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Los estudios histolégicos de hueso habitualmente se
realizan mediante la olgservacic’)n de secciones finas de tejido
6seo por Microscopia Optica (IMO) o Microscopia Electrénica
de Transmisiéon (MET)."® Dada la dificultad que representa
el corte de muestras duras para el estudio histolégico por
inclusion y corte por lo general, se requiere que previamen-
te el hueso sea descalcificado.*® Esto se hace mas critico
cuando se trata de huesos implantados con biomateriales
de dureza similar o superior a la del hueso cortical,’® donde
es importante que se efectte el corte sin alterar el tejido que
rodea al biomaterial implantado.

Por otra parte, no es aconsejable descalcificar las mues-
tras de estudio de crecimiento 6seo por bioinduccion,
dada la gran cantidad de artefactos que la descalcificacion
introduce.’ Tampoco debe realizarse la descalcificacién en
huesos con implantes de biomateriales, ya que podria causar
la degradacién del biomaterial de implante y la descalcifi-
cacion del nuevo tejido alrededor del implante.

Los materiales biocompatibles y osteoinductores mas
usados en la fabricacién de implantes osteoarticulares o de
relleno de cavidades resultantes de lesiones en el hueso son
metales y ceramicas de elevada dureza. La hidroxiapatita
densa sintética es un biomaterial de implante duro que
ha sido empleado sistematicamente por ser muy similar
al constituyente del hueso.!? El 6xido de titanio y los bio-
materiales metdlicos en general, se utilizan en aquellas
aplicaciones clinicas que requieren soportar carga, por sus
propiedades mecénicas y por su resistencia a la corrosion
en el organismo humano.!

La Microscopia Electrénica de Barrido (MEB) brinda
imégenes superiores a las del microscopio éptico por su
mejor resolucién y mayor profundidad de foco y consti-
tuye una buena alternativa cuando se dificulta la técnica
preparativa para MET.
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Con estos antecedentes, se decidié realizar el estudio
histolégico de huesos con implantes de hidroaxiapatita y
de titanio por una técnica alternativa disenada al efecto,
en la cual se combind la preparacién tradicional para MET
(técnica de inclusién en resinas)' con el montaje y recubri-
miento de muestras que se realizan para MEB omitiendo
el paso inicial de descalcificacion.

Se emplearon fragmentos de fémur de conejos que
contenian implantes y se mantuvieron congelados durante
varios dias. Se realiz6 un corte de las muestras con sierra
diamantada en una zona lo suficientemente alejada de la
region de interés para evitar danos en las estructuras y
tejidos a estudiar. Las muestras se fijaron en glutaralde-
hido 5 % en una disolucién reguladora de fosfato de sodio
0,1 mol/L, pH 7,4, se postfijaron en tetréxido de osmio 1 %
diluido en la misma disolucién reguladora, se deshidrata-
ron en disoluciones de acetona de concentracion creciente
desde 30 % hasta acetona pura, se infiltraron en 6xido de
propileno y se incluyeron en resina Spurr.'* Los pasos de fi-
jacién, deshidratacion e infiltracién se realizaron a presiones
negativas, haciendo un vacio en el recipiente para eliminar
el aire ocluido en las muestras o encerrado en burbujas en
las disoluciones.

Los bloques de inclusién polimerizados se cortaron con
una sierra diamantada y se pulieron usando papel de esme-
ril en gradacion ascendente y pano con pasta de diamante
para pulido fino. El desbaste de la muestra hasta la zona de
interés se realiz6 puliendo por etapas en papeles de esmeril
de granos cada vez mas finos hasta el grado 600, sin aplicar
gran presion contra el esmeril y usando agua como liquido
refrigerante y limpiador. El pulido fino se hizo en pano car-
gado con pasta de diamante para pulido metalografico fino,
usando un lubricante oleoso. Los bloques pulidos se monta-
ron en portaobjetos metélicos pegandolos mediante pintura
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de plata coloidal y se recubrieron con una fina capa de oro
(40 nm). Las muestras se observaron en un Microscopio
Electrénico de Barrido Tescan Vega T'S 5130 SB mediante
las modalidades de electrones secundarios y electrones
retrodispersados. Se obtuvieron imagenes digitales de las
muestras que fueron procesadas con fines cosméticos.

En esta técnica alternativa la muestra se incluye en
una resina epé6xica de gran poder de infiltraciéon (Spurr)
a presiones inferiores a la atmosférica para lograr extraer
el aire contenido en el tejido durante este proceso y llenar
con resina todos los espacios resultantes. El pulido final
con pasta de diamante brinda una superficie lisa del corte
transversal de la muestra y sirve de ataque preferencial a
las zonas més blandas de ella resultando en una extraccion
selectiva de material. Esto permite conformar un relieve en
funcién de la dureza de las partes presentes en cada lugar de
lamuestra. La muy fina capa conductora de oro, con que se
recubre la zona pulida para la observacion al MEB, hizo posi-
ble labuena definicién de las estructuras histolégicas en las
im&genes por emisiéon secundaria de electrones y permitié
hacer el estudio contando con una buena resolucion.

Las micrografias muestran imagenes de la seccién
transversal del hueso en la que aparecen muy bien definidos
el hueso duro cortical y el canal medular con granulos de
hidroxiapatita implantados (Fig. 1).

La figura 2 muestra un fragmento de hueso de conejo con
el implante de un pedazo de varilla de titanio. Esta técnica
permite ademaés, hacer andlisis de las muestras por energia
dispersiva de rayos X (EDX) y es aplicable a huesos prove-
nientes de necropsias o a biopsias de hueso que contengan
cualquier biomaterial implantado, incluyendo biomateriales
metélicos de alta dureza.

Fig. 1. Imagen de electrones secundarios de la seccion transver-
sal de fémur de conejo. El canal medular va siendo ocupado
por el desarrollo de las trabéculas de hueso cortical alrededor
de los granulos de hidroxiapatita (HAP) implantados.

Como técnica alternativa es muy adecuada al estudio
de las propiedades osteoconductoras y osteoinductoras
de los materiales de implante, ya que permite analizar
la integracién 6sea lograda en implantes de diferentes
biomateriales tan o mas duros que el propio hueso sin
necesidad de descalcificar.

No se conocen antecedentes de esta variante prepara-
tiva para MEEB en la que el estudio morfolégico se lleva a
cabo analizando la superficie atacada por el propio pulido.
En esta técnica se produce, de acuerdo con la dureza y
disolucién relativa de los componentes de la muestra, un
grabado selectivo mediante el pulido en pano con pasta
de diamante, el cual descubre el relieve de la muestra que
permite su estudio morfolégico.

Fig. 2. Imagen de electrones secundarios de la seccion transversal
de un fragmento de fémur de conejo implantado con una varilla
fijadora de titanio. El titanio limita el crecimiento del hueso
cortical, el cual crece hasta contactar el metal.
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