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1. RESUMEN

Los injertos Oseos se usan practicamente en todos los aspectos de la cirugia ortopédica
reconstructiva y abarcan desde el tratamiento de fracturas hasta complejas técnicas de
salvamento de extremidades en cirugia tumoral.

A partir del descubrimiento de las proteinas morfogénicas, sus propiedades inductivas en la
formacion de hueso, se han efectuado numerosas investigaciones que han permitido
conocer toda una serie de funciones y propiedades de éstas sustancias. Las posibilidades de
aplicacion de este conocimiento son innumerables en las diversas areas de la medicina. En
este trabajo se hace una evaluacion de la Osteocalcina, por medio de la técnica de
inmunofluorescencia; tiene como objetivo detectar la Osteocalcina dando la propiedad de
luminiscencia en la célula, uniéndolo a antigenos dirigidos a los anticuerpos tisulares, que
al ser observada en microscopio de fluorescencia la muestra emite una luz verde
amarillento, permitiendo analizar el fenomeno de induccion de ésta proteina en el hueso.

En la realizacion de este proyecto de investigacion se¢ utilizaron aloinjertos
desmineralizados tubulares, obtenidos de perros sanos (tibia) que fueron colocados en
pacientes a los cuales se les realizé una osteotomia (3 cm.) en ¢l tercio medio de la tibia
estabilizandola con la técnica de fijacion esquelética externa tipo 11. Durante el experimento
se utilizaron 12 perros sanos agrupados en 2 grupos, el primero o control y el experimental;
en ambog grupos se les realizo el mismo procedimiento quirurgico y solo al experimental se
trato con el injerto de hueso desmineralizado, consecutivamente fueron sacrificados para la
obtencion de muestras a las 5, 6 .7 y 8 semanas después de la cirugia. Posteriormente las
muestras fueron procesadas con la técnica de inclusion de parafina fina, se realizaron cortes
histologicos para ser preparadas y analizadas por medio de la inmunohistoquimica en el
microscopio de fluorescencia; en el cual no se obtuvo ninguna emision de luz por parte del
tejido, confiriéndole un resultado negativo.

A continuacion estas muestras fueron tefiidas y evaluadas con H.E. v Azul de Alciano, las
cuales en ambas tinciones aparece la formacion de cartilago hipertrdfico tanto en el grupo
control como en ¢l grupo experimental. S¢ concluye que el injerto, tiene la propiedad de
osteoinductor en ¢l proceso de reparacion osea.



2.- INTRODUCCION

El hueso es considerado como tejido conectivo especializado que brinda soporte
mecanico, proteccion fisica y capacidad de movimiento, provee apoyo a los musculos
esqueléticos v constituye un sistema de palancas que incrementa las fuerzas generadas con
la contraccion muscular; por otro lado aloja y protege a la médula dsea roja. Este
compuesto posee una matriz extracelular, mineral inorganico y un conjunto de células del
estroma mesenquimal; el 80% del volumen o6sco corresponde a hueso compacto y el 20%
restante a esponjoso. La masa dsea depende del balance entre sintesis y destruccion del
hueso mediada por osteoblastos y osteoclastos. (Stemberg 1997, Junqueira 2005).
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Figura 1.- Estructura anatomica del hueso.



2.1. Células oseas
Osteoblastos

Los Osteoblastos se derivan de células primitivas mesenquimales por accion del factor
de crecimiento transformante B (TGF-PB), factor de crecimiento de fibroblastos (FGF) y
proteinas morfogénicas dseas (BMPs). Sintetizan colageno de tipo I, glicoproteinas y
proteoglicanos de la matriz dsea, asi como algunos de sus componentes menores
(osteocalcina, osteonectina y osteoponina). Tienen receptores de superficie celular para
algunas hormonas, vitaminas vy citoquinas que influyen en su actividad; a medida que el
hueso se mineraliza el osteoblasto deja de tener actividad de sintesis de material osteoide,
se aplanan contra la superficiec osea v se¢ reduce la basofilia, asi como el reticulo
endoplasmico se rodea de matriz dsea y se convierte en osteocito que adquiere la capacidad
para responder a fuerzas externas principalmente determinadas por la actividad
muscular.(Sandoval 2003, Fawcett 1999)

Osteocitos

Una vez los osteoblastos son atrapados pierden habilidad para producir matriz ésea; sin
embargo, pueden sintetizar ciertas moléculas como la osteocalcina, v depositar minerales
en la matriz 6sea, ademas forman una red con otros osteocitos adyvacentes y los osteoblastos
de la superficie 6sea a través de prolongamientos celulares que viajan en el interior de los
caniculos fraguados en el espesor de la matriz; no estin completamente aislados, si no que
se mantienen en comunicacion mutua mediante un sistema de uniones que permiten el flujo
de iones y de pequefias moléculas de una a otra célula.(Sandoval 2005, Fawcett 1999)

Osteoclastos

Los osteoclastos son las células mas importantes en el proceso de remodelado y
renovacion que implica la eliminacién de la matriz 6sea y su sustitucidén por un nuevo
deposito Oseo. Se originan de precursores hematopoyéticos y en su diferenciacion
participan el GM-CSF (Factor estimulador de colonias granulocito-monocito) y el M-CSF
(factor estimulados de colonias de monocito-macrofago); factores solubles como la PTH
(Hormona paratiroidea), la vitamina D3 y la calcitonina también son criticos en el
mantenimiento de este balance. (Sandoval 2003).

Estas células ocupan unas cavidades poco profundas de la superficie llamadas lagunas
de Howship, que se producen por la degradacion del hueso por enzimas segregadas por los
osteoclastos en el hueso subyacente; sélo son eficaces si estan en contacto directo con la
matriz 6sea mineralizada que normalmente esta cubierta por una fina capa de matriz no
mineralizada, denominada osteoide; por lo que segregan colagenasa, otras enzimas
hidroliticas e 1ones de H+ en la laguna subyacente, digieren los componentes organicos y
acidifican su contenido para disolver el mineral 6seo. (Fawcett 1999).



La superficie externa del hueso esta rodeada por una capa de fibras de colagena y
fibroblastos llamada periostio en la que se¢ insertan los tendones de los musculos y
ligamentos. Las superficie interna del hueso llamada endostio, incluidas las trabéculas del
hueso esponjoso y canal medular, forman los canales neurovasculares, reciben el nombre de
canales de Havers y junto a las laminillas concéntricas, forman el sistema de Havers; éstos
conductos estan en comunicacion unos con otros y con la cavidad medular atraviesan las
laminillas 6seas que reciben el nombre de conductos de Volkman. Este endostio esta
formado por columnas Oseas paralelas, cada una de ellas consta de capas 0seas concéntricas
dispuestas alrededor de un canal central que contiene vasos sanguineos, linfaticos y nervios.
(Telser 2007, Fawcett 1999).

2.2. Matriz osea

La parte inorganica representa aproximadamente el 90% del peso de la matriz 6sea. Los
iones mas abundantes son el fosfato y el calcio; se encuentran pequefias cantidades de
bicarbonato, magnesio, potasio, sodio y citrato. La concentracion de iones de calcio y
fosforo en el liquido extracelular del hueso supera la necesaria para el deposito espontaneo
de las sales de calcio, por lo que existen diversos inhibidores, entre ellos el pirofosfato; el
deposito de calcio estd asociado a vesiculas rodeadas de membrana procedentes de la
membrana plasmatica de los osteoblastos llamadas vesiculas de matriz, que contienen
fosfatasa alcalina. (Fawcett 1999, Cotran 1999, Junqueira 2000).

Aunque una parte del mineral 6seo puede ser amorfo, la mayor parte esta en forma de
cristales cilindricos de hidroxiapatita; en el hueso consiste en un paso liquido a solido
analogo a la conversion del agua en hielo, el proceso implica la iniciacion e induccion de la
mineralizacidon por accion de la matriz organica. (Fawcett 1999, Cotran 1999, Junqueira
2000).

La parte organica de la matriz esta constituida por fibras de colagena tipo I y por
cantidades muy pequefias de proteoglicanos v de glicoproteinas; éstos son sintetizados en el
reticulo endoplasmico rugoso de los osteoblastos, se concentran en el aparato de Golgi y se
secretan a partir de la superficie celular, dando a lugar a la produccion del osteoide. (Telser
2007, Nolla 1997).



2.3. Proteinas morfogénicas

Las proteinas morfogénicas (BMP) del hueso, son un grupo de péptidos, que pertenecen
a la familia de los factores de crecimiento transformante-B (TGF-B), ésta familia se
caracteriza por tener una secuencia de aminoacidos terminal hidrofébico y dominios de
tamafio variable. Asimismo son capaces de estimular la diferenciacion de células
pluripotenciales hacia diferentes lineas celulares (tejido adiposo, cartilago v hueso). Son
muy abundantes en ¢l tejido dseo y durante la embriogénesis participan en la formacion de
hueso y cartilago. (Cotran 1999, Fernandez 2006).

BEstructura molecular

De las 9 BMP reportadas, ocho de éstas estan relacionadas entre si. Ademas debido a su
secuencia aminoacida, las BMP-2, BMP-3, BMP-4, BMP-5, BMP-6, BMP-7, BMP-8 y
BMP-9 se clasifican como parte de la superfamilia de TGF-B. La caracteristica de ésta
familia es la conservacion del aminoacido en la region C-terminal, incluyendo una serie de
siete residuos conservados completos de cisteina. (Henostroza 1999)

Mecanismos de accion

Se cree que el colageno tipo IV junto con otros componentes alrededor de las células
endoteliales de los capilares invasivos ligan las proteinas angiogénicas y morfogénicas
oseas y las presentan localmente en una forma inmovilizada para inducir a las células
mesenquimales v dsteoprogenitoras ¢ iniciar asi la angiogénesis. En vista de la afinidad de
las moléculas de BMP vy TGF-J3 al colageno de tipo IV, se ha propuesto que las acciones
biologicas de los miembros de la familia BMP son reguladas por una compleja interaccion
con los componentes de la matriz extracelular y que el colageno tipo IV podria funcionar
como sistema de transporte mediante el secuestro de ambos iniciadores y promotores
comprometidos en la diferenciacion 6sea endocondral. El compuesto del sustrato de matriz
extracelular en estado solido asociado con las BMP, desencadena la cascada de
diferenciacion 6sea. (Henostroza 1999)

2.4. Proteinas de la matrig

Recientemente se ha descubierto que las proteinas de la matriz acthan como
moduladores de los factores de crecimiento. Hay que tener en cuenta que las proteinas de la
matriz se hallan a una concentracidon mayor que los factores de crecimiento, por lo que
podrian ser mas importantes en la regulacion de las diferentes funciones celulares.
Participan en la regulacion de la diferenciacion de las células contenidas en la matriz.
(Fernandez 2006, Rojas 2002)



Citocinas

Son polipéptidos sintetizados en linfocitos, monocitos v son importantes en multiples
funciones celulares, como en la respuesta inmunologica, la inflamacion y la hematopoyesis,
con un efecto autocrino y paracrino. En el hueso son importantes las siguientes:

Interleucina 1 (IL-1): Estimula directamente la reabsorcidon osteoclastica,
incrementando la proliferacion y diferenciacion de los pre-osteoclastos asi como la
actividad osteoclastica ¢ inhibiendo la apoptosis de los osteoclastos. En realidad son 3
moléculas diferentes relacionadas: IL-1a, IL-1B y Antagonista del receptor de IL-1, siendo
esta ultima inhibidora del efecto de las dos primeras. Su accion sobre la reabsorcion es
directa ¢ indirecta, a través de la sintesis de prostaglandinas. (Garcia 1997, Fernandez 20006,
Henostroza 1999)

Interleucina 6 (IL-6): Estimula la reabsorcion dsea y parece implicada en la patogenia
de la enfermedad de Paget. Se cree que juega un papel importante en las etapas iniciales de
la osteoclastogénesis. Se produce en respuesta a PTH, I11.-1 y 1,25 (OH)2 D3. (Garcia 1997,
Fernandez 2006, Henostroza 1999)

Interleucina 11 (IL-11): De reciente descubrimiento, se produce en la médula osea ¢
induce la osteoclastogénesis. (Garcia 1997, Fernandez 2006, Henostroza 1999)

Prostaglandinas (PG): In vitro favorecen la reabsorcion dsea, fundamentalmente la
PGE2, pero también la PGE1, PGG2, PGI2 y PGH2. (Fernandez 2006, Rojas 2002)

Las células osteoprogenitoras son células madre mesenquimatosas pluripotenciales
situadas cerca de todas las superficies odseas, son capaces de dividirse y formar una
descendencia; el factor de transcripcion CBFAl es esencial y especifico para la
diferenciacion osteoblastica. (Cotran 1999).

El proceso de remodelado, tanto en el hueso cortical como en el trabecular, viene
regulado por un conjunto de factores genéticos, fisicos, eléctricos vy humorales. Algunos
trastornos genéticos dan a lugar a alteraciones en el remodelado al impedir la finalizacion
correcta de algunas de las fases, la mayor parte, al manifestarse en los primeros afios de
vida, afectan también a la fase de remodelado del esqueleto produciendo alteraciones en el
tamafio y grosor de los huesos. (Nolla, 1997).

En la actualidad, esta demostrada la presencia de potenciales eléctricos locales en el
tejido Oseo. Algunas de estas sefiales se originan en el hueso como respuesta a un estrés
mecanico, sin embargo, otras son inherentes al mismo constituyen los llamados potenciales
bioeléctricos de reposo, los cuales podrian ser responsables de modificaciones en la
actividad celular basica de las BRU (Unidad Remodelado 6seo, por sus siglas en inglés).
(Nolla, 1997).



La regulacion humoral sugiere la existencia de una comunicacion intercelular entre las
células 6seas. Dicha comunicacion es de gran importancia en los procesos de regulacion
metabolica del hueso y en ¢l mantenimiento de la masa dsea normal. (Nolla, 1997).

Cuando ¢l hueso se forma por sustitucion de un tejido conjuntivo primitivo
(mesenquima), el proceso se denomina osificacion intramembranosa. Cuando la formacion
del hueso se realiza de un cartilago preexistente, se la conoce como osificacion
endocondral. En ambos casos, ¢l hueso se deposita inicialmente en forma de una red de
trabéculas, denominada esponja primaria, que se convierte posteriormente en hueso
compacto cuando se rellenan los intersticios situados entre las trabéculas. (Nolla, 1997).

3. REPARACION OSEA
3.1. Osificacion intramembranosa

La osteogénesis intramembranosa se da en ¢l mesenquima embrionario en donde se
condensa en una capa vascularizada de tejido conjuntivo primitivo. Sus células estrelladas
estan en contacto mutuo mediante largas prolongaciones celulares, y los espacios
intercelulares estan ocupados por sustancia fundamental que contiene fibras de colagena
orientadas al azar. A continuacion, algunas de las células mesenquimatosas provenientes de
la cresta neural se agrupan y se diferencian a células osteogénicas, que depositan matriz
osea a su alrededor. Este proceso da a lugar a finas trabéculas de matriz dsea eosinofila, que
tienden a formarse en puntos equidistantes de los vasos sanguineos vecinos, y como los
vasos forman una red, las trabéculas de la esponja primaria también tienen un patron
ramificado y anastomosado. (Fawcett 1999, Gartner 2003)

Otras células mesenquimales se diferencian a osteoblastos, que se retinen sobre la
superficie de las trabéculas primitivas. A medida que los osteoblastos van quedando
encerrados en las lagunas de la matriz como osteocitos, son sustituidos en la superficie de
las trabéculas por nuevos osteoblastos originados a partir de las células osteoprogenitoras
del tejido conjuntivo perivascular. La zona de tejido conjuntivo primitivo recibe el nombre
de centro primario de osificacion. (Fawcett 1999, Gartner 2003)

En las regiones de la esponja primitiva destinadas a convertirse en hueso compacto, se
produce un engrosamiento progresivo de las trabéculas a expensas de los espacios
perivasculares que quedan muy reducidos. En aquellos lugares donde persistira el hueso
esponjoso en la vida postnatal, el engrosamiento de las trabéculas no llega tan lejos, v el
tejido conjuntivo situado entre ellas se transforma gradualmente en médula d6sea. En los
huesos planos que se desarrollan por osificacion intramembranosa, las fibras de colageno,
tienen inicialmente una orientacion al azar. Ya en la vida postnatal, el hueso primitivo es
sustituido por hueso laminar, en el que las fibras de colageno de las sucesivas laminillas de



los sistemas de Havers tienen una orientacion precisa. La parte de tejido conjuntivo
primitivo que no sufre osificacion se condensa para formar periostio y ¢l endostio. Los
huesos formados de esta manera se consideran constituidos por hueso membranoso,
término utilizado para distinguirlos de los que desarrollan a partir de un cartilago
preexistente. (Fawcett 1999, Gartner 2003)

3.2. Osificacion endocondral

Los huesos largos, se desarrollan en ¢l embrion a partir de cartilagos que tienen una
forma similar, v que se conocen como modelos cartilaginosos.

Las células osteoprogenitoras del pericondrio se activan y depositan un fino collar
periostico de hueso alrededor de la parte media de la diafisis del modelo cartilaginoso. El
mismo tiempo, capilares acompafiados de células osteoprogenitoras invaden las cavidades
creadas por la degeneracion de los condrocitos hipertrofiados. Los vasos se ramifican y
crecen hacia cada extremo del centro de osificacion, formando asas capilares que se
extienden hasta los extremos ciegos de las cavidades creadas en el cartilago calcificado. Las
células osteoprogenitoras que acompafian a los vasos sanguineos infiltrantes se diferencian
en osteoblastos, que se agrupan sobre la superficie de las espiculas de cartilago calcificado
y comienzan a depositar matriz Osea sobre las mismas, creando los centros de osificacion
primaria. (Fawcett 1999, Maxie 2007)

La primera sefial de la formacion de un centro de osificacion endocondral es un
aumento de tamafio de los condrocitos en la zona de proliferacion del modelo
cartilaginoso; éstos presentan una baja concentracion de calcio ionizado, pero la matriz
presenta una concentraciéon elevada de colagena tipo II. A medida que se ensanchan sus
lagunas, se va reduciendo gradualmente la matriz cartilaginosa interpuesta hasta convertirse
en espiculas de forma irregular. En la zoma hipertrofica los condrocitos en sus
mitocondrias, retienen el glucogeno que han producido en la zona proliferativa;
posteriormente pierden el glucégeno de forma abrupta y aparecen vacuolas, ésta pérdida
esta asociada al cambio de metabolismo anaerdbico que ocurre a medida que las células se
alejan del aporte sanguineo. (Fawcett 1999, Maxie 2007)

En la zona de degeneracion, una vez que las células agotan el glucogeno, la
mitocondria libera su calcio formando pequefios depdsitos de cristales de fosfato de calcio
en el interior de las trabéculas residuales de matriz cartilaginosa, formando los centros de
osificacidon secundaria.(Fawcett 1999, Maxie 2007)

Este estadio de desarrollo se alcanza por lo general en el tercer mes de vida fetal. Los
huesos largos en desarrollo tienen extremos ensanchados (epifisis) de cartilago hialino y un
tallo (diafisis) constituido por una region de osificacion endocondral, en forma de reloj de
arena, rodeada por un collar de hueso de origen periodstico. El término de centro primario de
osificacion abarca todos los fenomenos descritos y pretende distinguir el centro diafisiario



de osificacion, que se desarrolla en primer lugar, de los cetros secundarios de osificacion,
que se desarrollan mucho mas tarde en la epifisis. (Fawcett 1999, Maxie 2007)

3.3. Proceso de reparacion

Existen numerosas influencias adversas que interfieren con el desarrollo, la modelacion
y remodelacion normales del hueso. Ejemplo al respecto de esto es la fractura, se da cuando
¢s sometido a tensiones de corta duracion. Si en principio ¢l hueso es normal, la tension
debe ser de una magnitud mucho mayor que las que se ¢jercen en condiciones fisioldgicas,
o bien debera ser aplicada en una direccion anormal. Por esta razon las fracturas de los
huesos sanos reciben ¢l nombre de traumaticas. (Cotran 1999)

El proceso de reparacion presenta una serie de eventos alternos; (1) Fractura, (2) la
produccion de tejido de granulacion, (3) formacion del callo 6seo v (4) remodelacion dsea.
(Frost 2002)

Se inicia por lesion del hueso, tejidos adyacentes, gran cantidad de vasos periostales y
medulares de diversos tamarfios producen un hematoma que ocupa la linea de fractura y
rodea el area osea lesionada. Este proporciona una malla de fibrina, la que ayuda a cerrar el
foco de fractura v al mismo tiempo permite la llegada de células inflamatorias y el
crecimiento de fibroblastos y nuevos capilares. Simultineamente, la degranulacion de
plaquetas y neutrofilos que migran al foco liberan PDGF, TGF-B, FGF e IL, que activan las
células pluripotenciales u osteoprogenitoras del periostio, la cavidad medular y los tejidos
blandos circundantes, y estimulan la actividad osteoclastica y osteoblastica. De esa manera,
el hematoma se esta organizando, los tejidos vecinos se han preparado para producir matriz
y los extremos del hueso fracturado se estan remodelando. Este tejido fusiforme todavia sin
calcificar, llamado “precallo”, sirve en parte para que los extremos Oseos queden fijos
aunque el hueso no posea todavia la rigidez estructural suficiente para soportar pesos.
(Frost 2002, Sacanell 2000)

A continuacion las células osteoprogenitoras activadas forman trabéculas subperiosticas
de hueso no laminar dispuestas perpendicularmente al eje cortical y dentro de la cavidad
medular. Las células mesenquimatosas activadas de los tejidos blandos que rodean el foco
de fractura también pueden diferenciarse en condroblastos capaces de formar cartilago
fibroso y hialino que envuelve al foco de fractura, formando el callo éseo. La arquitectura
del hueso nuevo, refleja la orientacion de la neocapilarizacién formando trabéculas.
Finalmente, la nueva matriz sintetizada comienza a mineralizarse. En el transcurso de esta
fase, los osteoblastos rellenan con hueso nuevo la zona escavada por los osteoclastos. La
mineralizacidon se inicia en la interfase entre ¢l osteoide y el hueso mineralizado
preexistente y avanza hacia la superficie del plano de barrido. Este plano de barrido,
integrado en parte por mineral amorfo, se denomina frente de mineralizacion. A medida
que éste frente se desplaza va dejando tras de si matriz 6sea mineralizada en forma de



cristales de hidroxiapatita. Por consiguiente ¢l espesor del osteoide, es directamente
proporcional a la velocidad de formacion de matriz organica e inversamente proporcional a
la velocidad de avance del frente de mineralizacion. (Frost 2002, Sacanell 2000)

4. ENFERMEDADES OSEAS

Las reacciones generalizadas del hueso incluyen alteraciones (aumento o disminucion)
en la deposicion o resorcion oseas, o en ambas. Sin embargo, la deposicion osea afecta a los
dos procesos mas importantes de formacion osteoblastica de matriz organica y de
calcificacion de ésta para formar hueso. La resorcion osea implica la eliminacion
osteoclastica del hueso formado vy la liberacion de minerales 6scos. Es importante apreciar
que una tercera parte de la cantidad total de mineral 6sco puede perderse antes de que la
disminucion de la densidad radiografica de los huesos se detecte facilmente mediante
técnicas radiograficas ordinarias. (Nolla 1997, Castifieiras 1999)

Raquitismo

El raquitismo puede ser definido como una enfermedad generalizada del hueso en
crecimiento caracterizada por la falta de deposicion de sales de calcio en la matriz osea
organica (osteoide), asi como en ¢l cartilago predseo de la lamina epifisaria de la zona de
cartilago de calcificacion. La deposicion normal de calcio en el osteoide y en el cartilago
predseo depende en gran parte del mantenimiento de niveles fisiologicos de calcio v fosforo
en ¢l suero, lo que, a su vez, depende del balance entre los tres factores de absorcion de
cada elemento por el intestino, de su excrecion por los rifiones ¢ intestino, v de sus indices
de desplazamiento hacia y desde el hueso. (Nolla 1997, Castificiras 1999, Cotran 1999)

Las alteraciones patologicas del raquitismo incluyen una disminucion generalizada de la
matriz calcificada (hueso) y un aumento de la matriz no calcificada (osteoide), con la
disminucion generalizada resultante de la densidad radiografico en todos los huesos.
Ademas, en el lugar habitual del cartilago en calcificacion de la lamina epifisaria se forma
una amplia zona de cartilago predseo no calcificado. (Nolla 1997, Castifieiras 1999, Cotran
1999)

Osteomalacia

La osteomalacia, que quiere decir huesos blandos, es una enfermedad del hueso adulto
que se caracteriza por la falta de deposicion de sales de calcio en la matriz dsea organica
(osteoide). Es en efecto, raquitismo de adultos, pero la ausencia de laminas epifisarias en
los adultos excluye, por supuesto, las alteraciones de estas localizaciones que se observaron
en el raquitismo. (Nolla 1997, Castifieiras 1999, Cotran 1999)



Escorbuto (avitaminosis C)

Esta enfermedad., producida por una falta de vitamina C (4cido ascorbico), es
caracterizada por un fallo de la formacion osteoblastica de la matriz o6sea, con la
consiguiente disminucion de la cantidad total de hueso (osteoporosis), v va acompanada de
hemorragias subperidsticas y submucosas. Puesto que esa matriz no se forma en los nucleos
calcificados de cartilago de la lamina epifisaria; la zona de cartilago en calcificacion
persiste y se engrosa. Sin embargo, la avitaminosis C también aumenta la fragilidad capilar
y produce, por consiguiente, hemorragias espontaneas, no solo debajo del periostio
laxamente adherido, sino también debajo de la membrana mucosa de las encias y del
intestino. (Nolla 1997, Castifieiras 1999, Cotran 1999)

Cuando la hemorragia subperidstica es masiva, la adherencia normal a la metafisis de la
epifisis y de su lamina epifisaria esta alterada, produciéndose una separacion epifisaria.
(Nolla 1997, Castificiras 1999, Cotran 1999)

La reabsorcion de la matriz cartilaginosa es lenta o inexistente; en consecuencia, se
produce un crecimiento cartilaginoso excesivo con presencia de largas espiculas y placas
que se proyectan en la region metafisiaria de la cavidad medular y en ocasiones dan a lugar
a un ensanchamiento de la epifisis. (Nolla 1997, Castifieiras 1999, Cotran 1999)

El hueso con escorbuto responde a las fuerzas de la carga de peso y de la tension
muscular con arqueamiento de los huesos largos v con una depresion anomala del esternon
y proyeccion hacia el exterior de los extremos de las costillas. (Cotran 1999)

Osteoporosis

La osteoporosis, que significa huesos porosos, ¢s una enfermedad generalizada del
hueso que se caracteriza por la disminucion de la formacion osteoblastica de la matriz
combinada con el aumento de resorcion osteoclastica del hueso y por la marcada
disminucion resultante de la cantidad total de hueso en el esqueleto (osteopenia, que
significa muy poco hueso). Mientras que la disminucion de la deposicion oOsea viene
considerandose hace tiempo como el factor principal del desequilibrio que conduce a la
osteoporosis, log datos recientes sugieren que ¢l aumento de resorcion osea puede ser el
factor mas importante. (Nolla 1997, Castifieiras 1999, Cotran 1999)

Las manifestaciones clinicas del déficit estructural del esqueleto dependen de los huesos
que resultan afectados. Las fracturas vertebrales que a menudo aparecen en la region
dorso-lumbar son dolorosas.las fracturas en los distintos niveles pueden causar una
disminucion considerable de la estructura y varias deformidades, como lordosis lumbar y
cifoscoliosis. Con frecuencia aparecen complicaciones en las fracturas abiertas en el cuello



del fémur, la pelvis o la columna, tales como embolia pulmonar y neumonia. (Nolla 1997,
Castifieiras 1999)

Hiperparatiroidismo (osteodistrofia paratiroidea) (osteitis fibrosa quistica)

Es una osteopatia rara que procede del hiperparatiroidismo y se caracteriza por una
combinacion de excesiva resorcidon osteoclastica, generalizada y localizada, del hueso con
fibrosis medular. Por lo tanto, la enfermedad 6sea que resulta esta constituida, no solo por
una forma generalizada de osteoporosis, sino también por lesiones osteoliticas diseminadas.
(Nolla 1997, Castificiras 1999)

La disminucion de la masa osea predispone a facturas, deformidades secundarias al
esfuerzo de cargar pesos, dolores y trastornos funcionales de las articulaciones cuando se
alteran las lineas de fuerza que soportan normalmente el peso. Las fracturas tienden a ser en
rama verde, principalmente en huesos largos y pelvis. También son frecuentes las fracturas
no unidas (con condensacion de tejido dseo en los bordes de los extremos de la fractura)
(Nolla 1997, Castificiras 1999)

5. INJERTOS OSEOS

A pesar de que los injertos odseos pueden tener propiedades osteoinductivas,
osteoconductivas vy osteogénicas; su uso y predictibilidad estan limitados debido a la
dificultad para obtener una cantidad adecuada, tamafio o forma especifica del hueso, asi
como frecuente inhabilidad para integrarse funcionalmente dentro del defecto odseo.
(Henostroza 1999)

El injerto autdlogo es ¢l método natural en la reconstruccion de los defectos
esqueléticos, puesto que mantiene las propiedades osteoconductivas y osteoinductivas y
permite la reabsorcion del mismo, sin peligro de transmitir enfermedades vy sin presentar
problemas de histocompatibilidad. Como inconveniente hay que decir que la cantidad
disponible es limitada v siempre existe riesgo de morbilidad en la zona donadora. (Alvarez
2002)

La incorporacion del injerto d6seo es un proceso secuencial que comienza con la
inflamacion y atraviesa por diferentes estadios de revascularizacion, osteogénesis y
remodelacion hasta conseguir una estructura mecanica adecuada sin olvidar que el requisito
fundamental en un injerto es su capacidad de formar o de ser substituido por hueso sin ser
rechazado por el receptor.



Se consideran tres mecanismos en la incorporacion de los injertos 6seos:

1. la osteoinduccion, proceso que induce a la formacion de hueso localmente,
reclutando las células necesarias;

2. la osteoconduccion, proceso habitual de reconstruccion osea que consiste en
aportar un soporte para el depdsito déseo, como una estructura o trama que sirve
para el crecimiento 0seo y que sera progresivamente reemplazada por hueso vy,

3. por altimo, el propio injerto, el cual actiia como fuente de formacion de células

0seas.

También se puede hablar de osteosubstitucioén cuando un material inerte actiia como una
estructura que es substituida por hueso, como las ceramicas bioactivas. Todas las técnicas
de implantes Oseos se basan en utilizar, en mayor o menor grado, una o varias de estas
funciones. (Alvarez 2002)

Las propiedades mecanicas del injerto son su rigidez, resistencia mecanica y resistencia
de fatiga. (Rojas, 2002)

La biologia de la incorporacion del injerto determina su capacidad biomecanica. Fl
proceso de incorporacion esta determinado por varios factores, no obstante se basa
predominantemente en la vascularidad en el injerto. Si el proceso de incorporacidon es
exitoso, las propiedades biomecanicas se recuperan con ¢l tiempo hasta logar niveles
normales. Si el desempefio del injerto respecto a las cargas fisiologicas disminuye por
debajo de un nivel critico, ocurre la falla. (Rojas, 2002)

El desempefio biomecanico de los injertos esta determinado por tres factores: (1) las
propiedades mecanicas del injerto, (2) la mecanica de la interfase injerto-huésped v (3) la
naturaleza de las cargas aplicadas.

Las carga repetitivas o ciclicas, ocasionan que las piezas fallen atin cuando la intensidad
sea menor que la resistencia del material. El fenomeno de la fatiga se debe a que dentro del
material se forman microgrietas, las cuales por efecto de las cargas repetitivas se van
propagando, hasta que la falla se presenta. (Rojas, 2002)

La interfase injerto-huésped, particularmente la integracion en la unidn, juega un papel
importante en la transferencia de cargas entre ¢l huésped v ¢l injerto. Para esto se logre es
necesario que exista un minimo de estabilidad entre las dos partes. La presencia de tejido
necrdtico que no sea reparado puede crear el riesgo de fallas por fatiga, aun cuando existan
uniones solidas. (Rojas, 2002)



Los injertos oseos son ampliamente usados en cirugia ortopédica y maxilofacial. El
material ideal de un injerto es ¢l hueso esponjoso autélogo (tomado de la cresta iliaca de o
de la epifisis proximal de la tibia), sin embargo, puede existir morbilidad en ¢l sitio
donador, ademas de la cantidad requerida frecuentemente excede a lo que se mantiene
disponible, por lo que se ha sugerido diferentes alternativas del uso de biomateriales de
injerto. (Rojas, 2002)

La desmineralizacion del hueso, disminuye la respuesta inmune v expone los factores de
crecimiento de la matriz, los cuales tienen participacion directa en las funciones de
osteogénesis, osteoinduccion, remodelacion, realizacion y homeostasis en el microambiente
celular 6seo. (Rojas, 2002)

6. MARCADORES BIOQUIMICOS DEL HUESO

El hueso se remodela de manera constante, redistribuyendo su matriz v los depésitos
minerales a lo largo de las lineas de fuerza, impuestas por las necesidades mecanicas. Este
proceso de renovacion, mantiene ¢l hueso saludable, presentando al metabolismo dseo dos
actividades opuestas; la formacion de hueso nuevo por ¢l osteoblasto v la degradacion de
hueso viejo por el osteoclasto. Estas actividades se acoplan en el espacio y en el tiempo
constituyendo las llamadas™ unidades de remodelado 6seo™ (BRU). Por tanto la masa osea
dependera del equilibrio entre la formacion y resorcidon en cada unidad de remodelado,
como del numero de unidades activas; cuya regulacion depende de factores hormonales
(PTH, Vitamina D, hormona tiroidea, estroégenos, cortisol, hormona del crecimiento,
androgenos), fisicos y neurales. (Sandoval 2005)

6.1. Marcadores de la resorcion osea
Pueden medirse como:

- Producto de la sintesis de los osteoclastos: Fosfatasa acida tartrato resistente, parece un
reflejo mas especifico de la actividad osteoclastica y, 1o mas importante parece no estar
influenciada en pacientes con fallo hepatico o renal. (Sandoval 20053)

- Producto de la degradacion de la matriz mineral: calcio urinario

- Productos de la degradacion del colageno tipo I hidroxiprolina, piridinolina,
Telopéptidos N terminal de colageno; relativamente especificas de hueso. Estas
estructuras no son absorbidas por la dicta y se filtran por rifion sin degradarse, ya que
no son metabolizadas excretandose en la orina unida a proteinas o de forma libre.
(Sandoval 2005)



6.2. Marcadores de la formacion osea
Todas son proteinas sintetizadas por ¢l osteoblasto

- Fosfatasa alcalina 0sea, es una enzima que interviene en la formacion dsea v en la
mineralizacion del osteoide. Aunque puede originarse en muchos tejidos, en
condiciones normales 50% de la FA sérica proviene del higado y el otro 50% es de
procedencia 6sea. (Sandoval 2003)

- Propéptido carboxiterminal de procolageno tipo I; del hueso procede de una molécula
de procolageno que es sintetizada por el osteoblastos. Al ser liberada sufre una escision
de sus extremos amino y caboxiterminal que resulta en la formacion de la molécula de
colageno por un lado y de los péptidos de los extremos amino y carboxilo por el otro.
Estos se conocen como “protelopéptidos amino y carboxiterminal del colageno I7.
(Sandoval 2005)

- Osteocalcina, es una proteina con tres residuos de acido gamma-carboxiglutamico, que
le proporciona una apetencia por el calcio. Cuando se forma, parte de e¢lla no se
deposita en ¢l hueso, si no pasa a la sangre, donde su determinacion proporciona un
indice de la actividad osteoblastica. (Sandoval 2005)

7. OSTEOCALCINA

La OC es un polipéptido que ese encuentra en mamiferos, aves y algunos peces; es
sintetizada por ¢l osteoblasto ¢ incorporada a la matriz 6sea y una fraccion se libera a la
circulacion donde puede ser medida. Hay una correlacion directa entre mayores niveles de
OC y mayor actividad de los osteoblastos. (Allison 2000, Delmas 1993)

El acido gamma-carboxiglutamico (GLA) es un aminoacido que resulta de la
carboxilacion del acido glitamico y que requiere la presencia de la vitamina K; y de una
carboxilasa. Se halla contenido en la protrombina v en otros factores de la coagulacion
dependiente de la vitamina K; tiene una afinidad por el calcio. El termino proteina GLA de
la matriz indica el hecho de que permanezca intimamente ligada a la matriz organica del
hueso incluso después de la mineralizacion. Se ha encontrado en numerosos tejidos y en
diferentes tipos de cartilago; de crecimiento, costal, esternal, nasal y traqueal, aparece antes
que la OC en el proceso de mineralizacion del hueso. En la actualidad es prematuro atribuir
un papel fisiologico a la GLA, aunque en el cartilago podria tener una funcion analoga a la
OC en el hueso. (Allison 2000, Eastel 2001)



La OC se¢ halla exclusivamente en el hueso y dentina; ¢s una proteina no colagénotica
constituida por una sola cadena de polipeptidica compuesta por 49 aminoacidos con un
peso molecular de 5800 Daltons. Su sintesis tiene lugar en los osteoblastos y es estimulada
por la 1,25 dihidroxicolecalciferol, se incorpora a la matriz 6sea, pero una fraccion pasa a
circulacion. Esta molécula consiste en tres partes, en 23-residuo péptido de sefializacion
durante la translocacion, en 26 residuo proteina para la gamma carboxilacion y el 49
residuo proteina madura. (Allison 2000, Eastel 2001)

Gamma carboxilacion de la osteocalcina

Es una proteina dependiente de la vitamina K; o filoquinona ¢s un co-factor esencial
para la post-translocacion y- carboxilacion de osteocalcina. Durante la carboxilacion, un
segundo grupo carboxilo es agregado como residuo glutamil especifico en la posicion 17,21
y 24 formando vy- carboxiglutamil. Este cambio estructural, estabiliza la porcion «-
helicoidal asignando afinidad por el calcio e hidroxiapatita. Los residuos de GLA facilitan
que la OC se una a la hidroxiapatita, favoreciendo de este modo la formacion 6sea v su
mineralizacion. (Allison 2000, Eastel 2001)

En medicina en humanos, existe una correlacion inversa entre los niveles de OC y la
dosis de prednisona recibida durante largos periodos de tiempo en pacientes con diferentes
enfermedades reumaticas, hipercorticismo endogeno, disminuyendo la osteocalcina y se
recupera ¢l nivel normal con el tratamiento. En la osteomalacia la OC se relaciona con la
produccion de osteoide, pero no con la mineralizacion.

En la exposicion con Warfarina Sodica en el feto durante el primer trimestre, tuvo como
resultado el nacimiento de infantes con hipoplasia nasal, no hubo calcificacion en falanges
distales. (Allison 2000, Eastel 2001)

La intoxicacion con Cadmio, muestran estadios tempranos de disfuncion tubular renal,
manifestandose patologias Oseas como la osteoporosis o la combinacion de ésta con
osteomalacia. (Kido 1991)



8. INMUNOFLUORESCENCIA

Este conjunto de técnicas, que han sido tomadas tanto de la genética molecular como de
la bioquimica, nos permite analizar fendmenos bioldgicos v patolégicos en el nivel
molecular. Al igual que la microscopia electronica vy la inmunofluorescencia, estas técnicas
pueden aplicarse para refinar un diagnostico. (Garcia 2001)

Corresponde a un grupo de técnicas de inmunotincion que permiten demostrar una
variedad de antigenos presentes en la célula o tejidos utilizando anticuerpos marcados.
Estas técnicas se basan en la capacidad de los anticuerpos de unirse especificamente a los
correspondientes antigenos. (Garcia 2001)

Estas técnicas necesitan de controles internos o paralelos, usualmente positivos y
negativos. El control negativo se obtiene realizando la misma técnica, pero con omision del
paso de incubacion con anticuerpo primario. Existen sistemas automatizados que permiten
la tincidon de un gran nimero de casos simultaneamente con la ventaja de pasos definidos y
estandarizacion de las variables usuales con costo relativamente bajo y en mucho menor
tiempo. (Gareia 2001)

8.1. Fundamento

La fluorescencia es una forma de luminiscencia entendiéndose ésta Gltima como la
emision de luz que se produce a partir de una fuente de energia no térmica y bajo el efecto
de una excitacion. (Garcia 2001)

Los tejidos que no poseen esta propiedad se puede inducir la fluorescencia, llamandola
fluorescencia secundaria, esto se puede hacer mediante tincion histoquimica con sustancias
fluorescentes llamadas fluorocromos o uniendo fluorocromos a antigenos dirigidos a
anticuerpos tisulares. De este ultimo procedimiento se sirven las técnicas de
inmunofluorescencia. (Garcia 2001)

8.2. Fluorocromos

Son sustancias quimicas que tienen la propiedad de absorber fotones de alta energia
procedente de la radiacion ultravioleta o del espectro visible. Ello provoca una
redistribucion de los electrones de las moléculas fluorescentes, puesta de manifiesto por la
emision de una radiacion luminosa de longitud de onda distinta aunque dentro del espectro
visible. (Garcia 2001)



Si al iluminar una sustancia con luz visible ocurre un fenomeno similar descrito y la
liberacion de energia se produce de forma gradual, prolongandose la emision de luz
después de cesar la iluminacion del objeto, este fendmeno se llama fluorescencia. (Garcia
2001)

Los fluorocromos mas utilizados en las técnicas de inmunofluorescencia son:
® Fluoresceina: absorbe luz azul y emite fluorescencia verde manzana

* Rodamina: absorbe luz verde y emite fluorescencia roja anaranjada.

8.3. Técnicas de inmunofluorescencia

En la técnica de inmunofluorescencia directa se utiliza un anticuerpo especifico frente
al antigeno que se desea detectar. Dicho anticuerpo esta ligado a un fluorocromo. (Garcia
2001)

En las técnicas de mmunofluorescencia de tipo indirecto se emplea en un primer paso
el anticuerpo especifico no marcado y en una segunda fase un anticuerpo marcado con el
correspondiente fluorocromo que reacciona de forma especifica con el anticuerpo primario.
(Garcia 2001)

8.4. Microscopio de fluorescencia

Las técnicas de inmunofluorescencia deben examinarse siempre con un microscopio
especial llamado microscopio de fluorescencia. (Garcia 2001)

Este tipo de microscopio lleva incorporado una fuente de luz ultravioleta y luz visible,
varios filtros que selecciona la longitud de onda de la luz que incide sobre la muestra a
estos filtros se llaman filtros de excitacion o filtros primarios. También tienen un filtro que
selecciona las longitudes de onda emitidas dentro del espectro de la luz visible dejando
pasar solo la luz emitida por las sustancias fluorescentes ¢ impidiendo el paso de la luz
excitadora, este filtro se llama filtro secundario o de barrera.

Existen 2 tipos fundamentales de microscopio de fluorescencia: En uno de ellos la luz de
excitacion se transmite a través de la muestra y le llamamos microscopio de transmision.
En ¢l otro la luz se refleja en el tejido procedente de un foco de iluminacion superior, a este
lo llamamos microscopio de luz de incidencia o epiiluminacion. (Garcia 2001)



Un aspecto elemental, pero esencial, es la preservacion del tejido desde ¢l momento de
su obtencion. La inmensa mayoria de técnicas de IHQ pueden aplicarse a tejido fijado e
incluido en parafina con buenos resultados, siempre que la fijacion tisular, su proceso ¢
inclusion se realicen correctamente. La utilizacion de métodos o reactivos inapropiados en
¢l tratamiento tisular previo a la IHQ determina pérdidas de antigenicidad que limitaran o
impediran la obtencion de resultados fiables. (Garcia 2001)



9. OBJETIVOS

9.1. General
Evaluar las caracteristicas histologicas e identificar mediante la inmunohistoquimica
la presencia de osteocalcina en la reparacion osea con la utilizacion de aloinjertos
tubulares en caninos.
9.2. Especificos
1. Identificacion de la osteocalcina, por medio de inmunofluorescencia indirecta en
muestras fijadas en formol v procesadas por el método de inclusion en parafina de

rutina.

2. Evaluacidn de la actividad osteogénica mediante la deteccion de osteocalcina.



10. HIPOTESIS

Si la incorporacion de los aloinjertos en la fase de reparacion dsea favorece la
osteogénesis a través de la osteconduccion v osteinduccidon, entonces serd posible
determinar los procesos de reparacion Osca a través de la deteccion de osteocaleina
mediante inmunohistoquimica, con el fin de encontrar zonas con mayor reaccion, en las
areas de osteogénesis a diferencia de aquellas que no fueron injertadas.



11. MATERIAL

Material biolégico.

Este estudio se constituye en la continuacion del trabajo “Evaluacion clinica, radioldgica
de injertos tubulares”, realizado por en el cual se evaluo la integracion de hueso

desmineralizado durante la reparacion osea.

Se utilizaran 12 muestras de perros criollos machos, comprendiendo una edad de 2 a
3 afos, los cuales fueron sometidos a una osteotectomia en ¢l tercio medio de la
tibia derecha de aproximadamente lcm., a un grupo se injerto con hueso
desmineralizado y fueron sacrificados semanalmente, fijados en formol vy
procesados por el método de inclusion en parafina de rutina, para la obtencion de
cortes histologicos a las 4, 5, 6 y 7 semanas.

A estas mismas muestras se les realizaran cortes para su procesamiento a través de
técnicas de inmunofluorescencia indirecta, para identificar la osteocalcina. Para esto
se hara reaccionar el preparado a analizar con un anticuerpo primario “osteocalcin
(V-19)s¢18319 Lot# D2507 Santa Cruz Biotechnology™ dirigido a la osteocalcina,
lo cual sera marcado con un anticuerpo secundario Goat Anti-rabbit IgGG Fluorocein
Conjugated Lot #1403, BIOSURCE, dirigido contra el anticuerpo primario, con lo
cual se forma un complejo secundario visible mediante microscopia de
fluorescencia.

Albumin Bovine, Initial fraction by heat shock, Lot # 112K0O3588, SIGMA



Material no biologico

Reactivos:
- Trton X-100 Lot# 113152, Ultrapure, USB Corporation
- Amortiguador Salino de Fosfatos (PBS)

- Ultra Cruz Mounting Medium for Fluorescence with DAPI, Lot# B2808 Santa Cruz
Biotechnology

- Agua desionizada

- Probetas

- Matraz Erlenmever

- Vaso de precipitados

- Pipetas graduadas

- Micropipetas de Repeticion de Volumen
- Puntas de dispensacion estériles

- Espatula

- Agitador vortex

- Balanza analitica METTLER TOLEDO
- Papel aluminio

- Refrigerador



12. METODOLOGIA

El trabajo se realizd en las instalaciones de la Unidad de Investigacion
Multidisciplinaria ubicada en la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan UNAM.
Localizada en el Km. 2.5 de la carretera Cuautitlin Teolovucan, municipio de
Cuautitlan Izcalli, Estado de México.

La obtencion de los aloinjertos fue a partir de tibias de donadores previamente
evaluados (clinica, biometria completa v quimica sanguinea, perfil renal v hepatico),
constatando que se encuentren sanos, posteriormente se sacrificaron v la obtencion de
lag tibias se realizd con todas las medidas de asepsia, antisepsia v colocacién de

campos estériles. Obtenidas las tibias fueron lavadas y desmineralizadas utilizando
solucion acida de Van Ebner.

Mezcla de Acido Clothidrico-Sodio de Van Ebner:
Acido Clorhidrico concentrado  15ml.
Cloruro de Sodio puro 175grms.

Agua destilada 1000ml.

El proceso de descalcificacion se agregd diariamente por quince dias, 5 ml de acido
clorhidrico a la formula, asi hasta lograr la completa éste, valorando su consistencia
blanda y color semitransparente, lo cual indicaba su desmineralizacion.

Durante la inmunotincién es conveniente aplicar alguna forma de fijacion para
preservar el tejido.

Aunque los procedimientos habituales de deshidratacion y aclaracién no deterioran
excesivamente los antigenos, la inclusion habitual tanto en parafina como en algunas
resinas sintéticas pueden afectar a los resultados La inclusion en parafina caliente (60°)
produce pérdida de antigenicidad, por lo que el tiempo de infiltracion deberia reducirse
al minimo vy se ha llegado a recomendar ¢l empleo de parafinas de bajo punto de fusion.

Los cortes de parafina se obtienen de un grosor de 3 — 5 micrometros y s¢ dejan secar
toda la noche en la estufa a 37° C.

A continuacién se desparafinan e hidratan cuidadosamente, se debe evitar la
deshidratacion de las muestras es necesario sumergirlas en solucion de Amortiguador
salino de fosfatos (PBS por sus siglas en inglés).

Cuando se aplican los métodos inmuno enzimaticos es bastante ficil que se
desprendan los cortes debido a los numerosos lavados que es preciso efectuar. Por ello



se recomienda emplear un adhesivo que fije las secciones al portacbjetos, existen varios
tipos de adhesivos como albimina de Mayer.

Para contrarrestar la escasa penetracion de algunos conjugados se suele recurrir al
uso de detergentes como el Triton X — 100 que actia permeabilizando las membranas.

Preparacion de Triton 20ml= 100pl Tritén + 20ml de PBS

Para un buen desarrollo de la técnica es conveniente realizar siempre los siguientes
controles:

- Control negativo: se omite el antisuero primario o se sustituye por una solucion
tamponada, utilizando el mismo tejido que para el control positivo.

- Control positivo: se utiliza una seccion de tejido del que se tenga certeza
absoluta de que contiene ¢l antigeno por determinar, de esta forma si con un
control positivo la técnica es negativa me indica un fallo en el procedimiento
técnico o un defecto de fijacion.

Dilucion

Para obtener una tincion éptima es importante que cada antisuero s use en la dilucion
adecuada, que no se evapore durante la incubacién y que ¢l anticuerpo no unido al
antigeno se elimine por completo antes de la incubacion siguiente.

Anticuerpo 1:20, para muestras pequefias se utilizan 30ul de A’c por laminilla y para
muestras grandes 50pl de A’c por laminilla.

6 laminillas (muestras grandes) — S0pl= 300pl de Anticuerpo
20/300pl = 15plde A'c
285ul de PBS



12.1. TECNICA DE INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA

1.- Sumergir las laminillas en PBS para evitar que la muestra se deshidrate.
2.- Permeabilizar con Tritén al 5% por 20 min.

3.- Lavar tres veces con PBS.

4.- Bloquear con BSA durante 20 min.

5.- Lavar tres veces con PBS.

6.- Poner anticuerpo primario osteocalcina 1:20, incubar en cimara himeda en
refrigeracion toda la noche.

7.- Lavar tres veces con PBS.

8.- Poner el anticuerpo secundario cerdo anti-cabra conjugado con fluoresceina.
9.- Incubar tres hrs. a temperatura ambiente, manteniendo en oscuridad.

10.- Lavar tres veces con PBS.

11.- Lavar con agua desionizada

12.- Secar las laminillas cuidando la muestra.

13.- Montar el cubreobjetos con medio de montaje.

14.- Observacion al microscopio de fluorescencia.



13. RESULTADOS

Una vez realizada la preparacion de las laminillas, realizamos una descripcion de éstas
encontrando cambios a partir de la quinta semana y para ello lo describimos a continuacion.

En la evaluacion histologica a las 5 semanas con la tincion ILE, se pudo observar que la
reparacion osea, en la zona de defecto del grupo experimental, se¢ distinguen lagunas de
formacion osea en la zona central de é&sta, presencia de fibras de colageno y
consecuentemente infiltracion de células polimorfonucleares que se orientan del periostio
hacia la zona del area del defecto (figura 1*). Mientras tanto, en ¢l grupo control en la zona
medular se¢ pudo distinguir la organizacion de diversas trabéculas cartilaginosas, la
aparicion de zonas de neovascularizacion, asi como una mayor actividad osteoblastica en la

periferia de las lagunas de formacion ésea (figura 1b).

Figura 2. Regeneracion osea a las 5 semanas; a) experimental v b) control, microscopio
optico 10x PMN- polimorfonucleares, Hn- Hueso de nueva formacion, Tf- Tejido fibroso,
CH- Cartilago Hialino, O- Osteoblastos (flechas), NV — neovascularizacion.



A las 6 semanas de la reparacion d6sea de la tibia, en grupo experimental la zona de
defecto, en la porcion media hubo una mayor formacion de cartilago, observandose en la
periferia de éste una infiltracion de osteoblastos y en algunos puntos ya la formacion de
osteocitos. (Figura 3") El grupo control presentd v sobre todo en el contorno del corte y de
forma localizada, cartilago en estado de necrosis, asi mismo se pudo observar ¢l inicio de la
deposicion de minerales entre las fibras de colageno. (Figura 3b)

Figura 3. Regeneracion osea a las 6 semanas HE. Experimental y b) Control, microscopio
optico 10x CH- Cartilago Hialino, Oc- Osteoclastos, CN-Cartilago en Necrosis.



Por otro lado en la evaluacion a las 7 semanas se pudo observar que ¢l grupo
experimental, en la region media del corte se contintia con un infiltrado de células PMN, asi
como la formacion de lagunas osea. (Figura 37). Mientras que el grupo control vy
principalmente en el enddstio y medula se continua con la formacion de lagunas de
osificacion y una evidente neovascularizacion. (Figura 3b)

Figura 4. Regeneracion dsea a las 7 semanas HE; A) experimental v b) Control,
microscopio optico 10x, PMN- Polimorfonucleares LO- Lagunas de Osificacion, NV —
neovascularizacion.



A las 8 semanas de la regeneracion osea del grupo experimental se observa abundante
tejido fibrocartilaginoso, una infiltracion de PMN, y atin se localizan restos del injerto, sin
embargo, se distingue una mayor formacion de hueso nuevo (figura 47). Mientras tanto en
el grupo control se pudo determinar la deposicion de matriz cartilaginosa, continuando su

calcificacion hasta formar hueso maduro. (figura 4b).

Figura 5. Regeneracion dsca a las 8 semanas. HE. Experimental y b) Control, microscopio dptico
10x Ha- Hueso aloinjerto, Hn- hueso de nueva formacion, PMN- polimorfonucleares, Mc-
Matriz cartilaginosa.



Figura 6. Caracteristicas histologicas mas importantes que se representan en las muestras,
se analiza la zona de defecto dseo a diferentes tiempos.

Controles Experimentales
MUESTRAS C5 |C6 | C7 |C8 E5 |E6 |E7 |ES8
Hueso en Neoformacion - + + ++ + + + ++
Fibro/granulomatosis ++ | - + - ++ | ++ | ++ |+
Acumulo de PMN ++ |+ ++ |- ++ |+ | ++ |+
Vascularizacion + + + ++ + + + +
Periostio de neoformacion | - - ++ - - + +
Degradacidn del injerto - - - - + + =+ | ++
Cartilago hialino + + + ++ + ++ | ++ |+
Cartilago fibroso + + + + ++ | ++ |+ 4+

Tanto en el grupo experimental, como en el grupo control; en la figura 5 se analiza de
forma condensada las caracteristicas histologicas mas importantes que se presentaron en
ambos grupos durante el experimento, es decir el tipo de celularidad o alguna otra
caracteristica y que se presentaron a partir de la 5 semana y hasta la 8. Se puede observar
que de acuerdo a la hallazgo encontrado se pudieron categorizar de la siguiente forma: con
un (-) cuando no se¢ observaba ningun cambio; (+) cuando se observaba cambios y (++)
cuenda se exacerbaba ésta.

A partir de la semana 5 el grupo experimental presento mayor proliferacion de células
inflamatorias, disminuyendo a las 7 semanas y poca formacion de cartilago en la semana 8,
y aun se observaban zonas en las que se refiere al injerto, sin embargo se apreciaban zonas
de mayor formacion de tejido cartilaginoso.

El grupo control en la semana 5, en la zona de defecto mostré mayor vascularizacion,
exacerbandose hasta la octava semana, asi como una formacion de cartilago; en la semana
8, se presentd la formacion de hueso nuevo.



Es importante hacer mencion que debido a que ¢l método de inmunohistoquimica no se
logré captar ninguna luminiscencia, no se pudieron obtener resultados derivados de esta
prueba, por lo que se dio como negativo ¢l resultado. Sin embargo, las muestras fueron
sometidas a una nueva tincion la cual fue Azul de Alciano, con el fin de verificar la
formacidn y presencia de matriz cartilaginosa, tal v como s¢ puede observar en la Figura 7,
en la cual se tifie de azul celeste, que indica la produccién osteoblastica.

Figura 7. Regeneracion Osea a las 7 semanas del grupo control, tincién Azul de Alciano,
microscopio optico 10x. MC- Matriz Cartilaginosa en formacion.



14. DISCUSION

Durante el dafio ¢jercido sobre los tejidos profundos existe la produccion y liberacion de
ciertos factores de crecimiento, mismos que actuan de diferentes formas; una de ellas es ser
un estimulante celular que favorece ¢l crecimiento 6seo. (Diez Garcia 2002)

El aloinjerto utilizado conforma un biomaterial totalmente libre de la parte organica por
medio de procesos de eliminacidon con soluciones acidas y calor, mismos que permiten
evitar que exista un rechazo del receptor, ademas de poscer factores de crecimiento para
una adecuada reparacion, fenomeno conocido como osteoinduccion. Al realizar una
comparacion histologica entre ¢l grupo experimental (injertado) v control, se pudo observar
que en ambos grupos en un inicio del experimento se comportaron en una forma similar,
desde el punto de vista histologico, sin embargo, al paso de la 6 semana en ¢l grupo control
se pudo observar cierta calcificacion y mayor formacion de hueso suave. A diferencia de
esto, el grupo experimental mostré eventos continuos de inflamacion, menos formacion de
lagunas éseas y angiogénesis la cual aporta células osteoprogenitoras que asegura la
osteointegracion que es la sustitucion de un complejo 6seo necrdtico por uno viable y
nuevo (Palacios 2005); lo cual hace suponer que el injerto tuvo influencia en la inflamacion
y la posible inhibicion de formacion de tejido fibroso. Por otro lado, en la valoracion clinica
durante la reparacion, el implante proporciona funciones mecanicas. Entre éstas funciones
esta proveer un microambiente estable en la zona de defecto vy tejido adyacente, lo cual
permite la correccion del dafio.

Asi mismo Flores (2004), en un trabajo previo a éste con injertos tubulares, presentaron
caracteristicas histologicas similares a este trabajo; en el cual el grupo control mostré una
mejor reparacion oOsea presentando un significativo tejido de granulacién y tejido fibroso,
en donde el analisis en el punto de apoyo tuvieron mejor respuesta, manifestaron menos
dolor, debido a que habia menos inflamacion en la zona de defecto. La pérdida de tejido
0seo y especialmente de contacto fisico entre los bordes de la fractura, fue de alguna
manera disminuida por ¢l implante, es decir actué como un puente entre los bordes del
defecto, lo que redujo la intensidad de la respuesta y probablemente una menor produccion
de factores de crecimiento celular. El espacio fisico ocupado por el implante, reduce el
espacio “vacio”, que en ¢l animal sin implante ¢s ocupado por sangre y especialmente por
un coagulo plaquetario. (Flores 2004)

Por otro lado Dasso y col. (1998) dentro de su trabajo en congjos y donde realizo
defectos de 3-4 mm en el tercio proximal de la tibia v comparando diferentes tipos de
preservacion de los injertos (liofilizacion, congelacion y desmineralizacion), asi como la
resolucion de la fractura sin injerto (control); al analizar los tratamientos determinaron que
los desmineralizados son mas eficientes va que a través de este procedimiento se destruyen
los componentes organicos y los c¢lementos antigénicos presentes en ¢l implante,
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disminuyendo de esta manera las posibilidades de rechazo por parte del huésped y
facilitando la llegada de células indiferenciadas desde el periostio, endostio y médula dsea.
El mayor grado de reparacion observado en ¢l grupo control, se explicaria por ¢l tamafio de
la lesion, la que al ser capaz de reparar por si sola, comenzo inmediatamente la sintesis de
hueso, a diferencia de los injertados en el cual de forma paralela a la sintesis de neohueso
ocurre la reabsorcion del implante, y que al parecer retarda la reparacion, haciéndola mas
lenta. En nuestro trabajo sucedié algo similar ya que en los injertados la presencia de
células de inflamacion persistié hasta la séptima semana y que coincide con una mayor
degradacion de injerto (Dasso v col. 1998)

Por otro lado la reparacion de las lesiones ocurrid a través de osificacion directa, sin
formacion de cartilago intermediario. Esta situacion explica por el hecho de que no se
realizé una fractura completa del hueso sino que solo se realizd una lesion circular y muy
pequefia 3-4 mm, por lo cual no hubo inestabilidad 6sea que promoviera el movimiento,
comportandose como una fractura estable en la cual las células mesenquimaticas se
diferencian a osteoblastos, los que sintetizan hueso sin formacion de cartilago
intermediario. (Dasso y col. 1998) En nuestro trabajo existié evidentemente una fractura
inestable con un defecto de 1 cm., la cual fue estabilizada mediante un fijador esquelético y
que permitio la existencia de cartilago hialino en ambos grupos.

Dominguez 2007, trabajé con implantes de origen bovino en cresta iliaca de conejos; en
estos ejemplares, la invasion de la médula se muestra en las zonas periféricas al implante
debido a la existencia de los espacios intertrabeculares, los cuales son posibles a causa de
las trabéculas del implante bovino que funcionan como patrén donde las células
osteoprogenitoras forman el hueso nuevo. Adelanta los eventos mostrando compactacion y
calcificacion del tejido al tiempo de las 4 semanas, exhibiendo colonizacion de osteocitos
maduros sobre la matriz, semejando caracteristicas del tejido original. (Dominguez v col.
2007). Sin embargo sus resultados son diferentes a los nuestros y consideramos que se debe
al tipo y amplitud del defecto v la zona de injertacion.

Las nuevas técnicas de biologia molecular estan disponibles para la investigacion de la
consolidacion osea, éste proceso de consolidacion tiene que ver con el transporte de calcio,
resorcion de tejido conectivo y del metabolismo celular. El periostio esta inervado por
fibras sensoriales que pueden contribuir a la regulacion del flujo sanguineo periostico y
medular. (Diez Garcia 2002)

Simes v col. (2003) identificod la proteina GLA en cartilago bronquial en peces, por
medio de varios métodos entre ellos la inmunohistoquimica, para la preparacion de estos
tejidos, primero los congelaron en nitréogeno liquido para su preservacion y posteriormente
removieron la matriz organica con HCL. Como anticuerpo secundario se utilizé anti-rabitt
peroxidasa conjugado en dilucion de 1:1500, en los controles negativos se utilizé suero
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normal de conejo. Describiendo la histologia se encontré inmunoreaccion, en ¢l citoplasma
de algunas células, proliferacion de condrocitos en la periferia de la matriz cartilaginosa.
Para su se utilizo como tincion Azul de Alciano, se demostrd matriz extracelular
cartilaginosa. (Simes 2003)

Asi mismo Bar y col. (2003) detecto la regulacion de Osteocalcina en la reparacion del
hueso por medio de inmuhistoquimica, como modelo experimental utilizaron hueso femoral
de raton. Las muestras extraidas fueron sumergidas en formol al 4%/ PBS por 14 dias, para
su descalcificacion y fueron tratados con parafina, posteriormente se mantuvieron en
refrigeracion, sin congelar. Se utilizé anticuerpo policlonal rabitt anti-mouse, diluido 1:100
en PBS. Los resultados mostraron formaciéon de cartilago hipertréfico y hueso trabecular,
detectaron la luminiscencia de del citoplasma de las células. (Bar 2003).

En nuestro trabajo el resultado de la inmunohistoquimica, fue negativo, no se obtuvo
luminiscencia debido a que las muestras fueron sometidas a varios procesos, como son la
desnaturalizacion con solucion acida la cual se considera muy agresiva para la muestra,
produciendo movimientos de epitopos.

Posteriormente para estabilizar la muestra se utiliza formol al 10%, produciendo que las
proteinas se enmascaren; para la utilizacion de la inmunohistoquimica es necesario utilizar
paraformaldehido, solucion que es libre de alcohol evitando la coagulaciéon de proteinas;
ésta solucion no se utilizé por que no se tenia contemplado la realizacion de la prueba de
inmunohistoquimica.

Sucesivamente las muestras fueron tratadas por el método de inclusion de parafina de
rutina sometiéndolas a un calentamiento de 60° C, la cual deteriora los antigenos,
alterando los resultados.

Sin embargo, varios autores utilizaron diluciones de 1:200 a 1:300; en el experimento se
utilizaron diluciones de 1:20 que es mas especifica para que el anticuerpo se adhiera a la
enzima, un control positivo basado en una muestra de cartilago de pez, aun asi no se obtuvo
lumiscencia lo que hace suponer que el anticuerpo no estaba en buenas condiciones.



15.- RECOMENDACIONES

Para el uso de la inmunohistoquimica se sugiere el uso de biomateriales de reciente
obtencion, va que muestras mayores de cuatro afios pierden cualidades especificas
requeridas para ¢l estudio.

Someter los biomateriales a procesos de refrigeracion o congelacion con nitrogeno liquido,
o la utilizacion de paraformaldehidos, evita la coagulacion de proteinas o disfrazar
epitopos; estos procedimientos se requieren para garantizar resultados confiables en la
utilizacion de la inmunohistoquimica.



16. CONCLUSTONES

1.- En este trabajo se demostro que la utilizacion de muestras sometidas a procesos de
descalcificacion y calentamiento elevado; pierden propiedades de antigenicidad, lo que
altera considerablemente los resultados en la técnica de inmunohistoquimica.

2.- Al no obtener los resultados esperados en la inmunohistoquimica; aun con ¢l uso de una
muestra control positivo a base de cartilago de pez, nos hace deducir que probablemente el
anticuerpo utilizado no estaba en condiciones optimas.

3.- El uso de método alternos, como la tincidon en H.E. v Azul de Alciano, nos sirvieron
para verificar que habia repuesta de induecidn por parte de la Osteocalcina, evidenciando
crecimiento celular y formacion de lagunas de osificacion.

4.- Este trabajo puede ser un antecedente de que ¢l uso de muestras antiguas, no actiian de
manera positiva para ser procesadas a la técnica de inmunohistoquimica.

5.- El uso de aloinjertos desmineralizados en defectos 6seos en caninos puede ser utilizado
en la clinica, va que al no encontrarse evidencia celular de rechazo en nuestro trabajo, nos
permite pensar que el método de desmineralizacion optimiza la respuesta del receptor para
aceptarlos.

6.- En los resultados se evidencia que la aparicion de células polimorfonucleares v acumulo
de tejido fibrocartilaginoso fue mas evidente y persistente en ¢l grupo experimental, lo cual
indica que entre la 6 y 7 semana se mantiene la resorcion del injerto, ya que en ¢l control no
fue tan evidente.
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