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ESTUDIO DE LAS CARACTERISTICAS HISTOLOGICAS DEL
TEJIDO OSEO DE MODELOS ANIMALES EMPLEADOS EN
PRUEBAS DE BIOCOMPATIBILIDAD.

Resumen.

Este trabajo fue realizado con la finalidad de determinar las diferencias
histologicas de diferentes especimenes de modelos animales (rata, cobayo,
conejo, perro y humano) que han sido empleados en pruebas de
biocompatibilidad. Las muestras obtenidas fueron fijadas en formalina al 10%
y procesadas de manera rutinaria para obtener cortes de Spm que fueron
tedidos con hematoxilina y eosina, y vistos en campo claro a 2.5X, 10X y
40X. La observacion histoldgica de los especimenes no mostré grandes
diferencias, ya que en todos ellos existen los mismos elementos celulares, y la
respuesta que presentaran en contacto con materiales extrafios puede ser
similar. _

Palabras claves.- Biocompatibilidad, hueso, histologia.

STUDY OF THE HISTOLOGICAL CHARACTERISTICS OF BONE

TISSUE FROM ANIMAL MODELS USED IN BIOCOMPATIBILITY
TEST.

Abstract

The porpose of this work was to determine the histologic differencies between
bone tisses of animals employed as models in biocompatibility testing of
materials. Femur of each specimens were collected and inmediatelly fixed in a
formalin solution (10%) by 48 hrs at least.

After this were processed by histologic routine in order to obtain cuts of Spm
and stained with hematoxilin and eosin. Each specimen was observed by light
microscopy and determined celular characteristics. The observation of slides
was unable to show significant diferences an cellular population because there
were present thesam cells and histological characteristics.

Key words: Biocompatibility, bone, histology.




INTRODUCCION.

El comportamiénto biologico de los materiales que seran utilizados como
reemplazo de estructuras o tejidos en el cuerpo humano, es una caracteristica
que debe ser considerada conjuntamente con las cualidades quimicas y fisicas
que tendrid cierto material o sustancia de uso humano, ya que de ello
dependera el éxito o fracaso de su utilizacion (Black, 1991). En ¢l desarrollo
de los biomateriales, una etapa importante la constituyen la realizacion de
pruebas y ensayos pre-clinicos en los sitios donde seran colocados, como
sustitutos de tejido dseo (Gay W, Heauner J, 1989). Uno de los ensayos mas
comunes es la implantacion intramedular y cortical en modelos animales de
diversa especie, dando por entendido que las caracteristicas de respuesta
pueden ser extrapolados a la que se tendra cuando sean aplicados en humanos
{Hench L.L.,1598).

La informacién de las caracteristicas histologicas, de ultraestructura y de
composicion del tejido 6seo de los modelos animales empleados para las
pruebas de biocompatibilidad no se encuentra concentrada en alguna fuente
que nos permita conocer cuales son las diferencias, si es que las hay, o las

similitudes de dichas caracteristicas.

Con esta perspectiva, el objetivo de este estudio es la determinacién de las
caracteristicas morfologicas e histologicas del tejido dseo de distintos
modelos animales empleados en las pruebas de biocompatibilidad de

materiales de sustitucién y reparacion dsea




ANTECEDENTES

El hueso es un tejido mineralizado, que a pesar de su dureza y fuerza es un
material vivo y dindmico, que esta siendo renovado continuamente y que
experimenta una permanente reconstruccidn a lo largo de la vida del individuo
(Fawcett DW, 1998). Desde el punto de vista de la ciencia de materiales se le
considera como un composite, éste término se relaciona al hecho de que esta
constituido de una matriz celular variable y un componente mineral. En
condiciones normales la materia organica y los componentes minerales se
encuentran en un equilibrio dindmico, donde los procesos de aposicion y
resorcion de material calcificado son determinados por las condiciones de

homeostasis o enfermedad presentes en el organismo (Gage JP, 1989).

En conjunto, el tejido 6seo se estructura en un sistema que provee de soporte
al cuerpo, de esta manera, el esqueleto estd compuesto de tejido conjuntivo
mineralizado, ligamentos, tendones y un sistema de distribuciéon completo y
eficiente de abastecimiento sanguineo (Kent GC, 1978). El esqueleto sirve
como un depdsito para el calcio (Ca’") que es vital para el funcionamiento
apropiado de las membranas celulares, y para el fosforo (P*) que se necesita
en el metabolismo intermedio. Ademas, los huesos largos del sistema
esquelético son importantes como sitios en donde se lleva a cabo la

produccion de células sanguineas (Junqueria LC, 1996).

El elemento mineral del hueso, que representa aproximadamente el 60%, esta
constituido principalmente por calcio, fosfatos, carbonatos, nitratos y
cantidades mas reducidas de otros iones como sodio, magnesio y floor
(Telford [, 1990). Estos minerales se combinan para formar cristales

ultramicroscopicos de hidroxiapatita y otras sales de fosfato de calcio. La

(7]




matriz organica, por su parte se compone principalmente de colageno tipo I
(90%) y de un 10% de proteinas no colagénicas, agua y lipidos (Telford I,
1990). Se puede decir que la estructura intima del hueso esta constituida por
células que viven en un medio rico en matriz organica impregnada por
hidroxiapatita y otras sales de calcio y fosforo. Segin diferentes estudios el
interior de esta matriz esta poblado por vesiculas intra y extra celulares que
tendrian como funcion principal la de iniciar el proceso de mineralizacion del
hueso alveolar. En el centro de algunas zonas de los huesos maxilar y
mandibular se encuentra la cavidad medular, ocupada por la médula 6sea. En
sus extremos, esta cavidad esta interrumpida por una red trabecular (Gage JP,
1989).

Las superficies 6seas maduras compactadas o esponjosas son histolégicamente
idénticas, compuestas por laminillas microscépicas. Se han descrito tres tipos

de laminillas: Circunferenciales, Concéntricas, Intersticiales.

Las laminillas circunferenciales, rodean todo el hueso adulto, formando su
perimetro.

Las concéntricas, conforman gran parte del hueso compacto, constituyendo el
tejido dseo. El ostedn es un cilindro de hueso cuyo centro esta ocupado por
una cavidad alargada denominada conducto de Havers que esta revestida por
una sola capa de osteoblastos. Cada conducto aloja un capilar que tiene como
funciones fundamentales la nutricién y la defensa del tejido ésec (Borysenko
M, 1985). Los conductos de Havers adyacentes se encuentran interconectados

por los conductos de Volkman.




Interpuestas entre las laminillas concéntricas adyacentes se encuentran las
laminillas intersticiales, que son fragmentos de laminillas concéntricas

preexistentes.

Rodeando al hueso compacto se encuentra una membrana de tejido conectivo
osteogénico ricamente vascularizada, llamada periostio. En la parte interna de
éste se encuentra la mayor densidad celular, siempre orientada hacia la

superficie 6sea (Warren A, 1959).

CELULAS OSEAS

En el hueso se distinguen distintos tipos de células que son responsables de 1a
reabsorcién, formacién y mantenimiento del mismo, de manera general se
identifican y describen, las siguientes células: Osteoclastos, Osteoblastos,

Osteocitos, Células bordeantes (Figura 1).

Hueso epifisario
Zona de cantilago de reserva—

Zona de proliferaciinm- =~ Mitosis

---Matriz cartilaginosa

Zona de hipertrofia--- £l calcificada
Zona de calcificacidn de A
|a matriz cartilaginosa— —Trabéculas dirscarices
. cartilaginosas
o ---Tejido ése0
Zona de reabsorcion- | | ~Dsteoblasto
~-Osteoclasto

Figura i} Diferentes tipos de células que se encuentran en un hueso largo en crecimiento
{Ross MH, cols 1992).




A la interaccién de estos elementos celulares y de las sustancias quimicas que

regulan este proceso se le llama remodelado 6seo.

A los tres primeros s¢ les considera ordinariamente como tipos celulares
distintos, pero que en realidad son diversos estadios funcionales de un mismo

tipo celular y ejemplo de modulacion celular (Fawcett DW, 1988).

Las células progenitoras del hueso, a semejanza de los otros tejidos
conjuntivos, se desarrollan a partir del mesénquima embrionario; estas células
tienen nicleos alargados u ovales, palidos y un citoplasma acidéfilo poco
llamativo o levemente basoéfilo. Se les encuentra sobre o cerca de las
superficies libres del hueso: en el endostio, en la capa mas interna del
periostio, limitando los conductos haversianos y sobre las trabéculas de matriz
cartilaginosa de la metafisis de los huesos en crecimiento. Estin activas
durante e] crecimiento normal de los huesos y pueden ser estimuladas durante
toda la vida adulta cuando ocurre la reorganizacién interna del hueso, la
curacion de las fracturas o la reparacion de otras formas de lesiones. Bajo
cualquiera de estas condiciones, se multiplican y se transforman en
osteoblastos formadores de huesos, un paso preliminar en la formacién de
tejido esquelético es la sintesis de coldgeno por los osteoblastos (Paulsen DF,

1991).

Los osteoblastos, son productores de la parte organica de la matriz, ademas de
coldgena tipo I, proteoglucanos y glucoproteinas. Se disponen siempre en la
superficie 6sea, al lado en forma similar al epitelio simple. (Junqueira LC,
1996).




Los osteoblastos son responsables de la formacion de la matriz d0sea y se
encuentran invariablemente al frente del avance del hueso que crece o se
remodela. Durante el deposito activo de nueva matriz, se dispone en una capa
epitelioide de células cuboideas o cilindricas bajas, conectadas unas con otras
mediante expansiones cortas y finas. En las micrografias electrénicas se ve
que los osteoblastos tienen la estructura esperada de células encargadas de las

sintesis de proteinas. (Fawcett DW, 1988).

Los osteocitos son las células principales de!l hueso, residen en sitios ubicados
en el interior de la sustancia intersticial calcificada. Su cuerpo celular se
adapta a la forma lenticular de la cavidad que ocupa, pero emite numerosas
prolongaciones delgadas que se extienden por los canaliculos de la matriz
vecina. Las observaciones con microscopia electréonica muestran que las
expansiones de los osteocitos vecinos se ponen en contacto por sus extremos,
de esta forma parecen estar en comunicacion unas con otras y, en ltimo
término con las situadas mas superficialmente a través de una serie de uniones
de baja resistencia eléctrica, que permite el flujo de iones y quiza también el

de moléculas pequenias. {Copenhaver WM, 1981).

Los osteoclastos son células gigantes, moviles y polinucleadas, que
reabsorben el tejido 0seo participando en los procesos de remodelacion de los
huesos. Secretan 4cidos (H"), colagenasa y otras enzimas que atacan la matriz
y liberan calcio (Ca®"), ademas de participar en la eliminacién de los restos del

tejido 6seo que se forman durante la absorcion de hueso (Junqueira LC, 1996).




Los osteoclastos se presentan como células gigantes de 20 a 100 pum de
diametro y que pueden tener hasta 50 ntcleos, se encuentran en areas de
reabsorcion Osea, y generalmente en cavidades poco profundas de Ia superficie
del hueso, llamadas lagunas de Howship, las cuales se forman como

consecuencia de la accidn de los osteoclastos. (Fawcett DW, 1988).

El componente inorganico del tejido 6seo esta inmerso en una matriz de fibras
colagenas, donde la unidad fundamental mineral esta representada por
cristales de hidroxiapatita [Cayg (PO4)s (OH),J, este compuesto quimico es un
mineral altamente estable cuyos componentes son el calcio, iones hidroxylo
(OH), y el fosfato (Williams RAD, 1982). Los cristales son depositados bajo
la influencia de los osteoblastos, mientras que una sustancia cementante
compuesta de agua y mucopolisacaridos componen los cristales de la matriz
colagena. (Kent GC, 1978). En la mayoria de los procesos de mineralizacion,
el osteoblasto finalmente llega a ser atrapado por la matriz calcificada y son
colocados abajo y alrededor de ellos; denominandoseles como osteocitos, los
cuales ocupan lagunas de fluido intersticial que interconecta el llenado del
canaliculo de las lagunas con el fluido. El fluido en las lagunas y canaliculos
contienen los iones de fosfato y calcio que constantemente estin siendo
depositados sobre la matriz colagena dependiendo del nivel de calcio. (Kent

GC, 1978)

TIPOS DE HUESO

Existen dos formas de hueso que pueden distinguirse al observarlos a simple
vista 0 con la ayuda de una lupa: El hueso compacto y el esponjoso. (Fawcett
DW, 1988). En los huesos largos tipicos, tales como el fémur o el himero, la

diafisis (tallo) es un ciiindro de pared gruesa constituida de hueso compacto,




con una cavidad medular central voluminosa ocupada por la médula 6sea. Los
extremos de los huesos largos estan formados fundamentaimente por hueso
esponjoso recubierto por una corteza delgada de hueso compacto. (Fawcett
DW, 1988).

En el animal en crecimiento, los extremos de los huesos largos, llamados
epifisis, nacen de centros de osificacion independiente y estdn separados de la
diafisis por la placa epifisiaria cartilaginosa que se une a la diéfisis gracias a
una columna de hueso esponjoso de la region intermedia llamada metéfisis. En
las superficies articulares de los extremos de los huesos largos, la delgada
capa de la cortical de hueso compacto esta recubierta por una capa de

cartilago hialino, e} cartilago articular. (Murray FE, 1978).

E!l hueso compacto es una masa solida continua, en la cual con la ayuda del
microscopio solo se ven espacios. Las dos formas del hueso se continiian una
con otra sin un limite nitido que la separe (Fawcett DW, 1988). Esta formado
fundamentalmente por sustancia intersticial mineralizada, la matriz osea esta
depositada en capas o laminillas de 3 a 7um de grosor, también existen
cavidades lenticulares llamadas lagunas, cada una de las cuales estd ocupada

por una célula de hueso, denominada osteocito (Weiss L, 1977).

Desde cada laguna irradian en otras direcciones los canaliculos, unos
conductillos extraordinariamente delgados y ramificados que penetran en la
sustancia intersticial de las laminillas y se anastomosan con los canaliculos de
las lagunas vecinas por lo cual se piensa que estos canaliculos son esenciales

para la nutricidn de las células 6seas. (Ham AW, 1984).

ey




Las laminillas de hueso compacto se disponen de tres formas diferentes.

1} Osteonas o sistemas Haversianos. La gran mayoria estin dispuestas
concéntricamente en torno a un conducto vascular del interior del hueso, para
formar unas unidades estructurales cilindricas. Su tamafio es variable y pueden

estar compuestas por un namero de laminillas que va de cuatro a veinte.

2) Sistemas intersticiales. Entre los sistemas haversianos hay fragmentos
angulosos de hueso laminar que tienen forma y tamaio irregular. Los limites
entre los sistemas haversianos y los intersticiales estan nitidamente marcados

por unas lineas refringentes llamadas lineas de cemento.

3) Laminillas circunferenciales externas e internas. En la superficie externa
del hueso cortical, inmediatamente por debajo del periostio y sobre su
superficie interna, por debajo del endostio, hay varias laminillas que se
extienden de modo ininterrumpido en torno a la mayor parte de la
circunferencia del tallo. Los conductos haversianos comunican unos con otros
y con la superficie o la cavidad medular por medic de unos conductos
transversales u oblicuos, llamados conductos de Volkman (Borysenko M,
1985).

El hueso compacto consiste de lamelas mineralizadas de colageno,
concentraciones alrededor de los conductos de Havers, como en el eje de
huesos largos o en mayor o menor hojas con disminucién de conductos como
en hueso peridstico. Los conductos de Havers contienen una arteriola, una
vénula, un vaso linfatico y fibras nerviosas. El conducto y su circunvalacién

lamelar, constituye un ostedn o sistema de Havers. Los vasos sanguineos son




responsables de la configuracion de los sistemas de Havers. Los vasos
sanguineos en los canales son continuos en la médula del hueso. En el ¢je de
huesos largos los sistemas de Havers son mas o menos paralelos al eje largo
del hueso, un aspecto arquitectonico que minimiza la probabilidad de fractura
bajo extrema tensién. El plano lamelar de hueso peridstico es formado por
osteoblastos sobre la superficie interior del periostio, la membrana fibrosa
densa que adjunta a todos los huesos exceptian a sus superficies articulares.
(Kent GC, 1978).

El hueso esponjoso esta compuesto también de laminillas, pero sus trabéculas
son relativamente delgadas y de ordinario no contiene vasos sanguineos en su
interior, por ello no contiene vasos sanguineos haversianos, sino que son
simplemente un mosaico de piezas angulares de hueso laminar. Las células
Gseas se nutren por difusion a partir de la superficie enddstica a través de los
diminutos canaliculos que interconectan las lagunas y que llegan hasta la
superficie; Durante el desarrollo embrionario y €l crecimiento postnatal, existe
una capa interna de células formadoras de hueso, en contacto directo con el
hueso. Los osteoblastos en el adulto asumen una forma de reposo (células
osteoprogenitoras), y no se distinguen de otras células fusiformes del tejido
conjuntivo. Sin embargo, si un hueso es lesionado se reactiva la capacidad
formadora de estas células, toman la apariencia de osteoblastos tipicos y

participan en la neoformacion del hueso (Ross MH, cols. 1992).

Los huesos esponjosos, son semejantes en sus elementos esenciales pero
diferentes en su aspecto cuando se observa detenidamente. El hueso esponjoso
consiste de hueso trabecular y médula de hueso. Las trabéculas son un

ensamblaje que emite, y excluye varillas, que como atados arquitectdnicos




forman una estructura rigida que provee una fortaleza maxima en dreas de
tension. Ellos se componen de arreglos irregulares de lamelas sin sistemas de
Havers. La médula ocupa las cavidades entre trabéculas. Esto consiste de un
reticulo de fibras conjuntivas de tejido que apoyan vasos sanguineos, fibras
nerviosas y tejido adiposo (médula amarilla), y en algunos huesos tejido
hematopoyético que es la fuente de células rojas, de sangre y algunos tipos de

células blancas (Borysenko M, 1985).

La cavidad medular esta compuesta de una membrana delgada de tejido
conjuntivo formando el endostio. Estos tienen algunos aspectos de periostio y

tienen la capacidad para depositar hueso, o remodelarlo bajo condiciones

seguras (Kent GC, 1978).

Hueso acelular
Hay un tipo de hueso en el que los osteoblastos no solamente se retraen si no
que se depositan creando una estructura donde no hay un proceso o canaliculo.

Esta es la capa del hueso acelular que se encuentra en el cemento de dientes en

los vertebrados. (Weiss L, 1977).

Matriz osea

La sustancia intersticial del hueso estd constituida por dos componentes
principales: uno es la matriz orgénica; y el otro, las sales inorgénicas y cada
uno constituye el 50% del peso seco de la matriz. La matriz organica estd
formada por fibras colagenas embebidas en la sustancia fundamental. En los
mamiferos adultos, alrededor del 95% de la matriz orgdnica corresponde a
colageno (Gage JP, 1989).




Hueso membranoso.

El hueso depositado directamente dentro de un blastema membranose sin
tener que haber sido precedido por un modelo cartilaginoso es el hueso
membranoso. Entre los procesos fisioldgicos que ocurren en el hueso, la
neoformacion de tejido mineralizado depende de la existencia de células
mesenquimatosas diferenciadas que respondan a una estimulaciéon humoral y
celular para que ocurra el proceso de reparacién o neoformacién (Junqueira

LC, 1996).

Componente mineral.

En cuanto al componente mineral del hueso, esta conformado principalmente
por fosfato y calcio integrados en cristales de hidroxiapatita [(Cajo (PO4)s
(OH),]. Este fosfato de calcio constituye cerca del 95% del componente
mineral del hueso, el resto lo constituyen otras sales de calcio, principalmente
en forma de carbonato (CaCQ,), ademds de contener elementos en cantidad
variable de Na, K, Mg?*, Zn**, Mn™" y Cu** (Le Geros RZ, 1991).

La estequiometria de la hidroxiapatita en el hueso humano se ha determinado
en un cociente {Ca/P) de 1.67, encontrando situaciones donde se podria
determinar una relacion de 1.3:1 a 2.0:1 donde la condicion nutricional
participa de manera directa en la constitucién y disposicion del contenido

mineral de los tejidos (Le Geros RZ, 1991).

Por sus caracteristicas quimicas y cristalograficas, la hidroxiapatita es un
compuesto de alta estabilidad, insoluble en medio fisiolégico y de gran
dureza, es por ello que su presencia en los tejidos les confiere gran reststencia
y dureza (esmalte, dentina, cemento radicular y hueso), pero se ve afectada por

la presencia de medios acidos. En el ambito biolégico, la hidroxiapatita juega




un papel determinante para el disefio y elaboracion de materiales que serdn

utilizados como sustituto o relleno de huese (Ouhatoun JP, 1992).

A lo largo de esta revision se ha visto que el tejido dseo, es una variedad de
tejido conjuntivo que se caracteriza por la presencia de material calcificado. Si
un hueso largo delgado, por ejemplo el peroné, se coloca suficiente tiempo en
una solucion débil de un 4cido, se extraen las sales inorgdnicas, dejando sélo
la matriz colagena organica. Este hueso descalcificado se vuelve tan flexible
que se puede formar un nudo con él. Por el contrario, la extraccién de la
matriz organica deja al hueso duro, pero quebradizo como un gis. De estas
observaciones resulta evidente que la dureza de los huesos se debe a las sales
inorganicas, mientras que su fuerza y resistencia se debe al colageno organico

a su matriz (Armenta PS, 1975).

MODELOS ANIMALES EMPLEADOS EN PRUEBAS DE
BIOCOMPATIBILIDAD

Los animales han servido para realizar test o pruebas de materiales que luego
seran empleados en el cuerpo humano, la conveniencia y seguridad de estas
pruebas dependen del modelo animal empleado. De esta manera, es
importante distinguir las ventajas, desventajas y condiciones en las cuales se
utilizan los distintos modelos animales. Entre las ventajas que se pueden citar

con respecto a los modelos animales se encuentran.

1. Periodos de vida cortos. Reaccionan y envejecen rapidamente.
2. Pueden ser sacrificados y se puede estudiar un proceso completo de

cualquier enfermedad.




3. Disponible en numero suficiente (Estadisticas).
4. Se pueden usar agentes infecciosos sin restricciones de moral.

5. Interaccién de varios factores.

Los modelos pﬂi{nales pueden ser utilizados tan especificamente como sea
necesario, sin embargo, es conveniente tomar en cuenta que basicamente los
modelos animales se pueden clasificar en base al fenomeno que se les piensa
observar (Melby EC, 1974).

1. Experimental, este tipo es inducido quirdrgicamente, debe imitar la
enfermedad que esta siendo estudiada, y ser facilmente manipulable y
facilmente reproducible. Si este modelo no reproduce la enfermedad
exactamente, la correlacion entre animal y humano debe ser significativa,

verificable y predecible.

2. Negativo, este tipo de modelo no desarrolla la enfermedad y usualmente es
evitado. Puede ser util para determinar por que algunas especies son
resistentes, por ejemplo el Herpes saimirii no afecta al mono ardilla, la rata de
campo es resistente a la mordida de la serpiente y la zarigiieya es resistente a

la rabia.

3. Huérfano, este tipo de modelo incluye enfermedades de animales, las cuales
no se encuentran en su contraparte humano, o enfermedades similares a estas
en el hombre con etiologia o patogenesis diferente. Por ejemplo el Sarcoma de
Rous en el pollo fue descubierto en 1910 y ha sido usado de manera extensa
desde la inmunologia hasta investigaciones del cancer, pero este no tiene una

contraparte humana conocida.




4. Esponténeo, en estos casos la enfermedad ocurre naturalmente.

FACTORES QUE DEBEN SER CONSIDERADOS CUANDO SE
SELECCIONA UN ANIMAL PARA INVESTIGACION.
A continuacion se mencionan las caracteristicas que deben cumplir los

animales que participaran en ensayos que pretendan llevarse a cabo (Mitruka,
BM, 1976). )

1. Disponibilidad de especies, se selecciona una especie la cual debe ser
facilmente disponible o pueda ser facil de suministrar los animales al mismo

investigador para que el trabajo pueda ser confirmado y/o sobre ampliado.
2. Patogenesis, comprender el proceso que se pretende estudiar.

3. Periodo de vida de las especies y el mejor segmento del proceso cada una

de las fases de vida puede responder de manera diferente que las otras.

4. Caracteristicas anatémicas, las caracteristicas anatdmicas propias, tamafio
del animal, conformacién, especialmente donde la restriccion en el largo plazo

esta comprometida.

5. Requerimientos y hdbitos nutricionales, pueden variar con la edad, sexo,
gestacion, lactancia, embarazo, enfermedad, estacidn del aiio, temperatura,
humedad relativa, ventilacion algunos mecanismos psicolégicos internos o la
experimentacion del estrés, por esta razén en el presente estudio se prefieren

especimenes machos con la finalidad de evitar alteraciones hormonales.




6. Genéticas, tamaiio de los genes comparados con los humanos.

7. Polimorfismo, cada una de las especies tienen caracteristicas finicas que los

separa de otros.

8. Reproduccién, las caracteristicas reproductoras incluidas como son el
estatus endocrino segun el sexo, periodo de gestacion, tipo de placentacion,

tamario de la camada y velocidad de desarrollo en el Gtero.
9. Factores indigenas, peculiares de una especie, cepa o repuesto.

10. Tipo de agente debe ser definido con su posible accién metabélica y
productos, su efecto en un organo final y su modo de excrecion, este debera

llevar especial cuidado y manejo.

11, Cédula de administracion, frecuencia, cantidad y ruta tomada de dicho

medicamento.

12 Estado de salud de los amimales deben estar tan saludables como el

experimento designado se llame, dentro de las restricciones monetarias.

13. Requerimientos ambientales, temperatura, humedad, luz, limpieza, ruido,
asi bien como otros numerosos factores deben ser considerados, pero siempre

tomando en cuenta el tipo de estudio que se requiera.




PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION.

El estudio y desarrollo de materiales que seran considerados como
biomateriales debe seguir los lineamientos de las organizaciones reguladoras
del uso y validacion de este tipo de recursos. La [nternational Standard
Organization (ISO), la American Standard for Testing Materials (ASTM) y la
Bristish Standard Institute (BSI) son las entidades encargadas de dar los
parametros de prueba para los nuevos materiales, esto es importante porque
una de las etapas fundamentales para la validacién la constituye su prueba en
tejido dseo vivo, ya sea de humano ¢ de animales, siendo hasta la fecha que no
existe un estudio comparativo de las caracteristicas histologicas y de
ultraestructura entre las diferentes especies empleadas para las pruebas de
regeneracion y neoformacion osea. El aspecto mas importante radica en que
los resultados que se obtienen en un estudio se tienden a extrapolar a modelos
humanos, sin tomar en cuenta que pueden existir diferencias morfométricas en
los componentes celulares de las distintas especies, lo cual se reflejara en la
respuesta que se presente ante materiales porosos y no porosos, y ain puede
influir a relacion del tamafio y componente celular, ademas de el tamario y

forma de las particulas del material.

La elaboracion de pruebas de materiales que seran sustitutos de tejidos
mineralizados, se ha desarroilado en modelos en los cuales no existe una
evidencia de similitudes o diferencias entre las distintas especies empleadas, a
esto debe agregarse que las caracteristicas propias del material juegan un papel
importante en la respuesta expresada en las pruebas in vivo. Para comprender
mejor la diversidad de los mecanismos y de la respuesta histologica presente
en las pruebas de biocompatibilidad, es necesario llevar a cabo la

caracterizacion de los materiales para conocer las similitudes y las diferencias




que puedan existir entre los distintos modelos, esto permitiria hacer una
discriminacidn entre la eficacia y la utilidad de los diferentes modelos cuando

se pretenda valorar materiales con caracteristicas especificas.

HIPOTESIS:

H,: Existen diferencias de las caracteristicas morfométricas del tejido 6seo de
distintas especies animales empleadas como modelos in vive de prueba de

biocompatibilidad de materiales.

Hy: No existen diferencias de las caracteristicas morfométricas del tejido éseo
de distintas especies animales empleadas como modelos in vive de prueba de

biocompatibilidad de materiales.

OBJETIVO GENERAL

Determinar las caracteristicas histologicas de distintos modelos animales
(cobayo, conejo, rata, perro, humano) empleados para evaluar la respuesta de

tejido 6seo ante materiales de relleno y reconstruccion de tejido duro.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
1.- Establecer las caracteristicas histoldgicas del tejido dseo en el fémur de 1as

especies seleccionadas

2.- Establecer las similitudes y diferencias histologicas de los componentes
esponjoso y compacto del tejido 6seo y el cartilago de las distintas especies

animales




MATERIAL Y METODO.

Tipo de estudio: Por sus caracteristicas este proyecto puede ser identificado

como descriptivo y comparativo

Universo de trabajo.- En términos generales las muestras fueron obtenidas de
animales sanos sistémicamente, que no tuvieron antecedentes de enfermedades
cronicas ni adquiridas del tejido conectivo, y que su sacrificic haya sido
determinado con fines experimentales o que hayan sufrido algin traumatismo

que les produjo la muerte, pero sin involucrar el fémur derecho o izquierdo.

Muestra.- Se utilizardn tres especimenes de cada modelo animal, haciendo un
total de 15 muestras. Por consideraciones éticas, en el caso de los especimenes
humanos se obtuvieron de algtn anfiteatro que contd con material disponible,
teniendo cuidado de obtener la informacion referente a las caracteristicas

propias del espécimen.

IDENTIFICACION Y DEFINICION DE VARIABLES.

Las variables de este estudio son las siguientes

Independiente: Tejido 6seo de modelos animales.- Esta variable es de tipo
nominal y con fines de operatividad se le consideré como aquel tejido

obtenido del fémur de rata, cobayo, conejo, perro y humano.
Dependiente: Caracteristicas morfologicas es una variable de tipo cualitativo.

Con fines de operatividad, a continuaciéon se describe cada una de las

variables.
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Céluias: como ya lo habiamos mencionado se distinguen estos tipos de células

oseas: osteoblastos, osteocitos y osteoclastos.

MATERIALES
Recursos Biologicos: Huesos de cobayo, rata, conejo, perro y humano. Ei

hueso seleccionado fue el fémur de las especies antes mencionadas.

Recursos Materiales: El material que se utilizo para preparar las laminillas de
histologia fue: acido nitrico, agua desionizada o destilada, parafina, xilol y
alcohol, portaobjetos, cubreobjetos, navajas para corte, bisturi, rollos
fotograficos de impresiéon en papel y diapositiva, Equipo de Histokinett,

microtomo, cuchillas reafilables.

Recursos fisicos: contamos con las instalaciones del Laboratorio de Patologia
Experimental y del Laboratorio de Biomateriales de la Divisién de Estudios

de Posgrado e Investigacion de la Facultad de Odontologia.
TECNICAS DE CARACTERIZACION (PROCESO HISTOLOGICO).

Preparacion de las muestras: Todos los especimenes fueron almacenados en
solucién de formaldehido al 10%, después se cortaron con un disco de
diamante y refrigeracion con agua desionizada, se hicieron cortes en sentido
longitudinal y transversal para realizar las observaciones en diferente cara. La
orientacion de los cortes se encuentra esquematizada en la (Figura 3)

La metodologia descrita a continuacion ha sido seleccionada para cubrir
nuestras necesidades del estudio del esqueleto o hueso de los animales de

laboratorio.
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Figura 2. Esquematizacion de los cortes obtenidos para la preparacién de las muestras.
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Como paso previo a la descalcificacion, los especimenes tuvieron una fijacién
inmediata en una solucién de formalina al 10%, durante un periodo minimo de
48 horas. Posteriormente los especimenes se colocaron en un descalcificador
automatico que giraba constantemente a temperatura ambiente y con solucion

del 5% de acido nitrico.

En los casos de hueso de rata, conejo y cobayo, el tiempo requerido para la
desmineralizacién fue menor debido a que eran los huesos con menor tamafio
y volumen.

La consistencia optima del hueso descalcificado se comprobdé por la

resistencia que presentaba a la presion con una aguja.

A partir de este punto los especimenes se procesaron de manera automatizada
en un Histokinette, para su deshidratacion, ¢clarificacion, emulsion e inclusién

en parafina.

Después se realizaron cortes a 5pm de espesor y fueron tenidos con
Hematoxilina y Eosina para su observacién al microscopio optico en aumentos

de 2.5X,10X y 40X.

La interpretacion de las laminillas fue realizada por un Patdlogo

experimentado en la descripcion del tejido dseo.
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RESULTADOS

Las muestras fueron observadas con un microscopio éptico Rossbach a
campos de 2.5X, 10X y 40X; a continuacién se describen los hallazgos segin

la especie estudiada.

Hueso humaneo.

En el examen microscopico se observo la presencia de estructuras laminares.
El tejido mostrod estructuras circunferenciales conformadas por laminas que se
acomodaban alrededor de vasos sanguineos (sistemas de Havers), con
presencia de lagunas, lisis de osteocitos, asi como ausencia de osteoblastos. El
tejido que circunda a las osteonas es fibroso denso.

La presencia de lisis celular en este espécimen puede ser atribuida a que este
hueso ya habia sido fijado con anterioridad, es decir, ya tenia mucho tiempo
de haber estado en fijacioén y por lo tanto no se podia establecer si la fijacién

fue mediata o inmediata.

La observacion de otros segmentos del espécimen humano mostré la presencia
de hueso compacto dispuesto en trabéculas con escasa cantidad de medula
6sea. En ambas imagenes (2ay2b) se puede apreciar la forma irregular de los

espacios correspondientes al contenido organico.
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Fotografia 1} Corte de hueso humano tefiide con Hematoxiiina y Eosina, en A) se cbservan canductes de Havers y l&minas concéntricas
con tefido conjuntive lisado en 10X. B) a 40X se observan los espacios de los osteocitos que se han lisago. C) Conjunto de la ostaona a
mayor detalle (40X).
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Fotografia 2} Trabeculado &sec observado en uma magnificacion de 2.5X y 10X, Corte
tefiido con H y E en el que se chserva A) ef rabeculado oseo a 2.5X vy B) a 10X,
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Folografia 3A v 1) los eenies tehidos con H y £ 2 20X presentan Laoumilas sulersticiales (1.0, C) restus de cutoplasma de osteocitos. 1nddula 1) dsea
{40x).

Tejido 6seo de perro.

El espécimen correspondiente al tejido 6seo del perro, presentd laminilias intersticiales
con prolongaciones citopldsmicas de osteocitos y médula 6sea (fotografia 3) ; en esia
figura se observan los conductos de Havers de forma irregular y la presencia de
laminillas con disposicién irregular.
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Fotogratia 4A) cabeza del férmur que muestra a 2.5X, tejido canlilaginoso calcificade, zonas de desaparicion det
cartilago y sustiucidn de dsie por huase compacto.

Tejido de conejo.

En la cabeza del fémur se observé la presencia de cartlago maduro, asi
como la transicion de la osificacidn endocondral, con trabeculado Gsea y
médula Gsea formada por abundantes megacariocitos, tejido adiposo,
eritrocitos, hinfoblastos, asi como la presencia de grupos iségenos en el
cartilago. El Trabecuiado esta rodeado por osteoblastos v por abundantes
haces de fibras colagenas v células activas de forma fusiforme con

-

citoplasma eosindgfilo (fotografia 4 v 5).
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Fotografia 5A) corte tefudo con H ¥ E que muesira canilage calcificado con presencia de grmpos is6genos (G, hveso (H), rodeados por wejido conectivo fibroso
deaso. 131 a 40X se pusden observar con mayes detalle fa Lratsicidn de cart?ape a hacso. con presencta de megacariociios,  €) a 40X el Trabeculado 0s¢o esid
redoado por osieablasios adheridos o ésias, asi como si: estromz (ibroso desso. aliamente colular,




Tejido 6seo de cobayo

Las caracteristicas microscopicas de estas muestras son muy parecidas a las
descritas anteriormente. Se observo cartilago calcificado, cartilago en

proliferacion y cartilago en reposo.

Las zonas de sustitucion cartilaginosa por hueso son muy evidentes en todo el
trabeculado dseo que se encuentra cubierto por osteoblastos asi como también
se observaron laminillas intersticiales con presencia de osteocitos. También se
vieron osteoclastos. La médula 6sea era muy activa, con presencia de

abundantes megacariocitos, eritrocitos, linfocitos y células progenitoras
(Fotografia 6).

Hueso de rata.

Este tejido 6seo estd constituido en la cabeza por cartilago mineralizado, en la
superficie externa con cartilago atréfico y hueso en la parte media con
abundantes vasos sanguineos, en su parte interma se observé cartilago
mineralizado asi como la transicion de éste en hueso, con proyecciones
trabeculares de hueso compacto rodeados por osteoblastos hacia el espacio
medular conteniendo esta gran cantidad de elemento formes de la sangre
{Fotografia 7).

En este espécimen el tejido duro se encontrd con abundante actividad celular,

lo que cotresponde a tejido joven (Fotografia 8).
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Fotogralia 6) Corie de la cabeoa de fémur cortespondicnic 3 cobavo con st aomemo de 25X, 1diido con H v E en A) mueslrz cartitago. Trabeculado
aseo y méduly dsea. B y €} prupos 1sopémeas. bueso. cartilazo v incdula dsca, 1) rabeculade éseo curt presei de osienclastos on la periferis,
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Fawogealia 7) corte de cabeza de Imar, iedido conH y Ea 2.5x cn la yue sc puede ohscrvar en i)
13 seperficie extencs con caniflago meneralizado. Trabecutade dsco y midui Osea, B) con
presencia de Erupos iEDpGIIcos, Mepacariocitos y + clementos formes de la sangre, bueso con
difercntes prados de imncralizacion (20x)
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Forografia S A} Exuremo chstal del fémr weiide con B
1sopcrcas, esorma fibrosy denso (20X). C) ¢ wrabecn:

v E que presenia cartlago audfico. mincralizago. husso y médula Gsca. B) prepos
Jado Gseo s¢ encuenira rodeado por osieoblastos y estroma duro (20X ).
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DISCUSION.

El componente biologico de los materiales sera determinado no sélo por la
composicion quimica y las caracteristicas fisicas de los materiales de
implante, este concepto involucra la interrelacion de dichos materiales con el
tejido vivo, es decir las caracteristicas del tejido receptor (Back J, 1992). En
este contexto en la literatura actual se encuentra que los materiales que se
pretende utilizar en humanos primero deben de ser probados en animales
(Hench LL, 1998), de aqui se desprende la idea de que si funcionan en
animales inferiores y no causa problema de rechazo, entonces se comportara
de la misma manera cuando se coloque en el tejido humano (Stanley HR,
1990). Uno de los parametros que pueden determinar la respuesta celular en
procesos de implante esta dada por las caracteristicas que tenga el tejido éseo,
sin embargo, tal como se describe en la literatura no existen diferencias en el
contenido celular del hueso entre las distintas especies utilizadas como modelo
de pruebas de biocompatibilidad (Murray FE, 1978, Telford I, 1990, Warren
A, 1959).

En este estudio si hizo la caracterizacion histologica del fémur de las distintas
especies que han sido utilizadas para determinar en funcionamiento de
materiales de injerto y sustitucion Osea, en la practica cuando se realiza un
experimento in vivo el criterio con el cual son seleccionados involucra
aspectos que van desde lo econémico hasta la facilidad del manejo, y en todos
los casos se inicia, por lo menos en pruebas in vivo e in situ, con especies

pequeiias hasta terminar con modelos mas grandes (Stanley HR, 1990).

Es importante mencionar que estos modelos son los mas cominmente

empleados en las pruebas in situ, y que en la actualidad el desarrollo de
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pruebas in vitro tales como el cultivo y el desarrollo de tejidos especificos,
como los fibroblastos y osteoblastos de cualquier especie animal, hace que sea
mas controlable la respuesta bioldgica a los materiales, es posible aunque su
aplicacion adquiere un gran costo econémico y de infraestructura.

Entre las diferentes especies estudiadas no se logré encontrar diferencias
significativas en las caracteristicas histologicas de los especimenes estudiados.
Esto puede ser debido a que morfolégicamente no se exprese ninguna
diferencia tanto de las células como de las estructuras asociadas a ellas, tal
como las fibras colagenas, la substancia intercelular y las proteinas asociadas
con los procesos celulares. La determinacion histologica, por lo menos en este
estudio, tuvo un alcance limitado, ya que unicamente mostré que los
componentes celulares en las distintas especies poseian caracteristicas muy
parecidas y que las diferencias encontradas eran debidas a las diferencias en la
edad y en el tiempo de procesado de las muestras. Esto se observo
principalmente en el tejido de humano, ya que la presencia de lisis celular

puede ser atribuida a una deficiente fijacion del espécimen.

Los resultados de este estudio no permiten establecer diferencias entre las
especies, sin embargo es de suponer que las caracteristicas fisicas y quimicas
del componente mineral pueden ejercer influencia en los procesos de
reparacion e integracion de los implantes, al igual que debe tomarse en cuenta
que el componente organico no solo celular, participa de manera fundamental
en dicho proceso y no solo el material de implante como tal determina la

respuesta a largo plazo en los procesos de reconstruccion y reparacion dsea.
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CONCLUSIONES.

En el presente estudio no se presentd ninguna diferencia en cuanto a la
composicion histoldgica del tejido en los modelos animales empleados, ya que
en cuanto a componentes celulares se encontraron los mismos en todos los
especimenes (células responsables de reabsorcion, formacién y mantenimiento
del tejido Oseo).

Las diferencias histologicas encontradas se explican por la edad de los
especimenes ya que esta determinaba la actividad celular presente, siendo

mayor en especimenes mas jovenes.
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