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“Los Ojos No ven lo que la Mente no Sabe”

Proverbio Moro.



CAPITULO 1. MARCO TEORICO.

1.1 INTRODUCCION

La alteracion imagenologica de la enfermedad osteoporotica, es bien reconocida
radiolégicamente y con ayuda de la densitometria Osea. Se denomina
osteoporosis a 2.5 desviaciones estandar por debajo de la normal en la DEXA
(Absorcion Dual de Rayos X).

Actualmente el cuadro clinico y la historia de fracturas elaboran el diagndstico
de osteoporosis. Que constituye el Standard de Oro para construir el diagndstico.
(Singh, cols. J.Bone Joint Surg. 1970; 52A; 457-467)

En la mayor parte de la literatura solo se hace mencion del problema estructural
inorganico de la osteoporosis. Se menciona que el nidmero de células dseas
digase osteocitos es de 20,000 a 80,000 por mm? en el hueso normal (Roger
Dee, Lawrence C. Hurst Principles of Orthopaedic Practice Second Edition Ed. Mc
Graw Hill 1997).

Es el proposito de este trabajo determinar el nimero de osteocitos en el hueso
osteoporético mediante un estudio en pacientes con esta patologia al realizar un
conteo de células “Osteocitos” obtenidos de la Cortical Medio-Posterior Proximal la
cual es parte del Calcar femoral. Consideramos que sin este complemento el
estudio anatomopatolégico de la estructura disminuida en la osteoporosis estaria
incompleto. Ademas siendo los osteocitos los que mantienen formando colagena
gue después se calcificara, es logico suponer que la falta de ellos ocasionara la
osteoporosis y no el proceso inverso, que la falta de estructura propicia la falta de

osteocitos.



1.2 GENERALIDADES

Existen dos tipos de hueso en el fémur el Cortical y el Trabecular, el hueso
trabecular ha sido ampliamente estudiado en la literatura, estudiamos el Hueso

Cortical de la Cortical Medio Posterior del tercio proximal femoral en este ensayo.

El Hueso Cortical se encuentra principalmente en los huesos largos esta
conformado a nivel microscopico por osteonas o unidades funcionales del hueso
estas a su vez estan conformadas por un conducto de Havers en su centro por
donde discurre la microcirculacion sanguinea y terminaciones nerviosas, son
paralelos a la orientacion diafisiaria del hueso largo estos conductos pueden
unirse entre si por conductos perpendiculares que llamamos conductos de

Volkman.

Los Conductos de Havers son rodeados por laminas concéntricas de hueso como
los anillos del tronco de un &rbol. Entre estas ldminas encontramos pequefios
orificios que son llamados “Lagunas” o bien Lacuna Laminae o Lagunas
Laminares estos espacios contienen a los osteocitos, células precursoras de la
formacion de colagena o llamémosla matriz 6sea, sobre la cual se adhieren las
moléculas de hidroxiapatita y los oligoelementos que le dan su fortaleza como es
el calcio, estas células son las responsables de mantener este patron de laminas
concéntricas para la adecuada distribucion de cargas fisiolégicas del hueso y su

capacidad para cargar al cuerpo.

Cada osteona tiene de 7 a 8 anillos concéntricos, su tamafo varia de 300 a 200
micras en extension. Siendo cada osteocito de aproximadamente 10 micras de
tamafo. (Bullough PG, cols, Scientific Foundations of Orthopaedic Traumatology.
Philadelphia, Saunders, 1980).

Todo esto es rodeado por una capa histologica llamada periostio para la periferia 'y
endostio. Aqui vamos a observar pericitos y osteoblastos precursores de nuevas
células, asi como bordes en cepillo donde células multinucleadas remodelan el

hueso llamadas osteoclastos.
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En este microuniverso que encontramos en cada uno de los huesos largos se ha
reportado una densidad celular normal por milimetro cubico de 20,000 a 80,000
células. (Roger Dee, Lawrence C. Hurst Principles of Orthopaedic Practice Second
Edition Ed. Mc Graw Hill 1997).

1.3 CALCAR.

El Calcar esta formado por la cortical medioposterior del fémur proximal y su
trabecularidad en la porcién esponjosa de la metafisis proximal del hueso donde
observamos una distribucién de la misma de acuerdo a las fuerzas de carga que
este hueso lleva descritas por Ward en 1838, aqui encontramos una trabecula
especialmente grande llamada la columna de Bigelow, (Harty M. J. Bone Joint
Surg. 1957; 39A; 625-630).
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1.4 DEFINICION DE OSTEOPOROSIS

La Osteoporosis de acuerdo a la OMS (Organizacién Mundial de la Salud) se
define como hueso poroso o 2.5 desviaciones estandar por debajo de la media,

esta es en relacion a la densidad en huesos de paciente s jovenes.

Lo cual representa hueso fragil por perdida de la masa que lo conforma

entiéndase dicha masa compuesta por hueso cortical y hueso trabecular.

Normal bone matrix Osteoporosis
P T W oA

En el hueso normal existe un fendomeno de remodelado continuo,
con reabsorcién del hueso viejo y formacion de hueso nuevo, y este
remodelado cumple principalmente dos funciones, siendo una ayudar
con otros 6rganos a mantener estable el nivel de calcio en sangre, y la
otra ir modificando el trabeculado y en la distribucién de las laminas del
hueso cortical de los huesos para que soporten cargas fisioldgicas. A
partir de los 35 anos se inicia la pérdida de pequenas cantidades de

densidad dsea. Mdltiples enfermedades o habitos de vida pueden
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incrementar la pérdida de hueso ocasionando osteoporosis a una edad
mas precoz. Algunas mujeres tienen predisposicidon a la osteoporosis por

una densidad 6sea disminuida.

Estudios previos han demostrado que la actividad fisica que
genera cargas fisioldgicas son benéficas para la adecuada formacion de

hueso cortical y trabecular.

Lo que coincide con la disminucion en la actividad fisica de las
personas al llegar a la quinta y sexta décadas de la vida donde
abandonan el deporte y las actividades de carga disminuyendo a su vez

la exposicion a la luz del Sol.

Ademas de perderse con el tiempo la capacidad de lograr una
oxigenacidon adecuada de los tejidos ademas de la formacién de
radicales libres, y por ultimo el desgaste del DNA y su pérdida de

capacidad reconstitutiva con el paso del tiempo.

En estudios recientes se ha estudiado el papel de actividad de los
receptores de membrana celular para el 1-25 dihidroxicolecalciferol, o
vitamina D3, calcitonina, calcitriol, hormona tiroidea, entre muchos
otros, asi como el papel genético del RANK-1 y RANK 2 en los pacientes

con osteoporosis.

El interés por las compaiias farmaceulticas de vender sus
medicamentos y productos ha llevado a la creacion de un falso sentido

de seguridad en algunos medicamentos.

Esto nos lleva a la pregunta que hicimos en nuestro estudio que es
¢Es la disminucion de células la causa de la aparicién de la osteoporosis?
Y mas especificamente ¢Si no encontramos células en el hueso para que
recetamos medicamentos encaminados a aumentar su funcién y no su

regeneracion?
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La célula es la unidad funcional de todo tejido, sin ella no puede
este tejido funcionar, el hueso para poder soportar las fuerzas
fisioldgicas del cuerpo ocupa una remodelacién constante de su matriz
de colagena y de hidroxiapatita misma que es realizada por la funcién
de los osteocitos y su remodelacién por los osteoclastos. La ausencia de
los primeros conllevaria a la formacién de hueso disfuncional lo que se
interpreta en la incapacidad del hueso de cargar las fuerzas fisioldgicas y

secundariamente a la aparicion de fracturas.

En este estudio demostramos la disminucidn en el numero de
células en la regién de mayor carga del cuerpo y con mayor morbilidad,

mortalidad en la poblacidn de la tercera edad.

Estudiamos el Calcar en su zona cortical medial posterior
atravesando al entramado trabecular medial. (Harty M. J. Bone Joint
Surg. 1957; 39A; 625-630)

En Base a este conocimiento Singh y cols 280 en el afio de 1970.
Crearon una medida sencilla y barata usando radiografias simples con
alta sensibilidad 90% aunque especificidad baja 35% para diagnosticar
la osteoporosis y calificarla de manera sencilla mediante un indice que
utilizaremos en nuestro estudio como método de deteccion por su alta

sensibilidad.
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1.5 INDICE DE SINGH. (J.Bone Joint Surg. 1970; 52A; 457-467)

Grado VI:

Todos los grupos trabeculares normales son visibles

Extremo superior del fémur parece estar completamente ocupado por hueso
€sponjoso.

Grado V:

Resistencia a la traccion principales y trabéculas de compresion principal es
acentuada,

El triAngulo de Ward parece importante.

Grado IV:

Trabéculas de traccion principales se reducen notablemente, pero aun se puede
seguir desde la corteza lateral a la parte superior del cuello femoral.

Grado Il

Hay una ruptura en la continuidad de la tension principal de trabéculas frente al
trocanter mayor;

Este grado indica osteoporosis definida;

Grado Il

Sdlo trabéculas de compresion principales sobresalen;

Trabéculas restantes han sido absorbidos en esencia;

Grado I

Trabéculas de compresién principales son marcadamente reducidos en numero y

ya no son importantes. Se Observa de la siguiente manera:

| |
Grado 3 Grado 2 Grado 1
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1.6 METODOS DIAGNOSTICOS

El Gold Standard para la Osteoporosis es la combinacién de una buena valoraciéon

clinica, Rayos X simples y TAC usando unidades Hounsfield.

Aunque el método mas popular es el establecido por Erikson y Wide usando el
DEXA (Densitometria por Absorcion Dual de Rayos X en el cuello femoral)
encontrando su utilidad valorando la densidad 6sea. Aunque su sensibilidad es del
70% y su especificidad del 53%.

La TAC mediante el uso de las unidades Hounsfield ha demostrado ser de gran
utilidad. La mejor Sensibilidad 95% es reportada en el cuestionario SCORE, a
pesar de este tener una especificidad baja, siendo asi la mejor combinacion
deteccion mediante el SCORE, Rayos X y diagnéstico mediante TAC aunque por

su costo DEXA sigue siendo ampliamente utilizado.

A pesar de estos avances en la tecnologia radiologica en la deteccion de la
osteoporosis se ha encontrado que la mayoria de los diagndésticos se realizan muy

tarde una vez ya presentada una fractura.

En cuanto al tratamiento preventivo de la osteoporosis, se ha demostrado
que aplicando la terapia hormonal sustitutiva en pacientes postmenopausicas
acreditando el efecto “curativo” de los estrégenos el cual pongo en tela de juicio
debido a que diversos estudios sobre los estrogenos demuestran mejoria en la
circulacién y por ende mejora la perfusion de los tejidos, fendmeno que me llama
la atencion puesto que nos puede estar generando una falsa conceptualizacion del
verdadero papel de los estrogenos en la prevencion de la osteoporosis.

También se conoce el efecto de los bifosfonatos al mejorar la adherencia de
calcio al hueso ayudando a su almacenamiento en los huesos movilizandolo del

compartimento sérico al hueso.

Se habla del uso de nuevas técnicas quirurgicas “preventivas” de las

fracturas osteoporéticas como es el caso de xifoplastia que consiste en la
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inyeccion transpedicular, percutanea de cemento (polimetilmetacrilato) en la region
trabecular de las vértebras para “fortalecer” la estructura intrinseca de las
vértebras. Aunque diversos estudios han demostrado mediante modelos
matematicos que la distribucion de cargas en las vértebras se da en las paredes
de las mismas y no en su cuerpo central, ademas el polimetiimetacrilato al fraguar
sube su temperatura a los 90 grados centigrados temperatura que mata las
células vecinas ademas de ocasionar alteraciones a nivel vascular. Este
procedimiento también se esta realizando en algunas intervenciones para el cuello

femoral, zona ricamente vascularizada.

Es mi parecer que estamos recurriendo a medidas desesperadas para
resolver una patologia cuyo origen es una alteracion en la unidad funcional de los

tejidos, la célula.

Encontramos que la falta de células es la responsable de formar nuevo

hueso funcional y mantener la organizacion cortical de las laminas.

Asi como también es mi proposito mediante este estudio sentar el
antecedente para futuros estudios de nuevos tratamientos usando terapia de
remplazo celular en hueso osteoporético. Y pueda ser una adecuada justificacion
para dichos estudios.
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA:

Existe una relacion entre la proporcién de células (osteocitos) y la osteoporosis,

lldAmese disminucion en la calidad y cantidad de estructura inorganica 6sea.
2.1 OBJETIVOS

Primario: Contamos células “osteocitos” en el hueso de pacientes con

osteoporosis.
Secundarios:

a) Determinar la proporcion de lagunas “vacias” y las lagunas “ocupadas” por

osteocitos.
b) Si la disminucién de osteocitos esta presente en el hueso osteopordético.

c) En el presente estudio abre una linea de investigacion hacia la muerte

programada de las células dentro de sus lagunas.
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2.2 JUSTIFICACION:

Se decide realizar este estudio ya que no encontramos en la
literatura estudios previos de cuantificacion de osteocitos en zona de

carga y/o la cortical medial del calcar en hueso osteoporético.

Por definicion, la osteoporosis es una disminucion de la masa 6sea
y de su resistencia mecanica, por la pérdida de hidroxiapatita (que es la
forma en la que se encuentra el calcio en los huesos) y del trabeculado

0seo que le confiere resistencia mecanica. De acuerdo a la OMS.

La osteoporosis es una enfermedad silente hasta que se produce
una fractura, tanto de manera espontanea, como ante un minimo golpe.
Por eso lo importante de la prevencion primaria, ya que se puede

impartir un tratamiento antes que un evento asi ocurra.

"El 50% de las mujeres tendra osteoporosis. Una investigacion
realizada el ano ultimo por la International Osteoporosis Foundation
(IOF), sobre una base de 1071 médicos y 559 mujeres
posmenopausicas, se lee: una de cada dos mujeres sufrird osteoporosis
en algln momento de su vida. Declarada enfermedad por Ila
Organizacién Mundial de la Salud en 1994, hoy amenaza con producir
mas de 6 millones de fracturas de cadera en 2050, contra el total de 1,7
millon contabilizado por la IOF en 1990. Este mal, que afecta
principalmente a las mujeres luego de la menopausia, se caracteriza por
la pérdida significativa de hueso, el deterioro de su arquitectura y el
aumento de la susceptibilidad a las fracturas, vertebrales o no
vertebrales. Hoy, entre el 30 y el 40% de las mujeres y alrededor del

13% de los hombres estan en peligro de fracturarse.

El futuro se percibe fragil cuando se comprueba que la mayoria de

los tratamientos se prescribe cuando una mujer ya ha experimentado su
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primera fractura. El incremento de la expectativa de vida hizo crecer la
enfermedad, sobre todo en el sexo femenino. La edad de la menopausia
no varid, pero como la mujer vive mas tiempo, transcurren muchos mas
anos en deficiencia estrogénica, un hecho intimamente relacionado con

la osteoporosis."

Existe una serie de medicamentos que se recomiendan porque
estimulan a los osteoblastos o frenan a los osteoclastos sin embargo las
pruebas para ver la funcién de las células son indirectas basandose en la
imagenologia. La cual para resultar visible por estos métodos implica

que la osteoporosis alcance un 40%.
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3. PLANTEAMIENTO DE HIPOTESIS
3.1 POSITIVA.

El nimero de células “osteocitos” en hueso de cortical posteromedial de la cadera

de pacientes osteoporaticos es menor a 5,000 en lamelar.

3.2 NULA.

El nUmero de células “osteocitos” es de 20,000 o mas hueso osteoporotico.
4. DESCRIPCION GENERAL DEL ESTUDIO:

4.1 METODO:

Se incluyeron 6 pacientes en este estudio que presenten osteoporosis mediante el
uso de tres criterios: edad, indice de masa corporal, fractura de baja energia la
cual se define como caida desde su propia altura o aparicion de la misma ante el
estrés de cargas fisioldgicas, siendo fracturas de cadera intertrocantérica o del
cuello femoral y densidad 6sea valorada mediante el indice de Sighn integrando al

estudio los pacientes con indice menor a 3.

Todos los pacientes recibieron una valoracion preoperatoria por el servicio de
medicina interna y anestesiologia descartando comorbilidades y enfermedades

cronicodegenerativas en estos pacientes.

Se sometierén a una intervencion quirlrgica para osteosintesis de cadera con
placa tipo DHS (Dinamic Hip Screw) o bien para Hemiartroplastia de cadera con
prétesis de Thompson. Bajo consentimiento informado usando el formato
establecido por la Secretaria de Salud del Estado de Sonora y el Hospital General
del Estado.

Técnica de Obtencion de la Muestra Histopatologica.

Se obtiene muestra de la cortical medio-posterior mediante, el uso de fluoroscopia,
se realiza con broca de 3.2 una perforacion en la cortical lateral del fémur, seguido
se introduce punzén recto dentado a través del mismo en direccion a la cortical

posteromedial recolectando en su interior mediante rotacion a baja velocidad tejido
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trabecular y cortical de esta regién una vez terminada dicha recoleccion de tejido
se introduce en un vaso de 200ml estéril de plastico con formol al 10% en su
interior la muestra empujandola del interior del punzon con su guia interna
metaliza obteniendo en todos los casos un cilindro de tejido de 3mm de diametro y
2 centimetros en promedio de longitud. Procurando tomar la muestra a 2.5 cm de
distancia del trazo de fractura.

Dichas muestras fueron enviadas al departamento de patologia donde se

introdujeron con cuidado en Dical para su descalcificacion por 7 dias.

Conseguida dicha descalcificacion, fueron introducidas en parafina, donde se
formaron cubos que fueron sometidos al microtomo obteniendo micro cortes,
estos, se colocan en portaobjetos y son sometidos al proceso de deshidratacion y

tincién con hematoxilina eosina.

Se colocaron en el microscopio Optico compuesto de tipo Motic BA200 en
objetivos de 10X/0.25 y «/0.17 y luego en el 40X/0.65 «/0.17 donde se tomaron

microfotografias digitalizadas de todas las muestras.

Posteriormente fueron contadas las células por 3 observadores el primero es un
meédico residente de patologia en su tercer afio con experiencia en muestreo y
observaciéon de las mismas, El Segundo es un médico residente de tercer afio de
ortopedia y el Tercero es médico residente de ortopedia en su cuarto afio en en
microfotografias digitalizadas.

Cada uno de los observadores llenaron tablas de observacion donde se valoraron
3 rubros: NUmero de Lacuna Laminae totales, NiUmero de Lacuna Laminae con

osteocito en su interior y Lacuna Laminae vacias.

Reportamos los resultados mediante la valoracién de las tablas que fueron
analizadas mediante la Correlacibn de Pearson y la prueba con T de Student.
Comparando el nimero de Lacunas Laminae vacias vs Lacuna Laminae con

Osteocitos determinando cuantas células se encontraron presentes y ausentes.
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4.2 CRITERIOS DE INCLUSION:

Se seleccionaran a los pacientes que presenten osteoporosis diagnosticados por
la presencia de fractura de baja energia (caida desde su propia altura), en la

cadera, asi como a los pacientes que no hayan sido referidos con esa patologia.
4.3 CRITERIOS DE EXCLUSION:

Se excluirdn los pacientes que presenten referencias con antecedentes de
patologias 0Oseas infecciosas, VIH, sifilis, enfermedades de la colagena o bien

enfermedades 6seo-deformante.

Cualquier error en el manejo de las muestras obtenidas ya sea en la técnica de

obtencion, descalcificacion o tincion.
4.4 CRITERIOS DE ELIMINACION:

Deseo del paciente de ser excluido del estudio, violacidon a cualquiera de los 30
puntos en la declaracion de Helsinki (Seul 2008), perdida, destruccion o dafio de la

muestra durante su proceso.
4.5 TAMANO DE LA MUESTRA:

Se seleccionaron 6 pacientes con presencia de fracturas a nivel de la cadera de
tipo intracapsular o extracapsular ocasionada por un mecanismo traumatico de

baja energia en todos los casos fue caida desde su propia altura.
4.6 TIPO DE INVESTIGACION:

Prospectiva, Trasversal, Observacional y Descriptiva.
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4.7 ESTRATEGIA ESTADISTICA:

Se utilizaron tablas cuantitativas y cualitativas, valoradas mediante Kappa, seguido
se uso la correlacion de Pearson para valorar la relacion entre los resultados, asi
reportamos un valor para P. Finalizamos con una “comparacion de medias en

muestras independientes” usando la “t de student”.
4.8 ASPECTOS ETICOS:

Durante este estudio se cumplieron con los 30 puntos establecidos en la
declaracion de Helsinki (Seul 2008).

Se utilizé el formato de Consentimiento informado establecido por la Secretaria de
Salud del Estado de Sonora y autorizada por el Hospital General del Estado
“‘Ernesto Ramos Bours”. Informando al paciente sobre el estudio y la inocuidad de

la obtencion de la muestra asi como los riesgos que esta implica.
Este estudio no recibi6é ningan patrocinio ni beneficio econémico de ningun tipo.
4.9 RECURSOS:

4.9.1 Humanos: 6 pacientes con edades de los 75 a los 100 afios de edad, con
presencia de fractura en cadera intra o extra capsular ocasionadas por mecanismo
de baja energia. Sin patologias cronico-degenerativas, infecciosas o deformantes
asociadas. Cirujano Ortopedista, Anestesidlogo, Enfermera instrumentista,

Enfermero Circulante.

4.9.2 Materiales: Equipo de diseccion quirdrgica, Trocar dentado de 3.5 mm de
diametro, perforador manual tipo batidora. Vasos estériles con formol al 10%,
micrétomo, cera para fijacién, alcohol, hematoxilina-eosina. Portaobjetos,

cubreobjetos, microscopio 6ptico compuesto. Camara Digital.
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5. RESULTADOS.

Del mes de Febrero al mes de Julio del 2011 se realizo la seleccidén de pacientes y
la recoleccion de muestras a partir del calcar de fémur, en 6 pacientes de sexo
masculino y femenino de los 75 a los 100 afios de edad con presencia de fractura

de cadera intracapsular y extracapsular.

Se entregaron las muestras al médico patélogo sin especificar el diagnostico de
cada paciente unicamente se le informd la localizaciéon de donde se obtuvo cada

muestra. Respetando la caracteristica de estudio ciego de nuestro estudio.

A estas se les proceso mediante hematoxilina eosina y se observaron en el
microscopio 6ptico compuesto tomando microfotografias digitales a los campos

de 10X y de 40X, logrando 19 fotografias digitales.

El lente de 10X/0.25 «/0.17 nos permite ver una distancia focal efectiva a 16.5mm
aproximada de 2mm? mientras que el lente de 40X/0.65 «/0.17 nos da una

distancia focal efectiva de 4.5mm y un campo visual aproximado de 5004

Cada campo fotografiado fue seleccionado de la zona en la muestra donde se

observara hueso de tipo cortical.

Fotografias Digitales de Campos a 10X se observo alteracion evidente en el 100%
del patron en anillos de la osteona observando alteracion en su alineacion, en su
relacion entre ellas asi como una disminucion en el contenido celular en las lacuna
lacunae de cada osteona. Los conductos de Havers se observan amplios en su

extension.

Para el célculo por centimetro cubico utilizamos la formula volumétrica clasica de

V= (a) (a) () = a°



5.1 ANALISIS DE RESULTADOS

Muestra 1
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Fig. 1.2 AP de Pelvis

Fig. 1.3 indice de Singh grado 3




Muestra 2

26

Fig. 2 Vista con Objetivo de 10X/0.25 ==/0.17

Fig. 2.2 AP de Pelvis

Fig. 2.3 indice de Singh grado 3
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Muestra 3

Fig. 3 Vista con Objetivo de 10X/0.25 ==/0.17

Fig. 3.2 AP de Pelvis Fig. 3.3 Indice de Singh grado 3




Muestra 4
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Fig. 4.2 AP de Pelvis

Fig. 4.3 indice de Singh grado 3




Muestra 5

Fig. 5 Vista con Objetivo de 10X/0.25 =/0.17

29

Fig. 5.2 AP de Pelvis

Fig. 5.3 indice de Singh grado 3




Muestra 6
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Fig. 6.2 AP de Pelvis

Fig. 6.3 indice de Singh grado 3




31

5.2 ANALISIS DE LAGUNAS LAMINARES CON EL OBJETIVO 40X/0.65 «/0.17

En las muestras con los campos con el objetivo de 40X se observa un area de
250 p? donde podemos observar a méas detalle que a pesar de que en el objetivo
de 10X donde se observa un area de 500u? aparentaba una distribucién celular
normal esta alterado el patron laminar al observar mas de cerca cada lacuna

lacunae ademas de encontrarse en su mayoria vacias.

Muestra 1

Fig. 1.4 Objetivo de 40X/0.65 ==/0.17. Se observa el patron de las laminas levemente alterado y las
Lacuna Laminae vacias en su mayoria.




Muestra 2

Fig. 2.4 Objetivo de 40X/0.65 ©=/0.17
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Muestra 3

Fig. 3.4 Objetivo de 40X/0.65 ¢=/0.17
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Muestra 4

Fig. 4.4 Objetivo de 40X/0.65 o=/0.17
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Muestra 5

Fig. 5.4 Objetivo de 40X/0.65 ©=/0.17
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Muestra 6

Fig. 6.4 Objetivo de 40X/0.65 ==/0.17

36




5.3 ANALISIS DE RESULTADOS NUMERICOS.

Clasificacion de Muestras por indice de Singh
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indice de Muestra | Muestra | Muestra | Muestra | Muestra | Muestra Media
Sighn 1 2 3 4 5 6 Total
Observador 1 3 1 2 3 3 2
Observador 2 5 3 4 3 4 3
Media 4 2 3 3 35 2.5 3

Kappa (para cuantificar el indice de Singh)

Observador 2
Observador 1 1 2/3/4| 5 |6 |Marginal
1 3 112(3 2 14
2 5 3(4(3] 4 |3 22
Marginal 6 4, 6|6 7|5 34
ACUERDO
OBSERVADO 1.00
ACUERDO ESPERADO 1.744
ERROR
INDICE KAPPA ESTANDAR 1.C 95% Fuerza de la concordancia
1.000 0.000 ( 1.000 , 1.000 ) Muy Buena

0

Muestra 1

Muestra 2

Muestra 3

Muestra 4

® Observador 1

Muestra 5

®m Observador 2

Muestra 6
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Conteo de Lacuna Laminae

40 X Muestra | Muestra | Muestra | Muestra | Muestra | Muestra | Media
1 2 3 4 5 6

Observador 20 26 27 20 49 41

1
Observador 14 21 17 12 30 15

2
Observador 16 20 11 6 24 19

3
Promedio 16.6 22.3 18.3 12.6 34.3 25 21.5

Lacuna Laminae Totales
24
VKV 11 \%
6
Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3 Muestra 4 Muestra 5 Muestra 6
—o—Observador 1  —fi—Observador 2 Observador 3




Lacuna Laminae con Osteocitos
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40X Muestra | Muestra | Muestra | Muestra | Muestra | Muestra | Media
1 2 3 4 5 6
Observador 1 5 8 6 5 5 7
Observador 2 2 7 12 7 3 7
Observador 3 3 4 5 2 0 12
Promedio 3.3 6.3 7.6 4.6 2.6 8.6 55

Lacuna Laminae con Osteocitos

=@=—0bservador 1 =ll=Qbservador 2 Observador 3

12

12

2 7
3
e

M\L :_/07

Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3 Muestra 4 Muestra 5 Muestra 6




Lacuna Laminae Vacias
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40X Muestra | Muestra | Muestra | Muestra | Muestra | Muestra Media
1 2 3 4 5 6
Observador 1 15 18 21 15 44 34
Observador 2 12 14 5 5 27 8
Observador 3 13 16 6 4 24 7
Promedio 13.3 16 10.6 8 31.6 16.3 15.9
Lacuna Laminae Vacias
=@=Qbservador 1  =fll=QObservador 2 Observador 3
24
13
.'_.lT
=15
Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3 Muestra 4 Muestra 5 Muestra 6

indice de Kappa (para valorar el conteo celular)

Observador 3
Observador 1 1 2 | 3|4 5 6 | Marginal
1 5 86 |5 5 |7 36
2 3 4 |5 (2] 0 (12 26
Marginal 11 12 | 117 5| 19 65
ACUERDO
OBSERVADO 1.00
ACUERDO ESPERADO 2.00
ERROR
INDICE KAPPA ESTANDAR I.C 95% Fuerza de la concordancia
1.000 0.000 ( 1.000 , 1.000 Muy Buena
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5.4 ANALISIS ESTADISTICO

Se buscdé mediante K la concordancia interobservador seleccionando dos
observadores y valores de las mismas muestras y establecidos en tablas de 2X2
de todos los casos encontramos el mismo resultado del estudio encontrando
concordancia muy buena. Se realiza la obtencion de los promedios de los tres
observadores por muestra para determinar el nuimero de lacuna laminae
observadas por campo observando 86 lacuna laminae por milimetro cuadrado, con
0 sin presencia de osteocitos, estas se convierten a un milimetro cubico tomando
en cuenta que cada Lacuna Laminae mide 10 micras en promedio encontrando los

siguientes resultados.

Lacuna Laminae Totales por mm®= 8,600

Lacuna Laminae con Osteocitos por mm?®= 2,200

Las Lacuna Laminae vacias son mas que las ocupadas siendo= 6400

Del 100% de las Lacuna Laminae encontradas por milimetro cubico sdlo el 25.5%
de lacunas laminae ocupadas por osteocitos. Para determinar la relacion entre los
valores y su P se decide realizar la Correlacion de Pearson asi como la t de
student.

Coeficiente de Correlacién de Pearson.

Relacion entre Lacuna Laminae totales y Lacuna Laminae Vacias=r 0.957
tr= 1.943

t.= 6.598

P=0.05

Intervalo de Confianza del 95%

Se rechaza la hip6tesis nula

Lacuna Laminae con Osteocitos =r - 0.148

tr=1.476



tc=0.299
P=0.10
Intervalo de Confianza del 90

indice de Singh con Osteocitos =r =0.71

tr=2.05

tc=0.35

P=0.05

Intervalo de confianza del 95%

Indice de Singh con Lacuna Laminae Totales =r 0.17
No existe relacion

Indice de Singh con Lacuna Laminae Vacias = r -0.039

No existe relacidon

42
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6. DISCUSION.

Encontramos el indice de Kappa de 1 para la relacion interobservador del indice
de Singh su correlacion con el nimero de células es este método de conteo
celular es objetivo y sencillo. Por lo que respecta al indice de Singh y el indice
Kappa resulto de 1 lo que nos hace pensar que no hay problema para utilizar esta

medicion.

Podemos observar en la correlaciéon de Pearson que el valor de coeficiente fue de
r 0.957 entre las lacuna lacunae vacias, se realiz0 una inferencia estadistica para
revisar el comportamiento de este coeficiente de correlacion (0.95) con una
P< 0.05 y conservo un valor positivo en términos de la “t de student”, el valor
critico de la t en las tablas de probabilidad es de 6.869, mientras que el valor
calculado de la t; fue de 6.598 Rechazando la hipotesis nula conservando la
hipotesis positiva. Con un Intervalo de Confianza del 95% para decir que hay una
tendencia de las Lacuna Laminae a encontrarse sin células en su interior, lo que

quiere decir que estan desapareciendo los osteocitos de las Lacuna Laminae.

Podemos observar para la correlacion de Pearson que el valor del coeficiente fue
de - 0.148 entre las lacuna lacunae con osteocitos es decir es una correlacion
negativa donde si un valor aumenta el otro disminuye, se realizé inferencia
estadistica para revisar el comportamiento de este coeficiente de correlacion (r -
0.148) con una P< 0.10 con una t; de 0.299 donde no se rechaza la Hipotesis
positiva, observando buena correlacién. La tr 1.476 la correlacion entre los
osteocitos y las lacuna laminae negativa, lo que significa que la presencia de
osteocitos en las lacuna laminae es de relacion a la inversa entra mas lacuna
laminae menos osteocitos y entre mas osteocitos mas lacuna laminae los que es

hasta cierto punto obvio. El intervalo de confianza es del 90%.

Se observa una correlacion de Pearson para el indice de Singh y el nimero de
Osteocitos mantiene una relacion negativa lo que concuerda con la calificacion del
indice que va de mayor a menor, guardando una relacion de r= -0.71 con una

P=0.05 y un intervalo de confianza del 95%.
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Aungue en cuanto al indice de Singh y las Lacunas Laminae y Lacunas Totales no

se encuentra relacion entre ellas.

Esto nos quiere decir que se puede sospechar la disminucion en el nimero celular
en relaciéon a indice de Singh menores a 3 mas no se puede sospechar el nimero

de Lacuna Laminae vacias, ni totales en su caso.

Estos resultados corroboran que en pacientes con osteoporosis, asi como una
radiografia con indice de Singh de 3 o menor, presenta 95% de probabilidad de

tener de pérdida de su contenido celular en fémur proximal.
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7. CONCLUSIONES

Se encontré mediante la valoracion de Kappa que la relacién entre observadores
es moderada por lo que el método de conteo de osteocitos mediante hematoxilina
eosina no es el método idéneo para poder valorar los osteocitos en el tejido 6seo
debido a la variacion que pueda existir en el criterio de los observadores por lo que
nuestros resultados deberan en futuros estudios ser revalorados mediante otras
técnicas de conteo celular donde se pueda eliminar esta variable como pudiera

ser la citometria de flujo.

Se logré corroborar en todas las muestras analizadas que existe un gran nimero
de Lacuna Laminae vacias con el objetivo de 40X/0.65 «/0.17 lo que en el
objetivo de 10X/0.25 «/0.17 nos resulta engafioso puesto que vistas las osteonas
a esta distancia no se puede apreciar el contenido de las lagunas, mas vistas de

cerca corroboramos dos situaciones.

Concluimos que si existe una disminucion significativa de células en la cortical

medio-posterior del calcar en pacientes osteoporéticos.

Un gran numero de encuentran vacias, segundo el patron de las laminas se
observa alterado en la periferia de estas lagunas vacias. Lo que podemos referir

como un hallazgo adicional.

La ausencia de osteocitos en el hueso cortical nos deja en una situacion
vulnerable puesto que las terapias farmacoldgicas actualmente existentes van a
actuar sobre los osteocitos restantes dejando unas cuantas células en una
situacion funcional limitada, ademas de que en los sitios donde menos osteocitos

se encuentren no habra ningun efecto de dichos farmacos.

En este estudio nos permite utilizar las radiografias comunes utilizando el indice
de Singh como una sospecha diagndéstica de una disminucion celular en la cortical

media posterior del calcar.

La desaparicion de las células de sus Lagunas Laminares puede ser una nueva
linea de investigacion para futuras generaciones donde vale la pena estudiar que

ocasiona la muerte de dichas células.
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Algunas hipotesis de la desaparicion de estas células pueden venir en mente
como son la isquemia del tejido por las condiciones vasculares cambiantes
ocasionadas por la edad de los pacientes. Y la mejoria en el flujo sanguineo

observada a la administracion de terapia hormonal de remplazo

¢El estrés de las cargas a nivel del calcar pueden ocasionar la formacién de
radicales libres que destruyan a las células? ¢La destruccion del DNA de

reconstruccién secundario a la pérdida de sus telomerasas con la edad?

Todas son preguntas y mas podran ser resueltas en futuras investigaciones.
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