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Recibido 01/10/2020 RESUMEN
El objetivo fue evaluar el volumen éseo BV/TV (%) del

Aceptado 23/12/2020 hueso interradicular en ratas Wistar: A) en relacion
a la edad; B) en relacién a la zona de estudio en ani-
males de la misma edad. Se utilizdé Grupo A) 15 ratas
Wistar hembras de 6 (I), 10 (II) y 14 (III) semanas,
Grupo B) 9 ratas Wistar macho de 8 semanas. Tras
la eutanasia, se extrajeron los maxilares inferiores y
se procesaron histolégicamente para obtener cortes
mesio-distales del primer molar inferior coloreados
con H.E. Sobre microfotografias digitales se evalud el
BV/TV (%). El andlisis estadistico se realizd en A) me-
diante ANOVA y Bonferroni test y en B) se calculd el
rango (R). Los resultados en A) el BV/TV (%) aumenta
significativamente con la edad de los animales; en B)
se encontré que el BV/TV (%) varia hasta un 20% si se
considera el volumen total y este rango disminuye a
8.3% al estudiar su mitad coronal. En conclusidn, el
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_ inferior de ratas Wistar varia considerablemente con
Mandalunis PM la edad de los animales y en animales de una misma

edad -segun se considere evaluar todo el hueso inte-
rradicular del espacio alveolar o la mitad superior del
mismo-. Los resultados de este trabajo recomiendan
emplear animales de la misma edad y realizar medi-
ciones histomorfométricas empleando la mitad coro-
nal de dicho hueso, especialmente en los disenos de
periodontitis experimental.
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ABSTRACT

The objective was to evaluate interradicular bone
volume BV/TV (%) of Wistar rats: A) according to age;
B) according to the studied region of interradicular
bone in animals of the same age. Methods: Group A):
Fifteen female Wistar rats aged 6 (I), 10 (II), and 14 (III)
weeks; Group B) Nine male Wistar rats aged 8 weeks.
Following euthanasia, the mandibles were resected
and processed histologically; mesio-distally oriented
sections of the first lower molar were obtained and
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stained with H-E. Digital photomicrographs were used
toevaluate BV/TV%. ANOVA and Bonferroni's test were
used to statistically analyze results corresponding to
Group A, and range (R) was calculated in Group B. The
results in Group A: BV/TV% increased significantly
with age; Group B: BV/TV (%) was found to vary up to
20% when considering the entire interradicular bone,
and the range decreased to 8.3% when considering
the coronal half. In conclusion, interradicular bone
BV/TV (%) of the first lower molar of Wistar rats varies
substantially with age and among animals of the same
age depending on the portion of interradicular bone
that is evaluated, i.e. the entire interradicular bone
inside the alveolar space, or the coronal half. Based
on the results of the present study, it is recommended
that animals of the same age be used and
histomorphometric determinations be performed on
the coronal half of the interradicular bone, especially
in rat models of experimental periodontitis.

Keywords: bone histomorphometry, Wistar rats,
mandibular bone, interradicular bone, first lower
molar.

INTRODUCCION

Los modelos animales experimentales juegan un rol
muy importante en el estudio de la etiologia, fisiopato-
logia y diagndstico de un gran nimero de patologias
dseas, asi como en el desarrollo de medidas preven-
tivas y tratamientos terapéuticos. Estos modelos per-
miten obtener informacién que, por otra parte, podria
ser dificultosa o inviable de ser obtenida a través de
estudios clinicos.

Nuestro grupo de investigacion ha estudiado en dife-
rentes situaciones experimentales (toxicos, osteopo-
rosis, diabetes, bisfosfonatos) a los huesos largos, asi
como también al hueso interradicular como exponen-
te de hueso craneo facial. Este hueso también se ha
estudiado en el modelo de periodontitis experimen-
tal, tanto relacionado a patologias sistémicas como
su tratamiento con drogas en forma tdpica (Pulitano
Manisagian et al.,, 2018; Diaz et al., 2016; Rodriguez y
Mandalunis, 2016; Nenda et al., 2016; Sanchez et al.,
2016; Oyhanart et al., 2015; Rodriguez et al.,, 2012;
Oyhanart et al., 2015; Goya et al., 2006; Villarino et al.,
2011).

En el presente articulo se desarrollaran considera-
ciones metodolégicas relacionadas al estudio his-
tomorfométrico del hueso interradicular del primer
molar inferior de ratas Wistar, a los efectos de lograr
la difusion de las mismas, dentro de la comunidad
cientifica, especialmente aquella que emplea el mode-
lo de periodontitis experimental. Dichos aspectos me-
todolégicos son muy importantes a la hora de validar
los resultados experimentales obtenidos.

Teniendo en cuenta lo mencionado previamente, el ob-
jetivo del presente trabajo consiste en demostrar his-
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tomorfométricamente las variaciones del volumen de
hueso interradicular en ratas Wistar: A) en relacion
a la edad de los animales y B) en relacién a la orien-
tacion y arquitectura de dicho hueso en animales de
una misma edad.

MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron ratas Wistar. Todos los animales recibie-

ron acceso a alimento balanceado y agua “ad libitum”.

Las condiciones de vivienda fueron los siguientes:

jaulas de alambre galvanizado; seis animales por jau-

la; temperatura: 21 C a 24 C; humedad: 52 % a 56%;

ciclos de luz / oscuridad: 12 horas /12 horas.

El protocolo experimental fue aprobado por el Comité

de Etica de la Facultad de Odontologia (28,/11,/2012-

38y 012/2016 CICUAL-ODONTO-FOUBA) de la Univer-

sidad de Buenos Aires, Argentina, y en concordancia
con la guia de usoy cuidado de Animales de Laborato-
rio de National Institutes of Health (NIH).

GRUPOS EXPERIMENTALES:

Se trabajé con dos grupos de animales:

A) Para evaluar la variacion en el volumen éseo en
relacion a la edad, se utilizaron 15 ratas Wistar
hembras de 6, 10 y 14 semanas de edad.

B) Para evaluar la regién de interés o zona de estudio
mas adecuada en el hueso interradicular, se utili-
zaron 9 ratas Wistar macho de la misma edad cro-
noldgica (8 semanas).

Los animales fueron eutanasiados a las edades men-
cionadas previamente. Se extrajeron los maxilares
inferiores, los cuales fueron fijados en formol buffer
10 % (pH 7.4). Las muestras fueron prolijamente di-
secadas y luego descalcificadas en una soluciéon de
EDTA al 10%, pH 7.0 durante 25 dias para su posterior
inclusion en parafina y la obtencion de cortes histo-
l6gicos del 1ler molar inferior, orientados bajo lupa
estereoscopica (marca Nikon SMZ-1) en sentido me-
sio-distal, que se colorean con hematoxilina-eosina.
Mediante microfotografias digitales con una magnifi-
cacion de 40X, utilizando el Software Image Pro Plus,
se evaluo el volumen dseo interradicular BV/TV (%) en
cada grupo (Ay B).
Mediciones del Volumen dseo BV/TV (%): El Volumen
6seo interradicular, BV/TV % (Bone Volume/Total Vo-
lume) es definido como la fraccion de tejido dseo in-
terradicular en relacién al volumen total. El volumen
6seo (BV) corresponde a la sumatoria de las trabécu-
las dseas halladas en el area de estudio delimitada,
mientras que el volumen total (TV) es considerado
como el espacio interradicular ocupado por el tejido
0seo, la médula dseay el ligamento periodontal. El pa-
rametro (BV/TV) se expresa en porcentaje (%).

-En el grupo A, se evalud el BV/TV (%) total, para lo

cual se delimitd un area que comprende al ligamen-

to periodontal, médula ¢sea y hueso interradicular
comprendido entre ambas raices del primer molar
inferior (Figura 1.1). Los resultados obtenidos se ana-



lizaron estadisticamente mediante ANOVA y Test de
Bonferroni, considerando una p < 0,05 como signifi-
cativa.

-En el grupo B, se evallo el BV/TV (%) total y también
el BV/TV de la mitad superior (Figura 1.2). Una vez ob-
tenidos ambos pardmetros para cada preparado del
grupo, se calculé el Rango (R). (Figura 2).

RESULTADOS

Enel grupo A el BV/TV (%) total aumenta significativa-
mente con la edad de los animales: 6 sem (I): 36+5.8,
10sem (I1): 45+6.5y 14 sem (I11): 50+6.0 (I vs IT and III,
p<0.05) (Figuras 3y 4). En el grupo B se encontrd que
el volumen dseo varia hasta un 20% si se considera el
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volumen en todo el hueso interradicular (max 51.4%,
min 31.2%, R: 20.2) y este rango disminuye a menos
de un 10 % si se estudia la mitad superior de dicho
hueso interradicular (max 51.3%, min 43.0%, R: 8.3)
(Tabla 1). Al observar las microfotografias del hueso
interradicular del primer molar inferior de dos ratas
Wistar de la misma edad biolégica (8 semanas), pue-
de observarse en ellas como la distribucion del tejido
6seo es mas constante en la mitad superior del area
interradicular, mientras que, en la mitad inferior, aln
con una optima orientacion del corte, puede obser-
varse una gran variacion en los espacios medulares
(Figura b).
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FIGURA 1. Esquematizacion de un molar de rata in situ y zona de
medicion de BV/TV.

1.1: Por encima de la Iinea a, la cual pasa por el punto mas apical
de ambas raices, se encuentra el drea utilizada para calcular el BV/
TV (%) total.

1.2: Por encima de la linea b, trazada al inicio de la aparicion del
cemento celular, se muestra el drea utilizada para realizar las medi-
ciones histomorfométricas de BV/TV (%) de la porcidn superior.

A

FIGURA 2. Microfotografias de campo claro. Técnica de descalci-
ficacion. Tincion H&E. Magnificacion 20X. Cortes mesio-distales de
primer molar inferior. En ambas, se observan las mediciones reali-
zadas con Image Pro Plus.

2.1: Determinacion del BV/TV total

2.2: Determinacioén del BV/TV de la porcidn superior

FIGURA 3. Microfotografias de
campo claro. Técnica de descal-
cificacion. Tincién H&E. Magni-
ficacion 20X. Cortes mesio-dis-
tales de primer molar inferior
de ratas Wistar hembras. 3.1: 6
semanas; 3.2: 10 semanas; 3.3:
14 semanas. Puede observarse
en ellas el aumento progresivo
del volumen éseo con la edad de
los animales.
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FIGURA 4. Volumen ¢seo interradicular total BV/TV (%) del primer
molar inferior. Ratas Wistar hembra. Tiempos experimentales: 6, 10
y 14 semanas de edad.

BV/TV (%) TOTAL
Valor maximo Valor minimo

BV/TV 51.4 31.2
Rango 20.2
. AD SUPERIOR

Valor maximo Valor minimo
BV/TV 51.3 43
Rango 8.3

A

TABLA 1. Determinacion del Rango (R). Ratas Wistar macho. BV/TV
(%) total. BV/TV (%) Mitad superior.

FIGURA 5. Microfotografias de campo claro. Técnica de descalci-
ficacion. Tincion H&E. Magnificacién 20X. Cortes mesio-distales de
primer molar inferior de ratas Wistar macho, ambos, 8 semanas
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DISCUSION

Los resultados obtenidos muestran en el grupo A,
donde se consideraron diferentes edades de los ani-
males, que el BV/TV (%) total aumenta significativa-
mente con la edad. En el grupo B, donde se incluyeron
animales de la misma edad, el BV/TV (%) varia hasta
un 20%, entre los animales del mismo grupo, si se con-
sidera el volumen en todo el hueso interradicular. Sin
embargo, este rango disminuye a menos de un 10 % si
se estudia la mitad superior (coronal) de dicho hueso
interradicular en los mismos animales. En el estudio
histomorfométrico del hueso interradicular del pri-
mer molar, deben considerarse los siguientes aspec-
tos de importancia:

- Enrelacion al animal experimental, considerar como
principal factor de inclusion en el armado de los gru-
pos experimentales la edad cronolédgica de los mis-
mos (siendo su peso corporal un factor influyente en
segundo término), ya que en este estudio se ha de-
mostrado el aumento significativo del BV/TV (%) con-
forme aumenta la edad cronoldgica de los mismos. Es
de destacar que este hallazgo es muy propio de los
huesos maxilares, dado que en la mayoria de los hue-
sos del sistema esquelético el volumen éseo disminu-
ye con la edad (Nenda et al., 2016).

- En relacién a la regién de interés o zona de estudio,
considerando los resultados obtenidos en ambos gru-
pos experimentales, pero especialmente en el grupo
B, la porcidn superior o coronal del hueso interradi-
cular, se presenta como la mas constante y estable en
los cortes histoldgicos, y por lo tanto la mds adecuada
de ser tomada como referencia al evaluar el BV/TV
(%), fundamentalmente en la pérdida dsea observa-
da en el modelo de periodontitis experimental. Conti-
nuando con la descripcion de dicha zona topogréfica,
se observa un amplio espacio medular en la zona ba-
sal del hueso interradicular, cuya presencia, segun la
profundidad del corte, se torna mas o menos evidente.
A pesar de esta particularidad, resulta ser el primer
molar inferior la pieza dental elegida, ya que por su
tamano y disposicién radicular permite obtener una
buena orientacién en los cortes histolégicos.
Teniendo en cuenta los articulos cientificos mas ac-
tuales, en relacién a modelos de periodontitis expe-
rimental puede observarse que la tendencia actual
en el estudio del hueso de los maxilares consiste en
el empleo del micro-CT (microtomografia computari-
zada) para la obtencién de cortes y su posterior re-
construccioén tridimensional (Chen et al., 2019; Araujo
et al., 2017; Dai et al., 2016). En otros estudios reali-
zados en modelos de periodontitis experimental y re-
cientemente publicados, se utilizan técnicas macros-
copicas, realizando mediciones lineales de la pérdida
dsea alveolar, considerando las distancias en mm
entre el limite amelocementario y la cresta dsea al-
veolar, en distintos lugares preestablecidos (0'Boyle
et al., 2020, Corréa et al; 2019, Ribeiro et al.,, 2017,



Franga et al.,2017). En una publicacién de Lee et al.,
(2016), se considera a la pérdida ésea, empleando las
mismas técnicas y los mismos reparos anatémicos
pero, en este caso, considerando a la pérdida dsea
como darea de superficie radicular expuesta (en mm?2).
Se podria decir que existen diferentes técnicas en la
evaluacion del tejido dseo, en relacién a modelos de
periodontitis experimental:1) Macroscoépicas; evalian
la pérdida ¢sea vertical, o bien la superficie radicular
expuesta, en maxilares disecados; 2) Analisis con mi-
cro-CT: mediante la obtencidon de cortes orientados
gue nos permiten lograr la reconstruccion tridimen-
sional del sector estudiado, aportando informacidn
respecto a la arquitectura dsea, sin detalles celula-
res. 3) Histomorfométricas: Emplea cortes histoldgi-
cos enlos cuales se miden distintos parametrosy nos
permiten recabar informacidn respecto a los aspec-
tos celulares de los tejidos en estudio.

Cada una de estas técnicas de estudio ofrece infor-
macién que es Unica y particular. Dado el advenimien-
to de nuevas tecnologias como el micro-CT, su uso
resulta muy valioso. Aporta informacion que comple-
menta, pero no sustituye a la informacion aportada
por los estudios histomorfométricos convencionales.
Es decir que, las técnicas histomorfométricas conti-
nuan siendo complementarias y necesarias para el
estudio del hueso interradicular del primer molar in-
ferior de rata.

CONCLUSIONES

Los resultados histomorfométricos demuestran que
el volumen del hueso interradicular del primer mo-
lar inferior de ratas Wistar varia considerablemente
no sélo con la edad de los animales sino también en
animales de una misma edad (si se considera todo el
hueso interradicular o bien la porcién superior del
mismo). Dada la relacién directa observada entre el
volumen dseo y la edad cronolégica de los animales,
se recomienda tener en cuenta emplear animales de
la misma edad. Por otra parte, respecto al area de
estudio, se observd que el sector del hueso interra-
dicular mas constante entre los animales es la mitad
superior de dicho hueso, por lo que se sugiere rea-
lizar las determinaciones histomorfométricas en di-
cho sector. Esta consideraciéon permitira resultados
y conclusiones fiables de ser comparados en diferen-
tes disenos experimentales, especialmente en la pe-
riodontitis experimental.
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