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RESUMEN: El objetivo del presente estudio fue realizar un andlisis histopatolégico de un modelo animal en ratas,
gue simule las caracteristicas observables en huesos de pacientes con osteoporosis. Para ello, se utilizaron 10 ratas hembras
(Rattus norvegicus) Sprague Dawley de 12 semanas de desarrollo y aproximadamente 200-250 g. De las cuales, a 5 se le
realiz6 ovariectomia (OVX) bilateral, mientras que las 5 restantes fueron utilizadas como control. Posterior a 12 semanas
de realizadas las ovariectomias en el grupo experimental, se realizé la eutanasia de los animales y la obtencién de ambos
fémur, los cuales fueron posteriormente seccionados para procesar su porcion distal para su procesamiento histolégico de
rutina. Todos los animales sobrevivieron al final del estudio sin ninguna complicacién postoperatoria, las imagenes
histolégicas evidenciaron en el grupo experimental (OVX), una disminucién del grosor del hueso cortical, mayor cantidad
de hueso esponjoso, pérdida de la continuidad de periostio y endostio alrededor de la matriz 6sea ademas de mayor canti-
dad de tejido adiposo en la médula 6sea, al ser comparados con el grupo control. Se puede concluir que a las 12 semanas
post ovariectomia se observa un fenotipo histopatolégico compatible con caracteristicas oseteoporéticas en ratas adultas.
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INTRODUCCION

La osteoporosis, es una enfermedad generalizada Respecto al envejecimiento, la literatura indica que
del sistema esquelético caracterizada por la pérdidaaldwueso cortical se vuelve més fragil y débil con la edad.
masa Osea y por eldeterioro de la microarquitectura d€ustafssoret al, 2019, Kimet al, 2020b) De manera si-
tejido 6seo, que compromete la resistencia y determimélar el hueso medular o0 esponjoso también se debilita con
una mayor fragilidad y susceptibilidad a fracturak edad. (Westburgt al, 2020) Por otro lado, cambios hor-
(Klibanski et al, 2001). Dentro de las causas descritagjonales también juegan un papel preponderante en el desa-
destacan principalmente la incapacidad de producir wollo de la Osteoporosis, siendo el Estrégeno una de las
esqueleto de masa y fuerza 6ptima durante el crecimigormdnas mas importantes. Estudios morfologicos y medi-
to, reabsorcién 6sea excesiva y una respuesta de forcianes de determinados marcadores bioquimicos han indi-
cion inadecuada al aumento de la reabsorcion durantedalo que la remodelacion dsea se acelera en la menopausia.
remodelacién 6sea. (Klibanstd al., 2001). De esta for- El aumento de la formacién 6sea que normalmente se pro-
ma, el envejecimiento y los cambios hormonales juegdnce en respuesta a la carga mecénica disminuye en rela-
un rol critico en el desarrollo de las Ultimas 2 causa®n a la deficiencia de estrégenos, lo que sugiere que el
mencionadas. (Raisz, 2005) estrégeno es anti catabdlico y anabdlico. (Raisz, 2005)
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La osteoporosis no solo afecta a los huesos de la ga- Cinco de las 10 ratas fueron sometidas a ovariectomia
dera y huesos largos, si no también a los huesos de la chilateral para generar un estado de osteoporosis inducida
entre ellos lamandibula, en la cual, estudios han mostragutr déficit de estrogeno y las 5 restantes utilizadas como
disminuciones en la altura del reborde alveolar, densidadntrol.
del hueso trabecular o medular ademas del grosor de la
cortical mandibular. Ovariectomia. Todas las ratas del grupo experimental fue-

ron sometidas a ovariectomia bilateral previo anestesia ge-

Muchos son los procedimientos quirtrgicos en el aregeral con Ketamina 80 mg/Kg y Xilacina 10 mg/Kg. Pos-
craneofacial que requieren una respuesta eficiente del t&grior a la anestesia, fue rasurada la region cutanea del ab-
do éseo lo que se puede alterar en pacientes con Osteopordsisien con una maquina eléctrica MOSER® y posterior-
Debido a esto, es necesario el desarrollo de modelos animmente aplicacion de povidona yodada (MDK S.A.) en la
les con la finalidad de no solo evaluar parametros cliniceena donde se realizara la incision. Bajo un campo
de diferentes procedimientos quirdrgicos, si no también comperatorio estéril, se realizé la incision y acceso de la zona
prender a nivel histolégico y molecular, como un hueso cale interés. Posterior a la localizacion de los ovarios, éstos
osteoporosis reacciona ante distintos procedimientos, cofueron pinzados en su parte inferior con una pinza Kelly,
instalacién implantes dentales, injertos 6seos, reducciénldego, se realizé una ligadura en la zona inferior del
fracturas, entre otros. pinzamiento para evitar hemorragias y posterior a eso se

realizé la extirpacion del el ovario propiamente tal, final-

En modelos animales, especificamente en ratas,rsente se realizé la sutura plano por plano, con sutura
plantea que posterior a las 6-8 semanas, luego de la extingabsorbible, (Acido poligligdlico) 4.0 en las zonas mas
cién de los ovarios, se evidenciaria un estado de osteoporgsisfundas, y seda 3.0 en la piel. Como control
por déficit de estrogeno (Chehal, 2018; Liuet al, 2018; postoperatorio, se administré Flunixin meglumine: 1,1 mg
Mohameckt al, 2018; Xwet al, 2018; Shimizet al, 2018.). /Kg via intramuscular cada 24 horas por 3 a 4 dias.

No obstante, aun no existe consenso respecto al tiempo ne-

cesario post OVX para obtener rasgos fenotipicos claros de  Posterior a 12 semanas, se realizé la eutanasia de

osteoporosis. los animales mediante sobredosis de Tiopental sddico, y
se realizo la obtencién de ambos fémur, el cual fue poste-

El objetivo del presente estudio fue realizar un andliformente seccionado para procesar su porcion distal.
sis histopatoldgico de un modelo animal que simule las carac-
teristicas observables en huesos de pacientes con osteoporBsacesamiento y analisis histologicdnmediatamente

después de extraidas, las muestras fueron sumergidas en
formalina tamponada al 10 % para su fijacién por 48 ho-
MATERIAL Y METODO ras, posterior a eso, fueron descalcificadas en EDTA
tamponado al 10 % por dos a tres meses, deshidratados en
una bateria de alcoholes ascendentes e incluidos en

En el presente estudio, se utilizaron 10 ratas hembm@araplast (Histosec® pastilles, Merck Millipore,
(Ratus norvegicysSprague Dawley de 12 semanas de desBarmstadt, Alemania). Los bloques de parafina fueron
rrollo y aproximadamente 200-250 g. Los animales fueraronfeccionados y cortados a 6 mm de grosor con disposi-
obtenidos de manera aleatoria por el encargado del Biotecidn proximo-distal, en un micrétomo (Leica® RM2255,
del Centro de Excelencia en Estudios Morfolégicos y QuirG¥A/etzlar, Alemania), teflidos con: Hematoxilina & Eosina
gicos (CEMyQ) de la Universidad de La Frontera, Temucpara su andlisis histolégico. Todas las muestran fueron
Chile, quien no particip6 del presente estudio, ubicados analizadas bajo microscopia de luz. El analisis descriptivo
jaulas separadas con acceso libre a agua y comida (ad libitud®,las muestras fue realizado empleando microscopia de
con temperatura ambiente det2®C vy ciclos de luz/oscuri- luz (Leica® DM750, Wetzlar, Alemania).
dad de 12 horas. Todos los procedimientos de manejo de los
animales fueron llevados a cabo siguiendo las directrices es-
tablecidas en la Guia para el Cuidado y Uso de los AnimalRESULTADOS
de Laboratorio (2011), y aprobado por el Comité de Etica Cien-
tifico de la Universidad de La Frontera. N°004_19.

Todos los animales sobrevivieron al final del estudio

Todos los procedimientos quirdrgicos fueron realisin ninguna complicacion postoperatoria durante las 12 se-
zados en la sala de Cirugia Experimental del CEMyQ, bajmanas post ovariectomia, 10 fémures fueron analizados bajo
supervision ycolaboracion del Médico Veterinario a camicroscopia de luz.

283



PARRA, M.; ROMERO, I. & OLATE, S. Analisis descriptivo de un modelo de osteoporosis inducida en Reteisg norvegicysint. J. Morphol., 39(1p82-286, 2021.

Las imagenes de microscopia de luz, mostraron éedor de los canales centrales de las osteonas. Periostio y
el grupo control una cortical formada por hueso compactémdostio pierden su continuidad alrededor de la matriz ésea.
de grosor adecuado, observandose los complejos de ostedtesa el centro del hueso, es posible observar hueso espon-
en ella, con sus respectivos canales centrales y lateralegoso con un trabeculado 6seo muy desorganizado. La médu-
donde se aprecia la irrigacion correspondiente, ademaslaésea presenta menor cantidad de tejido hematopoyético y
cada canal central rodeado por matriz dsea en donde dggposible observar mayor cantidad de tejido adiposo de tipo
osteocitos se disponen formando laminas alrededor dewdljcelular o blanco. Existe una evidente desorganizacion
caracteristica clasica del hueso laminillar. (Fig. 1a) Miercelular. (Fig. 2b).
tras que desde la cortical hacia el centro del hueso es posi-
ble observar hueso esponjoso de manera conservagys
Periostio y endostio bien conservado formado por tejic
conectivo denso en donde es posible encontrar osteobla;
y células de revestimiento 6seo. Médula 6sea con a
celularidad de tipo hematopoyética. (Fig. 1b)

Por otro lado, en el grupo OVX, en la cortical de

el grosor de la misma. El hueso comienza a ser reemplaz:' >
por hueso esponjoso.(Fig 2a) El complejo de osteona ya"
es posible de observar de manera tan organizada y .
osteocitos van perdiendo su organizacion concéntrica al

Fig. 2a. Corte histoldgico de fémur de rata, tincion H&E, aumento
4x.

WA ; Jl‘l" L) : 7. 2 ,

f !

Fig. 1a. Corte histologico de fémur de rata, tincion H&E, aumento

10x. 10x.
284



PARRA, M.; ROMERO, I. & OLATE, S. Analisis descriptivo de un modelo de osteoporosis inducida en Retdsg norvegicysint. J. Morphol., 39(1p82-286, 2021.

DISCUSION Osea cambia progresivamente en condiciones patolégicas
vinculadas a la osteoporosis y se caracteriza por un aumen-
to del estrés oxidativo, inflamacion cronica, sefales

El objetivo del presente estudio fue evaluaosteogénicas suprimidas e inhibidores osteoblasticos eleva-

histopatol6gicamente el desarrollo de un modelo animal gdes. Estos factores ambientales patolégicos contribuyen a

simule las caracteristicas observables en huesascambio en la diferenciacion de las células mesenquimales,

osteopordticos. Existen distintos modelos que buscar enfiavoreciendo la diferenciacion hacia adipocitos sobre los
lar los efectos de la osteoporosis en el hueso, tales comsteoblastos, aumentando por consiguiente la cantidad de
utilizacion de animales envejecidos, baja ingesta de cal¢&ido adiposo en la médula 6sea.étal, 2016) Los resul-

en la dieta, induccién por déficit de estrégeno mediantados del presente estudio confirman tal situacion, toda vez

ovariectomia, entre otros. (Silveeggaal, 2020, Tangt al, que las imagenes del grupo OVX evidenciaron mayor can-

2019) tidad de tejido adiposo de tipo unicelular en la médula de
Osea al ser comparada con el grupo control.

El desarrollo de modelos por OVX ha cobrado rele-

vancia, debido a que permite aislar la variable envejecimiento  El desarrollo de modelos que simulen un fenotipo

al momento de realizar el estudio. El modelo por OVX sesteoporotico, permiten en el area de la cirugia oral y

sustenta en la base de que la deficiencia de estrogenanakilofacial, analizar la respuesta del hueso alveolar en su-

cual produciria un aumento en la reabsorcién por parte jgéos con osteoporosis tanto en maxila como en mandibula
los osteoclastos y una respuesta de formacion 0sea deficieptesterior a determinadas intervenciones clinicas, como

(Raisz, 2005) Dicho modelo ha sido utilizado en cirugia orakodoncias, instalacién de implantes dentales, entre otros.

para estudiar la relacion de la osteoporosis en reparacho obstante, aun no existe consenso respecto de los tiem-

Osea en alveolos post extraccion, en la interaccion con dif@s necesarios para producir un fenotipo osteoporético en

rentes materiales de relleno ¢seo, asi como también comiaxila o mandibula. En relacion a esto Watareaké, 2020

instalacién de implantes dentales, observandose resultadosin estudio en ratas, indicaron que posterior a 2 meses de

diversos. (Chest al, 2018, Parlet al, 2020) realizar la ovariectomia no observaron cambios morfoldgicos
ni biomecanicos en el hueso mandibular. Mientras que Kim

Si bien el modelo de OVX se utiliza bastante, no teet al, 20202, en un estudio experimental en ratas, indicaron

dos los estudios realizan una confirmacion de la obtenciguoe el tiempo critico para el deterioro de la regeneracion del
del fenotipo osteoprético, y aquellos estudios que si lo hhneso alveolar fue posterior a 4 meses de realizada la
realizado, utilizan principalmente imagenologia 3D en huevariectomia. Haciendo parecer que el tiempo de espera
sos largos para identificar las caracteristicas anatémicapagsterior a la ovariectomia podria tener influencia en el de-

la relacion de hueso trabecular con hueso cortical. €hersarrollo de este fenotipo osteopor6tico .

al., 2018, en un estudio en ratas, mediante imagenologia 3D

identificaron que a las 8 semanas post ovariectomia la por-  Considerando las limitaciones del presente estudio,

cion distal del fémur reveld una disminucién significativgpodemos concluir que a las 12 semanas post ovariectomia

del volumen trabecular al ser comparadas con un grupo s observa un fenotipo histopatoldgico que seria compati-
ovariectomia. Weet al, 2016 por su parte, en un estudidle con caracteristicas oseteoporoéticas en ratas adultas. No
similar en ratas, detectaron mediante Densitometria Ossiastante, nuevos estudios que permitan entender por ejem-

(BMD) diferencias significativas a las 12 semanas entre jgb a nivel molecular como se va produciendo este cambio

grupo OVX y el grupo control, siendo mayores los valorasicroarquitectonico del hueso, son necesarios.

obtenidos en el grupo OVX. Los resultados del presente es-

tudio confirman lo indicado previamente, toda vez que nues-

tras imagenes logran evidenciar una disminucion de PARRA, M.; ROMERO, |. & OLATE, S. Descriptive analysis

cortical 6sea del fémur, siendo ésta reemplazada progrééian induced osteoporosis model in ratRat{us norvegicys

vamente por hueso trabecular desorganizado en el gripgttus norvegicysint. J. Morphol., 39(182-286, 2021.

OVX a las 12 semanas.

SUMMARY: The aim of the present study was to conduct
L . ., a histopathological analysis of an animal model in rats, which

Ea osteopor0§|§, junto co_n una d_lsmlnucpn de Ié\mulates the characteristics observable in bones of patients with
masa Osea y alteracion de la microarquitectura 6sea, t@§8eoporosis. To this end, 10 female rats (Rattus norvegicus)
bién se asocia con un aumento de la adipogénesis medgrague Dawley of 12 weeks of development and approximately
y una disminucion de la osteoblastogénesig{lal, 2016) 200-250 g were used. Of these, 5 underwent bilateral ovariectomy
lo cual se conoce como la “teoria de la grasa de (@QVX), whereas the remaining 5 were used as control. After 12

osteoporosis” En la cual, el microambiente de la médulgeeks of ovariectomy in the experimental group, the animals were
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euthanized and the two femurs were collected, which were th@éi, B.; Huang, C.; Zhao, M.; Li, P.; Gao, X.; Kong, J.; Niu, Y.; Huang,

sectioned to process their distal portion. All the animals survived R.; Quan, J.; Wei, J. & Chu, J. Effect of Mesenchymal Stem Cells

at the end of the study without any signs of postoperative ;”‘: Z'?te'eéRl:Chl T'a;(';‘laéi’s”Sg‘;ﬁB;gleGHea"”g of Ovariectomized
. . . : . ats.stem Cells Int., y .

.Comphcatlons' In the eXpenmemal gr.oup (OVX), the hls.tOIOglc%Vestbury, L. D.; Syddall, H. E.; Fuggle, N. R.; Dennison, E. M.; Cauley,

images showed a decrease in the thickness of the cqrtlc_al bone, & A.: Shiroma, E. J.: Fielding, R. A.; Newman, A. B. & Cooper, C.

greater amount of cancellous bone, loss of the continuity of the | ong term rates of change in musculoskeletal aging and body

periosteum and endostium around the bone matrix in addition to a composition: findings from the Health, Aging and Body Composition

greater amount of adipose tissue in the bone marrow, when sydy.calcif. Tissue Int., 106(6)16-24, 2020.

compared with the control group. It can therefore be inferred that a

histopathological phenotype can be found at 12 weeks post-

ovariectomy that would be consistent with osteoporoti
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