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1. RESUMEN

Introduccion: La periimplantitis es definida como la patologia asociada a placa bacteriana,
en los tejidos alrededor de los implantes dentales. Se caracteriza por la inflamacion en la
mucosa periimplantaria y la progresiva pérdida de hueso de soporte (1). El propdsito de este
estudio es caracterizar la inflamacion y proliferacion celular del tejido blando periimplantar,
en primer lugar, determinando el estado de inflamacion tisular del tejido conectivo
periimplantar y, en segundo lugar, estableciendo el estado de proliferacion tisular del epitelio
periimplantar, por recuento de AgNORs.

Metodologia: Se utilizaron 15 muestras de diferentes pacientes con un promedio de edad de
63 afos, sexo femenino y masculino y ademas se incluyeron pacientes con presencia y
ausencia de enfermedades cronicas entre las cuales se consideraron diabetes y/o hipertension
arterial, las muestras fueron extraidas de tejido blando afectado por periimplantitis y
posteriormente se realizd un proceso histolégico mediante las tinciones de Giemsa y
AgNORs para evaluar la caracterizacion del tejido conectivo y epitelial respectivamente.
Resultados: Se encontré un promedio de 106,8 células inflamatorias en tejido conectivo tanto
en hombres como mujeres con y sin enfermedad cronica, si bien no existe una diferencia
significativa existe una tendencia a aumentar el promedio en pacientes con enfermedad
cronica base, del mismo modo se calculé un promedio de 102,71 AgNORs lo que
corresponde a una cantidad altamente elevada en comparacion con un tejido normal.
Conclusidn: Existe un proceso inflamatorio y AgNORS elevados en el tejido blando con

periimplantitis que podria ser en parte responsable del fracaso en el tratamiento.



2. INTRODUCCION

Los implantes dentales representan una opcidon de tratamiento en la rehabilitacion oral de
pacientes parcial o totalmente desdentados, estos han constituido un aporte importante al
mejoramiento de la calidad de vida de la poblacion, en términos de permitir rehabilitaciones
complejas que aportan decisivamente tanto en aspectos funcionales como estéticos, existen
multiples sistemas de implantes que varian en forma (cilindricas, conicas u otras), dimension,
volumen, material, topografia, quimica, humectabilidad y modificacion de superficie,
ademas de conexion de pilar de implante. Las caracteristicas de la superficie como la
topografia, humectabilidad y recubrimientos contribuyen a los procesos bioldgicos durante
la osteointegracion al mediar la interaccion directa con los osteoblastos del hospedero en la

formacion 6sea (2).

En el éxito o fracaso de un implante osteointegrado pueden influir factores locales y
sistémicos. Los factores locales en términos de técnicas utilizadas en el proceso de
rehabilitacion han sido extensamente estudiados, otro factor importante a considerar es la
presencia de enfermedades sistémicas como diabetes, estados de inmunosupresion,
tratamientos oncoldgicos etc. los pacientes con enfermedades cronico degenerativas como la
diabetes pobremente controlada son considerados pacientes de riesgo de presentar
periimplantitis, y esto es debido a que tienen una respuesta inmune asi como un proceso de
cicatrizacién pobre (3) Las caracteristicas del tejido 6seo periimplantar también han sido
analizadas, estableciéndose asociaciones entre la calidad del tejido dseo, el proceso de

osteointegracion y factores bioldgicos (4).

La osteointegracion fue definida histolégicamente, como la conexion directa entre el
hueso y el implante sin interposicion de tejidos blandos. Posteriormente fue redefinida desde

una perspectiva clinica, como el anclaje de un implante al hueso, capaz de satisfacer las



exigencias clinicas de funcionamiento como pilar de protesis, transmitiendo las fuerzas
oclusales directamente sobre el tejido 6seo, y manteniéndose fijo en el mismo, de forma

asintomatica, a lo largo del tiempo y en condiciones de carga funcional (5).

Por su parte, las enfermedades periimplantarias se clasifican en mucositis y
periimplantitis. La mucositis, se define como una reaccién inflamatoria reversible en la que
se observa eritema e inflamacion de la mucosa periimplantaria acompafiada de sangrado y/o
supuracion al sondaje e incremento en la profundidad de éste (4-5 mm). Mientras que la
periimplantitis, se define como un proceso inflamatorio que afecta tanto a tejidos blandos y
duros que rodean un implante osteointegrado, dando como resultado pérdida de soporte 6seo
asociado a aumento en la profundidad de sondaje superior a 5 mm junto con sangrado y/o
supuracion al sondaje (3). Considerando esta definicion, en los implantes que no llegan a

éxito existe persistencia de un proceso inflamatorio patolégico.

Los procesos inflamatorios se aprecian en el tejido conectivo, ya que éste posee alta
irrigacion y capacidad de atraccion de células defensivas contra los agentes externos, por
toxicidad de los componentes y enzimas bacterianos, e internos por la estimulacién de la
inmunidad especifica e inespecifica del hospedero. Cuando los factores y/o mecanismos
defensivos bioldgicos no sean capaces de contener dicha reaccion inflamatoria, se producira
la destruccidn del tejido conectivo y hueso por actividad osteoclastica. En la periimplantitis
la lesion contiene altas proporciones de células plasmaticas, linfocitos, polimorfonucleares y

macrdfagos (6).

El proceso de reparacion 6sea requiere de una fase inicial de reclutamiento de células
inflamatorias, las cuales posteriormente son reemplazadas por el tejido conectivo formado a
partir del conjunto vascular e inflamatorio y sus interacciones (7). La reaccion inflamatoria
sera analizada en términos del tipo celular presente en el infiltrado inflamatorio, en muestras

de explantes dentarios (8).



3. REVISION BIBLIOGRAFICA

Actualmente el tratamiento con implantes dentales representa un método eficaz para la
rehabilitacion de pacientes total o parcialmente desdentados, creando una base estable para
restauraciones funcionales y estéticas. A pesar de que existe una alta tasa de resultados
exitosos, los tejidos periimplantarios son susceptibles a patologias que pueden traer como
consecuencia la pérdida del implante. El principal factor etiolégico de la mucositis
periimplantaria y la periimplantitis, es la acumulacion bacteriana en forma de biopeliculas,
también conocidas como “biofilm”, sin embargo, existen diferentes factores que pueden
influir negativamente en la progresion de estas patologias. Segun estudios, las principales
complicaciones una vez que se ha osteointegrado el implante son de orden bioldgico,
afectando a un 30,7% de los implantes en el caso de la mucositis y al 9,6% de los implantes
en el caso de la periimplantitis (9). Los rangos de éxito segun la literatura cientifica oscilan

entre el 90y 95% a los 10 afios posterior a su colocacion (10).

Los criterios de éxito sobre la eficacia a largo plazo del tratamiento implantologico han
sido modificados en el transcurso de los afios. Segun la literatura estos criterios, se basan en
conceptos relacionados con la integracion entre el implante y el hueso receptor: ausencia de
radiolucidez periimplantaria, ausencia de movilidad, pérdida 6sea anual tras el primer afio
menor de 0,2 mm, ausencia de dolor, ausencia de infeccion y ausencia de parestesias (11).
En otros estudios Bruggenkate y col. involucra parametros de aplicacion periodontal (indice
de sangrado, profundidad de sondaje, sangrado del sondaje) que permiten la monitorizacion

de forma objetiva del paciente a través del tiempo (12).

El fracaso implantario ha sido definido de diversas formas, algunos cientificos lo
definieron como aquellos signos y sintomas que conducen a la explantacion del implante, por

tanto, fracaso equivale a pérdida del implante. La tasa descrita de fracasos en implantologia
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oral se ha indicado alrededor del 0,7 — 3,8%. Estos se han clasificado en tempranos o tardios,
en funcién de si se produce antes o después de la carga funcional. Esta diferenciacion es
importante ya que, en funcion del momento del fracaso, se asocian diferentes factores. En
este sentido, el fracaso temprano se produce a consecuencia de una alteracion en la
osteointegracion derivado de factores locales y/o sistémicos y representan aproximadamente
el 5% del total, afectando en mayor medida a mujeres y pacientes jovenes. Por el contrario,
los fracasos tardios suelen ser producidos por factores bacterianos o mecéanicos relacionados
con las prétesis que soportan los implantes y afectan al 95% de los implantes que alcanzan
la osteointegracion. En otros estudios se clasificaron los factores de riesgo en implantologia
oral en dos grupos: en el primer grupo incluyeron los relacionados con el paciente; y en el

segundo grupo, aquellos relacionados con las técnicas quirargicas (13).

Otro punto para considerar es, la fabricacion de implantes, existiendo para ello, diferentes
biomateriales, comprendiendo éstos a aquellos: metalicos y ceramicos, siendo en el primer
caso, el titanio el méas utilizado debido a su mejor biocompatibilidad y la posibilidad de
emplearlo en aleaciones o concentraciones puras en el que se hallan menos del 0,25% de
impurezas (14). Actualmente, algunos profesionales, prefieren usar el zirconio, que
corresponde a un material ceramico el cual permite una adecuada osteointegracion y ademas
afiade una ventaja estética, ya que el color de los componentes del implante es completamente
blanco (15).

Cada sistema es diferente pero las partes basicas se conservan. La fijacion o cuerpo es el
componente que se une al hueso y dependiendo del sistema, la fijacion puede tener diferentes
superficies: roscada, con surcos, perforada, pulverizada con plasma o recubierta. Cada tipo
de superficie es disefiada con el objetivo de lograr mayor area de superficie o ajuste cortical
que asegure anclaje. EIl segundo componente, el pilar transepitelial, proporciona conexion
entre la fijacion y protesis. El pilar se conecta a la fijacion mediante un tornillo, aunque
también puede ir cementado o por friccion. Los pilares se ajustan a la fijacibn mediante un

hexagono u otra forma geométrica, interna o externa, que podria ser también un dispositivo
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antirrotacional y biomecéanicamente importante para el disefio protésico. La ultima parte es
la prétesis, que puede unirse a los pilares mediante tornillos, cemento o retenedores de

precision (14).

La osteointegracion es primordial en el tratamiento realizado con implantes dentales, se
han propuesto diferentes definiciones para este término, una fue formulada por Albrektsson
y col. en 1981, quien sugiri6 que se trata de una conexion funcional y estructural entre hueso
sano Yy la superficie de un implante que soporta carga. Otra definicion, clinica, fue la de Zarb
y Albrektsson en 1991, quienes propusieron que era un proceso en el que se obtiene y
mantiene la fijacion rigida y clinicamente asintomatica de materiales aloplasticos durante la
carga funcional. Por consiguiente, para determinar las condiciones adecuadas para la
osteointegracion el implante debe exhibir una fijacion inicial correcta después de ser
instalado en el sitio receptor. Esta estabilidad inicial es resultado de la relacion de contacto
que se establece tras la insercion del implante entre el hueso mineralizado en el sitio receptor

y el dispositivo metélico o ceramico (16).

Para realizar el tratamiento con implantes dentales se llevan a cabo cuatro fases
primordiales: fase de planificacion, fase quirdrgica, fase protésica y la fase de mantencion.
En la primera etapa se recoge la historia clinica con una exploracion completa de la boca,
incluyendo pruebas de imagen, ademas se realizan pruebas complementarias que incluyen
estudio analitico preoperatorio, relacion normalizada internacional (INR) y glicemia. La
etapa quirurgica consiste primordialmente en la colocacion del implante dental. La fase
protésica corresponde al conjunto de procedimientos en el cual se logra confeccionar un
diente funcional y estético instalado sobre el implante insertado previamente. Finalmente la
fase de mantencion tiene como objetivo evitar la falla del tratamiento a partir de controles y
medidas de prevencion que debe tomar el paciente (17).

Existe una clasificacion segun el tiempo de colocacion del implante dental, organizada de
la siguiente manera. Tipo 1: implante dental colocado inmediatamente luego de la extraccion

dental, sin curacién de hueso ni tejidos blandos. Tipo 2: colocacion temprana del implante
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dental, aproximadamente 4 a 8 semanas despues del proceso de curacién, con algunos tejidos
blandos cicatrizados y el sitio post extraccion presenta tejido blando cicatrizado cubriendo el
alveolo, pero sin cicatrizacion 6sea significante. Tipo 3: colocacion temprana del implante
dental con cicatrizacion ésea parcial, aproximadamente 12 a 16 semanas de curacion; el sitio
post extraccidn presenta cicatrizacion de tejidos blandos y curacién ésea significante. Tipo
4: colocacion tardia del implante dental, un poco mas de 6 meses después de la extraccion
dental. Implante dental colocado en un sitio edéntulo completamente cicatrizado. Segun
estudios recientes se ha encontrado que resulta mas satisfactorio colocar el implante dental
inmediatamente después de realizar la extraccion dental del 6rgano dentario afectado (tipo 1)
para asi aprovechar el alveolo dental ya moldeado y evitar la reintervencion quirdrgica del
paciente. Ademas, en la literatura cientifica existen casos reportados que demuestran que el
implante dental inmediato presenta mejor remodelacion y relleno éseo que el colocado
tiempo después de la extraccion y proceso de cicatrizacion. Ademas, el implante dental
inmediato posee ciertas ventajas como lo son menos intervenciones quirdrgicas y someter al

paciente a farmacos en una sola ocasion (10).

Las lesiones inflamatorias y destruccion del tejido blando y duro que rodean los implantes
dentales son conocidas como enfermedades periimplantarias e incluyen dos entidades

diferentes: la mucositis periimplantaria y la periimplantitis.

La mucositis periimplantaria se define como una reaccion inflamatoria reversible en la
que se observa eritema e inflamacion de la mucosa periimplantaria acompafiada de sangrado
y/o supuracién al sondaje e incremento de la profundidad del sondaje (4-5 mm) (3).
Clinicamente, se identifica una mucositis cuando se observa un enrojecimiento e hinchazon

del tejido blando alrededor de un implante junto con sangrado al sondaje.

La mucosa periimplantaria sana se caracteriza por la presencia de un epitelio oral que se

extiende hacia un epitelio que actla como barrera no queratinizada con lamina basal y
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hemidesmosomas que se enfrentan a la superficie del implante. En el tejido conectivo
adyacente a la barrera epitelial, estan presentes infiltrados de células inflamatorias que acttan
como mecanismo de defensa en el hospedero contra microorganismos. En condiciones
saludables la mucosa periimplantaria, la barrera epitelial y la presencia de células
inflamatorias dispersas constituyen el sello de tejido blando que separa la union
periimplantaria y cavidad oral (18).

La mucositis periimplantaria se desarrolla a partir de una mucosa periimplantaria donde
existe acumulacion de microorganismos alrededor de los implantes dentales osteointegrados.
Segun estudios se ha demostrado en seres humanos una relacion de causa y efecto entre la
acumulacién de microorganismos alrededor de los implantes dentales de titanio y el

desarrollo de una respuesta inflamatoria (19).

A nivel histolégico, la mucositis se presenta como una extension inflamatoria apical
restringida en el fondo del epitelio de unién, sin llegar al tejido conectivo y observandose un

predominio de las células T.

La periimplantitis es una enfermedad progresiva e irreversible de los tejidos duros y
blandos que rodean al implante, ademas de inflamacion de la mucosa periimplantaria, se
caracteriza por la pérdida de hueso de soporte. Los criterios diagnosticos para periimplantitis
son la presencia de sangrado al sondaje y profundidades de sondaje > 5 mm en presencia de

pérdida Osea (20).

Las lesiones de periimplantitis presentan diferencias histoldgicas fundamentales respecto
a las lesiones presentes en la periodontitis:
1. La extensién apical del infiltrado inflamatorio es mayor en las lesiones

periimplantarias.
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2. Neutrofilos y macrofagos estdn presentes en mayores proporciones en las lesiones
periimplantarias (células plasmaticas y linfocitos son las células dominantes en ambas
lesiones).

3. Enestudios experimentales animales se ha observado que, a diferencia de las lesiones
periodontales, el infiltrado inflamatorio est4 habitualmente en contacto directo con el
hueso (21).

A nivel microscopico y molecular, se pueden determinar diferencias notables entre el
tejido periimplantario y el periodonto intacto. Debido a la vascularizacion reducida y la
orientacion paralela de las fibras de colageno, los tejidos periimplantarios son mas
susceptibles a la enfermedad inflamatoria que los tejidos periodontales. Este fendmeno puede
verificarse mediante técnicas de inmunohistoquimica que evidencian una mayor expresion
de infiltrado inflamatorio, 6xido nitrico y linfocitos. Ademas, en analogia con la
periodontitis, el nivel de metaloproteinasas de matriz (MMP), como MMP-8, aumenta hasta
un 97% en las lesiones periimplantarias. Este tltimo puede ser utilizado con fines pronosticos
(20).

La pérdida del implante puede ocurrir como “pérdida temprana” hasta un afio después de
la insercién del implante y "pérdida retardada™ con un periodo de tiempo de mas de un afio
después de la insercion de éste (22). Segun estudios los principales factores de riesgo para el
desarrollo de periimplantitis son:

1. Habito de fumar, implica riesgo adicional significativamente mayor y complicaciones
asociadas con la presencia de polimorfismo genético para IL-1(interleuguina -1).
Historial de periodontitis.

Falta de cumplimiento e higiene oral deficiente.
Enfermedades sistémicas.

Causas iatrogénicas.

S e

Historial de uno o mas implantes fallidos.
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Los estudios indican que fumar es el mayor factor de riesgo identificable y mas
frecuentemente citado para la enfermedad periimplantaria seguido de un historial de
periodontitis (20).

El proceso tisular asociado a la mucositis y periimplantitis, mas relevante es la
inflamacion y esta constituido por una serie de fenomenos moleculares, celulares y vasculares
de finalidad defensiva frente a agresiones fisicas, quimicas o biologicas (23). Este proceso
tiene como objetivo contener y aislar la lesion, destruir microorganismos invasores e

inactivar toxinas, asi como preparar el tejido para la cicatrizacion y reparacion.

La inflamacion presenta dos fases diferenciadas: aguda y cronica. La inflamacion aguda
tiene una evolucion relativamente breve; sus caracteristicas fundamentales son la exudacion
de liquido y de proteinas plasmaticas (edema), y la migracion de leucocitos (principalmente
neutrofilos). La inflamacidn crénica, en cambio, tiene una duracion mayor y se caracteriza

por la proliferacion de vasos sanguineos, fibrosis y necrosis tisular (24).

Caracteristicas de la inflamacion aguda y crénica
Caracteristicas Inflamacion aguda Inflamacion crénica
Inicio Rapido: minutos u horas. Lento: dias
Infiltrado celular Sobre todo, neutroéfilos Monocitos/macréfagos y
linfocitos
Lesion tisular, fibrosis En  general leve y | A menudo grave y progresiva
autolimitada
Signos locales y sistémicos | Notables Menores

Tabla 1: Caracteristicas de la inflamacién aguda y crénica (25)

La respuesta inflamatoria aguda (R1A) comprende una secuencia de eventos importantes,

la alteracion de la permeabilidad constituye la caracteristica principal y de mayor
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especificidad de la inflamacion aguda, produciendo el exudado profuso hacia el intersticio.
La pérdida de proteinas del plasma reduce la presion osmotica intravascular y el incremento
en el intersticio; secundario a la vasodilatacion aumenta la presion hidrostatica intravascular,
lo que conduce a una importante salida y acumulacion de liquido en el tejido intersticial,
forméndose finalmente el edema. Una de las funciones caracteristicas e importantes de la

inflamacion, es el aporte de leucocitos a la zona de la lesion (24)

La inflamacion cronica es un proceso prolongado (semanas o meses) en el que la
inflamacién activa, la destruccion de tejido y la curacion ocurren simultaneamente. A
diferencia de la inflamacion aguda, caracterizada por cambios vasculares, edema e
infiltracion de neutrdfilos, la inflamacion cronica se caracteriza por presentar infiltracion de
células mononucleares, es decir macréfagos, linfocitos y células plasmaticas, destruccion de
tejidos, por lesion persistente y/o inflamacion e intentos de curacion mediante reposicion del
tejido conjuntivo, proliferacion vascular (angiogenesis) y fibrosis. Los macrofagos son
dominantes en la inflamacion crénica y derivan de los monocitos circulantes, que migran a
través del endotelio inducidos por las quimiocinas. Estos se activan por efecto de las citocinas
producidas por los linfocitos T inmunoactivados (especialmente IFN-y) o por factores no

inmunoldgicos (p. ej., endotoxinas). (25)

Las células que intervienen en la inflamacion pueden ser de la inmunidad innata como los
neutrofilos, macrdofagos, mastocitos, células dendriticas a nivel del epitelio. Las células
epiteliales son las primeras que detectan el dafio por sus receptores de reconocimiento de
patrones (PRR). Los linfocitos T y B son los efectores de la inmunidad adquirida. (26). En el
proceso inflamatorio se favorece la diferenciacion de los linfocitos T en dos tipos de
poblaciones celulares: Thl secretores de citocinas proinflamatorias y los Th2 que producen

citocinas antiinflamatorias y de esta manera regulan el proceso. (27)

Las citocinas proinflamatorias como las Interleucinas (IL) IL-1, 6 y 8, el factor de necrosis

tumoral alfa (TNF-a) y el interferon gamma (IFN-y) son detectadas en plasma en las primeras
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24 horas. La activacion de los macrofagos, que sintetizan el TNF-a en pulmon, rifiones ¢
higado, estimula la produccion por los linfocitos, los macréfagos y las células endoteliales
de las siguientes citocinas: interferén (INF), factor estimulante de las colonias de neutréfilos
(FECN) vy factor activador plaquetario (PAF). El INF y la IL-1 estimulan la sintesis y
liberacion del 6xido nitrico, inducen la quimiotaxis y activacion de neutréfilos en 6rganos
diana. (28)

Entre las moléculas antiinflamatorias se encuentra el TGF-B con efectos pro y
antiinflamatorios, que se sintetiza por células mononucleares y macrofagos. La IL-6 segun el
receptor al que se una puede tener efectos que favorecen o disminuyen la inflamacion. La IL-
10 producida por macrdfagos permite el control de los procesos inflamatorios cuando son
dafiinos. Las interleucinas IL-4, 5, 9 y 13 intervienen en la estimulacion de la respuesta
inmune innata y adaptativa ante la reparacion tisular. Son sintetizadas por las células

linfociticas innatas y los linfocitos T diferenciados a Th2. (29)

Dependiendo de la naturaleza del estimulo, los macrofagos se activan por una de las dos

vias siguientes:

« Los macrofagos clésicos tipo 1 (MI) son inducidos por productos microbianos, IFN-
Y O sustancias extrafias; secretan citocinas proinflamatorias, 6xido nitrico (NO),
especies reactivas del oxigeno (ERO) y regulan el alza las enzimas lisosomicas para
aumentar su capacidad microbicida.

» Los macroéfagos alternativos tipo 2 (M2) son activados por IL-4 e IL-13 que impulsan
el proceso de reparacion de la herida a través de la produccion de mediadores, que

dan lugar a proliferacion de fibroblastos y tejido conectivo.
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En la inflamacion de corta duracion con eliminacién del estimulo inicial, los macréfagos
mueren o salen por la via linfatica. En la inflamacion crénica, la acumulacion de macrofagos

persiste, por atraccion continuada de monocitos y proliferacion local. (25)

Citocina Principales fuentes
En la inflamacitén aguda

TNF Macrofagos, mastocitos,
linfocitos T

-1 Macrofagos, células endoteliales,
algunas células epiteliales

IL-6 Macrofagos, otras células

Quimiocinas
linfocitos T, mastocitos,
otros tipos de células

IL-17 Linfocitos T

Macréfagos, células endoteliales,

Principales acciones
en la inflamacién

Estimula la expresion de las
moléculas de adhesidn
endotelial y la secrecion de otras
citocinas; efectos sistémicos

Similar a TNF; funcién destacada
en la fiebre

Efectos sistémicos (respuesta
de fase aguda)

Atraccion de leucocitos hacia
los sitios de inflamacion;
migracion de células en tejidos
normales

Atraccion de neutrdfilos y monocitos

En la inflamacion cronica

IL-12 Células dendriticas, macriéfagos Aumento de produccion de IFN-y

IFN-y Linfocitos T, linfocitos NK Activacion de macréfagos
{(aumento de la capacidad
de inactivacién de microbios
y células tumorales)

IL-17 Linfocitos T Atraccion de neutrdfilos

y monocitos

Tabla 2: citocinas méas importantes que intervienen en las reacciones inflamatorias (25)

La mucosa bucal esta constituida por un epitelio de recubrimiento y por tejido conectivo
laxo que lo sostiene y nutre, llamado lamina propia o corium. De acuerdo con caracteristicas
funcionales se pueden observar variaciones histologicas. (30) En el tejido conectivo de la
mucosa oral, los colagenos y las proteinas como las fibronectinas y en especial la elastina,
inducen la migracién quimiotactica de los péptidos y segregan enzimas liticas y radicales
libres, ante una agresion. (31) Segun la capacidad regenerativa las células del cuerpo se
clasifican en labiles, estables y permanentes. Las células labiles proliferan durante toda la
vida y sustituyen a las que se destruyen de manera continua. Constituyen el epitelio de la
superficie y elementos formes de la sangre, dentro de esta clasificacion se encuentran las
células de la cavidad bucal. Las células estables también conservan la capacidad de
proliferacion, aunque en estado normal no se duplican, presentan divisiones rapidas como
reaccién a diversos estimulos, en estos grupos se encuentran derivados del mesénquima como
fibroblastos, células de musculo liso osteoblastos y células endoteliales vasculares. Las

células del tejido conectivo (fibroblastos, condrocitos y osteocitos) proliferan como reaccion
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a la lesién y los fibroblastos en particular, proliferan ampliamente y constituyen la reaccion
del tejido conectivo a la inflamacién. Finalmente, las células permanentes corresponden a

aquellas que no pueden reproducirse después del nacimiento. (32)

Los primeros estadios de la reparacion efectiva tisular son: la depuracién de los dafios
tisulares, células necroticas y apoptoticas liberando el camino hacia la reparacion. Ese papel
es ampliamente desenvuelto por los macréfagos que también liberan enzimas, proteinasas,

colagenasas, hialuronidasa y elastasa para que ocurra la reorganizacion tisular. (33)

Luego de la implantacion de un biomaterial, la respuesta de curacion se inicia por la accion
de los monocitos y macrofagos, seguida por la proliferacion de los fibroblastos y las células
endoteliales vasculares en el sitio del implante, lo que lleva a la formacién de tejido de
granulacion, el sello distintivo de la curacion de la inflamacion. El término de tejido de
granulacion se deriva del aspecto granular rosa en la superficie de la curacién de heridas, y
sus rasgos histologicos caracteristicos incluyen la proliferacion de nuevos vasos sanguineos
pequefios y fibroblastos. Dependiendo de la extension de la lesidn, el tejido de granulacion
puede verse tan pronto como tres a cinco dias después de la implantacion de un biomaterial.
(34)

Los nuevos vasos sanguineos se forman por gemacion o aparicion de brotes de los vasos
preexistentes en un proceso conocido como angiogénesis 0 neovascularizacion. Este proceso
implica la proliferacion, la maduracion, y la organizacién de las células endoteliales en los
tubos capilares. Los fibroblastos proliferan también en el desarrollo de tejido de granulacion
y son activos en la sintesis de colageno y proteoglicanos. La respuesta de curacion de la
herida depende en general de la extensién o grado de lesion o defecto creado por el

procedimiento de implantacién. (35)
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Para observar las caracteristicas del tejido conectivo y en especial las células
inflamatorias, resulta de utilidad la tincion de Giemsa donde los nucleos se tifien de color
azul, coldgeno y osteoide de tono azul palido, granulos eosinofilos de rojo,
mucopolisacaridos &cidos, granulos de mastocitos, matriz de cartilago de color rojizo-violeta
y sustancias aciddfilas de rojo anaranjado (36).

Los epitelios de la cavidad bucal se dividen en queratinizados y no queratinizados,
dependiendo si superficialmente estan protegidos o no por esta capa cornea o queratina; a su
vez la capa queratinizada se llamara ortoqueratina si las células no muestran ndcleos y
paraqueratina si los mostraran, lo mas comudn dentro de la cavidad bucal es que los epitelios
queratinizados sean constituidos por paraqueratina. Son epitelios estratificados por estar
conformados por varias capas o estratos. Se les denomina planos por la apariencia de sus
capas mas superficiales. El Gltimo apelativo es el de descamativo, lo describe el alto indice
de renovacion celular, las células “viejas” descaman y son constantes y aceleradamente
reemplazadas. De tal forma que el epitelio de la mucosa bucal es estratificado, plano y

descamativo, pudiendo ser también queratinizado. (30)

La region organizadora nucleolar (NOR) son bucles de ADN que contienen genes de ARN
ribosémico (ARN-r). Estan intimamente relacionados con el ciclo celular y pueden estar
relacionados con la proliferacion o la ploidia en algunas circunstancias. Durante la profase,
los componentes del centro fibrilar se dispersan y en metafase estas estructuras existen en
posiciones constantes en los brazos cortos de los cinco cromosomas acrocéntricos (es decir,
13, 14, 15, 21, 22). Las regiones organizadoras nucleolares argirofilas (AgNOR) son NOR
de union a plata que se usan a menudo para estudiar la proliferacion celular en varios tipos
de tumores (37). El nimero de AgNOR es directamente proporcional a la velocidad del ciclo
celular (38).
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Se han establecido varios parametros de AgNOR para evaluar objetivamente las
variaciones que ocurren entre una condicion de tejido y otra. Estos incluyen el nimero y el
patron de distribucion (los parametros mas utilizados), asi como el area del nicleo, el tamafio,
la forma y la ubicacion de AgNOR, que han demostrado ser factores significativos en

estudios previos sobre lesiones de la mucosa oral (39).

Diferentes estudios han demostrado que los AQNORs presentan un patrén de distribucién
con tendencia a formar agrupaciones o clusters en lesiones malignas, al compararlo con
lesiones benignas (40). Las NORs coloreadas con la plata (AgNORs) representan un
marcador histoquimico economico, sencillo y eficiente de la proliferacion celular y de
malignidad (41).

Con estos antecedentes se propone estudiar el tejido blando afectado por periimplantitis,
analizando diferentes cortes histoldgicos determinando el estado de inflamacion tisular del
tejido conectivo periimplantar por recuento celular y el estado de proliferacion tisular del

epitelio periimplantar, por recuento de AQNORS.
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4. OBJETIVOS

4.1. OBJETIVO GENERAL

Describir las caracteristicas de la inflamacion y proliferacion celular del tejido blando

con periimplantitis.

4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar el estado de inflamacion tisular del tejido conectivo periimplantar, por

recuento celular con el software ImageJ.

Determinar el estado de proliferacion tisular del epitelio periimplantar, por recuento de

AGNORs con el software Micrometric.
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5. MATERIALES Y METODOS

Las muestras de tejido para realizar este estudio se obtuvieron a partir de tejido blando
afectado por periimplantitis, a partir de procedimientos quirdrgicos realizados en el Centro
de Clinicas de la Facultad de Odontologia de la Universidad de la Frontera de Temuco y en
el Centro de Clinicas de la Facultad de Odontologia de la Universidad de Concepcion. Este
procedimiento fue realizado en pacientes con indicacion clinica de retiro de implantes, previa
aplicacion del proceso de consentimiento informado para participar en proyecto
‘‘Immunohistochemical, histochemical and endoscopic analisis of the bone tissue associated
with periimplantitis: Development of an in vivo and in vitro’” experimental model sheet-

number REDI170658, CONICYT-CHILE.

Tamafio de muestra
Se utilizo un tamarfio muestral de 15 casos, de los cuales 10 muestras fueron obtenidas de
la Universidad de Concepcidn y las 5 muestras restantes fueron obtenidas de Universidad de

la Frontera de Temuco.

Criterios de Inclusion:

- Pacientes sistémicamente no comprometidos.

- Pacientes con periimplantitis grado 4

- Implante osteointegrado en algun area de su superficie dsea.

- Pacientes que fumen con una frecuencia menor de 10 cigarrillos al dia.

Criterios de Exclusion:
- Paciente que no acepta tratamiento.

- Pacientes con compromiso sistémico.
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- Pacientes que fumen con una frecuencia igual o mayor de 10 cigarrillos al dia.
- Pacientes alcohdlicos.

- Paciente que no firme el consentimiento informado.

Luego de definir la necesidad de explantar un implante debido a la infeccion severa de
sus tejidos periféricos, se le explico al paciente en detalle el protocolo de explantacion y se
procedid a intervenir, siempre que este Ultimo diera su autorizacién respaldada con la firma

del consentimiento informado.

El procedimiento quirdrgico se llevo a cabo bajo anestesia infiltrativa local (lidocaina 2%,
epinefrina 1:100.000) y con campo estéril, se realizd una incision en bisel interno para
eliminar el tejido blando periimplantario afectado, posteriormente este tejido se almacend en
frasco de formalina al 10% tamponada y se refriger6 para su mantencion previa al

procesamiento en el Laboratorio de Patologia Oral de la Universidad de Talca.

El procesamiento de las muestras fue realizado de acuerdo con el siguiente protocolo:

a) Deshidratacion de las muestras, fueron sumergidas en alcohol a distintas
concentraciones ascendentes por 50 minutos (70°, 90°, 95° y 100°).

b) Una vez deshidratas, las muestras fueron sumergidas en xilol, como aclarante en 3
pasos de 50 minutos.

c) Las muestras aclaradas fueron incluidas durante 50 minutos en parafina a 58°C, en
dos pasos, luego se confeccion6 un taco o molde en el cual se colocaron las muestras
de tejido blando, para luego dejar enfriando a temperatura ambiente.

d) A la muestra incluida se le realizaron dos cortes de 5um de grosor cada uno,
obteniéndose dos placas histologicas con dos cortes cada una.

e) Posteriormente, cada lamina fue tefiida con tincion de Giemsa y AgNOR.
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5.1. DETERMINACION DEL ESTADO DE INFLAMACION TISULAR DEL TEJIDO
CONECTIVO PERIIMPLANTAR, MEDIANTE TINCION DE GIEMSA vy

RECUENTO CELULAR CON EL SOFTWARE IMAGE J

Para realizar la tincion los portaobjetos fueron escurridos bien por goteo después de los

diferentes pasos de tincion, de esta manera se evito el arrastre de soluciones. En primer lugar,

se desparafinaron los preparados histoldgicos y se rehidrataron en serie descendente de

alcohol siguiendo el siguiente protocolo:

Estufa 65°C | 20 minutos
Reactivo Tiempo

Xileno 5 minutos
Xileno 5 minutos
Xileno 5 minutos
Alcohol 100% | 5 minutos
Alcohol 100% | 5 minutos
Alcohol 95% | 5 minutos
Alcohol 90% | 5 minutos
Alcohol 70% | 5 minutos
Agua destilada | 5 minutos

Tabla 3: esquema de desparafinacion
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Una vez que se realizo el proceso anterior se procedid a realizar el siguiente protocolo de

tincion segin Giemsa:

Portaobjetos con preparado histoldgico

Agua destilada 10 segundos
Azur-eosina-azul de metileno segln 15 minutos
Giemsa en solucidn (sin diluir, filtrada)

Acido acético 0,1% 10 segundos
Agua destilada 10 segundos
2-Propanol 10 segundos
2-Propanol 10 segundos
2-Propanol 10 segundos
Xileno 5 minutos
Xileno 5 minutos

Montar los preparados humedecidos con xileno y cubreobjetos,

después de la deshidratacion (tabla n°3)

Tabla 4: esquema de tincion segun Giemsa en cortes de parafina

Reactivo Tiempo

Alcohol 70% 1 segundo

Alcohol 90% 2 segundos

Alcohol 95% 3 segundos

Alcohol 100% 4 segundos

Alcohol 100% 1 minuto

Xileno 2 minutos

Xileno 2 minutos

Xileno 2 minutos

Este proceso se utilizd para deshidratar la muestra en concentraciones crecientes de
alcohol, luego se aclar6 en xilol para después proceder el montaje en un medio resinoso.

Tabla 5: esquema de deshidratacién de la muestra.
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Para el recuento de células inflamatorias, se obtuvieron cinco microfotografias de

diferentes campos en microscopio éptico Leica ICC50 W con aumento 400X. Estos fueron

analizados posteriormente mediante el software ImageJ. Se realizé el conteo manual de las

células inflamatorias en el tejido conectivo periimplantar, mediante la opcion ““Cell counter

notice’’.

5.2.DETERMINACION DEL ESTADO DE PROLIFERACION TISULAR DEL

EPITELIO PERIIMPLANTAR MEDIANTE RECUENTO DE AGNORs

Para realizar el método AgNOR se siguio el siguiente protocolo:

1.
2.

Desparafinacion de las laminas (Tabla 3)

Se aclaré cada ldmina en agua destilada por 5 minutos y luego se sumergieron en una
solucion tampdn citrato de sodio (0,01 M, pH 6,0)

Los cortes fueron llevados al horno microondas y se aplicaron 3 pulsos de 5 minutos
en alta potencia, con intervalos de descanso de 5 minutos entre cada pulso.

Se dejaron enfriar a temperatura ambiente y se lavaron con agua destilada.

Se preparo la solucién de trabajo en el momento del uso, este se obtuvo mezclando
dos partes de una solucion de nitrato de plata 50% p/v en agua desionizada, con una
parte de una solucion de gelatina 2% p/v en agua desionizada, a la que se adiciond
acido formico 1%.

Se aplicd la solucién de trabajo sobre los cortes y fueron llevados a oscuridad por 15
minutos, posteriormente fueron lavados con varios bafios de agua destilada, para ser
tratados con tiosulfato de sodio 5% por 5 minutos.

Los cortes fueron sumergidos en hematoxilina de Harris por 2 minutos y se aclararon
en bafos de agua destilada.

Finalmente se realizo el procedimiento de deshidratacion en alcoholes y xilol (Tabla
5) y se procedio6 al montaje final, en medio resinoso shandon consul mount histology

formulation thermo scientific.
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Para evaluar el estado de proliferacion tisular se realizo la observacion microscopica con
aumento 400X y se obtuvieron 5 microfotografias de campos diferentes de cada muestra,
posteriormente estas fueron analizadas con el software Micrometrics SE Premium 4.5 en el
cual se realizo el conteo manual de nimero de puntos AGNOR contabilizandose cada punto
reconocible como individual (40), mediante la opcion ‘‘Counting’’, de 20 células en cada

campo, tras lo cual se obtuvo el promedio de AgNORs.
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6. RESULTADOS

A continuacion, se muestran los resultados del estado de inflamacion tisular del tejido
conectivo periimplantar mediante tincion de Giemsa y del estado de proliferacion tisular del

epitelio periimplantar por recuento de AGNORs.

Este estudio se realiz6 en 15 pacientes con un promedio de edad de 63 afios que
presentaron fracaso en tratamiento con implantes dentales los cuales fueron clasificados
segun sexo y presencia o ausencia de enfermedad cronica, entre las cuales se incluyeron

hipertension arterial y/o diabetes.

Frecuencia Porcentaje

Vilido Femenino 9 60,0
Masculino 6 40,0
Total 15 100,0

Tabla 6: analisis estadistico de frecuencia de sexo femenino y masculino.

Frecuencia Forcentaje

Valido NO G 60,0
Sl 6 40,0
Total 15 100,0

Tabla 7: andlisis estadistico de frecuencia de pacientes con presencia y ausencia de
enfermedad crénica (diabetes y/o hipertensién arterial)
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6.1.DETERMINACION DEL ESTADO DE INFLAMACION TISULAR DEL TEJIDO
CONECTIVO PERIIMPLANTAR, MEDIANTE TINCION DE GIEMSA Y
RECUENTO CELULAR CON EL SOFTWARE IMAGE J
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Grafico 1: Pacientes con periimplantitis vs Promedio de células inflamatorias en tejido

conectivo.

Estadisticos descriptivos

Pacientes con periimplantitis

T T
T 8 9 10

N Minimo | Maximo | Media Desviacion estandar
Promedio de células
inflamatorias en tejido] 15 19,0 232,0 106,800 |65,1616
conectivo
N valido (por lista) 15

Tabla 8 : estadisticos descriptivos del promedio de células inflamatorias en tejido

conectivo.
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Imagen 1 : células inflamatorias en tejido conectivo de un paciente con periimplantitis
observadas con aumento 400X mediante tincion de Giemsa.
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Grafico 2 : analisis test T de Student para nimero de células inflamatorias segun la variable
Sexo.

Analisis usado: Test T de Student
P-value: 0.0985
Conclusion: No hay diferencia significativa (p>0.05)
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Gréfico 3 : andlisis test T de Student para namero de células inflamatorias segln la variable
presencia o ausencia de enfermedad cronica.

Analisis usado: Test T de Student
P-value: 0.8106

Conclusion: No hay diferencia significativa (p>0.05)

6.2.DETERMINACION DEL ESTADO DE PROLIFERACION TISULAR DEL
EPITELIO PERIIMPLANTAR, POR RECUENTO DE AGNORS CON EL
SOFTWARE MICROMETRIC.
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Grafico 4 : Pacientes con periimplantitis vs Promedio de AgNORs en tejido epitelial.

33



Estadisticos descriptivos

N Minimo Maximo Media Desviacién estandar
Promedio de AgNORs en
) o 14 35 146 102,71 27,213
tejido epitelial
N valido (por lista) 14

Tabla 9 :estadisticos descriptivos del promedio de AGNORs en tejido epitelial.
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Imagen 2 : NORs en tejido epitelial de un paciente con periimplantitis observadas con
aumento 400X mediante tincion de AGNORs.
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Grafico 5: analisis test T de Student para numero de AgNORs segun la variable sexo.

Andlisis usado: Test T de Student
P-value: 0.7517

Conclusion: No hay diferencia significativa (p>0.05)
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Gréfico 6 : anélisis test T de Student para numero de AgNORs segun la variable presencia o

ausencia de enfermedad cronica.

Analisis usado: Test T de Student
P-value: 0.0818

Conclusion: No hay diferencia significativa (p>0.05)
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7. DISCUSION

Los implantes dentales ofrecen alternativas de tratamientos con un enfoque menos
invasivo, que mejoran la calidad de vida de los pacientes parcial o completamente
desdentados. Sin embargo, realizar este tipo de tratamientos involucra una buena planeacién
y ejecucion del aspecto tanto quirtrgico como protésico. Recientes estudios han publicado
una tasa de éxito en tratamientos de implantes de alrededor del 90%. La prevalencia de la
periimplantitis a nivel paciente es de 20% y a nivel implante es de 9,25% (42). A pesar de su
prevalencia, el diagnéstico de la enfermedad periimplantaria sigue siendo un desafio para los
profesionales, debido a que los métodos de diagnostico comunes de sondeo periodontal y
radiografias siguen siendo inexactos, y solo documentan la destruccion preexistente, mas que
la actividad actual de la enfermedad. El éxito quirargico de los implantes esta directamente
relacionado con un proceso de interaccion con el hueso, pero, cuando el procedimiento ha
fallado, se presenta una alteracion durante la fase inicial y se produce una formacion de tejido

cicatricial fibroso entre la superficie del implante y el hueso circundante. (43)

Con el proposito de aumentar conocimiento en esta area, comprender este proceso y de
este modo aportar conocimiento para mejorar las tasas de éxito clinico actuales se caracterizo

el tejido blando periimplantar de 15 pacientes de edad promedio 63 afios con periimplantitis.

En primer lugar, se estudio el estado de inflamacién tisular del tejido conectivo
periimplantar mediante tincion de Giemsa, de aqui se obtuvo que la media de células
inflamatorias entre los pacientes que participaron en el estudio fue de 106,8, el promedio
minimo y maximo calculado fue de 19 y 232 células inflamatorias respectivamente y una

desviacioén estandar de 65,1616.
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El promedio minimo corresponde al paciente de mayor edad el cual tiene 79 afios, en este
caso, el envejecimiento, mas que una disminucion de la respuesta inmunolégica origina una
disfuncion del sistema inmune. Los linfocitos que se muestran mas afectados son los
linfocitos T, debido fundamentalmente a que a partir de los 60 afios el timo se ha
transformado completamente en grasa, y sera la poblacion linfocitaria T, existente en ese
momento, la que actle como sistema inmunitario. Otros aspectos como la disminucion en la
capacidad de replicacion de los linfocitos T estd disminuida en esta etapa de la vida, aunque
ciertamente no anulada (44).

La variable sexo, no presenta una diferencia significativa, los fracasos pueden ocurrir a
cualquier edad, siempre que existan las condiciones para que no ocurra una osteointegracion
correcta del implante o no se mantenga favorable (45). La presencia o no de enfermedad
cronica tambiéen fue una variable en estudio entre las cuales se incluyeron hipertension
arterial y diabetes, aqui no se presenta una diferencia significativa entre pacientes que
presentan o no alguna de estas enfermedades cronicas, esto puede ser debido a que el tamafio
muestral es bajo, sin embargo, existe tendencia a presentar mayor numero de células

inflamatorias en pacientes que si presentan enfermedad cronica.

Existen una serie de factores de riesgo asociados a la periimplantitis, cuya evidencia es
alta, sin embargo, otros son considerados de evidencia limitada. La historia previa de
periodontitis es un factor de riesgo de evidencia alta, esto se debe a que la microbiota presente
en la cavidad oral antes de la implantacion, determina la composicién del nuevo
establecimiento de la microbiota sobre los implantes. Fumar y la higiene oral también han
sido implicados como un factor de riesgo que afecta al pronéstico a largo plazo de los

implantes orales (46).

Las enfermedades sistémicas que se asocian a la periimplantitis se dividen en: alteraciones

secundarias que comprometen la inmunidad del huésped y alteraciones endocrinas y
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metabolicas. La diabetes mellitus es una enfermedad metabolica que puede influir en la
cicatrizacion de las heridas, ya que, las tipicas alteraciones vasculares asociadas a esta
condicion, podrian alterar la circulacion del sitio implantado, por otro lado, en el periodonto
de pacientes diabéticos con periodontitis se expresan mdltiples receptores celulares de
superficie para productos finales de glicacién avanzada y sus ligandos, lo que produce una
alteracion en el metabolismo normal de los tejidos (47).

La literatura es escasa al tratar la hipertensién como enfermedad por si sola, sino que la
incluye dentro de las enfermedades cardiovasculares. Estos estudios indican que no hay
asociacion entre esta enfermedad y el fracaso de los implantes dentales, sin embargo, seria
importante evaluar la medicacion que estan recibiendo ya que ningun estudio menciona esto,
tampoco el tiempo de duracion de la enfermedad y el grado de hipertension presente en el

paciente, lo que podria influir en el fracaso de los implantes dentales (48).

No se realizaron técnicas para diferenciar células granulociticas y mononucleares ya que
la periimplantitis se caracteriza por ser un proceso inflamatorio cronico, siendo asi, las células

predominantes son mononucleares del tipo linfocitos, células plasmaticas y macrofagos (25).

En segundo lugar, se realizé la determinacion del estado de proliferacion tisular del
epitelio periimplantar, por recuento de AgNORs. La tincion de AgNOR es simple y puede
ser usada como método para la estimacion de la proliferacion celular, haciendo diferenciacion
del tejido normal del crecimiento proliferativo no neoplasico, neoplasico benigno y

neoplasico maligno de tejidos blandos (49).

La media de AgNORs en tejido epitelial entre todos los pacientes fue de 102,71 con un
valor minimo y maximo de 35 y 146, respectivamente, la desviacion estandar calculada es

27,213. Cuando en la cuantificacion de AgNORs existe una cantidad mayor a 1, puede ser
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una herramienta atil para distinguir entre epitelio normal y displasia de cavidad bucal (50).
Existe un incremento en el promedio de conteo de AgNORs en leucoplasias y carcinoma
epidermoide de cavidad bucal comparado con el epitelio normal, sugiriendo que entre mas
displasico es el epitelio la cantidad de AgNOR se incrementa y el tamafio de los puntos
nucleolares decrece (51).

La variable sexo no presenta una diferencia significativa al igual que al estudiar las
variables de presencia y ausencia de enfermedad cronica, sin embargo, se observa que existe
tendencia a aumentar el namero de AgNORs en tejido epitelial en pacientes que presentan

diabetes y/o hipertension arterial.

Los AgNOR es un parametro accesible, reproducible, econdmico y comparable que se
podria utilizar en forma rutinaria de manera paralela a la técnica histolégica de rutina en

lesiones sospechosas de displasias (51).

Como técnica, la tincion de AgNOR no es especifica para una proteina en
particular. Varios tipos de proteinas asociadas a ribosomas de unién a plata pueden formar
AgNOR. La determinacion de las actividades de estas proteinas se ha utilizado como
marcador de proliferacion y actividad metabdlica de las células;y los estudios han

investigado los AgQNOR en diferentes 6rganos sanos y enfermos (52).

En el momento actual existen evidencias experimentales suficientes para afirmar que, de
forma directa o indirecta, la expresion de los AgNORs esta relacionada con la sintesis de

ADN vy, por tanto, puede ser considerada como un marcador de proliferacion celular (53).
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Para continuar con los estudios, se necesitan investigaciones clinicas e histolégicas en las
cuales seria importante diferenciar poblaciones celulares de macrofagos tipo 1 y tipo 2,
determinar la presencia de otras proteinas de proliferacion celular y poder comparar con
tejido de mucosa de pacientes sanos para determinar diferencias.
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8. CONCLUSIONES

A partir de los datos recabados en este estudio se afirma que existe un proceso
inflamatorio importante, encontrando una tendencia a aumentar el promedio de células
inflamatorias en pacientes que presentan enfermedades crénicas como diabetes y/o

hipertension arterial.

El nimero de AgNORs encontrados es muy elevado a pesar de que no existen diferencias

significativas entre las variables estudiadas, sin embargo, existe una alta proliferacion celular.
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