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HISTOLOGIA DE LOS TEJIDOS MINERALIZADOS

Resumen

Existen en el cuerpo humano cuatro tejidos
mineralizados. El tejido dseo es el principal
componente de los huesos. El esmalte, la
dentinay el cemento forman parte de las
piezas dentarias.

La histotecnologia y la histomorfometria de
tejidos mineralizados requieren conocimientos
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biolégicos y anatédmicos basicos a nivel de
érganos, tejidos, células e incluso moléculas
para su correcto procesamiento, asi como
también equipamiento especializado dada la
dureza del material. Al ser mas densos que el
tejido blando requieren tiempos de fijacion
mas largos e incluso pueden requerir descal-
cificacion dependiendo de lo que se necesite
estudiar. Ademas, las muestras éseas y dentar-
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ias son un material compuesto, es decir que
una muestra determinada puede contener
hueso cortical, hueso trabecular, médula dsea,
esmalte, dentina y cemento.

Esta particularidad no los hace tejidos menos
versatiles, ya que permiten coloraciones
tradicionales asi como también coloraciones
especiales e incluso inmunomarcaciones.

En esta revisidon se hara una actualizacion de
las caracteristicas histologicas de cada tejido
mineralizado y las técnicas histologicas
utilizadas para su estudio.

Palabras claves

Tejido 6seo; Esmalte; Dentina; Cemento;
Descalcificacion, Desgaste

Introduccién

A diferencia de los laboratorios destinados a
estudios histologicos o patoldgicos de rutina, el
procesamiento de muestras de tejidos miner-
alizados presenta caracteristicas unicas entre
las que se encuentran la descalcificacion de las
muestras para su inclusion en determinados
medios, la necesidad de micrétomos de alta
resistencia, sierras circulares de diamante o
lijas de diferente gramaje para procesar las
muestras que no sean descalcificadas.

La histologia descriptiva junto con la histomor-
fometria juegan un papel importante en el
estudio y seguimiento de los cambios en las
propiedades de los huesos debido a enferme-
dades esqueléticas sistémicas y a la reparacion
de fracturas y cicatrizacion post-extraccion de
piezas dentarias, o para explorar efectos de un
biomaterial, nuevos tratamientos farmacologi-
cos o la oseintegracion de implantes.1-2 La
histomorfometria 6sea tradicional 2D permite
la valoracion cuantitativa del tejido 6seo
mediante el recuento y medicién de variables
microestructurales, las que permiten obtener
informacion acerca de los procesos de
formacioén y reabsorcion ésea, de su modelado
y remodelado, de su microarquitecturay de la
actividad celular dinamica y estatica.l

La histotecnologia y la histomorfometria
requieren técnicay arte. En este sentido, se
necesita paciencia y manos expertas, asi como
conocimientos biolégicos y anatémicos
basicos a nivel de érganos, tejidos, células e
incluso moléculas, asi como también la
capacidad para procesar los tejidos mineraliza-
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dos.2 Es por ello, que un laboratorio dedicado
a la patologia clinica ésea o la histologia
experimental de tejidos mineralizados, tanto
esqueléticos como bucales, debe contar con
equipos basicos y especializados, asi como
también personal capacitado para atender sus
necesidades especificas.2

En esta revision se hara una actualizacion de
las caracteristicas histoldgicas de cada tejido
mineralizado y las técnicas histoldgicas
utilizadas para su estudio.

Tejido 6seo

El sistema esquelético humano estd compues-
to por 206 huesos. Los huesos son érganos
enddcrinos formados por un conjunto de
tejidos, de los cuales el principal es el tejido
6seo. El tejido 6seo es un tejido conectivo
especializado formado por una matriz
extracelular (MEC) mineralizada. Las células
presentes en el tejido 6seo son: osteoblastos
(Obl), osteocitos (Ot), osteoclastos (Oc), células
osteoprogenitoras y células de revestimiento
6seo (lining cells), provenientes de 2 progenies
celulares distintas.

La MEC mineralizada le otorga al tejido la
dureza necesaria para llevar a cabo sus
funciones clasicas de sostén, protecciény
locomocion.3 La trama colagena de su matriz
le otorga cierta elasticidad. La combinacién de
ambas fases le proporciona a los huesos gran
resistencia tanto a la traccién como a la
compresion. Ademas, son el sitio de almace-
namiento del calcio (Ca), fosfato (Pi) y magne-
sio (Mg) idnicos del organismo, por lo que
cumple un rol importante en la regulaciéon
homeostatica mineral.3 En el interior de los
espacios y cavidades medulares, y entre sus
trabéculas se ubica la médula ésea por lo que
se lo considera ademas un érgano hematopoy-
ético.4 Recientemente se ha demostrado que
el tejido éseo también actua como un érgano
de secrecidén endocrina que sintetiza al menos
dos hormonas: el factor de crecimiento de
fibroblastos 23 (FGF-23) y la osteocalcina
(OCN).5

El hueso puede ser clasificado de diferentes
formas segun su geometria, su grado de
madurez y su organizacién estructural.3

Segun el grado de madurez, podemos clasifi-
carlo en hueso reticular o inmaduro y en hueso
laminillar/laminar o maduro. El primero se
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encuentra en el tejido embrionario, en los
recién nacidos, en los callos formados durante
la reparacion de fracturas, en la cicatrizacion
de los alvéolos dentarios postextraccion, en las
metafisis durante el crecimientoy en
patologias metabdlicas 6seas como la enfer-
medad de Paget6. Este tipo de tejido dseo se
caracteriza por poseer en su MEC fibras de
colageno tipo | sin orientacion definida
formando un entretejido aleatorio, lo que le
confiere isotropia mecanica, y un gran nimero
de Ot por unidad de volumen, de mayor
volumen y mas redondeados, ubicados de
forma aleatoria.3 El tejido 6seo laminillar
maduro deriva de la remodelacion del inmad-
uro, pero en él las fibras de colageno de tipo |
se disponen paralelas entre si formando
laminillas que se orientan segun el eje mayor
del hueso, lo que le otorga anisotropia y alta
resistencia mecanica. Ademas, posee menos
numero de Ot por unidad de area, de forma
fusiforme, y orientados con su eje mayor
paralelo a las laminillas.3

El tejido 6seo laminillar maduro puede clasifi-
carse segun su estructura en esponjoso o
trabecular y en compacto, cortical o Haversia-
no (Fig.1A). El tejido dseo trabecular esta
formado por trabéculas o espiculas anastomo-
sadas (de aproximadamente 200 pm de
grosor) que se disponen en forma de malla; es
altamente poroso o de aspecto esponjoso (lo
que le da su nombre) y se ubica en el interior
de los huesos (Fig.1B). En este tipo de tejido
6seo las laminillas se encuentran paralelas al
eje longitudinal de la trabécula; esta singular
arquitectura le proporciona soporte estructural
sin aumentar el peso del hueso. Entre las
trabéculas de tejido dseo esponjoso queda
contenida la médula ésea. Se caracteriza por
ser un tejido mas elastico y con mayor recam-
bio que el hueso cortical por lo cual su
microarquitectura es la primera que se afecta
en patologias como la osteoporosis.7 Una de
las funciones importantes del hueso trabecular
es la de redirigir el estrés mecanico hacia el
hueso cortical.4 El tejido 6seo compacto, por
su parte, es mas denso, encontrandose en la
superficie de los huesos y variando su espesor
segun su localizacion.3 Esta compuesto por
estructuras cilindricas llamadas osteonas o
sistemas de Havers (de aproximadamente
150-180 um de grosor) dispuestas paralelas al
eje mayor del hueso. Las paredes de este
sistema estdn formadas por laminillas concén-
tricas alrededor del conducto central de
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Havers3; esta organizacién le permite soportar
las cargas mecanicas a las cuales estd someti-
do el esqueleto (Fig. 1C).4 Cada conducto de
Havers contiene capilares, fibras nerviosas y
tejido conectivo.8 Ademas, por medio de los
conductos de Volkmann, los conductos de
Havers se comunican entre siy con las superfi-
cies externa e interna del hueso.8

La proporcidn entre hueso trabecular/cortical
en el esqueleto total es de 1:4; sin embargo, los
diferentes huesos o distintas porciones de un
mismo hueso presentan proporciones difer-
entes entre ellos.9 La relacion entre superficie
y volumen es mayor en el hueso trabecular, por
lo cual su actividad metabdlica es 10 veces
mayor que en el hueso cortical.10

El tejido 6seo el Unico tejido capaz de repa-
rarse y renovarse a si mismo7,10 mediante el
proceso de remodelamiento éseo (del inglés
bone turnover).20 El remodelamiento éseo es
un proceso continuo y de por vida (que
comienza en el Utero y continua hasta la
muerte del individuo) mediante el cual se
produce el reemplazo peridédico de tejido dseo
preexistente por tejido nuevo en el mismo
sitio. Este proceso permite la reparacién de
microdanos por fatiga del material y manten-
imiento de la homeostasis fosfocalcica.

Matriz Extracelular

La MEC esta compuesta por dos fases, una fase
organica rica en fibras colagenas, y una fase
inorganica representada por sales de fosfato
calcico. La porcién inorganica equivale al 65%
del peso en seco del hueso4,10 y esta com-
puesta, en su mayoria, por cristales hexago-
nales de hidroxiapatita de 219 nm de largo y
6+1,5 nm de ancho. Los principales componen-
tes quimicos de la hidroxiapatita son el Cay el
Pi, por lo cual la porcion mineral del tejido
contiene el 99% del Cay el 85% del Pi del
organismo.11-12 Los cristales de hidroxiapatita
juegan un papel critico no sélo en las propie-
dades mecanicas de soporte de peso del
hueso, sino también sirven como fuente de Ca
para mantener la homeostasis de los sistemas
bioldgicos dependientes de este i6n.13

La porcion orgdnica representa el 35% del peso
del hueso seco, su parte proteica esta formada
en un 90% por fibras de coldgeno de tipo I.9. El
10% restante de las proteinas son proteogluca-
nos y proteinas no colagenas entre las que
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podemos citar OCN, osteonectina, osteoponti-
na, etc y distintos factores de crecimiento
como las proteinas morfogenéticas 6seas
(BMP).3-4 A pesar de la escasa proporcion de
proteinas no colagenas, estas son esenciales
para el desarrollo, el crecimiento, el remodela-
do, la mineralizacion y la reparacion del tejido
0se0.4

Durante la formacidn, crecimiento y remodela-
do 6seo, el osteoide o matriz organica recién
formada y aun no calcificada, es lo primero
gue se deposita y servira de andamiaje para el
subsecuente depdsito de hidroxiapatita.12 Los
cristales se disponen intercalados en y entre las
fibras de colageno, donde se orientan paralelos
entre siy paralelos a las fibras de colage-
no.12,14-15

Células Oseas

El componente celular del hueso es el respons-
able del crecimiento, mantenimiento, modela-
doy remodelado del tejido. Las células del
linaje osteoblastico derivan de las células
madre pluripotentes mesenquimaticas (MSC).
En cambio, el linaje osteoclastico deriva de
células progenitoras hematopoyéticas mono-
nucleares precursores de granulocitos-mac-
réfagos (GMP, CFU-GM).12

Osteoblastos

Los Obl son las responsables del proceso de
formacion osea, es decir, sintetizan todos los
componentes presentes en la MEC, tanto
organicos como inorganicos, ademas de ser las
responsables de la mineralizacion de la MEC.12
Asimismo, liberan citoquinas que regulan la
diferenciacion y actividad de Oc.

Histolégicamente, los Obl maduros y activos se
observan como células cilindricas o cubicas
altas (20-30 um) que presentan un citoplasma
basofilo, un nucleo esférico y excéntrico
ubicado contrapuesto al sitio de deposito de
MEC (Fig. 2A). Como toda célula productora de
proteinas de exportacion, tiene un gran
desarrollo del reticulo endoplasmatico rugoso
y del aparato de Golgi.10,15

Aparecen en grupos de 100 a 400 células
formando una monocapa en la superficie
donde se produce la formacién ésea e interac-
cionan entre si, con Ot, con las células de
recubrimiento 6seo y con las células de la
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médula 6sea a través de distintos tipos de
uniones celulares. Estas interacciones
contribuyen al acoplamiento y a la respuesta
coordinada entre las distintas poblaciones
celulares.12

Los Obl presentan en su superficie y en el
citoplasma gran cantidad de fosfatasa alcalina
tejido inespecifica, cominmente denominada
fosfatasa alcalina 6sea (FAO). Esta enzima es
marcadora el linaje osteoblastico. Cumple un
rol importante en el proceso de mineralizaciéon
ya que es la encargada de suministrar el Pi
para la formacion de los cristales de hidrox-
iapatita.8 Luego de cumplir su funcion, el
60-80% de los osteoblastos muere por apopto-
sis, y los restantes se pueden diferenciar a los
otros dos tipos celulares: a Ot o a células de
revestimiento dseo (Fig. 2A).12.

Osteocitos

Los Ot son las células mas abundantes del
tejido 6seo (90%)14; constituyen la diferencia-
cion terminal de los Obl perdiendo la capaci-
dad de autorrenovacion y quedando inmersos
en la MEC 6sea que ellos mismos mineraliza-
ron (Fig. 2A y B)10. Para diferenciarse, los Obl
producen una gran cantidad de MEC, cambian
la expresidon de genes, reducen su volumen en
casi un 70%, la cantidad de organelas y
desarrollan largas proyecciones dendriticas
Ilamadas procesos citoplasmaticos que
irradian del cuerpo celular.12
Histoldgicamente pueden observarse los
cuerpos celulares (5-20 ym) con forma
fusiforme y estrellada. Los Ot se encuentran
dentro de espacios o lagunas osteociticas
individuales que se adaptan a la forma de las
células. Los procesos citoplasmaticos (aproxi-
madamente 50 por Ot) quedan contenidos en
canaliculos dentro de MEC ésea mineralizada
rodeadas por liquido intersticial.8,12,16 Estos
procesos citoplasmaticos comunican a los Ot
con Ot vecinos pero también se comunican
con Obl, con células osteoprogenitoras y
células de recubrimiento 6seo ubicadas en la
superficie del tejido, asi como también con
células de la médula 6sea formando un
sincicio funcional.8,12,16 De este modo, los Ot
pueden recibir y secretar sustancias por
difusion a través de la escasa cantidad de
liquido tisular que rodea las prolongaciones en
los canaliculos (la difusion a través de la MEC
calcificada es imposible).8.
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Células de revestimiento 6seo

Las células de revestimiento dseo son Obl
quiescentes que, luego del cese del depdsito
de matriz dsea, recubren la superficie 6sea
(interna y externa) formando una monocapa
de células en reposo donde no estan ocurrien-
do procesos de resorcion ni formacion
6sea.12,15 Histoldégicamente, estas células
tienen una forma aplanada, presentan un
nucleo pequeno, fusiforme e hipercromatico,
poco citoplasma con escasas organelas (Fig.
2B).3 La funcion de estas células no se encuen-
tra completamente dilucidada. Algunas,
presentan procesos canaliculares y uniones
con células de revestimiento 6seo adyacentes
y con Ot, lo que sugiere su participacion en el
intercambio de minerales y otros metabolitos
entre el hueso y las células de la superficie
6sea o la médula 6sea.12 También, estas
células podrian desempenar una funcién
importante en la sefalizacién celular durante
el proceso de remodelacion 6sea, y permitir la
resorcion ésea al remover la fina capa de
osteoide que cubre la superficie 6sea
quiescente.12,19.

Osteoclastos

Los Oc, cuando se encuentran en actividad,
son células gigantes (hasta 100um), redondea-
das, moéviles y multinucleadas, con 5-10
nucleos polarizados, ubicados contrapuestos a
la superficie 6sea; presentan un citoplasma
acidofilo con gran desarrollo del aparato de
Golgi, abundantes mitocondrias y vesiculas
(Fig. 2B). La mayoria de las vesiculas son
lisosomas primarios que contienen, entre otras
sustancias, proteasas acidas como la catepsina
K, metaloproteasas de la matriz (MMP) y
fosfatasa acida resistente al tartrato (TRAP),
esta ultima enzima es utilizada como marca-
dor especifico de estirpe osteoclastica.3 Estas
enzimas le permiten digerir la matriz inorgani-
cay degradar la trama organica del tejido. Los
Oc activos se encuentran anclados directa-
mente sobre la superficie 6sea.12 Una carac-
teristica tipica de los Oc en actividad lo
constituye la presencia del borde festoneado
en la zona donde la célula entra en contacto
con la superficie 6sea a través del cual libera
enzimas lisosomales y bombea protones por
medio de una bomba de protones (H+) de
membrana. En los laterales poseen una
superficie de sellado hermético, a través de
integrinas de membrana, que se anclan a la
osteopontina de la matriz, delimitando un
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compartimiento subosteoclastico denomina-
do espacio de resorcion o laguna de Howship.
Su regién basolateral, en contacto con vasos
sanguineos, interviene en la exocitosis del
material digerido.3 Después de llevar a cabo
su funcion de resorcion, todos los Oc mueren
por apoptosis.12

Tejidos Dentarios Generalidades

Los dientes son 6rganos duros, pequeios, de
color blanco amarillento y con formas
variables (Fig. 3A). Se disponen en la cavidad
oral y componen, en su conjunto, el sistema
dentario.27 La denticion normal de un adulto
(denticidon permanente) esta compuesta de 8
incisivos, 4 caninos, 8 premolares y 12 molares,
mientras que la denticidén de un nifo (den-
ticion temporaria) estd compuesta por 20
piezas, carece de premolares y solo tienen 8
molares.

Desde el punto de vista anatémico y funcional,
los dientes cuentan con una corona y una raiz
conectadas a la altura del cuello anatémico
dentario o linea cervical. La corona es la
porcion de la pieza dentaria que emerge en la
cavidad bucal.27 La porcidén radicular se
encuentra inserta en el alvéolo dentario, una
cavidad en los huesos maxilares.27 El hueso
que forma el alvéolo se denomina hueso
alveolar y es una estructura odonto-dependi-
ente ya que se forma junto con el germen
dental en formacioén, los ancla dentro de las
arcadas dentarias y desaparece una vez
producida la pérdida de dichos dientes.
Histoldgicamente, la corona del diente esta
revestida por un tejido inerte, altamente
mineralizado, el esmalte; que recubre a un
tejido conectivo menos mineralizado que es la
dentina. La porcién radicular también esta
compuesta por dentina y revestida por otro
tejido conectivo mineralizado que es el
cemento. En el interior de la pieza dentaria,
tanto en la corona como en la porcion radicu-
lar, encontramos una cavidad que aloja al
unico tejido no mineralizado del diente que es
la pulpa dental. El cemento asegura la
permanente relaciéon del diente con la porcion
cortical del hueso alveolar en el que se aloja Yy,
entre ambos, se dispone el ligamento )
periodontal que actia como tejido de unién o
soporte.27 Debido a la multiplicidad de
estructuras dentarias, quienes trabajan con
biopsias o muestras de tejidos dentarios in situ
tienen la complejidad de trabajar con los 4
tejidos mineralizados del organismo.
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Esmalte

El esmalte es un tejido inerte de caracteristi-
cas unicas dentro de los tejidos mineralizados.
Se encuentra expuesto a la cavidad oral y
protege, en forma de casquete, a la dentinay a
la pulpa coronaria (Fig. 3A y C). Es el tejido
mineralizado de mayor dureza, ya que en su
MEC posee solo un 1-2% de componentes
organicos y 95% de componentes minera-
les.28,29 El componente mineral esta formado
por cristales de hidroxiapatita dispuestos en
forma de varilla o prismas. Cada prisma tiene
3-10 ym de diametro y se extiende a lo largo
de todo el grosor del esmalte, con orientacion
oblicuay trayectoria ondulada.28 Los prismas
se agrupan, paralelos unos a los otros, en
fasciculos, rodeadas por una escasa vaina de
materia organica.29 La orientacion y asocia-
cion de los prismas produce la microestructu-
ra Unica que confiere al esmalte sus propie-
dades mecanicas, haciéndolo el tejido mas
duro del cuerpo de los vertebrados.29

Los ameloblastos son las células encargadas
de elaborar, secretar y, posteriormente,
mineralizar la matriz proteica del esmalte.30
Completada la amelogénesis, o formacioén del
esmalte, los ameloblastos involucionany
forman una monocapa protectora en la
superficie de la corona. Cuando el diente es
exfoliado, es decir emerge en la cavidad bucal,
esta monocapa se pierde.28 Es por ello que, el
esmalte, una vez formado, no puede repararse
ni reemplazarse biolégicamente ante los
dafos, ya que es acelular y no se encuentra
vascularizado ni inervado.30

La alta dureza del esmalte lo hace a su vez
muy fragil, es por eso por lo que para manten-
er su integridad necesariamente descansa
sobre un tejido mas resiliente y elastico como
es la dentina.

Dentina

La dentina es el tejido conectivo especializado
mineralizado mas abundante de la pieza
dentaria y forma su eje estructural (Fig. 3).28
En su interior delimita una cavidad que aloja
la pulpa, llamada camara pulpar a nivel de la
corona, y conductos radiculares a nivel de las
raices.

La composicidn quimica de la dentina es de
un 70% de materia inorganica en forma de
cristales de hidroxiapatita, 18-20% de materia
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organica principalmente compuesta por
colageno tipo |, y 10% de agua.28 Aunque se
describe la estructura de la dentina de forma
general, se han detectado distintos tipos de
dentina en una misma pieza dentaria (dentina
del manto, circumpulpar, intertubular y
peritubular).32 La dentina en condiciones de
normalidad no esta expuesta a la cavidad
bucal, sino que en la porcién coronal se
encuentra recubierta, en forma de casquete
por el esmalte, mientras que la dentina
radicular se encuentra recubierta por el
cemento.

En la estructura de la dentina se pueden
distinguir dos componentes: la matriz miner-
alizada y los tubulos dentinarios. Estos tubulos
recorren todo el espesor de la dentina,
presentando una morfologia en forma de S
italica que se aplana en la zona del cuello de
la pieza, y alojan a los procesos odontoblasti-
cos, que son largas proyecciones que emiten
los odontoblastos.28 Los odontoblastos son las
células que producen, secretan y mineralizan
la MEC de la dentina. Presentan una
morfologia columnar mas alta en la zona
coronal y disminuyendo su altura hacia el
apice de la pieza. Los cuerpos celulares de los
odontoblastos se situan en el limite con la
pulpa y emiten un unico proceso citoplasmati-
co por célula hacia el interior de la dentina
que transcurre por dichos canaliculos y cuyo
largo es del espesor de la dentina e incluso
puede incluirse en el esmalte.28 Es por ello
que la pulpay la dentina forman el complejo
dentino-pulpar que constituye una unidad
estructural, fisiolégica y funcional.28 Entre la
dentinay el cuerpo de los odontoblastos se
encuentra la predentina, que es una capa de
dentina no mineralizada.

La dentina proporciona soporte al esmalte,
previniendo fracturas durante la carga oclusal.
También protege la pulpa de agentes microbi-
anos y otros estimulos potencialmente
daninos.33

Luego de su formacion, la dentina en condi-
ciones fisiolégicas es un tejido relativamente
estable que no sufre remodelado constante
como el tejido 6seo0.34 Sin embargo, si pueden
observarse reabsorciones dentinarias ante
condiciones patoldgicas.34 Una particularidad
es que la dentina se forma durante toda la vida
de la pieza dentaria produciendo la obstruc-
ciéon de la cdmara pulpar y conductos radicu-
lares (dentina secundaria) o en respuesta a
determinadas injurias (dentina terciaria).33.
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Cemento

El cemento también es un tejido conectivo
especializado y mineralizado que, junto con el
ligamento periodontal y el hueso alveolar,
forman el periodonto de inserciéon de la pieza
dentaria (Fig. 3A, Dy E). La MEC esta formada
por un 50% de compuestos inorganicos en
forma de cristales de hidroxiapatitay 20% de
componentes organicos principalmente
colageno tipo 1.28 Los cristales minerales
alcanzan un tamano maduro similar al de los
cristales minerales del tejido 6seo y de la
dentina.31

En los dientes completamente formados y
funcionales, el cemento recubre la totalidad
de la dentina radicular.31 Es un tejido que no
se encuentra inervado ni vascularizado y
carece de remodelado constante aunque
continua creciendo en espesor a lo largo de la
vida.31 Es producido, secretado y mineralizado
por células denominadas cementoblastos.28

Existen dos tipos de cemento: el cemento
acelular, de formacion mas lenta que ocupa
2/3 de la porcidn radicular y el cemento
celular que se ubica en el tercio inferior de la
pieza dentaria y se caracteriza por la presencia
de cementoblastos que quedaron incluidos en
la MEC mineralizada denominados cementoc-
itos (Fig. 3D y E). Al igual que los Ot, los cemen-
tocitos tienen forma fusiforme, permanecen
en sus lagunas y emiten largas prolongaciones
pero Unicamente hacia la superficie del tejido
para nutricion, sin establecer contacto con
cementocitos vecinos.31

Técnicas Histolégicas para Tejidos
Mineralizados

Como para cualquier muestra bioldgica, el
proceso de fijacidon es determinante para
conservar las estructuras. En patologia clinica,
asi como en investigacion, la fijacion con
formol buffer neutro al 10% es el método de
eleccioén para el procesamiento posterior en
parafina y coloracién de hematoxilina-eosina.2

Es importante recordar que los tejidos miner-
alizados son mucho mas densos que el tejido
blando y los tiempos de fijacion deben
ajustarse en consecuencia. Ademas, el hueso
es un material compuesto, es decir que una
muestra determinada puede contener hueso
cortical y hueso trabecular asi como también
médula dsea que es un tejido blando. Para
muestras que contienen hueso trabeculary
médula dsea, una regla general es que el
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formol al 10% tiene una penetracion de 10
mm cada 24 hs a presidon y temperatura
ambiente. Una muestra con hueso cortical
tendra una tasa de fijacion mucho mas lenta,
de aproximadamente 2-3 mm cada 24 hs.2
Tanto para una buena fijacién como para una
buena decalcificacion el tamaro de la mues-
tra de tejidos mineralizados no debe superar
los 4-6 mm.

A grandes rasgos, existen dos técnicas
histoldgicas para poder estudiar los tejidos
mineralizados: por desgaste y por descalcifi-
cacion, las cuales describiremos a continuacion.

Técnica histolégica por descalcificacion

La descalcificacion de las muestras mineraliza-
das permite tratar el material como cualquier
tejido blando. Para ello se requiere la elimi-
nacion del componente inorganico de las
muestras mineralizadas, es decir, disolver el
complejo de hidroxiapatita. Una vez elimina-
dos, la matriz de componentes organicos
queda intacta asi como también las células 'y
se continua con el procesamiento de rutina,
embebiendo el material en parafina.2

Para descalcificar estas muestras se requiere
de la inmersidon de la muestra en una solucioén
acida, una soluciéon quelante de calcio o una
solucion que conste de un complejo
acido-quelante. El acido etilendiamino-
tetraacético (EDTA) es el quelante mas utiliza-
do para la descalcificacion en concentraciones
de hasta el 14%, siendo las formulaciones mas
usadas la solucién al 5% con pH 7.0y la
solucién al 10% con pH 7.0-7.4.2 Los acidos
inorganicos fuertes, como el acido clorhidrico
o el acido nitrico, proporcionan una descalcifi-
cacion rapida pero podrian causar dafos
tisulares graves y/o alterar los resultados de la
tincion. Por el contrario, los acidos organicos
débiles, como el acido férmico, el acido picrico
o el acido acético y los agentes quelantes, no
son tan agresivos para los tejidos y preservan
su integridad. Sin embargo, su uso requiere un
tiempo de descalcificacion considerable; por
ejemplo, la descalcificacion con EDTA podria
llevar semanas o meses, incluso para muestras
de tamano pequefo.35

Las ventajas de esta técnica es que permite el
procesamiento posterior sin equipamientos
especiales. Permite coloraciones clasicas
como hematoxilina-eosina, tricromicos o
especiales dependiendo lo que se requiera
estudiar. (Fig.1B, Fig 2 y Fig. 3By D) Ademas,
permite realizar inmunohistoquimica de
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tejidos adaptando los protocolos a las espe-
cificaciones del fabricante de cada anticuer-
po, en particular el método de fijaciéon y de
descalcificacion que permita mantener
intacta la inmunoreactividad y evitar el
enmascaramiento antigénico.2

Entre las coloraciones especiales podemos
destacar el tricromico de Masson-Goldner
gue permiten determinar osteoide de la
matriz mineralizada. Distinguiendo la matriz
6sea madura de verde, el osteoide de rojo y el
cartilago calcificado de verde muy palido. La
impregnacion argéntica de Von Kossa se
utiliza para la deteccién de iones fosfato y
carbonatos que se encuentran ligados a Ca,
distinguiendo el material mineralizado en
negro y osteoide en rojo. Otros métodos de
tincion comunes para la histologia 6sea
incluyen azul de metileno, fucsina, azul de
toluidina, Giemsa y tricromico de Masson. El
azul de toluidina permite la identificaciéon de
Mmatriz 6sea mineralizada, osteoide y tejidos
blandos.2

Una desventaja de esta técnica cuando se
trabaja con piezas dentarias es que perdemos
completamente el esmalte ya que es un
tejido compuesto por 95% de componentes
minerales. Ademas, perdemos las estructuras
secundarias formadas por la matriz mineral-
izada. Es por ello que, dependiendo lo que se
desee estudiar puede no ser la técnica
adecuada.

Técnica histolégica por desgaste

Esta técnica permite trabajar con las mues-
tras sin descalcificar, por lo que requiere que
se trabaje con sierras y microtomos especiales
con cuchillas de vidrio, diamante o con filo de
carburo de tugsteno; o que se lije el material
con lijas al agua de tamano de grano creci-
ente, lo que resulta muy laborioso. (Fig.1Cy
Fig. 3Cy D)

Una ventaja de esta técnica es que mantiene
intacta la estructura mineralizada. Las
desventajas son que, cuando trabajamos con
lijas, no permite tinciones de ningun tipoy el
material normalmente es mas grueso y
perdemos los componentes organicos y
células en el proceso.

Una técnica que me permite utilizar los
métodos de coloracidn convencionales para
tejidos embebidos en parafina incluso realizar
inmunohistoquimica e histomorfometria
dinamica trabajando con el tejido no descal-
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cificado es la inclusion del material en resinas
plasticas. Los medios de inclusidon de resina
mas comunes son el metacrilato de glicol, el
metacrilato de metilo y las resinas epodxicas.2
El procesamiento técnico de estos tacos
difiere poco de los embebidos en parafina los
tiempos de coloracidon son mas prolongados y
requieren optimizacion. Este procesamiento
permite la observacién tanto del hueso
mineralizado como del osteoide no mineral-
izado, conservando los componentes
celulares, ademas de proporcionar infor-
macioén esencial sobre la formacion y resor-
cion 6sea.35 Ademas, permite procesar
muestras que contienen implantes hechos de
materiales muy duros, como metales, cerami-
cas y polimeros que no se pueden trabajar
por descalcificacion permitiendo la evalu-
acion de la interfaz hueso-implante en
secciones no descalcificadas.35

Técnica para el estudio de formaciony
remodelamiento dindmico

El marcado del tejido éseo con sustancias
marcadoras intravitales permite la medicién
cuantitativa de la formacion dsea y de la
dinamica de remodelacion dsea. Se utilizan
fluorocromos que se unen al Cay pueden
visualizarse en muestras histoldgicas por su
fluorescencia bajo excitacion con luz ultravio-
leta (UV). Luego de administrados, se unen a
sitios de formacion de nuevo tejido 6seo,
dentina, esmalte en formacién y cemento,
dejando una marca en forma de banda
fluorescente. Ya que los fluorocromos forman
complejos con el Ca de los tejidos, la
histologia 6sea no descalcificada es requisito
para su procesamiento. Los fluorocromos mas
utilizados son la tetraciclina (verde amarillen-
to) y sus derivados, alizarina (rojo), calceina
(verde) y naranja de xilenol (naranja).2 Los
fluorocromos deben administrarse en inter-
valos de tiempo conocidos para poder
cuantificar la cantidad de tejido mineralizado
formado y su tasa de remodelamiento.

Conclusiones

La aplicacion de técnicas de tincidon
histoquimica e inmunohistoquimica es
fundamental para el analisis de cambios
fisioldgicos y patoldgicos en los tejidos.
Aunque el procesamiento de tejidos mineral-
izados es mas trabajoso, requiere equipamien-
to especial y una orientacion particular a la
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hora de realizar los cortes, no los hace tejidos
menos versatiles. Permiten coloraciones
especiales e incluso inmunomarcaciones,
dependiendo de lo que se quiera estudiar. Es
esencial realizar de antemano protocolos
teniendo en cuenta sus requerimientos
especiales que incluyan, dependiendo el tipo
de técnica, el tipo de descalcificacion, el tipo
de inclusidn, la eleccion de las técnicas de
tincién o la seleccidon de anticuerpos apropia-
dos para la inmunomarcacion.
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