 0.039 ° - Step time: 52.8 s - Temp.: 25 °C (Room) - Time Started: 12 s - 2-Theta: 6.500 ° - Theta: 3.250 ° - Chi: 0.00 °
Operations: Import
[m]00-024-0033 (D) - Hydroxylapatite - Ca5(PO4)3(OH) - Y: 88.36 % - d x by: 1. - WL: 1.5406 - Hexagonal - a 9.43200 - b 9.43200 - ¢ 6.88100 - alpha 90.000 - beta 90.000 - gamma 120.000 - Primitive - P63/m (176) -

Figura V 14 .Espectro de DRX de hueso necrético .Los cursores en rojo muestran las
sefales de la hidroxiapatita. En tamano del grano de la hidroxiapatita en el hueso
necroético es pequeno, por lo que los picos son anchos.
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En la figura V.15 se presenta el difractograma de rayos X de la muestra en polvo del
hueso sano. También se observa que los picos del espectro pueden ser identificados
como hidroxiapatita al igual que en el caso del hueso necrético, y que el tamaio de
grano es muy pequeno.
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Figura V.15. Espectro de DRX del hueso sano. Los cursores en rojo corresponden a las
seflales de la hidroxiapatita, e indican que todos los picos corresponden a la
hidroxiapatita.
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En la figura V.16 se compara los resultados de las muestras de polvo del hueso
necroético y del hueso sano con un espectro de hidroxiapatita en polvo: el tamafio de
grano en el caso de las muestras de hueso sano y hueso necrético son mas pequenos
que en la muestra de hidroxiapatita como era de esperarse.
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Figura V.16. Comparacion de los espectros de difraccion de rayos x de hidroxiapatita
sintética (parte superior) y espectro de rayos X de hueso sano y hueso necrético (en la
parte inferior). Todas las muestras fueron en polvo.

V.4 Espectroscopiainfrarroja FTIR

Los resultados de FTIR indican que no existe diferencia entre el polvo de hueso
necrotico y del hueso sano, y su comportamiento a diferentes temperaturas es idéntico.

En el espectro de rayos infrarrojos de hueso necrotico a temperatura ambiente se
observa que las sefiales no presentan diferencia con respecto al espectro del hueso
sano. En la figura V.17 observamos a temperatura ambiente que estan presentes los

3 2-
grupos OH, PO 4 CO 3 el agua y material organico.

Comparando los espectros de hueso necrotico y (figura V.17) hueso sano (figura V.18)
se observa que estos son iguales.

Hueso necrdético

Transmitancia ( % )

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

NUmero de onda (cm™)

Figura V.17.Espectros infrarrojo del hueso necrético. Temperatura ambiente y a
diferentes temperaturas. Los modos vibracionales del agua, del hidréxido de carbono,
carbonato y fosfato estan presentes en este espectro.
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Figura V.18. Espectro de infrarrojo del hueso sano. Se observan las senales a
temperatura ambiente y a diferentes temperaturas. Se observan los modos
vibracionales del agua, del ion hidroxilo, del diéxido de carbono, carbonato y fosfatos. A
medida que la temperatura aumenta, la sefal del agua desaparece, mientras que las
sefales de carbonato y fosfato estan presentes y las sefiales de OH se vuelven mas
definidas.
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VI. Discusién de resultados.

El propdsito del estudio presentado en este trabajo tesis es identificar, mediante
microscopia electronica de barrido, analisis quimico por EDS, difraccién de rayos X, y
por espectroscopia infrarroja, las caracteristicas estructurales y quimicas de hueso
necrotico con la del hueso sano, y, a través de la comparacién de los resultados
obtenidos, encontrar y comentar sus diferencias si es que existiera alguna.

La caracterizacion del hueso humano crea un panorama extenso, ya sea de hueso
sano o con alteraciones de diferente etiologia, ya sea por enfermedad fisioldgica o
inducida, como es el caso de necrosis maxilar, debido a que las propiedades positivas
del farmaco ponen en controversia al mundo de la medicina. Por lo que es necesario
entender los cambios estructurales que logra el farmaco, en este caso los bifosfonatos.

A través de la historia de la medicina, el hombre ha tratado de fabricar medicamentos
capaces de controlar o combatir enfermedades que alteren su salud, procurando que
sean efectivos, que actuen en el sitio indicado y con el menor dafio posible incluyendo
las reacciones secundarias. Sin embargo, dada la biologia y fisiologia de los seres
vivos, la respuesta de cada farmaco es impredecible, ya que la mayoria se realizan en
pequenos animales de experimentacion y no siempre reaccionan de igual manera que
en el ser humano; inclusive la respuesta y comportamiento de un medicamento
administrado de paciente a paciente es diferente. También debemos tener presentes
las variaciones genéticas que existen en los seres vivos siendo necesario no trabajar
con ensayo y error.

La utilizacion de los bifosfonatos como medicamento de eleccidén en el tratamiento de
diversa patologias 0sea, vino a cambiar su manejo, no sin antes haber sido probados
en animales (no teniendo reaccidon secundaria alguna), motivo por el cual la primera
farmacéutica que lanzé este medicamento al mercado rechazé la aparicién de la
osteonecrosis maxilar siendo, sin embargo, después reconocida. Estudios posteriores
dieron a conocer que la fisiologia del hueso era diferente entre los humanos y los
animales de prueba. Estos estaban condicionados a tener mas soporte de carga,
dandose cuenta de que la afinidad de los bifosfonatos es sobre sitios de mayor
actividad 6sea, siendo en el humano los huesos maxilares.

Por lo tanto, los resultados obtenidos en este trabajo de tesis indican que las
diferencias entre el hueso necrético y el hueso sano se presentan mas a nivel de
superficie que a nivel volumétrico (aqui por efectos a nivel superficial queremos indicar
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la superficie de contacto entre los bifosfonatos y el hueso; asi, por ejemplo, en un
material poroso toda la pared del poro presentara los efectos producidos por los
bifosfonatos, no asi el material inter-poro o volumétrico) tal como lo indican los analisis
de EDS, los analisis de difraccidn de rayos X y los resultados de FTIR realizados en las
muestras en polvo: todos presentan el mismo comportamiento

El analisis por EDS de las muestras necrosadas indicaron la presencia de los mismos
elementos observados en las muestras sanas, incluyendo la presencia de titanio y
azufre. La unica diferencia perceptible fue en los porcentajes del carbono y el oxigeno,
siendo mayoritarios en las muestras sanas. Considerando la relacion Ca/P en la
muestra necrotica tiene un valor de 2.06, mientras que en la muestra sana tiene un
valor de 2.10. Por otro lado, la relacion O/Ca y O/P en la muestra necrética los valores
presentados fueron de 1.14 y 2.35 respectivamente, mientras que en la muestra sana
fueron de 2.22 y 4.13. Por lo tanto, existe menos oxigeno en la muestra necrética con
respecto a la muestra sana. Tomando en cuenta que el carbono y el oxigeno son los
principales elementos del material organico, este resultado indica que en el hueso
necrosado se elimina en mayor porcentaje el material organico que el material
inorganico.

Por otro lado, el analisis de las muestras en polvo de ambos materiales realizado por
EDS, difraccion de rayos x y espectroscopia infrarroja, lo que indica el estudio del
material volumétrico de ambos tipos de hueso, no presentd diferencia alguna.

De acuerdo con nuestros resultados, el primer material del hueso sano que resulta
dafiado es el material organico y después el material inorganico. Asi, el dafo produce
primeramente la eliminacion de material organico, después la descomposicion de la
superficie del hueso que entra en contacto con ellos y, al avanzar, va destruyendo el
resto del hueso hasta necrosarlo completamente.

Nuestra recomendacion, por lo tanto, para todo estudio que pretenda realizarse con el
objetivo de profundizar en las diferencias entre hueso necrético y hueso sano es el que
las técnicas de analisis deben involucrar solo técnicas de analisis de superficie, y
deben incluir, ademas, el analisis de material organico, puesto que nuestros resultados
indican que poco cambio sufre el material inorganico por la disolucion del mismo.
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CONCLUSIONES

e El proceso de necrosis de hueso sano por el efecto de los bifosfonatos se inicia
con la eliminacion de su material organico, que es el primer material del hueso
sano que entra en contacto con ellos.

e Después de la eliminacion de material organico, se presenta la descomposicion
de la superficie del hueso que entra en contacto con los bifosfonatos, y al
avanzar necrosa completamente el hueso sano.

¢ A nivel volumétrico, el hueso necroético y el hueso sano no presentan diferencia
alguna, siendo la hidroxiapatita en ambos casos su mayor componente.

e El estudio de las diferencias estructurales y quimicas entre el hueso necroético
inducido por bifosfonatos y el hueso sano debe de incluir necesariamente
técnicas de analisis de superficie.
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