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SUMARIO

Se ha llevado a cabo la cuantificacion de una serie de parametros
histomorfométricos relativos a la estructura, formacidn y reabsorcion
Osea, a partir de secciones no descalcificadas de un area estandarizada

de la cresta iliaca derecha.

Las muestras se obtuvieron de autopsias judiciales, en un plazo
maximo de 24 horas después de la muerte, en un total de 60
individuos espafioles normales, muertos a consecuencia de muerte
subita o violenta, de edad comprendida entre el nacimiento y los 20

anos.

Tras su procesado mediante fijacion en alcohol absoluto, inclusiéon
en metilmetacrilato, corte y tinciOn, se procedié a la evaluacion

cuantitativa por métodos semiautomaticos.

Los resultados demuestran, de manera global, un aumento de la

formacién ésea que tiene lugar en los periodos de crecimiento (el



primero durante los dos primeros aiios y el segundo sobre los 10-11
afios en las hembras y los 12-13 aifios en varones), coincidiendo con
las curvas de velocidad de crecimiento para la poblacion infantojuvenil
espaniola. Dicho incremento tiene lugar de manera paralela a la
disminucion de la reabsorcién, por lo que se produce un aumento
significativo del Volumen trabecular y del Indice de espesor
trabecular, es decir una ganancia neta de hueso, mientras que las
trabéculas, pequefias y numerosas en los primeros afios de la vida, se
van uniendo reduciendo su superficie y aumentando en grosor. Una
vez que ha tenido lugar el periodo de desarrollo puberal, los varones
continlan presentando muestras de actividad hasta los 20 afios,

mientras las hembras mantienen una situacidon constante.

Se obtuvieron dos ecuaciones mediante la aplicacién de la
regresion lineal multiple que nos han permitido estimar la variable
dependiente "EDAD", a partir de las variables independientes V
(Volumen Trabecular), Sv (Superficie Especifica de Hueso
Trabecular), TTI (Indice de Espesor Trabecular) y MWT (Indice

Espesor Medio de las Unidades Estructurales Trabeculares).

Aunque las dos ecuaciones tienen un coeficiente de correlacion
similar (0,94016 y 0,9413), la mayor facilidad y sencillez, con el
consiguiente ahorro de tiempo, de aquélla en la que intervienen V y
MWT, hacen de ésta la de eleccion a la hora de su aplicacién con el
fin de determinar la edad de wun cadaver por métodos

histomorfométricos.



Este trabajo aporta la mayor serie mundial en niimero de casos y
es el Unico especifico, para la poblacidn de estudio. No obstante,
somos conscientes de que, desde un estricto punto de vista estadistico,
el tamafio muestral con el que hemos contado para su realizacién no
permite aplicar los resultados al total de la poblacién de estudio como
herramienta para el diagnostico de la enfermedad metabdlica 6sea, por
o que los resultados obtenidos no deben ser interpretados de manera
concluyente y definitiva, sino como una primera aportacién que
permita orientar las implicaciones histomorfométricas de la fisiologia
Osea en la etapa de crecimiento, y la posibilidad de su aplicacion en
la clinica y en la Medicina Forense, abriendo asi un camino, que

pueda irse ampliando en el futuro con nuevas aportaciones.
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PREAMBULO

Diversas razones pueden ser aducidas a la hora de justificar la
eleccion del tema elegido. Detrds de cada una de ellas subyace la
curiosidad, motor de todo proyecto de investigacién, que se ha ido
acrecentando conforme avanzaba por los entresijos de la estructura
Osea, aparentemente tan inerte y, en la realidad, tan en continua

renovacién como ningun otro tejido del organismo.

En primer lugar, la necesidad de establecer unos parametros de
referencia, hasta ahora no elaborados para la poblacién de estudio,
con la consiguiente trascendencia clinica que conlleva, en cuanto al

diagnéstico de las enfermedades metabodlicas del hueso.

Por otro lado, el propio hecho de ser Médico Forense, y mi
apasionamiento por la Antropologia Forense, que debo a mi Maestro,
y director de este proyecto, Prof.D.JOSE MANUEL REVERTE
COMA, encierra la atraccion por aplicar los conocimientos derivados
de otras disciplinas médicas a la resolucion de los problemas

planteados en el quehacer médico legal diario y, por ende, a una



mejor administracion de la Justicia.

Han sido muchas las dificultades con las que me he tropezado
durante la elaboracion de este trabajo, y por tanto resulta obligado
constatar los multiples motivos de agradecimiento a guienes hicieron

posible que el propésito inicial llegara a su fin.

En primer lugar al Prof.D.JOSE FERNANDO VAL BERNAL,
Jefe del Departamento de Anatomia Patoldgica del Hospital Nacional
Marqués de Valdecilla de Santander y codirector de este proyecto,
quien sugirié la materia de investigacion y puso a mi disposicidn los

medios personales y materiales necesarios.

De manera muy especial al Prof. D. LUIS BUELTA CARRILLO,
Profesor Titular del departamento de Ciencias Médicas y Quirdrgicas
de la Universidad de Cantabria, gracias al cual descubri los secretos
de la histomorfometria 6sea, quien jamés regateé su competente

asesoramiento ni dudd en transmitirme su experiencia.

A MONSE FERNANDEZ, que con grandes dosis de paciencia me
ensefié las técnicas de laboratorio, y en numerosas ocasiones realizd
el procesamiento de las muestras, haciendo posible obtener el

rendimiento idéneo del material recogido.

Al Prof.D.JOSE ANTONIO SANCHEZ, Profesor Titular del
Departamento de Toxicologia y Legislacién Sanitaria de la Facultad

de Medicina de 1a UCM, que me cedid los medios técnicos necesarios



para la realizacién de las mediciones, y sin cuyo inestimable interés,

no hubiera sido posible finalizar este trabajo.

Al Dr.D.DAVID MARTINEZ HERNANDEZ, Jefe del Servicio
de Medicina Preventiva y Bioestadistica del Hospital Universitario del
Aire, que volcd su sabiduria estadistica en la resolucidon de los

problemas que en esta materia se plantearon.

Uno de los mayores problemas planteados a la hora de realizar
este trabajo fue, sin duda, la escasez de autopsias judiciales infantiles,
motivo por el que se precisaron algo mas de tres afios para recoger un
nimero de muestras suficiente. Es por ello que desde aqui, quiero
expresar mi agradecimiento a todos aquellos Médicos Forenses que
desde sus Juzgados y depésitos de cadaveres se acordaron de la
existencia de este estudio, en particular a los compafieros del Instituto
Anatdémico Forense de Madrid que se encargaron de recoger un gran
nimero de ellas, y especialmente al Dr.D.CARLOS TORTOSA
LASO, compafero y amigo sin cuya ayuda probablemente hubiera

desistido en mi labor.

Seria injusto no recordar la labor de constante apoyo y
comprension de mi esposa, SONIA, que durante los ultimos cinco
afios, ha compartido conmigo los momentos de esperanza y

abatimiento que, ciclicamente se han ido presentando.

Es inacabable la némina de compafieros y personas a las que debo

gratitud, que de alguna forma han colaborado activamente o han



"soportado” las diversas etapas del desarrollo del trabajo, algunos de
los cuales hoy me honran con su amistad. Es mas que probable que
los resultados obtenidos sean inferiores a lo que cabria desear con tan
estimables ayudas, aunque no es menos cierto que el empefio y el
tesén puesto en este trabajo compensen probablemente otras

limitaciones.



1 - INTRODUCCION



Introduccién 17

INTRODUCCION

El hueso, al igual que otros tejidos conectivos, se compone de
células, fibras y sustancia amorfa pero, a diferencia de ellos, sus
componentes extracelulares estdn calcificados, otorgidndole una
consistencia dura,” ideal para las funciones de soporte del cuerpo e
insercién de mausculos y tendones esenciales para la locomocion;
proteccion de 6rganos vitales de las cavidades toracica y craneal, y la
formacion de elementos sanguineos de la médula Osea. Ademas de
estas funciones mecéanicas, juega un valioso papel metabdlico como
depésito movilizable de calcio, necesario para la regulacidn
homeostatica de la concentraciéon de calcio y fésforo en la sangre y
otros fluidos del organismo.” Por iltimo, también actiia sobre el
mantenimiento del balance &cido-base, proporcionando tampones

adicionales, tras la respuesta respiratoria y renal.”
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1.1. MICROANATOMIA Y FISIOLOGIA OSEA

1.1.1. Organizacion funcional y estructural del hueso

El esqueleto presenta una estructura heterogénea. Como sabemos,
el hueso maduro adulto estd compuesto de una capa externa o hueso
cortical recubierta por el periostio, que se encuentra en mayor
proporcion en la didfisis de los huesos largos y superficie de los
planos, y una cavidad medular interna que contiene proporciones
variables de hueso trabecular y médula dsea,” limitado a la regidén
metafisaria de los huesos largos y sobre todo entre ambas corticales

de los huesos planos y cortos.

El 80 % de la masa Osea, corresponde a hueso compacto o
cortical, y el 20 % restante, corresponde a hueso esponjoso O
trabecular.® Ademas de las diferencias obvias de su apariencia
macroscOpica, existen otras muchas particularidades que distinguen
uno de otro debido fundamentalmente a encontrarse bajo diferentes

influencias fisiologicas.

El hueso cortical estd compuesto en su mayor parte por sustancia
intersticial mineralizada o matriz 6sea, formando unidades cilindricas
denominadas osteonas o sistemas haversianos que aparecen en las

secciones transversales como anillos concéntricos con un orificio
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central de unos 30 a 70 um de didmetro que contiene un vaso
sanguineo y tejido conectivo, y en secciones longitudinales como

bandas paralelas al canal vascular.”

Los canales haversianos se hallan conectados unos a otros y
comunicados con la superficie libre y la cavidad medular mediante
conductos que adoptan una direccién transversal u oblicua,
denominados canales de Volkmann.* En la superficie de estos canales
centrales (Superficie Haversiana) pueden visualizarse células
destructoras y formadoras de hueso, indicando la actividad de
formacion o reabsorcion dentro de la unidad, realizandose su

remodelacion internamente.”

A partir de los 6 meses de edad,” estos canales centrales se
encuentran rodeados por ldminas organizadas concéntricamente de
hueso lamelar de 3 a 7 um de espesor” que contienen osteocitos
organizados regularmente en sentido coaxial. Estos osteocitos se
Jocalizan dentro de cavidades lenticulares o lagunas, rodeados de
matriz Osea, total o parcialmente calcificada, encontrandose unidos a
través de procesos citoplasmaticos, a todos los niveles de la osteona,™
a través de los canaliculos que forman un sistema continuo de
cavidades interconectadas, asegurando la nutricién esencial de las
células Gseas. Entre los sistemas haversianos hay fragmentos de hueso

laminar de tamafio variable y forma irregular,” el hueso laminar
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intersticial, que representa restos de osteonas incompletamente
reabsorbidas con anterioridad, interpuestas entre osteonas

histolégicamente intactas.

El hueso trabecular, por su parte, estd envuelto en grasa y tejido
medular y compuesto de ldminas denominadas trabéculas, cuya
orientacion viene determinada por las cargas aplicadas al hueso.™
Cada trabécula, cuyo grosor medio suele ser menor de 0,2 mm., esta
compuesta por un grupo de segmentos angulares, cada uno de los
cuales estd formado por bandas paralelas de hueso laminar,
constituyendo los paquetes trabeculares u osteonas trabeculares,
funcionalmente anilogas a las osteonas corticales.™ Son remodeladas
esencialmente por su superficie y no suelen verse atravesadas por
vasos sanguineos.™” En un corte de hueso trabecular, las osteonas
abiertas muestran su superficie endosteal con células formadoras y
reabsortivas de hueso y su producto, las bandas de osteoide y lagunas

de reabsorcion.™

1.1.2. Matriz Osea

La sustancia intersticial del hueso posee dos componentes
mayoritarios, matriz organica y sales inorganicas, cada una de las

cuales comprende aproximadamente el 50% de su peso seco” (durante
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el crecimiento la cantidad de material organ,
permanece relativamente constante, per

disminuye y la proporcién de hueso miner

ico por unidad de volumen
p la cantidad de agua

al aumenta, llegando a un

maximo aproximado de un 65% del peso sgco magro del tejido en los

adultos)."”

La matriz organica esti compuesta en un 95% de fibras

colagenas” embebidas por sustancia fundam

que contribuye a la adhesion de las fibra

proteinas entre las que se encuentran

osteocalcina,” de extraordinario interés en

Su principal componente, el coldgeno 6
de tipo I, con dos bandas «, y una «,
colageno del cartilago, o de la piel,” en
transversalmente de 50 a 70 nm de didmetr
aminoacidos componentes es la hidroxiprg
hueso no es reutilizada, motivo por el que

bioldgico especifico de destruccién dsea.”

Diferentes estudios realizados sobre la
sustancia extracelular han demostrado la

glucosaminoglicanos, identificando al m

ental de caracter protéico,
5 colagenas, formada por
la osteonectina,”™ y la

la mineralizacion ésea.

5€0, €s predominantemente
que le hace diferente del
forma de fibras estriadas
p.” Uno de sus principales
rlina, que al liberarse del

se considera un marcador

composicién quimica de la
presencia, asi mismo, de

enos tres aminoazucares:
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condroitin sulfato, queratin sulfato y acido hialurénico.”

La materia inorganica consiste en depésitos submicroscépicos de
una forma de sulfato cilcico muy similar, pero no idéntica, a la
hidroxiapatita mineral. El mineral 6seo es probablemente depositado
inicialmente como fosfato célcico amorfo y posteriormente
reconvertido en hidroxiapatita cristalina. En su fase final el fosfato
calcico adopta la forma de delgadas placas cristalinas de 1.5 a 3 nm
de espesor y unos 40 nm de longitud, situadas sobre y dentro de las
fibras coldgenas de la matriz, que se hallan regularmente depositados

a intervalos de 60 a 70 nm a lo largo de las fibras.”

El hueso mineral contiene ademas cantidades significativas de ion

citrato y carbonato, magnesio y sodio.”

Si el hueso es expuesto a soluciones 4acidas o agentes quelantes, las
sales inorgénicas se eliminan. El hueso desmineralizado pierde su
dureza pero es aun muy resistente y flexible, conservando su
morfologia macroscOpica y una apariencia cercana a Ia normalidad
microscopica. Por otro lado, si se extraen los constituyentes organicos
del hueso, €l sustrato inorgénico conserva la morfologia macroscopica
y, en cierta manera, su topografia microscdpica, pero es tan fragil
como la porcelana. Por tanto, queda claro que la dureza del hueso

depende de sus constituyentes inorgdnicos, mientras su gran
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resistencia y elasticidad, reside en su matriz organica, particularmente

en el colidgeno.”

1.1.3.- Células Oseas

Podemos diferenciar cinco tipo celulares diferentes: células
osteoprogenitoras, osteoblastos, osteocitos, osteoclastos y células de
revestimiento 6seo, de los cuales, los cuatro primeros pueden

encontrarse durante la fase activa de crecimiento.

Células osteoprogenitoras.- Al igual que otros tejidos conectivos, el
hueso se deriva del mesénquima embrionario.” Tras el nacimiento se
mantiene una poblacion de células relativamente indiferenciadas con
capacidad de mitosis y de desarrollar una especializacion estructural

y funcional.

Poseen una coloracién palida, micleo oval o alargado y citoplasma
ligeramente aciddfilo o débilmente baséfilo. Se encuentran a nivel de
las tres superficies dseas: en el endostio, en la capa més interna del
periostio, tapizando los canales haversianos y scobre las trabéculas de

matriz cartilaginosa en las metafisis de los huesos en crecimiento.
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Existen dos tipos de células osteoprogenitoras,” las aplicadas a la
formaciéon de células productoras de hueso (preosteoblastos),
derivadas de células del estroma medular, o de células reabsortivas
(preosteoclastos) del sistema mononuclear fagocitico,® circunstancia

ésta discutida, como veremos con posterioridad.

Osteoblastos.- Los osteoblastos son células con un solo micleo y
citoplasma baséfilo.” Principales células productoras de hueso, tienen
capacidad de sintetizar todos los constituyentes del colageno 6seo y de
la sustancia fundamental,™ conectados unos a otros por pequefios y
delgados procesos citoplasméticos, existiendo una cierta correlacion
entre el momento de formacion ésea, incluyendo la mineralizacién, y
los cambios morfologicos sufridos por los osteoblastos, adoptando
éstos una morfologia ciibica o globulosa durante la fase de actividad

y delgada durante el reposo.™

Osteocitos.- Cuando los osteoblastos han concluido el depésito de la
matriz, aproximadamente el 10% de ellos se ven atrapados por el
frente de avance del hueso y se rodean, al principio parcialmente y
mas tarde de forma completa, por la matriz, convirtiéndose en

osteocitos.”

Su cuerpo celular es delgado, delimitando el borde de la cavidad

lenticular que ocupan, y tienen procesos celulares que atraviesan la
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matriz por canaliculos, conectando unos con otros y formando un

sincitio entre ellos y con los osteoblastos de la superficie trabecular.™

No se conoce el preciso papel desempefiado por los osteocitos en
el metabolismo esquelético. Durante un tiempo, el concepto de
osteolisis osteocitica, proceso fisiolégico por el cual la matriz Gsea de
las inmediaciones de las lagunas osteociticas se modifica y las sales
minerales son reabsorbidas, hizo pensar que los osteocitos jugaban un
activo papel en el intercambio del calcio del hueso a la sangre!'*!*
participando, por tanto, en la regulacidon homeostitica de su
concentracidon en los fluidos del organismo.” Sin embargo, este
concepto no estd muy aceptado hoy en dia por los investigadores de
este drea.”"™ Por otra parte, algunos autores opinan que los osteocitos
participan en la regulacién de otros tipos celulares, y al liberarse de

sus lagunas durante los periodos de reabsorcion dsea, pueden retornar

a células osteoprogenitoras.”

Osteoclastos.- Los osteoclastos son células grandes, generalmente
multinucleadas, con citoplasma ligeramente acidofilo y en su
superficie de contacto con el hueso muestran un fruncido caracteristico
de la membrana celular, presentandose dentro, o en las proximidades,
de lagunas de reabsorciéon o lagunas de Howship. Su origen es
discutido; para algunos autores®™™ nacen por unién de monocitos

sanguineos, circunstancia discutida por Chambers,* mientras que
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referencias bibliograficas mas actuales sitdan su origen a partir de
precursores pertenecientes al sistema mononuclear - fagocitico. Estas
células son responsables de la descomposicién de la matriz 6sea

durante los procesos de formacion y remodelacién Gsea.

Células de revestimiento.- Son células muy planas y alargadas con
nicleo fusiforme que se encuentran en la mayoria de las superficies

del esqueleto adulto.

Se cree que derivan de precursores osteobldsticos u osteoclasticos

que han finalizado su actividad de diferenciacién.”

1.1.4.- Hueso Laminar y Plexiforme

Dos tipos de hueso puden identificarse a nivel microscopico: el

hueso laminar, y el plexiforme.

El hueso laminar representa el principal tipo de hueso en el
esqueleto maduro. Estd compuesto por células y bandas de colédgena
ordenadas paralelamente. Las lagunas osteociticas en el hueso laminar
estdn uniforme y regularmente distribuidas y contienen células

relativamente monomorficas.
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El hueso laminar usualmente se forma por aposicién a una
superficie existente. Para la formacién del hueso laminar, los
osteoblastos asumen una orientacion tridimensional diferente en
coordinacién con los osteoblastos vecinos, y forman una banda
continua de hueso en un sentido unidireccional. El depdsito de
colagena muestra un patron de ordenamiento laminar con bandas
circulares alternando con otras longitudinales. Este patron es el

reponsable de la birrefringencia bajo la luz polarizada.™

En contraste, el hueso plexiforme se compone de bandas de
coldgena organizadas de forma libre y aleatoria, formado por una
masa irregular y no polarizada de protocoldgena elaborada por los
osteoblastos que quedan sepultados en la matriz producida
convirtiéndose en osteocitos.®” La matriz presenta una estructura
desordenada de tejido entrelazado, careciendo de la birrefringencia

tipica del hueso laminar a la luz polarizada.

El hueso plexiforme se encuentra en el esqueleto embrionario y en
el hueso cortical y esponjoso en estados de crecimiento réapido,
reposicién, o alto recambio éseo o turnover (volumen de hueso
preexistente que es cambiado por hueso nuevo, por unidad de tiempo).

Es reemplazado, en el esqueleto normal, por el hueso laminar tras la
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conclusidn del crecimiento. Se ve en condiciones patolégicas como la
Enf. de Paget,” formacion de callos de fractura™ y osteitis fibrosa
quistica debida a hiperparatiroidismo primario o secundario.” En
adultos, el hueso plexiforme es indicativo de formacidn rapida
incontrolada y de alto recambio de hueso debido a otros factores

locales o sistémicos, no constituyendo nunca un hallazgo normal.™

1.1.5.- Modelado y remodelado Oseo

Con el fin de asegurar la integridad mecdnica del esqueleto el

tejido 6seo estd sometido a una renovacion constante.

Los procesos dinamicos que sufre el tejido 6seo, durante esta

renovacion son:

Crecimiento
Modelado

Remodelado

Estos tres periodos actian bajo diferentes controles, condicionados
por diversos factores tales como el sexo,” la edad,*®**7 =™ ¢]
ejercicio fisico,™™ ™ factores genéticos' o estacionales,™ entre otros,

aunque mediados por los mismos tipos celulares,” y las alteraciones
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sufridas en cada una de estas fases conducen a distintos sindromes

clinicos.™

El hueso siempre se origina por sustitucion del tejido conectivo
preexistente, reconociéndose dos modos diferentes de osteogénesis;
cuando la formacién 6sea se produce directamente sobre el tejido
conectivo (osificacion intramembranosa), y cuando se produce sobre

cartilago (osificacion endocondral).”

Podemos diferenciar, por tanto, dos tipos de crecimiento éseo,
longitudinal y por aposicién. El primero ocurre por osificacién
endocondral, finalizando al concluir el desarrollo del individuo, y es
caracteristico de los huesos de la base del craneo, columna vertebral,
pelvis, y extremidades; mientras que el segundo tiene lugar por
aposicién desde el periostio de nuevo hueso y reabsorcién endosteal
del antiguo, propio de ciertos huesos planos del crdneo como el

frontal, parietal, temporal, occipital y parte de la mandibula.”

El modelado da forma al hueso en su crecimiento durante la
infancia y adolescencia, hasta el cierre epifisario.* Mientras el
crecimiento produce un incremento neto de la masa 4sea, el modelado
es responsable del tamafio y forma del hueso, proceso que se
desarrolla con un grado de aposicion de hueso nuevo bastante

acelerado (entre 2 y 30 veces el normal).”
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En este proceso intervienen los mismos tipos celulares que durante

el remodelado, reabsorbiendo y reemplazando el tejido éseo conforme

a un "modelo preprogramado”, que permite reconocer, en cualquier

momento del desarrollo, 1a morfologia propia de cada hueso.”

El remodelado se encarga de la renovacién y reparacion, y
comprende los procesos dindmicos del esqueleto (reabsorcion seguida
de sintesis de nueva matriz 6sea y su consecuente mineralizacion) ***
después del cierre de los discos de crecimiento epifisario, mediante el
cual el tejido 6seo envejecido es sustituido por tejido 6seo joven.™
Este proceso es necesario para praducir y mantener el hueso
biomecdnica y metabdlicamente eficaz, y es continuo a lo largo de la

vida adulta.

Modelado y remodelado difieren en varios aspectos
fundamentales:™

- La reabsorcién y la formacidn jactdan principalmente sobre

diferentes superficies Oseas sin reldcion espacial.

- No hay relacioén de acoplamiento (temporal) entre ellas.

- El modelado implica una continua actividad en la misma

superficie, sin interrupcién, durante un largo periodo de tiempo,

mientras en el remodelado cada superficie estd sujeta a repetidos

ciclos de reabsorcién, formacién y

reposo.

- Durante el periodo de crecimiento, al menos toda la superficie
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peridstica y enddstica es asiento de procesos de formacién o
reabsorcion durante todo el tiempo, mientras que durante el
remodelado s6lamente una pequeiia fraccion de superficie es activa
en cualquier momento.

- El modelado produce una ganancia neta de volumen y masa
Osea, mientras el remodelado 0 no produce cambios o produce

pérdida de los mismos.

Un ciclo de remodelado dura unos 4 meses, desarrollandose en
tres fases:'"
Reabsorcion
Reposo o Inversion

Formacién

Reabsorcion

Se inicia con la aparicion de osteoclastos sobre la superficie 6sea
que va a ser remodelada, consecuencia de la activacion de las células
progenitoras, que excavan el hueso subyacente desplazandose sobre el
tejido 6seo, mediante un movimiento de vaivén. La superficie de
reabsorcion que cada osteoclasto abarca mediante estos
desplazamientos se conoce con el nombre de dominio osteoclastico,
cuya extension es de 1,5 a 3 veces mayor que la superficie de

contacto de la célula con el hueso.™*
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El mecanismo exacto por el cual acoplan la degradacion
simultdnea de la matriz orgéanica y la disolucién del hueso mineral
parece estar mediado por la producciéon de hidrogeniones (H°),
favorecedora de la solubilidad de los minerales, por la accién de la
anhidrasa carbdnica,*® presente en los osteoclastos,” y de
colagenasas, proteoglicanasas, acido hialurénico y otras enzimas

destructoras del colageno y la sustancia fundamental. ™

En el hueso esponjoso, la reabsorcion se limita, generalmente, a
la superficie sobre un frente relativamente amplio, miemtras que en
el hueso cortical, progresa formando galerias tras un cono de incision

de osteoclastos.™

La fase de reabsorcion de un ciclo es de 3 semanas y el espesor
de la capa de hueso que se reabsorbe oscila entre 50 (hueso

esponjoso) y 100 micras (hueso compacto).'

El mecanismo preciso del cese de esta fase osteocldstica no es
conocido, aunque recientes estudios sugieren que los osteoclastos
sufren cambios morfoldgicos coincidentes con la reduccion de
actividad degradativa del hueso en presencia de un incremento de la
concentraciéon extracelular (v consecuentemente intracelular) de i6n

calcio. ™™
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Reposo o inversion

Sobreviene entonces una fase inactiva, de 1 a 2 semanas de
duracién,™ durante la cual se cree que los osteoclastos degeneran en
una variedad de células mononucleadas dentro de las lagunas de

reabsorcion.”

Formacién

Una vez finalizada la fase de reposo, los osteoblastos revisten la
cavidad labrada por los osteoclastos. Estas células rellenan con hueso
nuevo la zona previamente excavada en una cantidad igual al volumen

de hueso reabsorbido por los osteoclastos.™"

El proceso de formacion dsea sigue cuatro fases
fundamentales:"

- Diferenciacion osteoblastica a partir de las células
mesenquimatosas.

- Depésito de matriz y mineralizacién subsiguiente.

- Formacién de una red de hueso inmaduro (plexiforme)
trabecular.

- Substitucién del hueso inmaduro por hueso secundario, que es
reabsorbido para formar médula 6sea o convertido en hueso
cortical primaric mediante relleno de los espacios

intertrabeculares.
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El hueso se forma por los osteoblastos en dos etapas sucesivas:
formacion de la matriz u osteoide,™* seguida de mineralizacién,”

ambas dependientes de la funcidén osteoblistica.

Los osteoblastos activos depositan el osteoide sobre el hueso
preexistente hasta formar un ribete de 8 a 10 micras de espesor
medio." Tras la sintesis de los componentes propios de la matriz
organica, los reservorios mitocondriales de calcio y fésforo van a salir
formando parte de las vesiculas extracelulares de la matriz y, debido
a la riqueza en fosfolipidos de sus membranas, van a copular al calcio
y fosforo para formar los complejos de calcio-fosfolipidos-fosfatos
(Ca-P1-PO,) de gran importancia en la mineralizacién,” requiriéndose,
ademds de adecuadas concentraciones de calcio y fésforo, nicleos de
inicio de la formacién de cristales y matriz calcificable libre de

substancias inhibitorias.”

En las zonas de aposicidn activa, el osteoide esta en forma de
bandas revestidas por osteoblastos activos, produciéndose la sintesis
de la matriz y la mineralizacion en la misma proporcion, por lo que
el espesor de la banda de osteoide permanece constante. Este espesor
disminuye en los lugares de bandas de maduracién, donde los
osteoblastos son progresivamente menos activos causando depresion
de la mineralizacion precedido de una disminucion de la sintesis de la

matriz."”
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El periodo de tiempo que transcurre entre la formacién de osteoide
y la primera fase de su mineralizacién (mineralizacién primaria) se
denomina "tiempo medio de retardo de la mineralizacion” o mean
mineral lag time", y tiene una duracién de 10 a 20 dias.” La
mineralizacion primaria se inicia en la interfase entre el osteoide y
el hueso mineralizado preexistente y avanza hacia la superficie a lo
largo de un plano de barrido de 2 a 3 micras de espesor. Este plano,
integrado en parte por mineral amorfo, se denomina frente de
mineralizaciéon. A medida que este frente se desplaza, va dejando,
tras de si, matriz 6sea mineralizada mediante la formacion de cristales
de hidroxiapatita. Por consiguiente, siempre que exista mineralizacion
activa, el frente de mineralizacion se sitiia entre el osteoide y el hueso
mineralizado. La mineralizacion primaria es controlada activamente
por los osteoblastos. Mediante este proceso el hueso nuevo alcanza en

pocos dias un 70% de la maxima densidad mineral posible.*

Una vez completada la mineralizacién primaria, el hueso nuevo
contimia incrementando su densidad mineral, pero a una velocidad
mucho menor. Este proceso se denomina mineralizacion secundaria,
dura de 3 a 6 meses y finaliza cuando el hueso alcanza una densidad
mineral maxima del 90 al 95% . La mineralizacion secundaria se
efectiia mediante la difusion pasiva de iones minerales, desde la
médula Gsea hacia el hueso trabecular, o desde los canales de Havers

y de Volkmann hacia el hueso cortical.



Introduccién Microanatomia y Fisiologia Osea 36

La superficie que une el hueso preexistente con el hueso nuevo se
denomina superficie de inversién,® puesto que indica el plano donde
el proceso de reabsorcién fue substituido por el de formacién. Esta
superficie se identifica en los cortes histolégicos como una linea
ondulada y ligeramente baséfila que indica el limite maximo de

penetracion de los osteoclastos en el espesor del tejido dseo.

La formacién de tejido 0seo no es continua, sino que sufre
interrupciones transitorias. La superficie que indica el limite entre el
hueso depositado durante un periodo de actividad y el hueso
depositado durante el periodo siguiente, se denomina superficie de
parada.”” Esta superficie se identifica en los cortes histoloégicos como
una linea basofila lisa (la superficie de inversion da lugar a una linea

ondulada). El nimero de superficies de parada aumenta con la edad.

Las superficies de inversién y de parada reciben el nombre
genérico de superficies de cemento, puesto que unen entre si
elementos estructurales del hueso,” y se corresponden con el limite
mas externo de los sistemas haversianos secundarios, son pobres en

colageno y no son atravesadas por canaliculos.”

La fase de formacidn, incluyendo los periodos de inactividad

transitoria, dura unos 3 meses (hueso trabecular y cortical).”



Introduccion Microanatomiay Fisiologia Osea 37

H.Frost™ propuso un concepto similar a la fisica cuantica (segin
la cual la energia no se transfiere de manera continua, sino en
pequeiios pasos 0 cuantos), para describir el remodelado 6seo. Cada
cuanto de actividad remodeladora fue denominado como Unidad
Basica Multicelular (BMU), y consiste en cada fragmento de hueso
existente reabsorbido por osteoclastos, dentro de cuya cavidad
formada es producido hueso nuevo hasta que el defecto es mas o
menos completamente reparado," indicando a la vez la unidad basica
multicelular y metabdlica. Para evitar esta ambigliedad
denominaremos al conjunto de osteoclastos y osteoblastos que actilan
en coordinaciéon para completar un ciclo de remodelado Unidad de
Remodelado Oseo (BRU). El resultado final de cada ciclo es una
nueva Unidad Estructural Osea (BSU).*

En el hueso compacto o cortical, los osteoclastos, a partir de los
canales de Havers, o de Volkmann, excavan tineles que después
rellenaran los osteoblastos para dar lugar a nuevas BSU corticales u
osteonas, de forma cilindrica y centradas por un nuevo canal de

Havers.

En el hueso esponjoso, los osteoclastos, a partir de la superficie
trabecular, dan lugar a excavaciones poco profundas y de base ancha
que a continuacién seran rellenadas con hueso nuevo por los

osteoblastos. Como resultado de este proceso se formaran nuevas BSU
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trabeculares (paquetes trabeculares u osteonas trabeculares),” que
pueden adoptar dos conformaciones diferentes. Las osteonas de clase
A poseen las mismas caracteristicas estructurales que las corticales,
y muestran el mismo patrén de remodelamiento, en la que el tejido
laminar circunferencial adopta una morfologia redondeada, ovalada o
serpenteante alrededor del canal. Las osteonas de clase B, consisten
sobre todo en cavidades de reabsorcion, no rodeadas de tejido laminar

circunferencial."”

Pero para que esta secuencia de remodelado tenga lugar de manera
ordenada, ha de haber un acoplamiento entre la formacién y la
reabsorcion, balance del que depende el crecimiento y desarrollo del
esqueleto, la regulacién del volumen é6seo y la reparaciéon del

esqueleto tras un insulto traumatico o infeccioso.

Han de elaborarse con este fin ciertos factores, bien por el hueso,
bien por los propios osteoclastos, durante la fase de reabsorcion, con
una accién, no sélo supresora de la actividad osteoclastica, sino
también estimuladora de la diferenciacién y activacién osteoblastica.
Varios factores de crecimiento han sido descritos como potenciales
agentes acoplantes,” probablemente liberados durante el proceso de
reabsorcién osteocldstica, aunque ain no han sido demostrados ““in

Vivo>> '199
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En este mismo sentido, debe existir un acoplamiento inverso, en
el cual los osteoblastos actian como células diana de agentes

estimulantes de la reabsorcion, controlando Ia activacion osteocléstica.

Los principales agentes involucrados en este control hormonal del
remodelamiento son:
Paratohormona (PTH).- La principal accién de la PTH es el
aumento de la resorcién o¢sea, por via de los osteoblastos,**
aumentando la actividlad y namero de los osteoclastos (por
estimulacion de sus precursores).” Por otro lado, altas concentraciones
de PTH disminuyen la actividad de los osteoblastos y la sintesis de

colageno 6seo,” y sobre los osteocitos induce una mayor actividad."

Calcitonina.- Tiene una accion inhibidora especifica de los
osteoclastos,* aumenta la sintesis de proteoglicanos,” la de colageno
6se0” y otros componentes de la matriz 6sea, y facilita el desarrollo
de los condrocitos,” por 1o que no sélo tiene un efecto inhibidor de
la reabsorcién, sino también estimulador de la formacion y

mineralizacion del hueso.

Vitamina D .- En general tiene una accién favorecedora de la
mineralizacién.” El 1,25-(OH),-D,, es considerado el metabolito més
activo de la vitamina D.”* Como la PTH, parece promover la

3

diferenciacion de precursores osteoclasticos en osteoclastos activos,
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inhibe la sintesis de coldgeno 6seo, indicativo de la inhibicién de la
actividad osteoblastica®” y aumenta la reabsorcién® probablemente

en dependencia de la presencia de PTH.

Glucocorticoides.- Estimulan la reabsorcion ésea <<in vivo>> y
actian sobre los osteoblastos disminuyendo la sintesis de colageno,*”
motivando una menor formacién 6sea,”® quiza induciendo una
disminucién de la absorcion de calcio intestinal,” con el incremento

subsiguiente de PTH.™

Hormonas gonadales.- Desde hace tiempo se sabe que los estrogenos
protegen de la destruccion 6sea.*™***™ Tanto los estrégenos como los
andrégenos parecen cumplir un importante papel en la maduracién
esquelética de los individuos en crecimiento, habiéndose demostrado
la existencia de receptores con alta afinidad para ambos esteroides

sexuales en los osteoblastos.”*

Factores de crecimiento y citokinas.- Existe un elevado niimero de
factores de crecimiento y citokinas,” secretados por las células dseas
(IGF-1, IGF-II, TGF-B8, FGF,,...) o por tejidos relacionados con el
hueso, como el cartilago (IGF-1, TGF-8,...), o la sangre (IL-1, TNF,
Gamma Interferén,...) de los que actualmente se conocen sus efectos

potenciales sobre la reabsorcion y formacion.”**
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1.2.- METODOLOGIA DE LA HISTOLOGIA DE HUESO
MINERALIZADO

El examen histologico del tejido anormal es frecuentemente
esencial para precisar un diagnéstico, y de hecho la biopsia ha liegado
a representar una parte integrante de la practica médica. Mientras la
biopsia 6sea ha sido durante décadas un procedimiento de rutina para
la identificacion de lesiones Oseas localizadas, en la actualidad se
utiliza frecuentemente en la valoracién de la enfermedad metabdlica
del hueso (MBD), y como herramienta de investigacion, 1a histologia
Osea ha contribuido inmensamente al entendimiento de la patogénesis

y al estudio de los efectos de diversas formas de terapia de la MBD.*

No obstante, la evaluacién histologica del hueso se ha visto
limitada durante muchos afios debido a las formidables dificultades
técnicas con que se ha encontrado. Antes de 1.960, los histologos y
patdlogos examinaban el hueso esporddicamente en comparacién con
el resto de los tejidos, y cuando lo hacian tenfan un importante
inconveniente, porque normalmente el primer paso para la preparacién
del tejido tras su fijacion era la descalcificacion, o eliminacion de su
principal componente, el mineral (por medio de soluciones é4cidas),
con el fin de obtener un tejido lo suficientemente blando que, después
de ser incluido en parafina, pudiera ser cortado de manera rutinaria

junto a las muestras procedentes de otros Organos.
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Ademads, debido a la resistente naturaleza del tejido dseo era dificil
preparar secciones delgadas, de suficiente buena calidad para
mantener las relaciones tisulares.” Esto dificultaba el rigor en el
estudio microanatémico de las estructuras 6seas, y hacia practicamente
imposible apreciar los procesos dindmicos que de manera continua se

producen in vivo, sin hablar de la posibilidad de medirlos.

De acuerdo con Serrano,” esta técnica resulta completamente

inadecuada para el estudio de la (MBD) puesto que:

1.- No permite distinguir el hueso mineralizado del que no lo esta.

2.- Produce, en la mayoria de los casos, fendmenos de retraccidn en
la interfase hueso/médula 6sea, que dificultan o imposibilitan la
evaluacion de las células que intervienen en el remodelaje Oseo.

3.- Imposibilita el estudio de la dindmica 6sea mediante €]l marcaje

con tetraciclinas.

Por consiguiente, para que el estudio histologico del tejido dseo
nos proporcione informacién 1til en el diagndstico e investigacion de
las enfermedades generalizadas del hueso, es necesario que no haya

sido descalcificado previamente.™
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1.2.1.- Biopsia dsea

Localizacion de la biopsia

Dado que las enfermedades metabdlicas Gseas son expresion de
trastornos sistémicos del esqueleto, el lugar de eleccién de la biopsia
Osea ha de proporcionar material representativo de los cambios que

tienen lugar en el conjunto del esqueleto.

En este sentido, sabemos que diferentes localizaciones (columna
vertebral, cresta iliaca, cuello femoral,...) proporcionan valores
diferentes para los mismos pardmetros histomorfométricos, e incluso
diferentes areas de la cresta iliaca pueden mostrar pronunciadas
variaciones™*" dependiendo del pardmetro y diagnéstico” como

veremos con posterioridad.

Varios factores se invocan a la hora de determinar el lugar de
eleccién para la toma de la biopsia:*™
- Facilidad de acceso.
- Eleccién de un area donde hay recambio 0seo activo.

- Adecuada cantidad de hueso trabecular.

El lugar de eleccion para la biopsia 6sea debe contener ambas
corticales y hueso esponjoso. Primero, porque la presencia de las

corticales permite el adecuado reconocimiento de la cavidad medular,
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utilizado como referencia para muchos de los parametros
morfométricos, y segundo, porque la actividad dentro del cortex y en
la region subperidstica puede valorarse y compararse con la del hueso
trabecular.” Debido a ello, en el pasado,” e incluso actualmente en
numerosos trabajos de histomorfometria aplicada a la prictica
forense™™ se ha venido utilizando con frecuencia, como lugar de
eleccién, la costilla. Las piezas de costilla proporcionaban una buena
muestra de hueso cortical y dado que los paquetes de remodelado
estaban orientados en el eje longitudinal de la costilla se obtenia la

muestra por seccion transversal.

Sin embargo, ante la escasez de tejido trabecular de la costilla y
mejor accesibilidad de la cresta iliaca que implica menores
complicaciones, es éste ultimo el lugar méis comin de obtencién de
biopsias 6seas,™™ habiendo suplantado actualmente a la biopsia costal.”
Hay menos pacientes disconformes, no se amenaza ninguna cavidad
corporal, es menos peligrosa, y no requiere un cirujano
experimentado. Ademads es una localizacidn mdas adecuada por la
evidencia de que su estructura y dinimica se modifican paralelamente

con las del resto del esqueleto,” unido a su escasa morbilidad.*

Los factores locales que ejercen influencias sobre el recambio
Oseo, tales como la orientacion, tension y fuerzas ejercidas por los

10

grupos musculares, son minimas a nivel de la cresta iliaca anterior.
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En este sentido, estudios comparativos entre la cresta iliaca y otros
lugares de muestreo, revelan diferencias en los valores absolutos para
el volumen 6seo y grado de aposicion mineral, aunque existe una
buena correlacion entre algunos parametros en la cresta iliaca y

vértebras,*™" tibia o fémur.**

Lugar de obtencion

CORTICAL BONE

TRABECULAR BONE

BIOPSY SITE FOR
T IUAC-CREST APPROAGH

SUPERIOR BORDER OF
IUAC CREST

0 DRILLED BONE SPECIMEN
& .~ WITHN THE TREPHINE

?}% INNER DRILLING TREPHIN
;;n‘i;%w
- , OUTER SLEEVE

OUTER CORTEX
TRABECULAR BONE

INNER CORTEX

Figura 1.1.- Detalle de dos tipos de biopsia fliaca (Recker)

Las dos técnicas mas recomendables para biopsiar el hueso iliaco
son la biopsia vertical a través de la cresta iliaca y la biopsia
horizontal de tipo transiliaco,™* siendo ésta tltima la preferida en la

mayoria de los casos. (Figura 1.1)



Introduccién Metodologia de la histologia de hueso mineralizado 46

Se admiten, por lo general, dos localizaciones estindar para la

préctica de la biopsia transiliaca. (Figura 1.2)

/ ILIAC CREST BORDER

LINE OF INCISION FOR
TRANS-ILIAC APPROACH

SITE OF TRANS ILIAC BIOPSY

31 ~——CORTICAL BONE
Tmm BONE BIOPSY CORE

;‘i 1-11.5 cm

\ TRABECULAR BONE
ANT. SUP. ILIAC SPINE

Figura 1.2.- Detalle de dos tipos de biopsia iliaca (Recker)

Estos lugares se definen como un punto situado a 2cm. por detras
de la espina iliaca anterosuperior, o el centro de un tridngulo de Scm.
de lado (Triangulo de Bordier) situado en la parte anterior del ala
iliaca.” En este 0ltimo caso, estudios llevados a cabo por Bullough,”
parecen demostrar mejores resultados cuando el tamafio de dicho

tridngulo es proporcional a la talla del individuo, y por lo tanto, al
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tamarfio de la cresta iliaca, correspondiendo la longitud de sus lados a

una cuarta parte de la longitud anteroposterior de la cresta iliaca.

La mayoria de los parametros obtenidos de la valoracién de
biopsias verticales, son significativamente mais altos que en las
biopsias horizontales, salvo la masa 6sea trabecular, que permanece
constante, y el didmetro medio trabecular, que muestra valores
inferiores. Las diferencias entre localizaciones superiores o
inferiores ha de tenerse en cuenta cuando se trate de biopsias
horizontales, tendiendo los valores de los pardmetros a ser menores
en las localizaciones inferiores, con diferencias significativas para el
volumen osteoide, grosor de las bandas de osteoide y fraccién de
superficie trabecular recubierta por osteoide. No se han observado
variaciones, sin embargo, en cuanto a la localizacion anterior o
posterior de las biopsias verticales. No se han evidenciado variaciones
tampoco, en los parametros estructurales tales como la masa de hueso
trabecular, diametro medio trabecular, volumen de osteoide, superficie
trabecular recubierta por osteoide, y grosor medio de las bandas de
osteoide, en muestras obtenidas de localizaciones contralaterales
(izquierda - derecha), de la cresta iliaca, aunque si en los parametros
celulares tales como el indice osteoclistico o superficie de
reabsorcién, que son significativamente mayores en la cresta iliaca

derecha.™
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Tamaiio de la muestra

En cuanto al tamafio de la muestra, mientras que muestras de
3mm. de didmetro son suficientes para diagnésticos cualitativos, no
observandose diferencias en cuanto a la produccion de artefactos tales
como microfracturas, desgarros, solapamientos o arrugas con respecto
a las muestras de 5Smm. de didmetro,” numerosos trabajos coinciden
en que biopsias de Smm. de diametro son suficientes para cuantificar

los pardmetros histomorfométricos."

1.2.2.- Técnica de procesado

Si el primer paso importante es conseguir una buena pieza de
biopsia, cada uno de los pasos siguientes referentes a la seccién

histolégica, son de la mayor importancia.

Las razones para evitar la descalcificacion son obvias y
numerosas; la mas importante es la conservacion de las diferencias
entre el hueso calcificado y no calcificado (osteoide) de cara a que sea
posible diagnosticar y medir las alteraciones en el proceso de
formacién y/o mineralizacion del hueso. Asi mismo, la Optima
conservaciéon de la estructura celular y la minima reduccién de la
médula dsea para evitar artefactos en la unién entre hueso y médula,

son también de la mayor importancia.’
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El uso de medios duros de inclusidn y de microtomos especiales,
ha permitido cortar el hueso sin descalcificar y, con ello, muchos
tipos de estudios que no era posible desarrollar con anterioridad. Con
la introduccién de derivados celuldsicos pléasticos como la celoidina,
se inicidé la inclusién del hueso en estos materiales, aunque fueron
necesarias posteriores modificaciones tales como la inclusién de
aditivos para los monémeros plasticos, que afectaran a los procesos
de endurecimiento, consiguiendo bloques de plastico de practicamente
la misma dureza que el propio hueso. Microtomos del tipo "Sledge"
o "Heavy Duty" equipados con cuchillas de diamante o carbono de
tungsteno, previamente utilizados con propésitos industriales en
metalurgia, fueron otros de los pasos complementarios, necesarios en

110

la investigacion de técnicas de histologia de hueso mineralizado.

Sin embargo, la naturaleza de numerosos fijadores, agentes
deshidratantes y medios de inclusién que preservan la morfologia de
las estructuras Oseas alteran muchos de los componentes bioquimicos,
por lo que actualmente se utilizan técnicas de congelacién en fresco

para andlisis histoquimicos."*

Desde entonces han sido descritos numerosos métodos y técnicas

para el procesado y tincién del hueso no descalcificado 7w

No es objeto de este trabajo realizar una descripcion detallada de
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cada uno de ellos, aunque creo conveniente proporcionar una visién
general de las caracteristicas de las diferentes técnicas y productos

utilizados durante el procesado de las muestras.
Aspectos generales de las técnicas de procesado***'®

Fijacion.

Las condiciones que un fijador ideal debe reunir son:

- No reaccionar con la fase mineral. Es decir, no provocar
descalcificacidn del hueso ni precipitacion de sales de
fosfato calcico.

- Répida y completa penetracion.

- Buena extraccion de lipidos del hueso y médula dsea."™

Ninguno de los siguientes fijadores retinen todas las caracteristicas
anteriores, aunque producen resultados satisfactorios. Los mas usados
son:

Alcohol etilico. Se ha utilizado en diversas concentraciones (40 -
100%),"** debiéndose emplear a una temperatura de 4°C, con el fin de
disminuir la actividad de las enzimas autoliticas. Es neutro, y extrae
bien los lipidos, pero penetra lentamente. Entre sus desventajas
destaca la accién de desestructuracion de membranas celulares, que

provoca lisis de eritrocitos.
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Formaldehido. Es mejor fijador a la hora de preservar las células
de la médula ésea, generalmente utilizado en mezclas con metanol™
u otras sustancias,” pero posee la desventaja de transformarse
progresivamente en 4cido férmico, que puede causar
desmineralizacién. Para evitar esta situacidn suele neutralizarse con

soluciones tampones (carbonatos, fosfatos,...).

Solucién de Carnoy. (Alcohol, cloroformo y acido acético en
proporcion 6:3:1). Penetra muy rapidamente, deshidrata y desengrasa,
pero el tiempo de fijacidn no debe exceder de 2-3 horas, debido a la

accion desmineralizante del acético.

Glutaraldehido y Paraformaldehido. Se recomiendan para
exdmenes combinados de microscopia Optica y electronica.* El
glutaraldehido preserva mejor la estructura celular, pero penetra muy

lentamente, por lo que debe utilizarse s6lo en muestras pequefas.

Deshidratacion.

Tiene como finalidad la eliminacion completa del agua y grasa de
la muestra, mediante concentraciones crecientes de alcohol”
(generalmente etanol desde 70°-100°) o acetona. Cuando se utiliza el
alcohol, ha de realizarse un aclarado con xilol o, menos

frecuentemente, con cloroformo.
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Inclusién.
La inclusidn de la pieza después de Ia fijacién ha de ralizarse de
acuerdo con los objetivos siguientes:

1. La pieza Gsea se debe infiltrar y no s6lamente rodear por el
material de inclusion; el procedimiento de inclusién debe,
por tanto, realizarse lentamente para obtener mejores
resultados. _

2. El material de inclusidén deberia ser idealmente tan duro
como el hueso calcificado, para evitar las fracturas durante
su seccion. Deberia, sin embargo, ser lo suficientemente
flexible para facilitar el corte y manejo de las secciones.

3. La temperatura alcanzada durante la polimerizacién no debe
exceder los 45-50° C; por lo que se ha de moderar
anadiendo una minima cantidad de catalizador, y dejando la
pieza a temperatura ambiente al comienzo del proceso de
polimerizacidn.

4. El material de inclusidn ha de ser facilmente disuelto tras el
corte, con el fin de permitir el uso de cualquier técnica de

tincion deseada.

Se han probado y recomendado una gran variedad de derivados
plsticos para la inclusién, originalmente procedentes de métodos
disefiados para microscopia electronica. Tanto los derivados acrilicos

(Metacrilato de metilo,*™ como las resinas epoxi son los mas
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utilizados para estas aplicaciones.

Las resinas epoxi (Epon®) se emplean principalmente en
microscopia electrénica, por su elevado grado de estabilidad al ser
sometidas a alto vacio y bombardeo de electrones, mientras que su
utilizacién en microscopia Optica es menor al no permitir una

adecuada penetracién de los colorantes.

Los derivados acrilicos mas utilizados son el metilmetacrilato **

y el glicolmetacrilato.”

El metacrilato puro es duro y quebradizo, por lo que suele
utilizarse en mezclas con polietilenglicol, dibutilftalato, o Plastoid
N&®_ * El uso del glicolmetacrilato ha aumentado mucho en los tltimos
aflos, aunque no parece ser capaz de reemplazar al metilmetacrilato
que es en la actualidad el plastico de eleccion. No obstante, dado que
la polimerizacién del glicolmetacrilato tiene lugar a -4°C, permite
demostrar la actividad de la fosfatasa acida y alcalina y anhidrasa

carbdnica,” estando su uso indicado en estudios enzimaticos.

Las caracteristicas ideales que deberia reunir un medio de
inclusién, son:
- Completa penetracion.

- Endurecimiento homogéneo de los bloques y facilidad para
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ser cortados.

- Consistencia estable incluso tras largos periodos de
almacenamiento.

- Cortes faciles de recoger y extender en portaobjetos.

- Buena capacidad de tincion.

- Infiltracién y polimerizacién breve.

Obviamente, como ya hemos visto, ninguno de los medios

descritos reune todas las cualidades descritas.

La inclusiébn en metilmetacrilato dura aproximadamente una
semana, aunque puede reducirse el tiempo utilizando el vacio, y

consta de las siguientes etapas:

Infiltracién: Con mondémero de metilmetacrilato
(metilmetacrilato con hidroquinona inhibidora de Ila
polimerizacifn).

Polimerizacién: La muestra se sumerge en polimero de
metilmetacrilato sin inhibidor, afiadiendo wun catalizador
(generalmente Perdxido de Benzoilo) controlando la temperatura,
ya que durante su polimerizacion el metilmetacrilato desprende
gas, pudiendo producirse burbujas que quedan atrapadas en el

interior del bloque.
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Seccion.
Sumindose a la importancia critica del medio de inclusion para
obtener buenas secciones, algunos otros factores son de gran

importancia.

El microtomo ha de ser lo suficientemente potente para el tamafio
de la muestra. Existen dos grandes grupos de microtomos: de rotacion
(Polycut®) que pueden cortar bloques de metacrilato de hasta 25mm
de didmetro, y de deslizamiento (microtomo K®) para piezas de gran

tamaino.*

La calidad de los cortes realizados va a depender de tres factores

fundamentales:

- Velocidad de corte: ha de ser muy baja.

- Angulo de corte: Un angulo de seccién pequeiio produce
deformaciones y desgaste prematuro de la cuchilla, mientras que
uno grande provoca distorsiones y fragmentaciones de la muestra
de tejido 6seo, por lo que las cuchillas comerciales suelen tener un

angulo de 35°-50°.

Las cuchillas pueden estar dotadas de filo d para los tipo Policut®,
o HK-2 para los tipo K®, segiin el dngulo de inclinacién de la cuchilla

y forma del filo. El angulo de las HK-I es demasiado pequeilo,



Introduccion Metodologia de la histologia de hueso mineralizado 56

resultando frecuentemente danado el filo durante el corte y el angulo
de la HK-3 es demasiado ancho, aumentando la fragmentacién debido
al marcado cambio de direccion que la seccion ha de tomar para
situarse sobre la cuchilla.
- Espesor del corte: Una seccion entre 4-7um da buenos
resultados. Por debajo de 3um la compresion por la cuchilla es
demasiado grande y por encima de 10l-12phm aumenta el peligro de

producir fracturas.

Lo més importante para la calidad morfolégica es la lisura de las
secciones al final del procesado. Por esta razén se cubren los
portaobjetos con gelatina, sobre los que se depositan los cortes que se
reblandecen con etanol al 95% y estiran con ayuda de un pincel.
Finalmente se cubren con una lamina de polietileno, se alisan con un
rodillo de goma, y se colocan en una prensa durante 12h. en estufa,
esencial para conseguir una perfecta lisura en la seccidn antes de su

tincion.

Tincion.
Previamente a la tincidén, las secciones deben ser desplastificadas

e hidratadas.

La meta que uno quiere alcanzar cuando tiiie secciones de hueso

no descalcificado es hacer una clara y segura distincion entre hueso
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calcificado y tejido osteoide y, al mismo tiempo, conseguir tanto
detalle celular como sea posible, especialmente de aquellas células que

se encuentran en la superficie de unién entre hueso y médula ésea.

Indiscutiblemente, la tincién mas fiable para la distincién entre
osteoide y hueso calcificado es la técnica de Von Kossa'™, aunque no

proporciona un detalle celular éptimo.

La técnica mas comunmente utilizada en los laboratorios es la
moedificacién de Goldner” del Tricrémico de Masson. Esta permite
observar con nitidez las cé€lulas Oseas, pero tiene tendencia a
sobreestimar el volumen de osteoide, especialmente cuando tiene poco

espesor.

Se han recomendado otras técnicas como la Solocromo Cianina
R™ que proporciona buenos resultados para el osteoide, pero no tifie
las células, o el Osteocromo o Tetracromo de Villanueva,”

excelente, pero que requiere demasiado tiempo.

Por su parte, el Azul de toluidina’ se ha utilizado para identificar
las lineas de cemento y los frentes de mineralizacién, aunque puede

dar Jugar a muchos errores de interpretacion.
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La tincion en bloque se lleva a cabo sumergiendo la muestra en

el colorante antes de su inclusién y corte.

Las técnicas de tincién de superficie se utilizan para observar
laminas gruesas de tejido sin desplastificar, y tan solo se tifie el tejido
en contacto con la superficie de corte, con el fin de que el resto del
tejido mas profundo no interfiera en la observacidon al realizar
mediciones histomorfométricas. Asi mismo, esta técnica permite

estudiar la estructura tridimensional del tejido situado en profundidad.

1.2.3.- Evaluacion

Las secciones de hueso mineralizado pueden evaluarse cualitativa

O cuantitativamente.

La interpretacién cualitativa, por un experimentado patélogo de
hueso, era considerada normalmente suficiente para el diagnéstico de
rutina y clasificacién de ciertas enfermedades oseas, tales como
osteoporosis severa, osteomalacia avanzada, hiperparatiroidismo de
larga evolucion, enfermedad de Paget y anormalidades Oseas
caracterizadas por hallazgos patognomonicos como la oxalosis,
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sarcoidosis, o infiltracién metastasica del hueso.
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En la actualidad, dado que, en la mayoria de los trastornos
metabdlicos del hueso, el diagnostico se basa en desviaciones
cuantitativas de la normalidad de uno o varios rasgos fisiologicos, el
empleo de métodos de evaluacién histomorfométrica del hueso que
proporcionen datos objetivos de parametros estiticos y dindmicos de
la estructura Gsea” (gracias a la rigidez del tejido 6seo, que impide
alteraciones significativas de las relaciones celulo-tisulares), se ha
hecho necesario con el fin de sentar una base que permita distinguir
el hueso normal del anormal, particularmente en los mas sutiles e

incipientes cambios patoldgicos.

Todos los métodos de evaluacién histolégica cuantitativa dependen
del uso de técnicas de muestreo imparcial, basados en los principios
de probabilidad geométrica, utilizando imégenes bidimensionales para

estudiar estructuras tridimensionales, como veremos mas adelante.

En la histomorfometria 6sea se han venido empleando dos tipos de
procedimientos: a) el muestreo aleatorio por medio de rejillas o
reticulas microscépicas vy b) el trazado de estructuras tisulares
completas, mediante el uso de dispositivos de digitalizacion
computadorizada,” de manera semiautomatica” o automética,”
existiendo numerosas discusiones sobre los resultados obtenidos por

unOS u Otros.‘s.llﬂ,lﬂ_]]g
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Las técnicas de rejilla, o técnicas manuales,*"* emplean
micrémetros y rejillas integradas en los oculares del microscopio, que
son proyectadas sobre la estructura histoldgica a evaluar, contando el
numero de intersecciones o nimero de puntos o lineas de la reticula
que se superponen o cortan la estructura a medir.™ Estos métodos son

los mas econdémicos, perc también los mds lentos.

Los métodos semiautomaticos,"” precisari un equipo mas
sofisticado, generalmente integrado por los siguientes elementos:
- Microscopio con 0 sin cidmara clara.
- Tablero digitalizador.
- Cursor, en el que el punto activo esta indicado por un
diodo luminoso.

- Ordenador con programa para histomorfometria.

El investigador selecciona y traza todas las estructuras histologicas
a medir, mediante movimientos del cursor sobre el tablero
digitalizador, visualizando el punto activo luminoso, bien sobre el
mismo campo microscépico (en los equipos con cdmara clara), bien
sobre la pantalla del ordenador. Bajo la superficie del tablero existe
una malla electrénica en la que cada punto corresponde a un valor de
coordenadas en la memoria del ordenador, con lo que los valores de

perimetros y areas son transmitidos y archivados en éste. (Figura 1.3)
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Figura 1.3.- Sistema seminutomiiticn de Anilisis de imagen

Los métodos automaiticos,* ™™ utilizan analizadores de imagen,
proyectando la imagen sobre un monitor utilizando una videocimara,
analizando un elevado mimero de puntos de acuerdo con una escala
de grises. El operador programa inicialmente las operaciones
morfométricas que desea realizar, identifica en el monitor el segmento
de la escala de grises en el que se halla comprendida la estructura
problema y da instrucciones al ordenador para que seleccione
automaticamente dichas estructuras y realice en ellas las mediciones

programadas. ™
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Estas mediciones, al igual que en los otros métodos, se van
realizando en los suscesivos campos microscopicos, pudiéndose
automatizar completamente el procedimiento mediante la utilizacién

de una platina motorizada.

Aunque parece evidente el ahorro de tiempo que esta técnica
proporciona, existen una serie de problemas que la hacen poco
efectiva en la prictica:

- Requieren unas preparaciones técnicamente perfectas, para
evitar los falsos resultados derivados de roturas de las
estructuras histolégicas.

- Han de realizarse tinciones especiales para lograr un alto
nivel de contraste entre las distintas estructuras que queremos

medir.

La mayoria de estos sistemas permiten un alto grado de
interaccién con el observador, que puede modificar la imagen que
aparece en la pantalla, obviando alguno de los inconvenientes
expuestos, lo que en la practica hace que estos equipos se utilicen

COmo semiautomaticos.
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1.3.- HISTOMORFOMETRIA OSEA

1.3.1.- Bases estereologicas

El estudio microscopico de los tejidos requiere secciones del orden
de micras de espesor, muy delgadas, por tanto, en relacién con su
anchura y longitud, por lo que su observaciéon a través del
microscopio produce una imagen bidimensional, en contraste a la
tridimensionalidad de los érganos de los que proceden.® Esta imagen
se compone de perfiles que son las proyecciones de estructuras
tridimensionales sobre un plano. La estereologia es la ciencia que
permite obtener informacién cuantitativa de estructuras
tridimensionales, a partir de secciones bidimensionales de las

mismas.“*

El hueso cortical es anisotrdpico (sus elementos estin dispuestos
organizadamente) debido a la orientacién longitudinal de osteonas y

canales haversianos.

El hueso trabecular es también muy anisotrdpico, existiendo
diferencias en la estructura tridimensional de diferentes localizaciones

tales como costillas, esternén, cuerpos vertebrales e iliaco.”™

De los datos iniciales obtenidos de las estructuras microscopicas
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medidas tales como areas y perimetros (terreno de la microscopia
cuantitativa), se derivan férmulas que permiten extrapolar estas
cuantificaciones bidimensionales a tridimensionales como volumen y
area de superficie (propios de la estereologia). La primera operacion
no se ve afectada por la anisotropia siempre que se lleve a cabo con
la adecuada aleatoriedad. Por el contrario, el segundo caso puede

verse gravemente afectado por esta caracteristica.

1.3.2.- Medidas de areas, perimetros y distancias

Las medidas se toman de los perfiles de las imagenes
bidimensionales microscépicas. El area de una estructura, en un corte
histolégico, estd en relacion con su volumen, con independencia de la
geometria tridimensional o de la orientacion de esta estructura. Por su
parte, se ha comprobado que existe una estrecha relacién entre el
perimetro o la longitud de una estructura en un corte histologico y el
area de la superficie externa de dicha estructura en el espacio
tridimensional. En este caso no es posible la transformacién directa y
es necesario introducir un factor de correciéon que depende de la

orientacion tridimensional de la estructura.

Es asi mismo posible deducir la distancia entre dos superficies

situadas en el espacio tridimensional (espesor) a partir de la distancia
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que existe entre las lineas que resultan de la seccidn de estas
superficies mediante un plano (anchura). En este caso, tampoco es
factible la transformacidn directa, y es necesario introducir un factor

de correccién que depende de la oblicuidad y del espesor del corte.*

1.3.3.- Significado de los datos histomorfométricos

Los pardmetros histomorfométricos resultan de relacionar entre si
una serie de recuentos y mediciones efectuadas en el tejido 6seo,
permitiéndonos  definir  cuantitativamente las  caracteristicas
estructurales y funcionales del hueso en condiciones normales,

patolégicas o experimentales.

Los recuentos y mediciones realizados en cortes histolgicos
tefiidos con los métodos convencionales permiten obtener parametros
estaticos, y el marcaje con tetraciclinas, al introducir el factor tiempo,
posibilita el cédlculo de parametros dinAmicos. A su vez, tanto unos
como otros pueden ser primarios o secundarios. Los parametros
primarios se calculan directamente a partir de los recuentos y
mediciones, y los secundarios a partir de los primarios. Con el fin de
evitar los inconvenientes derivados de la diferente nomenclatura y
variedad de parametros se ha propuesto una estandarizacidon de los

mismos."
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Los contajes, mediciones y pardmetros utilizados en el presente

estudio, se describen en el capitulo 4 (material y métodos).
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1.4.- APLICACION DE LA HISTOMORFOMETRIA OSEA A
LA ANTROPOLOGIA FORENSE

Se han descrito numerosos métodos para la estimacion de la edad

mediante técnicas histomorfométricas.

El primer estudio importante sobre los cambios histolégicos del
hueso, y su aplicacién para el calculo de la edad en esqueletos de
adultos, es el realizado por Kerley en 1965,” quien desarrollé un
método basado en el analisis microscopico de la cortical de los huesos
largos. En este trabajo establecid y valoré cuatro componentes
corticales en la zona mas externa del hueso: osteonas completas,
osteonas fragmentadas, hueso laminar circunferencial, y canales no
Haversianos, en fémur, tibia y peroné, bien de forma independiente
0 en combinacion, en ambos sexos. La diferencia entre edad estimada
y edad real variaba en un rango de 5 afios por arriba o abajo en

hombres, y de 5 afios por arriba a 1 afio por abajo en mujeres.

Pero el método de Kerley contenia ciertos inconvenientes tales
como que solo se aplica a huesos largos de extremidades inferiores
precisando la seccién completa del hueso, y cuenta con numerosas
variables subjetivas que afectan la estimacion de los parametros a
medir tales como la dificultad de distinguir osteonas fragmentadas e

intactas y de estimar el porcentaje de hueso laminar en un campo
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visual circunferencial, como pusieron de manifiesto Ahlgvist y
Damsten,”™ aunque el método propuesto por ellos, modificacion del

método de Kerley, dio inferiores resultados.

Thompson desarroll6 un método presentado al Congreso Anual de
la Academia Americana de Ciencias Forenses, que trataba de evitar
estos inconvenientes. Sobre una muestra de 116 cadéaveres (64
masculinos y 52 femeninos), cuya edad conocida oscilaba entre los 30
y los 97 aiios, obtuvo una serie de cilindros de hueso cortical de 0,4
cm. de didmetro, de fémur, tibia, himero y cibito, evaluando 19
variables en cada cilindro. El analisis microscépico de las secciones
se efectud mediante procedimientos estereolégicos de morfometria.
Las 19 variables derivadas de cada cilindro, se examinaron mediante
andlisis de regresién lineal, con el fin de seleccionar la variable o
combinacidn de variables, con un error estandar menor y el mas alto
coeficiente de determinacion. De este estudio surgieron una serie de
ecuaciones de regresion que ponian de manifiesto que el area de hueso
cortical que contiene osteonas (Area osteonal), es el mejor elemento

individual para deducir la edad del sujeto en restos esqueléticos.™

El mismo Thompson estudié con posterioridad una muestra de 54
individuos en un rango de edad de 17 a 78 afos, aplicando el método
descrito. Los resultados muestran una gran seguridad de esta técnica

en la estimacién de la edad, y de las distintas localizaciones de las
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muestras, el fémur produce la estimacién mas segura.™ El factor de
mayor contribucion a la inexactitud de la estimacion de la edad en
secciones de tibia, era la variabilidad en el tamafio de las osteonas (en
area y perimetro), sobre todo en individuos menores de 35 afios. Estas
diferencias respecto de la localizacién de la muestra, indujeron a
Thompson a efectuar un nuevo estudio, sobre 53 esqueletos de
individuos de edad comprendida entre 17 a 53 afios, la mayoria de
ellos hombres, en el que se evidencié que el analisis del nimero de
osteonas secundarias proporcionaba una diferencia media de edad
real/edad estimada, similar a la que se obtiene mediante la valoracién

a través de muestras de fémur.™

Las aportaciones de Thompson han permitido realizar calculos
bastante aproximados de la edad en restos esqueletizados, a partir de

muestras de fémur y tibia, mediante técnicas histomorfométricas.

En el afio 1985, Stout emplea el andlisis histomorfomeétrico en la
investigacion de los restos de Francisco Pizarro, en hueso cortical de
una costilla,” utilizando un método propio de estimacién de la edad,
derivado del método de Wu descrito en 1.970,™ constituyendo el
primer estudio que ha utilizado el andlisis histomorfométrico para la
resolucién de un caso histérico. De los pardmetros evaluados en la
muestra, aquél que se mostré mas significativo para el célculo de la

edad, fue el cociente Area cortical/Area total (Area de hueso entre
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periostio y endostio/Area contenida dentro de la envoltura peridstica).

Mais recientemente, Stout ha propuesto un nuevo método para el
calculo de la edad utilizando muestras de costilla o clavicula,™ en las
que valora los siguientes parametros:

- Area cortical: suma de las dreas de hueso cortical contenidas
dentro de todos los campos microscopicos examinados.

- Densidad de osteonas completas: Nimero de osteonas intactas en
las que, al menos, el 90% del perimetro de los canales haversianos no
muestran signos de reabsorcion, dividido por el area cortical.

- Densidad de osteonas incompletas: nimero de osteonas en
remodelacion, incluyendo aquéllas en las que, al menos el 10% del
perimetro de los canales haversianos muestra evidencia de
reabsorcion, dividido por el area cortical.

- Densidad total de osteonas visibles: suma de las dos anteriores.

Utilizando este 1ltimo parametro como variable independiente,
elabora una serie de ecuaciones de prediccion de la edad concluyendo
en la utilidad de este método cuando no se dispone de huesos largos,
con un error de unos 4 afios para costilla, 6 afios para la clavicula y

3.8 cuando se combinan ambas.

Como vemos, todas las investigaciones examinadas sobre la

determinacion de la edad en restos esqueléticos, se han llevado a cabo
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sobre hueso cortical, aunque las més recientes investigaciones en

materia de histomorfometria dsea, se realizan sobre hueso trabecular.

Desde finales de los afios '50 se ha dispuesto de técnicas que
permitian medir el turnover dseo en el hueso compacto. Esto no era
aplicable al hueso trabecular debido a un nimero de problemas

metodoldgicos existentes. '

Soluciones recientes a algunos de los problemas que envuelven el
analisis del hueso trabecular han permitido la medida directa de estos
parametros, ofreciendo mejores resultados que el estudio del hueso
cortical debido a la mayor sensibilidad del tejido trabecular para

reflejar los continuos cambios dinamicos sufridos por el hueso.™



2 - OBJETIVOS Y JUSTIFICACION
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OBJETIVOS Y JUSTIFICACION

El presente estudio ambiciona un doble objetivo:

- Por un lado, establecer los parametros histomorfométricos 6seos
normales para la poblacion infantojuvenil espafiola, que sirvan de

referencia y de comparacién con fines diagndsticos.

- Por otra parte, buscar las posibles relaciones entre el valor de los
parametros medidos y ciertas caracteristicas individuales
(fundamentalmente la edad), y su aplicaciéon en el campo de la

Antropologia Forense.
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2.1.- Justificacion de los objetivos clinicos

El valor de la histomorfometria 6sea en el manejo de pacientes con
trastornos metabolicos, tal y como ha quedado reflejado en la

introduccién, es evidente.’

Primero, aunque podemos identificar una serie de marcadores
bioquimicos relacionados con el proceso de remodelado 6seo en el
estudio de las enfermedades oOseas metabdlicas,® o utilizar otras
técnicas como la radiodensitometria,”™* la histomorfometria es un
procedimiento de investigacion indispensable que aporta una
informacion dnica, que no puede ser obtenida por otros métodos. Por
ejemplo, sOlamente la histologia 6sea puede valorar la actividad

celular del hueso y cuantificar las variaciones del tejido dseo.

Segundo, en las dltimas décadas, la histomorfometria Gsea es un
método imprescindible en el asesoramiento clinico de pacientes con
patologia 6sea metabdlica, particularmente aquéllos con osteoporosis,

osteomalacia y fallo renal crénico.™™

Tercero, la informacion obtenida por la histomorfometria Gsea
aporta un indispensable marco conceptual para el entendimiento de la
fisiopatologia de un variado mimero de enfermedades metabodlicas del

hueso.“"*
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Para la evaluacion cuantitativa de biopsias Oseas, es de la mayor
importancia ser capaz de revelar con gran certeza, incluso las
desviaciones mis pequefias. Ademads, el diagndstico de enfermedad
metabdlica de hueso depende, en gran parte, de la validez del material
de referencia con el que la biopsia 6sea ha sido comparada. Es por
ello que se hace imprescindible determinar los valores de referencia,
en individuos normales de diferente edad y sexo, pertenecientes a una
poblacién semejante a aquélla con la que més tarde se compararan los
resultados. En este sentido se han descrito diferencias interraciales”
que podrian deberse a factores externos tales como la dieta en
Vitamina-D, ingesta de calcio y exposicién solar. Por estas razones es
necesario establecer un material de referencia para una zona

geogréfica determinada.

Como sabemos, incluso leves variaciones de la homeostasis
fosforo-calcio pueden dar lugar a cambios de los parametros
relacionados con la cantidad, estructura o remodelado éseo,” debido

a lo cual se impone una seleccién critica del material de referencia.

Dado que los mecanismos de control de la homeostasis estructural
y mineral del hueso no son facilmente separables, algunos parametros
seran de mayor validez que otros, dependiendo del propodsito del
estudio histomorfométrico en cada caso, y por lo tanto de la entidad

clinica cuyo diagndstico persigamos.
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Las indicaciones para la biopsia 6sea en nifios son similares a las
de los adultos, siendo de gran utilidad en el diagnéstico y control del
raquitismo, osteogénesis imperfecta, osteopetrosis™ y otros trastornos
Oseos pediatricos (p.e. tratamientos con prostaglandinas en nifios con
ductus arterioso persistente,” y sobre todo en pacientes con

osteodistrofia renal."®

Su indicacién, por lo tanto, en el manejo de estas enfermedades,
y la inexistencia de estudios previos para la poblacién de referencia,

justifican por si mismas, la realizacién de este proyecto.
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2.2.- Justificacion de los objetivos Médico-Forenses

La determinacidn de la edad del sujeto en restos esqueléticos es
uno de los problemas diariamente planteados a los antropdélogos
forenses. Los métodos morfolégicos, cuando sélo contamos con
escasos fragmentos  esqueléticos (p.e.:  descuartizamientos,

cremaciones), no suelen ofrecer buenos resultados.

Debido a ello, los métodos histologicos de estimacidn de la edad,
superando muchos de los criterios subjetivos asociados a los métodos
morfologicos, pueden aportar datos importantes en la resolucién de
estos problemas, por lo que estin recibiendo cada dia una mayor
atencioén por su capacidad de estimar, con cierta aproximacion, la

edad en esqueletos desde el nacimiento a la vejez.”

La posibilidad de cuantificar mediante estudios histomorfométricos
determinados parametros propios de la estructura mineral del hueso,
linica que persiste en el hueso seco (los estudios del hueso calcificado
han demostrado que, por peso seco, 76 a 77 % de la sustancia dsea
es inorganica y el resto orgéanica),* gracias a las técnicas histolégicas
de hueso no descalcificado, ha sido investigada por numerosos
autores, todos ellos mediante la cuantificacién de pardmetros de hueso

cortical.
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El mayor problema que muestran este tipo de procedimientos es
la falta de uniformidad en cuanto a los paridmetros estimados y

presentacién de los datos.

La cuantificacién, en estructuras de hueso trabecular, de
parametros que reflejen modificaciones determinadas por la edad,
tiene la ventaja de utilizar un método de uso comun en la clinica, con
una uniformidad en sus criterios de aplicacion,” lugar de toma de
muestra, estandarizacion de los pardmetros a medir, y presentacién de
resultados, debido a lo cual creo posible desarrollar un método de
determinacion de la edad en restos esqueléticos a partir del analisis

histomorfométrico en hueso trabecular.”



3 - MATERIAL y METODOS
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MATERIAL y METODOS

3.1.- Material

Se obtuvieron un total de 73 muestras, a partir de autopsias de
cadaveres judiciales, procedentes de Partidos Judiciales de Galicia,
Cantabria, Pais Vasco, Madrid, Catalufia y Baleares, cuya edad no
superaba los 20 afios, que habian fallecido a consecuencia de muerte

repentina (no estrictamente sibita) o violenta.

Del total de muestras recogidas, se desecharon 13 debido a
una o varias de las siguientes causas:
- Data de la muerte superior a 24 horas. (4)
- Insuficiente cantidad de muestra recogida. (3)
- Error en el procesado de la muestra. (1)
- Evidencia de enfermedad que pudiera alterar el metabolismo
6seo. (2)

- Otras. (3)
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De las 60 muestras estudiadas, 37 corresponden a varones y 23 a
hembras, tal y como se representa en la figura 3.1

Hambraa 23
e

Figura 3.1 .- Distribucidn por sexos
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La distribucidén de la muestra por edades y sexo (Figura 3.2), se
refleja en la siguiente tabla (Tabla 3.1)
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Figura 31 Distribucidn por edades v sexo
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Las diferentes causas de muerte se han clasificado en dos grupos
principales: naturales y violentas. (Figura 3.3)
Dentro de las muertes naturales (13) distinguimos las siguientes
(Figura 3.5):
- Muerte siibita del lactante. (5)
- Cardiopatias. (2)
- De causa desconocida o idiopética. (3).
- Otras. (3)
Asi mismo, dentro del grupo de muertes violentas (47) se han
diferenciado las siguientes (Figura 3.4):
- De origen traumatico (33)
- Por accidente de trafico. (23)
- Por precipitacion desde altura. (1)
- Por arma de fuego. (2)
- De origen térmico. (1)
- Otros traumatismos. (6)
- Asfixias mecénicas (10)
- Por sumersion. (5)
- Por aspiracidn. (2)
- Por ahorcadura. (1)
- Otras. (2)
- Intoxicaciones (4)
- Por monéxido de carbono. (3)

- Derivadas del consumo de drogas. (1)



Mlaterial vy Miétodos

Matural 13
25%

Violenta 47
8%

Fhgora 43 . el ribucidn por causss e mudae

Traumatismos 33

Intoxicaciones 4
8

Asfivias mecdnicas 10
21%

Figura 14 Causas de =maseis vl

M_Sibita Lactante 5
3%

Cardiopatias 2
15%

Otras 2

Causa desconocida 3
: ' 239

23%

Figu 1.5 - Cousss de massis naniu



Material y Métedos Material 85

Para la cuantificacion de uno de los paridmetros, el Indice de
Espesor Medio de las Unidades Estructurales Trabeculares (MWT),
se ha seleccionado una submuestra de 32 casos que permitian la
medicién de este pardmetro en, al menos, 20 unidades estructurales
(osteonas trabeculares), criterio establecido por la bibliografia

consultada:*™

El rango de edad es de 1,5 meses a 20 afios, con una media de
8.55 afios y desviacion tipica de 6.8, e incluye 19 varones (59.37%)
y 13 hembras (40.62%).

Los datos correspondientes a cada uno de los casos (edad, sexo,
raza, data de la muerte y causa de la muerte), se incluyen en forma

de apéndice en el capitulo n® 8.
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3.2.- Métodos

3.2.1.- Obtencion de las muestras

Las muestras se extrajeron de la cresta iliaca derecha mediante
aserrado en cufia de una porcién que interesa cortical y medular, en
un plazo no superior a 24 horas después de 1a muerte. A partir de esta
porcion se obtuvo un bloque transiliaco, que se fijé inmediatamente,
tras haber sido cortado en piezas de, al menos, seis milimetros de

espesor.

3.2.2.- Procesado de las piezas

Fijacién e inclusion

Tras fijacidon en alcohol absoluto, durante al menos dos dias, se
incluyeron en mondémero de metilmetacrilato (Methyl Methacrylate
Monomer; POLYSCIENCES.Inc.®) una vez eliminado el inhibidor,
con arreglo a la siguiente técnica:

Se efecttia un primer lavado del monémero de metacrilato con una
solucién de Hidréxido Sédico al 5%, mezclando metacrilato y sosa al
50%, y dejando reposar unos minutos en embudo de decantacidén. Se
elimina la fase decantada y el sobrenadante se somete a tres nuevos

lavados con agua destilada (también en una proporcién del 50%). Tras
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el dltimo lavado, se recoge el sobrenadante haciéndolo pasar por papel
de filtro sobre el que se ha depositado una capa de cloruro cilcico
anhidro granulado (Calciumchlorid mittelfein gekérut; MERCK %), a
un matraz en cuyo fondo se ha depositado otra capa de la misma

sustancia, con el fin de absorber el agua sobrante.

Las piezas incluidas en el mondémero, una vez eliminado el
inhibidor, sufren cinco cambios de, al menos, una hora de duracion
cada uno, tras el Ultimo de los cuales se someten al vacio con el fin

de conseguir la mayor penetracion del producto, durante 24 horas.

Con posterioridad se introducen en cépsulas de cristal conteniendo
metilmetacrilato (Polymethyl Methacrylate; BDH®) parcialmente
polimerizado, a temperatura ambiente, hasta su solidificacién
completa. La preparacién del polimero de metilmetacrilato sigue el
siguiente proceso:

Se toman, para 300 ml. de Metil metacrilato sin inhibidor, 3gr. de
Peréxido de Benzoilo y 120gr. de Polimetil metacrilato. Afadimos el
peroxido de benzoilo al mondémero de metil metacrilato, agitando
hasta su total disolucion. A partir de ese momento vamos afiadiendo
el polimetil metacrilato paulatinamente, en agitador, a temperatura

ambiente, hasta su total disolucién.
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Corte

Se ha empleado un microtomo POLICUT "S" (Reichert-Jung®),
con cuchilla de carbono de tungsteno, recogiendo de cada una de las
muestras, varios cortes de 3u de espesor, mojando los cortes y la
cuchilla constantemente en alcohol de 70°, dejindolos flotar en

alcohol hasta que termina la sesion de corte.

Una vez extendidos los cortes sobre los portaobjetos, se cubren
con una pelicula de plastico de polietileno, y se apilan en grupos de

varios cristales, que son prensados con una mordaza.

Tincién

Tras retirar la pelicula de polietileno, se desplastifica el tejido con
metilacetato (unos 30 minutos), se pasan las muestras por una bateria
de alcoholes (100°, 96°, 80°, 70°, 50°) hasta agua destilada,
realizandose las tinciones de Von Kossa,"™ y Modificacién de Goldner
de la técnica de Masson,” con arreglo a las técnicas descritas a

continuacion:

PASO 1.- (Von Kossa): Se colocan los portas sobre una batea para
tinciones, sobre los que se vierte nitrato de plata al 3% a través de un
papel de filtro, dejandolo actuar unos 5 minutos. A continuacion se
realiza un lavado con agua destilada durante 1 minuto, y un posterior

lavado con soda-formol 5 minutos, concluyendo el lavado con agua
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durante otros 5 minutos. Se rocian con una solucién de sulfato sédico
anhidro al 5% durante cinco minutos, pasando a lavar nuevamente con

agua, un total de 10 minutos.

PASO I.- (Tricrémico): Se elabora una solucién de Hematoxilina
Férrica, mezclando 8c.c. de Solucién A (11. de alcohol de 96° +
10gr. de hematoxilina en polvo)+ 4c.c. de Solucién B (990ml.de agua
destilada + 10ml. de acido clorhidrico + 12gr. de cloruro férrico),
rocidndose los portas con la mezcla a través de papel de filtro,
dejando actuar 10 minutos. Se elimina la hematoxilina posteriormente,
mediante lavado con agua durante otros 10 minutos. Se pasan por
alcohol acido (alcohol de 80 con Acido Clorhidrico al 1%).

PASO II.- (Comun para ambas técnicas): A través de papel de
filtro se cubren los cristales con Ponceau de xilidina (2gr. de ponceau
de xilidina + 1gr. de fucsina acida + 200ml. de agua destilada +
0,4ml. de 4cido acético glacial), que se deja actuar entre 45 a 60
minutos. Se pasan los portas (meter y sacar), en un coplin tipo A que
contiene agua a la que se ha afiadido 1ml. de Acido Acético Glacial,
y de aqui se cambian a otro que contiene agua destilada que se va
cambiando hasta eliminar el sobrante de tinte. Se colocan de nuevo en
batea para tinciones, afiadiendo Acido Fosfotungstico Orange G (2gr.
de 4icido fosfotingstico + lgr. de orange G + 200ml. de agua

destilada), a través de papel de filtro, durante unos 7 minutos.
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PASO IIL.- (Von Kossa): Se pasan los cristales de nuevo por agua
mas acético y agua destilada para eliminar el tinte, pasindolos por
alcoholes (96°, 96°, 100°, 100°, Xilol, Xilol).

PASOQO III.- (Tricrémico): Se afiade Verde Luz (0,4gr. de verde luz
+ 200ml. de agua destilada + 0,4ml. de acido acético glacial), a
traves de papel de filtro, dejando actuar durante unos 15-30 minutos,
terminando de la forma descrita en el PASO III para la técnica de Von

Kossa.

3.2.3.- Evaluacién Histomorfométrica

La cuantificacion de los parametros se realizé por procedimiento
semiautomatico, mediante el uso de un analizador de imigenes MOP
VIDEOPLAN (Kontron®), acoplado a un fotomicroscopio binocular
tipo IIl de Zeiss para luz transmitida, midiendo la totalidad de los
campos en cada preparacion, en una anchura de unos 5 mm. y entre

ambas corticales, desechando el resto (bordes de la preparacion).

Se ha calculado el coeficiente de variabilidad intraobservador,
realizando un total de 20 mediciones de cada uno de los parametros,
sobre la misma muestra, en distintas condiciones (al principio,
durante o al final de la tarea de medicidn), en diferentes jornadas de
trabajo. Una vez obtenidos los valores correspondientes a cada una de
las muestras se calculé la media de las diferencias globales,

obteniendo un resultado de 4,36%.
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Se evaluaron en cada preparacion los siguientes parametros:
Contajes y mediciones
Contajes
Numero de osteoclastos. (Tricromico). Solo aquéllos que estan en
contacto directo con la trabécula (se descartan todos los demas).
Mediciones
Anchura _
- Anchura media de los ribetes de osteoide.
Longitud
- Longitud total de osteoide: Longitud de trabécula
mineralizada recubierta por osteoide.
- Longitud osteoblastica: Longitud osteoide trabecular en
contacto directo con osteoblastos cubicos.
- Longitud de reabsorcion: Longitud total de lagunas de
Howship con y sin osteoclastos.
- Longitud de reabsorcion activa: Longitud total de lagunas
de Howship con osteoclastos.
Perimetro
- Perimetro trabecular: Perimetro total de las trabéculas.
Area
- Area medular. (Von Kossa). Incluye trabéculas, tejido
hematopoyético, ...
- Area trabecular. (Von Kossa). Suma de tejido Oseo,

calcificado o no, osteoide incluido (irea y perimetro).
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- Area osteoide. (Von Kossa). Sélo las zonas mas espesas que el

grosor del cursor.
Parametros primarios estaticos™*

Volumen Trabecular (V)
Relacion entre el volumen trabecular total (matriz mineralizada
mas osteoide) y el volumen ocupado por las trabéculas méas la médula

6sea (volumen total de la biopsia una vez eliminado el hueso cortical).

Area trabecular total

= = mm3fmm?>
Area trabecular total + Area medular

Volumen de Osteoide (Vos)
Es la relacién entre el volumen ocupado por el osteoide
trabecular y el volumen ocupado por las trabéculas mas la médula

6sea (volumen total de biopsia una vez eliminado el hueso cortical).

Area total osteoide trabecular 3 3
Vos = = mm-’{mm
Area trabecular total + Area medular
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Volumen de Osteoide (Vosf)

Es la relacién entre el volumen ocupado por el osteoide
trabecular y el volumen trabecular total (matriz mineralizada mas
osteoide). Se obtiene dividiendo el area de todos los ribetes de

osteoide trabecular y el drea trabecular total.

Area osteoide trabecular total _
Area trabecular total

mm?/mm?

Vosf =

Superficie Relativa de Formacion (Sf)‘

Es la relacion entre la superficie trabecular recubierta por

osteoide y la superficie trabecular total.

Sf = Longitud total de osteoide _ mm?mm?

Perimetro trabecular tota

Superficie Osteoblastica Activa (Sfa)
Es la relacién entre la superficie trabecular con osteoide

recubierto por osteoblastos clibicos y la superficie trabecular total.

Longitud de osteoide con osteoblastos cubicos 2,2
= e Femssamst i = mm-“fmm

Perimetro trabecular total

Sfa



OBOID =
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Superficie Relativa de Osteoide con Osteoblastos Cubicos (OBOID)
Es la relacion entre la superficie trabecular recubierta por
osteoide con osteoblastos cibicos y la superficie trabecular recubierta

por osteoide con y sin osteoblastos cubicos.

Longitud de osteoide con osteoblastos cubicos _
Longttud total de osteoide

mm?{mm*

Superficie Relativa de Reabsorcion (Sr)
Es la relacién entre la superficie de las lagunas de Howship

trabeculares (con o sin osteoclastos) y la superficie trabecular total.

_ Longitud total de lagunas de Howship _

mm?/mm?
— Periimetro trabeculartotal

Sr

Superficie Relativa de Reabsorcion Activa (Sra)
Es la relacién entre la superficie de las lagunas de Howship

trabeculares que presentan osteoclastos y 1a superficie trabecular total.

o _Longitud de lagunas de Howship con osteoclastos

= mm%fmm?
Longitud irabecular
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Superficie Especifica de Hueso Trabecular (Sv)
Es la relacion entre la superficie trabecular total y el volumen de

la biopsia una vez suprimido el hueso cortical.

Sy = Perimetro trabecular total

= x 4/n= mm?*mm?>
Area trabecular total + Area medular

Para calcular la superficie de una estructura tridimensional a
partir del perimetro de su seccién, es necesario multiplicar este
perimetro por una constante. Esta constante (cuyo valor se ha
calculado empiricamente), es igual a 4/, y permite corregir los
errores que resultarian de la variable orientacion espacial de las

estructuras.

Indice Osteoclastico (OI)
Es la relacion entre el mimero de osteoclastos y la fraccion de
perimetro trabecular con reabsorcion activa. Esta relacion se designa

con las siglas Cra.

_ Niumero de osteoclastos
Longitud de lagunas de Howship con osteoclastos

oI = n®mm.
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Parametros Secundarios Estaticos

Anchura Media de los Ribetes Trabeculares de Osteoide (WOS)

Es un parametro que se define en el espacio bidimensional.

Vos
Sf x Sv

WOS =

= micras(p)

Espesor Medio de los Ribetes de Osteoide (MOST)
Equivale al pardmetro anterior pero expresado en el espacio

tridimensional.

MOST = x nfd= .

Sf x Sv

Indice de Espesor Trabecular (TTI)

Este pardmetro nos indica el espesor medio de las trabéculas.

) —_

= “"
—x Sv
2
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Indice de Espesor Medio de la Unidades Estructurales
Trabeculares (MWT)
Es el espesor medio de las unidades estructurales trabeculares que

han terminado su periodo de formacion.

Para su cuantificacién se han utilizado preparaciones sin teiiir,
midiendo la anchura de, al menos 20 osteonas trabeculares que han
completado su proceso de remodelacion en cuatro puntos
equidistantes, empleando luz polarizada para determinar el hueso

laminar y las lineas de cemento."

MWT - Distancias superficie cemento- superficie trabecular
Niimero de mediciones T

3.2.4.- Método Estadistico

Se ha realizado un estudio estadistico basico de las variables medidas
en cada muestra, valorando los siguientes parametros:

Media.- Constituye una medida de "centralizacién", indicindonos en
torno a qué valor se agrupan los datos. Se calcula como la suma de todos
los valores, divididos entre el tamafio de la muestra.

Desviacion tipica.- Mide las fluctuaciones en las observaciones en
torno al valor medio, es decir, la variabilidad inherente a un conjunto de
datos experimentales. Se obtiene mediante la raiz cuadrada de la suma de

las diferencias entre cada dato y la media elevadas al cuadrado dividido
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por el tamafio de la muestra.

Tamaiio de la muestra.- Es el mimero de casos sobre el que se
han realizado los célculos.

Error estindar de la media.- Permite calcular un intervalo de
confianza de ésta, para un determinado nivel de probabilidad. Es
decir, mide la variabilidad que cabe esperar del valor medio si se
repitiese muchas veces €l experimento.

Valor miximo y minimo encontrados.

Asi mismo, se han comprobado las diferencias existentes entre
grupos de edad mediante contraste con la t de Student. El resultado
se obtiene calculando la media en cada grupo y hallando su diferencia,
comprobindose si ésta es estadisticamente significativa frente a los
limites maximos que era presumible encontrar por puro azar. Estos
limites se pueden calcular, en el caso de variables homogéneas, con
la ayuda del error estandar de la diferencia de medias, cuyo valor se
calcula utilizando una desviacién tipica media ponderada de la de las

dos muestras.

Con el fin de obtener una ecuacién lineal, que a partir de las
variables independientes, nos permita estimar la variable dependiente
"EDAD", se ha realizado una regresién lineal muitiple. Para
establecer las variables con mayor valor de estimacion se ha utilizado

el método STEPWISE, determinando las que tienen peso para inferir
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la edad, y sus coeficientes.



4 - RESULTADOS
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RESULTADOS

Los resultados de los pardmetros micromorfométricos de la

estructura, formacién y reabsorcién Osea, obtenidos de los sujetos

normales estudiados se muestran en la tablas 4.1 a 4.39, distribuidos

por grupos de edad y sexo.

MEDIA DESY.TIP. TAM ERR.EST. MINIMO MAXIMO
v 0.16609 0.050146 15 0.012948 0.080995 0.2466
Vos 0.0041228 0.0027798 15 0.00071775 0.00024229 0.0094556
Vosf 0.025867 0.018387 15 0.0047476 0.0011565 0.058541
St 0.094316 0.055228 15 0.01426 0.0067845 ¢.16711
Sfa 0.024634 0.021862 15 0.0056448 0 0.06522
OBOID 0.23524 0.16633 15 0.042946 0 0.47475
Sr . 0.21249 0.13714 15 0.035409 0.031948 0.5563
Sra 0.0071846 0.0063933 15 0.0016508 0.00060008 0.025151
Sv 4.5027 1.6783 15 0.43334 2.1362 7.3766
0] | 28.8036 17.1188 15 4.4201 6.9633 74.8279
wOos 9.9718 3.3357 i5 0.86126 5.9306 16.6451
MOST 7.8319 2.6198 15 0.67644 4.6626 13.0731
MWT 39.6467 14.8709 3 8.5857 23.94 53.51
TTI 80.4816 34.7584 15 B.9746 53.9433 186.2837

Tabla 4.1.- Parametros morfométricos. Nifios menores de 1 afio.
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MEDIA DESV.TIP. TAM ERR.EST. MINIMO MAXIMO
v 0.20543 0.064759 7 0.024476 0.10939 0.30422
Vos 0.0046616 0.0054584 7 0.0020631 0.00034465 0.016171
Vosf 0.021316 0.023388 7 0.0088398 0.0022911 0.070938
Sf 0.083457 0.075382 7 0.028492 0.015073 0.23709
Sfa 0.021924 0.013447 7 0.0050825 0.0073986 0.045245
OBOID 0.39235 0.25729 7 0.097246 0.065584 0.73948
Sr 0.16892 0.083617 7 0.031604 0.059547 0.30596
Sra 0.005885 0.0040868 7 0.0015447 0.002751 0.013763
Sv 4.5133 1.2508 7 0.47276 2.2551 5.8583
Ol 292174 6.4897 7 2.4529 15.3604 34,9732
WOS 10.6602 4.0161 7 1.518 6.4456 16.815
MOST 8.3725 3.1543 7 1.1922 5.0623 13.2065
MWT 33.36 3.4921 3 2.0162 30.86 37.35
TTI 92.6559 22.3204 7 8.4363 64.0192 36.8418
Tabla 4.2.- Parimetros morfométricos. Edad = 1 afio.
MEDIA DESV.TIP. TAM ERR.EST. MINIMO MAXIMO
v 0.15497 0.038523 2 0.02724 0.12773 0.18221
Vos 0.00139%4 0.00065695 2 0.00046453 0.00092949 0.0018586
Vosf 0.0087386 0.002067 2 0.0014616 0.0072771 0.0102
Sf 0.037691 0.0010114 2 £.00071515 0.036976 0.038406
Sfa 0.0067429 0.00080142 2 0.00056669 0.0061762 0.0073096
OBOID 0.17925 0.026073 2 0.018436 0.16081 0.19768
Sr 0.2123 0.076018 2 0.053753 0.15854 0.26605
Sra 0.0042552 0.0043885 2 0.0031031 0.0011521 0.0073583
Sv 3.8995 0.47827 2 0.33819 3.5613 4.2377
0] 27.6801 7.7915 2 5.5094 22.1706 33.1895
WOS 9.2387 3.0835 2 2.1804 7.0583 11.419
| MOST 7.2561 2.4218 2 1.7125 5.5436 8.9685
MWT 39.785 10.5854 2 7.485 323 47.27
TTI 78.8602 10.085 2 7.1311 71.729 85.9913

Tabla 4.3.- Pardmetros morfométricos. Edad = 2 afos.
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MEDIA DESV.TIP. TAM ERR.EST. MINIMO MAXIMO
Vv 0.2015 0.01336 4 0.0066799 0.18275 0.21348
Vos 0.003242 0.0022874 4 0.0011437 0.00055032 0.0061326
Vosf 0.015812 0.011253 4 0.0056264 0.0030113 0.03037
Sf 0.059624 0.033626 4 0.016813 0.023337 0.10398
Sfa 0.0062133 0.0061 4 0.00305 0.00070028 0.012217
OBOID 0.15317 0.20939 4 0.1047 0.011348 0.45917
Sr 0.11168 0.046375 4 0.023188 0.061727 0.1734
Sra 0.0022884 0.0015843 4 0.00079214 0.00026884 0.0041346
Sv 4.2399 0.80873 4 0.40437 3.4042 5.3461
Ol 27.7535 5.2653 4 2.6326 24.1682 35.4736
WwQSs 11.4078 3.2901 4 1.6451 6.927 14.5148
MOST 8.9597 2.5841 4 1.292 5.4405 11.3999
MWT 41.0733 4.266 3 2.463 36.18 44.01
TTI 96.7182 11.7907 4 5.8954 79.8635 107.3645
Tabla 4.4.- Parimetros morfométricos. Edad = 3 afios.
MEDIA DESV.TIP. TAM ERR.EST. MINIMO MAXIMO
v 0.14475 0.028932 2 0.020458 0.12429 0.16521
Vos 0.0023355 0.0022272 2 0.0015749 0.00076062 0.0039104
Vosf 0.01489%4 0.01241 2 0.0087749 0.0061195 0.023669
St 0.057616 0.039664 2 0.028047 0.029569 0.085662
Sfa 0.0071253 0.010077 2 0.0071253 0 0.014251
OBOID 0.083179 0.11763 2 0.083179 0 0.16636
Sr 0.063527 0.043294 2 0.030613 0.032913 0.09414
Sra 0.0021409 0.0030277 2 0.0021409 0 0.0042818
Sv 2.7155 1.1439 2 0.80886 1.9067 ©3.5244
01 21.7448 0 1 0 21.7448 21.7448
wOSs 13.2214 0.3811 2 0.26948 12.9519 13.4908
. MOST 10.3841 0.29931 2 0.21165 10.1724 10.5957
MWT 51.26 7.8347 2 5.54 45.72 56.8
TTI 112.062 25.8974 2 18.3122 53.7498 130.3743

Tahla 4.5.- Parimetros morfométricos. Edad = 4 aiios.
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MEDIA DESV.TIP. TAM ERR.EST. MINIMO MAXIMO
A% 0.19357 0.065874 3 0.038032 0.12172 0.25112
Vos 0.0024638 0.00055633 3 0.0003212 0.0019761 0.0030697
Vosf 0.013667 0.0050397 3 0.0029097 0.0095065 0.019271
St 0.0529 0.012745 3 0.0073586 0.040123 0.065613
Sfa 0.012424 0.0078739 3 0.004546 0.0062433 0.021289
OBOID 0.22837 0.10404 3 0.06007 0.11788 0.32447
Sr 0.15715 0.087665 3 0.050613 0.06801 0.24326
Sra 0.003262 0.0049678 3 0.0028681 0 0.0089793
Sv 3.7554 0.3789 3 0.21876 3.3593 4.1144
Ol 20.1991 6.7806 2 4.7946 15.4045 24.9938
wOS 12.8219 3.4057 3 1.9663 8.9648 15.4144
MOST 10.0703 2.6748 3 1.5443 7.041 12.1065
MWT 37.915 0.71418 2 0.505 3741 38.42
TTI 103.3331 33.9129 3 19.5796 64.1859 123.7497
Tabla 4.6.- Parimetros morfométricos. Edad = 5 afios.
MEDIA DESV.TIP. TAM ERR.EST. MINIMO MAXIMO
v (.15489 0 1 0 0.19489 0.19489
Vos 0.002617 0 1 0 0.002617 0.002617
Vosf 0.013428 0 1 0 0.013428 0.013428
St 0.062014 i 0 1 0 0.062014 0.062014
Sfa 0.0064751 0 1 0 0.0064751 0.0064751
OBOID 0.10441 0 1 0 0.10441 (.10441
Sr 0.24138 0 1 0 0.24138 0.24138
Sra 0.0024854 0 i 0 0.0024854 0.0024854
Sv 4.9641 0 H 0 4.9641 4.9641
0Ol 27.8901 0 1 0 27.8901 27.8901
WOSs 8.5009 0 1 0 8.5009 8.5009
MOST 6.6766 0 1 0 6.6766 6.6766
MWT 0 0 0 0 0 0
TTI 78.5172 0 1 0 78.5172 78.5172

Tabla 4.7.- Parametros morfométricos. Edad = 6 afios.




Resultados 105
| mEDIA DESV.TIP. | TAM | ERR.EST. | MINIMO MAXIMO |
V| 0.19606 0.00479 3 0.0027655 0.1914 020097 |
Vos 0.0030312 | 0.0018233 3 0.0010527 | 0.0016931 | 0.0051079
Vosf | 0.015347 0.0088777 3 0.0051255 | 0.0086468 0.025416
Sf 0.061745 0.024848 3 0.014346 0.046658 0.090424
Sfa 0.0083501 | 0.0063597 3 0.0036718 | 0.0032931 0.01549
OBOID | 0.16615 0.15104 3 0.087206 0.036418 033199 |
St 0.21668 0.13395 3 0.077337 0.064937 0.3185
Sta 0.0024111 0.001078 3 0.0006224 | 0.0011922 0.003239
Sv 3.8647 0.41301 3 023845 |  3.5449 4.331
01 21.7294 0.57202 3 0.33025 21.2359 22.3564
WOS 12.0276 1.556 3 0.89834 10.2362 13.0425
MOST 0.4465 1.2221 3 0.70556 8.0395 10.2436
MWT |  53.095 9.4682 2 6.695 46.4 59.79
TTI 102.0751 8.8647 3 5.118 92.805 110.4694
Tabla 4.8.- Parametros morfométricos. Edad = 7 afios.
MEDIA DESV.TIP. | TAM | ERREST. | MINIMO | MAXIMO ]I
v 0.2389 0 1 0 0.2389 0.2389 |
Vos 0.010025 0 1 0 0.010025 0.010025
Vost 0.041962 0 1 0 0.041962 0.041962
Sf 0.18886 0 1 0 0.18886 0.18886
Sfa 0.012338 0 1 0 0.012338 0.012338
OBOID | 0.065325 0 1 0 0.065325 0.065325
Sr 0.08142 0 1 0 0.08142 0.08142
Sra 0.0024838 0 1 0 0.0024838 | 0.0024838
Sy 3.544 0 1 0 3.544 3.544
ol 44.0975 0 1 0 44.0975 44.0975
WOS 14.9771 0 1 0 14.9771 149771 |
MOST 11.763 0 1 0 11.763 11.763
MWT 59.25 o | 1 o | s92s 59.25
TTI 134.8183 0 1 0 134.8183 134.8183

Tabla 4.9.- Pardmetros morfométrices. Edad = 8 afios.
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MEDIA DESV.TIP. | TAM | ERR.EST. MINIMO MAXIMO
v 0.19334 0 1 0 0.19334 0.19334
Vos 0.00014995 0 1 0 0.00014995 | 0.00014995
Vosf | 0.00077557 0 1 0 0.00077557 | 0.00077557
Sf 0.00797 0 1 0 0.00797 0.00797
Sfa 0.0025135 0 1 0 0.0025135 0.0025135
OBOID 0.31537 0 1 0 0.31537 0.31537
Sr 0.37919 0 1 0 0.37919 0.37919
Sra 0.0017389 0 1 0 0.0017389 0.0017389
Sv 2.9624 0 1 0 2.9624 2.9624
ol 22.5708 0 1 0 22.5708 22.5708
WOS 6.3508 0 1 0 6.3508 6.3508
MOST 4.9879 0 1 0 4.9879 4.9879
MWT 0 0 0 0 0 0
TTI 130.5254 0 1 0 130.5254 130.5254
Tabla 4.10.- Pardmetros morfométricos. Edad = 9 afios.
MEDIA ] DESV.TIP. | TAM | ERR.EST. MINIMO MAXIMO
v 0.30788 0 3 0 0.30788 0.30788
Vos 0.025033 0 1 0 0.025033 0.025033
Vosf 0.081309 0 1 0 0.081309 0.081309
St 0.27805 0 1 0 0.27805 0.27805
Sfa 0.045432 0 1 0 0.045432 0.045432
OBOID 0.16339 0 1 0 0.16339 0.16339
st | 0.11223 0 1 0 0.11223 0.11223
Sra 0.0088433 0 i 0 0.0088433 0.0088433
Sv 4.0375 0 1 0 4.0375 4.0375
oI 14.053 0 1 0 14.053 14.053
WOS 22.2983 0 1 0 22.2983 22.2983
MOST 17.5131 0 1 0 17.5131 17.5131
MWT 56.48 0 1 0 56.48 56.48
TTI 152.5079 0 1 0 152.5079 152.5079

Tabla 4.11.- Pardmeiros morfométricos. Edad = 10 afios.




Resultados l 07
MEDIA DESV.TIP. TAM : ERR.EST. MINIMO MAXIMO
S -
v 0.17437 0 1 0 0.17437 0.17437
Vos 0.0029905 0 1 0 0.0029905 0.0029905
Vosf ¢.01715 0 1 0 0.01715 0.01715
St 0.064674 0 1 0 0.064674 0.064674
Sfa 0.0045984 0 1 0 0.0045984 0.0045984
OBOID 0.071102 0 i 0 0.071102 0.071102
St 0.1105 0 1 0 0.1105 0.1105
Sra 0.0007872 0 1 0 0.0007872 0.0007872
Sv 3.6072 0 1 0 3.6072 3.6072
)| 15.0966 0 1 0 15.0966 15.0966
WOSs 12.8181 ¢ 1 0 12.8181 12.8181
MOST 10.0673 0 1 0 10.0673 10.0673
MWT 71.6 0 1 0 71.6 71.6
TTI1 96.6761 0 1 0 96.6761 96.6761
Tabla 4.12.- Pardmetros morfométricos. Edad = 11 aiios.
MEDIA DESV.TIP. TAM ERR.EST. MINIMO MAXIMO
v 0.20551 0.050185 3 0.028974 0.1748 0.26343
i Vos 0.0074045 0.003696 3 0.0021339 0.0040218 0.011349 ]
Vosf 0.037544 0.022657 3 0.013081 0.023008 0.063649
Sf 0.11815 0.057428 3 0.033156 0.079016 0.18408 |
Sfa 0.010067 0.0099928 3 0.0057693 0.0035449 0.0215711
OBOID 0.10287 0.11573 | 3 0.066817 0.02762 0.23613
Sr 0.08006 0.018024 3 0.010406 0.059788 0.094276
Sra 0.0034934 0.002694 3 0.0015554 0.0003929 0.0052631
Sv 3.5318 .88494 3 0.51092 2.8365 4.5279
oI 23.0207 5.5172 3 3.1854 19.3796 295.3686
WwOS 17.8557 1.2726 3 0.73474 16.5413 15.0819 ]
MOST 14,0239 0.9995 3 0.57706 12,9915 14.9869
MWT 59.59 10.0833 2 7.13 52.46 66.72
TTI 116.658 6.4445 3 3.7207 110.3715 123.2496

Tabla 4.13.- Parametros morfométricos. Edad = 12 afios.
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MEDIA DESV.TIP. TAM ERR.EST. MINIMO MAXIMO
v 0.31451 0 1 0 0.31491 0.31491
Vos 0.0092802 ¢ 1 0 0.0092802 0.0092802
Vosf 0.029469 0 1 0 0.029469 0.029469
St 0.14592 0 1 0 0.14592 0.14592
Sfa 0.025688 0 1 0 0.025688 0.025688
OBOID 0.17604 0 1 g 0.17604 0.17604
Sr 0.12175 0 1 0 0.12175 0.12175
Sra 0.0028608 0 i () 0.0028608 0.0028608
Sv 3.5 0 1 0 3.5 3.5
0l 26.5189 0 1 0 26.5189 26.5189
wOSs 18.1705 0 i 0 18.1705 18.1705
MOST 14.2711 0 1 0 14.2711 14,2711
MWT 70.39 0 1 0 70.39 70.39
TTI 179.9434 ¢ 1 0 179.9434 179.9434
Tabla 4.14.- Parametros morfométricos. Edad = 13 afios,
] MEDIA DESV.TIP. TAM ERR.EST. MINIMO MAXIMO
v 0.30543 0.016816 2 0.01189 0.29354 0.31732
Vos 0.010251 0.0022254 2 0.0015736 0.0086773 0.011824
Vosf ¢.033412 0.0054465 2 0.0038512 0.029561 0.037263 |
Sf 0.1915 0.0044789 2 0.0031671 0.18834 0.19467
Sfa 0.034982 0.0019763 2 0.0013975 0.033584 0.036379
OBOID 0.1826 0.0060494 2 0.0042776 0.17832 0.18688
Sr 0.16557 0.095738 2 0.067697 0.097873 0.23327 )
Sra 0.0026331 0.0010766 2 0.0007613 0.0018718 0.0033944
Sv 4.0275 0.61256 2 0.43315 3.5943 4.4606
0l 31.3949 2.1441 2 1.5161 29.8788 32.911
WOS 13.7295 5.2851 2 3.7371 9.9924 17.4666
MOST 10.7832 4.1509 2 2.9351 7.848 13.7183 B
MWT 70.12 0 1 0 70.12 70.12
TTI 154.0852 31.7857 2 22.4759 131.6093 176.5611

Tabla 4.15.- Pardmetros morfométricos. Edad = 14 afios.
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MEDIA DESV.TIP. TAM ERR.EST. MINIMO MAXIMO
v 0.19774 0 1 0 0.19774 0.19774
Vos 0.0023173 G 1 0 0.0023173 0.0023173
Vosf 0.011719 0 1 0 0.011719 0.011719
Sf 0.043184 0 1 0 0.043184 0.043184
Sfa 0.0089653 0 1 0 0.0089653 0.0089653
OBOID 0.20761 0 1 0 0.20761 0.20761
Sr 0.072222 0 i 0 0.072222 0.072222
Sra 0.00025301 0 1 0 0.00025301 0.00025301
Sv 3.2518 0 1 0 3.2518 3.2518
Ol 17.4856 0 1 0 17.4856 17.4856
WOS 16.501 0 1 0 16.501 16.501
MOST 12.9599 0 1 0 12.9599 12.9599
- MWT 66.31 0 1 0 66.31 66.31
TTI 121.6136 0 1 0 121.6136 121.6136
Tabla 4.16.- Pardmetros morfométrices. Edad = 15 afios.
MEDIA DESV.TIP. | TAM ERR.EST. MINIMO MAXIMO
A 0.29626 0.083778 2 0.05924 0.23702 0.3555
Vos 0.0080779 0.0034034 2 0.0024065 0.0056714 0.010484
Vosf 0.030094 0.019998 2 0.014141 0.015953 0.044235
Sf 0.1121 0.036418 2 0.025752 0.086346 0.13785
Sfa 0.046272 0.032918 2 0.023277 0.022996 0.069549
OBOID 0.38542 0.16844 2 0.1191 0.26632 0.50453
st | 0.16507 0.05265 2 0.037229 0.12784 0.2023
Sra 0.0073694 0.0027803 2 0.0019661 0.0054033 0.0093355
Sv 3.5235 0.69222 2 0.48947 3.034 4.013
0l 11.8027 2.3253 2 1.6442 10.1585 13.4469
WOS 20.7172 6.1522 2 4.3502 16.3669 25.0674
MOST | 16.2713 4.8319 2 3.4167 12.8546 19.6879
MWT 85.35 0 1 0 85.35 85.35
TTI 166.7018 14.8026 2 10.467 156.2348 177.1688

Tabla 4.17.- Parametros morfométricos. Edad = 16 afios.




Resultados 110
MEDIA DESV.TIP. TAM ERR.EST. MINIMO MAXIMO_|
v 0.30166 0.050423 2 0.035655 0.26601 0.33732
Vos 0.0061591 0.0062448 2 0.0044158 0.0017433 0.010575
Vosf 0.022461 0.024456 2 0.017293 0.0051682 0.039754
St 0.091651 0.072522 2 0.051281 0.04037 0.14293
Sfa 0.0094534 0.013369 2 0.0094534 0 0.018907
OBOID 0.066139 0.093535 2 0.066139 0 0.13228
Sr 0.11718 0.0096855 2 0.0068487 0.11033 0.12403
Sra 0.0018233 0.0025785 2 0.0018233 0 0.0036465
Sv 3.697 0.50562 2 0.35753 3.3395 4.0546
0)} 16.9682 0 1 0 16.9682 16.9682
WwWOS 15.5888 3.7591 2 2.6581 12.9307 18.2469
MOST 12.2435 2.9524 2 2.0877 10.1558 14.3311
MWT §2.87 6.562 2 | 4.64 78.23 87.51
TTI 166.6111 50.0631 2 35.3999 131.2111 202.011
Tabla 4.18.- Parametros morfométricos. Edad = 17 aiios.
MEDIA DESV.TIP. TAM ERR.EST. MINIMO MAXIMO
L% 0.29015 0 1 0 0.25015 0.29015
Vos 0.0013945 0 1 0 0.0013945 0.0013945
Vosf 0.0048062 0 1 0 0.0048062 0.0048062
Sf 0.022987 0 1 0 0.022987 0.022987
Sfa 0.0020343 0 1 0 0.0020343 0.0020343
OBOID 0.088498 0 1 0 0.088498 0.088498
s 0.1015 0 1 0 0.1015 0.1015
Sra 0.0022677 0 1 0 0.0022677 0.0022677
Sv 4.5808 0 1 §] 4.5808 4.5808
01 20.6569 0 1 0 20.6569 20.6569
wOos 13.2431 0 1 0 13.2431 13.2431
MOST 10.4011 0 1 0 10.4011 10.4011
MWT 0 0 0 0 0 0
TTI 126.6779 0 1 ] 126.6779 126.6779

Tabla 4.19.- Parametros morfométricos. Edad = 18 afios.



Resultados 111
MEDIA DESYV.TIP. TAM ERR.EST. MINIMO MAXIMO
\' 0.3328 0.086066 3 0.04969 0.27037 0.43098
Vos 0.00033804 0.00037935 3 0.00021902 0.00009421 0.0007751
Vosf 0.0011733 0.0014666 3 0.00084676 0.00031718 0.0028668
Sf 0.0098267 0.01005 3 0.0058024 0.002909 0.021355
Sfa 0.00087769 0.0015202 3 0.00087769 0 0.0026331
OBGID 0.0411 (0.071188 3 0.0411 0] 0.1233
Sr 0.16076 0.11538 3 0.066616 0.035721 0.26312
Sra 0.0011431 0.0015131 3 0.00087359 0 0.002859
Sv 3.7472 0.9051 3 0.52256 3.1997 4.7919
o) 26.8825 9.7276 2 6.8785 20.004 33.761
WOS 9.0274 2.8499 3 1.6454 5.7925 11.1678
MOST 7.0901 2.2383 3 1.2923 4.5494 8.7712
MWT 82.71 0 1 0 89.71 89.71
TTI 177.305 9.8966 3 5.7138 166.378 185.66355
Tabla 4.20.- Parametros morfométricos. Edad = 19 aiios.
MEDIA DESV.TIP. TAM ERR.EST., MINIMO MAXIMO
v 0.23293 0.081827 4 0.040914 0.12832 0.322
Vos 0.0014414 0.00068636 4 0.00034318 0.00081388 0.002067
Vosf 0.0061012 0.0014761 4 0.00073805 0.0040579 0.0075852
St 0.037323 0.010723 4 0.0053615 0.027626 0.050174
Sfa 0.0039641 0.0038265 4 0.0019133 0.00073808 0.0087862
OBOID 0.11834 0.13843 4 0.069213 0.024832 0.31805
Sr 0.1143%9 0.051114 4 0.025557 0.059047 0.18073
Sra 0.0017045 0.0013624 4 0.0006812 0.00050551 0.0032992
Sv 2.9982 0.90069 4 0.45035 2.3268 4.2767
01 16.6509 5.5975 4 2.7988 9.3127 22.6219
wWOS 12.8954 3.5221 4 1.7611 8.0272 16.4438
MOST 10.128 2.7663 4 1.3831 6.3045 12.915
MWT 91.7533 4.4523 3 2.5705 87.58 96.44
TTI 155.277 35.9032 4 17.9516 106.5705 186.8147

Tabla 4.21.- Parimetros morfométricos. Edad = 20 aiios.




Resultados 112
MEDIA DESV.TIP. TAM ERR.EST. MINIMO MAXIMO
Vv 0.18597 0.051909 40 0.0082075 (.080995 0.30788
Vos 0.0042303 0.0046499 40 0.00073521 0.00014995 0.025033
Vosf 0.021806 0.019199 40 0.0030356 0.00077557 0.081309
St 0.082722 0.062474 40 0.009878 0.0067845 0.27805
Sfa 0.017616 0.017196 40 0.0027189 0 0.06522
OBOID (0.23112 0.18407 40 0.029104 0 0.73948
Sr (.1826 0.11303 40 0.017872 0.031948 0.5563
Sra 0.005087 0.004938 40 0.00078076 0 0.025151
Sv 4.1923 1.272 40 0.201 13 1.9067 7.3766
ol 27.3393 11.9818 38 1.9437 6.9633 74.8279
wOSs 11.0356 3.7228 40 0.58863 5.9366 22.2983
MOST 8.6674 2.9239 40 0.46231 4.6626 17.5131
TTI 93.4282 29.7646 40 4.7062 53.9433 186.2837
Tabla 4.22.- Parimetros morfométricos. Edad > 0y =< 10 afios.
MEDIA DESV.TIP. TAM [ ERR.EST. MINIMO MAXIMO
v 0.26653 0.07328 20 0.016386 0.12832 0.43098
Vos 0.0046976 0.0042006 20 0.00093929 0.00009421 0.011824
Vosf 0.018782 0.017423 20 0.0038959 0.00031718 0.063649
Sf 0.080024 0.063477 20 0.014194 0.002909 0.19467
Sfa 0.01357 0.017584 20 0.003932 0 0.069549
OBOID 0.13584 0.12873 20 0.028785 0 0.50453
Sr 0.12408 0.059674 20 0.013343 0.035721 0.26312
Sra 0.0025274 0.0023813 | 20 0.00053248 0 0.0093355
Sv 3.5633 0.71593 20 0.16009 2.3268 4.7919
01 20.6973 7.253 18 1.7095 9.3127 33.761
WOS 14.6517 4.4298 20 0.99052 5.7925 25.0674
MOST 11.5075 3.4791 20 0.77796 4.5494 19.6879
TTI1 150.1352 32.2796 20 7.2179 96.6761 202.011

Tabla 4.23.- Parimetros morfométricos. Edad > 10 y < 20 aiios.




Resultados 113
MEDIA | DESV.TIP. | TAM | ERR.EST. | MINIMO | MAXIMO
v 0.1768 0.048262 23 0.010063 |  0.096768 0.30422
Vos 0.003243 0.0036534 | 23 | 0.00076178 | 0.00014995 | 0.016171
Vost 0.01737 0.017521 23 | 0.0036533 | 0.00077557 | 0.070938
Sf 0.063057 0.054031 23 0.011266 0.0067845 0.23709
Sfa 0.011499 0.012121 23 | 0.0025274 0 0.045245
OBOID |  0.2095 0.20811 23 0.043394 0 0.73948
Sr 0.19103 0.11875 23 0.024761 0.032913 0.5563
Sra 0.0040247 | 0.0038026 | 23 | 0.00079291 0 0.013763
[ sv 4.0647 1.0424 23 0.21736 1.9067 5.0883 |
oI 26.9846 9.0886 21 1.9833 13.7005 43.554
WOS 10.7217 3.1751 23 0.66205 6.2201 16.815
MOST 8.4208 2.4937 23 0.51998 4.8853 13.2065
TTI 90.0109 24.3977 23 5.0873 53.9433 136.8418
Tabla 4.24,- Parimetros morfométricos. Edad > 0 y =< 10 afios. Sexo masculino.
MEDIA | DESV.TIP. | TAM | ERREST. | MINIMO | MAXIMO
v 0.19837 0.055509 17 0.013463 0.080995 0.30788
Vos 0.005566 0.0055725 | 17 | 00013515 | 0.00077364 | 0.025033
Vost |  0.027809 0.020243 17 | 0.0049096 | 0.0049939 0.081309
St 0.10933 0.064741 17 0.015702 0.025339 0.27805
Sfa 0.025892 0.019804 17 | 0.0048031 | 0.0032931 0.06522
OBOID | 0.26037 0.14648 17 0.035526 0.026256 0.47475
St 0.17118 0.1073 17 0.026024 0.031948 0.38862
Sra 0.0065243 | 0.0059779 17 | 00014499 | 000080658 | 0.025151
Sv 4.3649 1.5475 17 0.37533 2.1362 7.3766 |
ol 277775 15.1118 17 3.6651 6.9633 74.8279
WOS 11.4604 4.4258 17 1.0734 5.9366 22.2983
MOST 9.001 3.476 17 0.84306 4.6626 17.5131
TTI 98.0515 36.0763 17 8.7498 50.9488 186.2837

Tabla 4.25.- Parametros morfométricos. Edad > ¢ y < 10 afios. Sexo femenino.



Resultados 114
MEDIA DESV.TTP. TAM ERR.EST. MINIMO MAXIMO
v 0.29298 0.06259 14 0.016728 0.17831 0.43098
Vos 0.0053979 0.004713 14 0.0012596 0.00009421 0.011824
Vosf 0.020474 0.020106 14 0.0053737 0.00031718 0.063649
Sf 0.089798 0.072752 14 0.019444 0.002909 0.19467
Sfa 0.016402 0.020013 14 0.0053486 0 0.069549
OBOID 0.14599 (.14443 14 0.0386 0 0.50453
Sr 0.13363 0.064579 14 0.017259 0.035721 0.26312
Sra 0.0028319 0.0026065 14 0.00069662 0 0.0093355
Sv 3.5752 0.66847 14 o 17866 2.3268 4.7919 B
0l 21.771 7.5813 12 2.1885 10.1585 33.761
WwOS 14.8543 4.8453 14 1.295 5.7925 25.0674
MOST 11.6665 3.8055 14 1.0171 4.5494 19.6879
TTI 165.1117 25.8305 14 6.9035 110.3715 202.011
Tabla 4.26.- Parametros morfométricos. Edad > 10 y < 20 aiios. Sexo masculino.
MEDIA DESV.TIP. TAM ERR.EST. MINIMO MAXIMO
\Y 0.2048 0.06074 6 0.024797 0.12832 0.29015
Vos 0.0030634 0.0021728 6 0.00088704 0.00081388 0.0068422
Vosf 0.014833 0.0087022 6 0.0035526 0.0048062 0.025974
St 0.057219 0.025663 6 0.010477 0.022987 0.091351
Sfa 0.0069599 0.007668 6 0.0031304 0.0010455 0.021571
OBOID 0.11217 0.088182 6 0.036 0.024832 0.23613
Sr 0.10181 0.042875 6 0.017504 0.059788 0.18073
I Sra 0.0018167 0.0017374 6 0.00070928 0.00025301 0.0048241
Sv 3.5354 0.88576 6 0.36161 2.4081 4.5808
10)] 18.55 6.6416 6 2.7114 9.3127 29.3686
wOs 14.1791 3.6255 6 1.4801 8.0272 17.944
MOST - 11.1363 2.8474 6 1.1625 6.3045 14.0932
TTI 115.1901 11.4595 6 4.6783 96.6761 126.6779 )

Tabla 4.27.- Parametros morfométricos. Edad > 10y < 20 afios. Sexo femenino.



Resultados 115
MEDIA DESV.TIP. TAM ERR.EST. MINIMO MAXIMO
v 0.17926 0.051675 33 0.0089955 0.080995 0.30422
Vos 0.0037058 0.003248 33 0.00056541 0.00024229 0.016171
Vosf 0.020871 0.017324 33 0.0030157 0.0011565 0.070938
Sf 0.078387 0.054085 33 0.0094149 0.0067845 0.23709
Sfa 0.018571 0.017687 33 0.0030788 0 0.06522
OBOID 0.24538 0.19375 33 0.033727 0 0.73948
Sr 0.17696 0.11188 33 0.019476 0.031948 0.5563
Sra 0.0054756 0.0052539 33 0.00091459 0 0.025151
Sv 4.2603 1.3663 33 0.23784 1.9067 7.3766
Ol 27.9063 12.5517 31 2.2544 6.9633 74.8279
WwOS 10.7035 3.3463 33 0.58252 5.9366 16.815
MOST 8.4065 2.6282 33 0.45751 4.6626 13.2065
MWT 40.0107 8.7647 15 2.263 23.94 56.8
TTI 88,9252 28.8848 33 5.0282 53.9433 186.2837
Tabla 4.28.- Parametros morfométricos. Edad > 0 y =< 5 aios.
MEDIA DESV.TIP. TAM ERR.EST. MINIMO MAXIMO B
v 0.2176 0.043101 7 0.016291 0.1914 0.30788
Vos 0.0067027 0.0086965 7 0.003287 0.00014995 0.025033
Vosf 0.026216 0.027707 7 0.010472 0.00077557 0.081309
Sf 0.10316 0.095801 7 0.036209 0.00797 0.27805
Sfa 0.013115 0.015003 7 0.0056705 0.0025135 0.045432
OBOID 0.16387 0.11679 7 0.044144 0.036418 0.33199
Sr 0.20918 0.12364 7 0.046731 0.064937 0.37919
Sra 0.003255 0.0025552 7 0.00096578 0.0011922 0.0088433
Sv 3.8717 0.64502 7 0.2438 2.9624 4.9641
0] 24 8285 9.4105 7 3.5568 14.053 44.0975
WOS 12.6014 5.1863 7 1.9602 6.3508 22.2983
MOST 0.8972 4.0733 7 1.5396 49879 17.5131
MWT 55.48 6.2246 4 3.11232 46.4 59.79
TTI 114.6563 25.9138 7 9.7945 78.5172 152.5079

Tabla 4.29.- Pardmetros morfométricos. Edad > 5y < 10 afos,




Resultados 116
MEDIA DESY.TIP. | TAM ERR.EST. MINIMO MAXIMO
v 0.2393 0.064532 8 0.022816 0.17437 0.31732
Vos 0.0071629 0.0037204 8 0.0013154 0.0023173 0.011824
Vosf 0.029724 0.015808 8 0.0055891 0.011719 0.063649
St 0.1239 0.06137 8 0.021697 0.043184 0.19467
Sfa 0.017427 0.013559 8 0.0047938 0.0035449 0.036379
OBOID - 0.14107 0.080352 8 0.028409 0.02762 0.23613
Sr - 0.10947 0.053777 8 0.019013 0.059788 0.23327
Sra 0.0024559 0.0019555 8 0.00069137 0.00025301 0.0052631 ]
Sv 3.6262 0.59121 8 0.20902 2.8365 4.5279
Ol 23.8691 6.6078 8 2.3362 15.0966 32.911
WOS 16.0645 3.0907 8 1.0927 9.9924 19.0819
MOST 12.617 2.4274 8 0.85822 7.848 14.9869
MWT 66.2667 7.087 6 2.8932 52.46 71.6
TTI 132.0472 30.3061 8 10,7148 96.6761 179.9434
Tabla 4.30.- Parimetros morfométricos. Edad > 10 y < 15 aiios.
MEDIA ~ DESV.TIP. TAM ERR.EST. MINIMO MAXIMO
v 0.28468 0.075677 12 [ 0.021846 [ 0.12832 0.43098
Vos 0.003054 0.0037819 i2 - 0.0010917 - 0.00009421 0.010575
Vosf 0.011487 0.014838 12 0.0042834 0.00031718 0.044235
Sf 0.050771 0.047215 12 0.01363 0.002909 0.14293
Sfa 0.010998 0.019977 12 0.0057668 0 0.069549
OBOID 0.13236 0.15646 i2 0.045167 0 0.50453 B
Sr 0.13382 0.063653 12 0.018375 0.035721 0.26312
Sra 0.002575 (0.002712 12 0.00078289 0 0.0093355
Sv 3.5214 0.81123 12 0.23418 2.3268 4.7919
01 18.1599 7.0221 10 2.2206 9.3127 33.761
WwWOS 13.7099 i 5.0394 12 1.4548 5.7925 25.0674
MOST 10.7677 3.958 12 1.1426 4.5494 19.6879
MWT £8.0086 5.5909 7 2.1131 78.23 96.44
TTI 162.1939 28.6132 12 8.2599 106.5705 202.011

Tabla 4.31.- Pardmetros morfoméiricos. Edad > 15y < 20 afies.



Resultados 117
MEDIA DESV.TIP. | TAM | ERREST. | MINIMO | MAXIMO
v 0.17434 0.051436 20 0.011506 0.096768 | 030422
Vos | 00034765 | 0.0038504 | 20 | 0.00086097 | 0.00024229 | 0.016171
Vost | 0.018666 0.018353 20 | 0.0041038 | 0.0011565 0.070938
st 0.066609 0.056529 20 0.01264 0.0067845 0.23709
Sfa 0.012461 0.012733 20 | 0.0028472 0 0.045245
OBOID | 0.21343 022052 | 20 0.049311 0 0.73948
St 0.17533 0.11735 20 0.02624 0.032913 0.5563
Sra 0.0043575 | 0.0039755 | 20 | 0.00088895 0 0.013763
Sv 4.0922 1.0698 20 0.23922 1.9067 5.9883
o1 274788 9.6964 18 2.2855 13.7005 43.554
| wos 10.9471 3.1822 20 0.71156 6.2201 16.815
MOST 8.5979 2.4993 20 0.55886 4.8853 13.2065
MWT | 40.7333 9.5332 9 3.1777 23.94 56.8
T 87.9128 24.1338 20 5.3965 53.0433 136.8418
Tabla 4.32.- Parimetros morfométricos. Edad > 0 y < 5 afios. Sexo masculino.
MEDIA | DESV.TIP. | TAM | ERREST. | MINIMO | MAXIMO
[ v 0.18682 0.053164 13 0.014745 0.080995 0.25365
Vos | 0.0040587 | 0.0021063 13 | 000058417 | 0.00077364 | 0.0073991
Vost | 0.024263 0.015699 | 13 | 0.004354 0.0049939 | 0.057304 |
; 0.096506 0.04641 13 0.012872 0.025339 0.16711
Sfa 0.027971 0.020482 13 | 00056808 | 0.0040892 0.06522
OBOID |  0.29455 0.13704 13 0.038009 0.026256 0.47475
St 0.17946 0.10755 13 0.029828 0.031948 0.38862
Sra 0.0071958 0.00658 13 0.001825 | 0.00080658 | 0.025151 |
Sv 4.5189 1.7454 13 0.48407 2.1362 7.3766
o1 28 4981 16.125 13 4.4723 6.9633 74.8279
WOS 10.3287 3.6847 13 1.0219 5.9366 16.6451
MOST 8.1122 2.8939 13 0.80264 4.6626 13.0731
MWT 38.9267 8.2057 6 3.35 30.86 53.51
TTI 90.4827 36.0326 13 9.9937 59.9488 186.2837

Tabla 4.33.- Parimetros morfométricos. Edad > 0 y < 5 aiios. Sexo femenino.



Tabla 4.35.- Pardametros morfométricos. Edad > Sy < 10 afios.

Resultados 118
| MEDIA DESV.TIP. TAM ERR.EST. MINIMO MAXIMO
v 0.19321 0.0017463 3 0.0010082 0.1914 0.19489
Vos 0.0016865 0.0013405 3 0.00077397 (.00014995 0.002617
Vosf 0.0087271 0.0069243 3 0.0039977 0.00077557 0.013428
Sf (.039378 0.02807 3 0.016206 0.00797 0.062014
Sfa 0.0050852 0.0022296 3 0.0012872 0.0025135 0.0064751
OBOCID (0.18331 0.11509 3 0.066447 0.10441 0.31537 N
Sr 0.26573 0.073378 3 0.042365 0.24138 0.37919
Sra 0.0018055 0.0006492 3 0.00037482 0.0011922 ] 0.0024854
Sv 3.8816 1.0108 i 3 0.58358 2.9624 | 4.9641
Ol 24.019 3.3878 3 1.9559 21.5959 27.8501
wOSs 9.2186 3.286 3 1.8972 6.3508 12.8042
MOST 7.2403 2.5808 3 1.49 4.9879 10.0564
MWT 0 0 0 0 0 0
TTI 103.9978 26.0199 3 15.0226 78.5172 130.5254
Tabla 4.34.- Pardmetros morfométrices. Edad > § y < 10 afios. Sexo masculino.
MEDIA : DESV.TIP. TAM ERR.EST. MINIMO MAXIMO
A4 r (1.23589 4.051697 4 0.025848 0.19581 0.30788
Vos 0.010465 0.010297 4 0.0051484 0.0016931 0.025033
Vosf 0.039333 0.031114 4 0.015557 0.0086468 0.081309
St 0.151 0.10349 4 0.051747 0.046658 0.27805
Sfa 0.019138 0.018276 4 0.0091378 0.0032931 0.045432
OBOID 0.14928 0.13338 4 0.066688 (.036418 0.33199
Sr 0.14427 0.11779 4 0.058897 0.064937 0.3185
Sra 0.0043421 0.0030167 4 0.0015084 0.0024838 0.0088433
Sv 3.8643 0.38834 4 0.19417 3.544 4,331
0] 25.4357 12.9737 4 6.4869 14.053 44.0975
WOS 15.1385 5.1548 4 2.5774 10.2362 22.2983
MOST 11.8898 4.0485 4 2.0243 8.0395 17.5131
MWT 55.48 6.2246 4 3.1123 46.4 59.79
TTI1 122.6502 26.3227 4 13.1614 92.805 152.5079

Sexo femenino.



Resultados 119
MEDIA DESVY.TIP. TAM - ERR.EST. MINIMO MAXIMO
v 0.27602 0.06601 4 0.033005 0.17831 0.31732
Vos 0.610283 0.0015381 4 0.00076504 0.0086773 0.011824
Vosf 0.039986 0.016193 4 0.0080966 0.029469 0.063649
Sf 0.17825 0.02199 4 0.010995 0.14592 0.19467
Sfa 0.025184 0.014144 4 0.007072 0.0050842 0.036379
OBOID 0.14221 0.076539 4 0.038269 0.02762 0.18688
Sr 0.13679 0.065462 4 0.032731 0.094276 0.23327
Sra 0.0033475 0.0014243 4 0.00071216 0.0018718 0.0052631
Sv 3.6965 0.53217 4 0.26608 3.231 4.4606
Ol 27.4057 5.4007 [ 4 2.7004 20.314 32.911
wOSs 16.1778 4.1763 4 2.0882 9.9924 19.0819
MOST 12.7061 3.2801 4 1.64 7.848 14.9869
MWT 69.0767 2.0454 3 1.1809 66.72 70.39
TTI 149.6213 34.206 4 17.103 110.3715 179.9434
Tabla 4.36.- Parimetros morfométricos. Edad > 10 v < 15 afios. Sexo masculino,
MEDIA DESV.TIP. ] TAM ERR.EST. MINIMO MAXIMO
v 0.20259 0.042004 -4 0.021002 0.17437 0.26343
B Vos 0.0040429 0.0019935 4 0.00099674 0.0023173 0.0068422
Vosf 0.019463 0.0063319 4 0.003166 0.011719 0.025974
sf 0.069556 0.020687 4 0.010343 0.043184 0.091351
Sfa 0.0096699 0.0082739 4 0.0041369 0.0035449 0.021571
OBOID 0.13993 0.095935 4 0.047967 0.044863 0.23613
Sr 0.082157 0.021742 4 0.010871 0.059788 0.1105
Sra 0.0015643 0.0021849 4 0.0010925 €.00025301 | 0.0048241
Sv 3.5559 0.72054 4 0.36027 2.8365 4.5279
0| 20.3326 6.2737 4 3.1369 15.0966 29.3686
WOS 15.9511 2.1938 4 1.0969 12.8181 17.944
MOST 12.528 1.723 4 0.8615 10.0673 14.0932
MWT 63.4567 9.8839 3 5.7065 52.46 71.6
TTI 114 4731 1l2.224 4 6.112 96.6761 123.2496

Tabla 4.37.- Pardmetros morfométricos. Edad > 10 y < 15 afios. Sexo femenino.




Resultados 120
MEDIA DESV.TIP. TAM ERR.EST. MINIMO MAXIMO :
v 0.29976 0.06346 10 0.020068 0.21735 0.43098
Vos 0.003444 0.0040557 i0 0.0012825 0.00009421 | 0.010575
Vosf 0.012669 0.016114 10 0.0050956 0.00031718 0.044235
Sf 0.054417 0.051144 10 0.016173 0.002909 (.14293
Sfa 0.01289 0.021537 10 0.0068106 ¢ 0.069549
OBOID 0.1475 0.16783 i0 0.053074 0 0.50453
Sr 0.13236 0.067744 10 0.021422 0.035721 0.26312
Sra 0.0026257 0.0029953 10 0.00054719 0 0.0093355 ]
Sv 3.5267 0.73614 10 0.23279 2.3268 4.7919
Cl 18.9537 7.1138 8 2.5151 10.1585 33.761
WwOs 14.3248 5.1968 10 1.6434 5.7925 25.0674
MOST 11.2507 4.0816 10 1.2907 4.5494 19.6879
MWT B8.0086 5.5909 7 2.1131 78.23 4[ 96.44
TTI 71.3078 20.6018 i0 6.5149 131.2111 202.011
Tabla 4.38.- Parimetros morfométricos. Edad > 15y < 20 afios. Sexo masculine.
MEDIA DESV.TIP. TAM ERR.EST. MINIMO MAXIMO
v 0.20924 0.11443 2 0.080915 0.12832 0.29015
Vos 0.0011042 .00041058 2 0.00029032 0.00081388 0.0013945
Vosf 0.0055743 0.0010863 2 0.00076816 0.0048062 0.0063425
B Sf 0.032544 0.013516 2 0.0095576 0.022987 0.042102
Sfa 0.0015399 0.0006992 2 0.00049441 0.0010455 0.0020343
OBOID 0.056665 0.045019 2 0.03]1833 0.024832 0.088498
Sr 0.14111 0.056022 2 0.035614 0.1015 0.18073
Sra 0.0023216 0.00007615 2 0.00005384 0.0022677 0.0023754
Sv 3.4945 1.5363 2 1.0863 2.4081 4.5808
0] 14.9848 8.0215 2 5.6721 9.3127 20.6569
wOSs 10.6351 3.6882 2 2.608 8.0272 13.243)
MOST 8.3528 2.8967 | 2 2.0483 6.3045 10.4011
MWT 0 0 0 0 0 0
TTI 116.6242 14.2181 2 10.0537 106.5705 126.6779

Tabla 4.39.- Pardmetros morfométricos. Edad > 15y < 20 afios, Sexo femenino,
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Parametros de la Estructura Osea

El Volumen Trabecular, representado mediante la recta de regresién,
presenta una clara tendencia a elevarse con la edad (Figura 4.1), mostrando
un aumento significativo (p<0.001) de la primera a la segunda década de
la vida (Figura 4.2), a expensas del sexo masculino, mientras que en el

femenino permanece constante (Figura 4.3).

Edad (arios)

Figura 4.1.- volumen Trabecular.(V).
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En la distribucion por grupos de cinco afios de edad, se observan los
valores miximos en el grupo de 15 a 20 aifios (0.284 mm*/mm’) (Figura
4.4), sin advertir diferencias aparentemente significativas® entre los grupos
de varones, mientras en las hembras aumenta en el grupo de 5 a 10 afios,
y disminuye en el de 10 a 15 para permanecer sin cambios posteriores
(Figura 4.5).

® No ha podide establecerse estadisticamente las diferencias existentes entre sexos para grupos de edad de § afios,
debido al pequeifio tamaiio de las muestras
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Figura 4.3.- Volumen Trabecular por décadas v sexo
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Figura 4.5.- Volumen Trabecular por grupos de 5 afios y sexo
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El Indice de Espesor Trabecular (TTI), representado por la recta de
regresion, aumenta claramente con la edad (Figura 4.6), de manera paralela
al volumen trabecular (V), aumentando significativamente de la primera a
la segunda década (p<0.001) (Figura 4.7) a expensas de la poblacién

masculina (Figura 4.8).

Edad (arios)

Figura 4.6 .~ Indice de espesor trabecular.(TTI).
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Presenta un maximo en el grupo de 15 a 20 afios (162 u) (Figura 4.9).
En la distribucién por sexos, este patréon se reproduce en el sexo
masculino, en el que va aumentando con la edad, mientras en el femenino
practicamente permanece constante desde el grupo de 5 a 10 afios (Figura
4.10).
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Figura 4.8.- Indice de Espesor irabecular por décadas y sexo
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Figura 4.10.- Indice de Espesor Trabecular por grupos de 5 afios y sexo
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La Superficie Especifica de Hueso Trabecular (Sv), muestra una
tendencia, representada por la recta de regresion, a decaer de manera
progresiva (Figura 4.11), disminuyendo de manera significativa (p <0.05)
de la primera a la segunda década (Figura 4.12), sin que se observen

diferencias relacionadas con el sexo (Figura 4.13).

Edad (arios)

Figura 4.11.- Superficie especifica de hueso trabecular.(Sv).
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En la distribucién por grupos de cinco afios, se observa un valor
maximo desde el nacimiento hasta los 5 afios (4.32 mm*’mm’) (Figura
4.14), no observandose diferencias aparentemente significativas entre

ambos sexos (Figura 4.15).
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Figura 4.12.- Superficie Especilica de Hueso Trabecular por décadas
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Figura 4.13.- Superficie Especifica de Hueso Tmbecular por décadas y sexo
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Figura 4.15.- Supeicie Especifica de Hueso Trabecular por grupos de 5 afios y sexo
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El Espesor Medio de las Unidades Estructurales Trabeculares
(MWT), tiende a aumentar con la edad, como puede observarse mediante
la correspondiente recta de regresién (Figura 4.16), con un aumento
significativo (p <0.001) de la primera a la segunda década (Figura 4.17),
no siendo estadisticamente significativas las diferencias entre ambos sexos

(Figura 4.18).

Edad {(afios)

Figura 4.16.- Espesor Medio de Ias Unidades Estructurales Trabeculares.(MWT).
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La distribucién por grupos de cinco afios sigue la misma tendencia
ascendente, con elevaciones significativas en cada uno de los grupos de

edad, sin diferencias aparentes entre ambos sexos. (Figuras 4.19 y 4.20).
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Figura 4.18.- Espesor Medio de las Unidades Estructurales Trabeculares por décadas y sexo
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Figura 4.20.- Espesor Medio de las Unidades Estructumales Trabeculares por grupos de 5 afios y sexo
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Parametros de Formacion Osea
El Volumen de Osteoide (Vos), muestra una tendencia a mantenerse
constante, tal y como se representa en la recta de regresién (Figura 4.21),

con un aumento no significativo de la primera a la segunda década (Figura
4.22).

0 5 10 15 20
Edad (arjos)

Figura 4.21 .~ Volumen de Osteoide.(Vos).
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Este patron no se cumple al realizar la distribucién por sexos,
observando que en la primera década de la vida los valores son maximos
para las hembras (0.0054 mm’/mm’), descendiendo, aunque de manera no
significativa en la segunda, mientras para los varones se produce un
incremento no significativo de la primera a la segunda década, donde

alcanza su maximo (0.0057 mm’/mm’) (Figura 4.23).

En la distribucién por grupos de cinco afios, se observan dos picos en
los grupos de edad de 5 a 10 y 10 a 15 afios (0.0067 mm*/mm’, y 0.0071
mm’/mm’ respectivamente), y una caida estadisticamente significativa
(p<0.05) en el grupo de 15 a 20 afios (0.0030 mm*/mm’) (Figura 4.24).
El primer pico resulta de un incremento en el grupo de edad de 5 a 10 afios
para el sexo femenino (0.0104 mm*mm’), y el segundo se origina a
expensas del aumento en el grupo de 10 a 15 afos para el masculino

(0.0102 mm’/mm’) (Figura 4.25).



Vias (mm®/mm®)
0,005 g

0, 0

0. 002

0,001

Edad (afios)

Figura 4.22 - Volumen de Ostecide (Vos) por décadas

M varones M Hembras

10

20

0,008 0,005 0,004 0,008 0,002 0,001 0,001 0,002 0,008 H,I.'.;J-I l-ll'.ﬂ:ﬁ 0,008
Vos (mm*imm?)

Figura 4.23.- Volumen de Ostecide (Vos) por décadas y sexo
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Figura 4.35.- Superficie Relativa de Formacidn por grupos de 5 afios y sexo
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El Volumen de Osteoide (Vosf), se comporta de manera similar,
mostrando una tendencia a permanecer constante (Figura 4.26),
descendiendo, en este caso, de manera no significativo de la primera a la
segunda década (Figura 4.27), al mantenerse practicamente constante en los

varones, mientras en las hembras disminuye de manera significativa
(p<0.05) (Figura 4.28)

mm’/mm’*
0’1 .......................................................................
0.08 ................................... B e
0,06_"- ....................................................................
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0,02'“ RS ] ._1 .'- ..............
Ll s T
ol.. . .
0 5 10 15 20
Edad (affos)

Figura 4.26.- Volumen de Osteoide.(Vosf).
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En la distribucién por grupos de cinco afios la evolucion es también
similar al Vos, aunque las diferencias entre los tres primeros grupos son
mas progresivas (Figura 4.29), observando un comportamiento idéntico al

Vos en ambos sexos (Figura 4.30).
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Figura 4.28.- Volumen de Ostecide (Vosf) por décadas y sexo
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Figura 4.30.- Volumen de Ostecide (Vosf) por grupos de 5 afios y sexo
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La Superficie Relativa de Formacion (Sf), se incrementa
progresivamente, aunque de manera no significativa, en los tres primeros
grupos de edad, con un pico maximo en el grupo de 10 a 15 afios (0.123
mm’/mm*), y un brusco descenso en el Ultimo grupo de 15 a 20 afios
(Figura 4.32),1 i)or lo que la recta de regresion tiende a disminuir levemente
(Figura 4.31), mientras que no se aprecian diferencias globales entre la

primera y segunda década (Figura 4.33). ¢ -

Edad (afios)

Figura 4.31.- Superficie relativa de formacién.(Sf).
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La distribucion por sexos muestra una situacién similar al volumen de
osteoide (Vosf), con un valor maximo en la primera década en las hembras
(0.105 mm*’mm’), y una caida significativa en la segunda década
(p<0.05), mietras que Jos varones presentan un valor maximo en la
segunda década (0.094 mm’/mm’), aumentando ligeramente respecto de la

primera (Figura 4.34). 4.7+

En cuanto a la distribucién por sexos en los grupos de edad de cinco
afios, los valores son en general mayores para las hembras en los dos
primeros, con un incremento aparentemente significativo en el grupo de 5
a 10 afios (0,151 mm’/mm’), mientras que los varones presentan un pico

maximo en el grupo de 10 a 15 afios (0.178 mm’/mm?) (Figura 4.35).
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Figura 4.33.- Superficia Relativa de Formacidn por décadas y sexo
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La Superficie de Formacion Activa (Sfa), muestra una tendencia
representada por la correspondiente recta de regresion a disminuir (Figura
4.36), con un descenso de la primera a la segunda década (Figura 4.37),
debido al comportamiento del grupo femenino que muestra un valor
maximo en la primera década de la vida (0.0257 mm*’/mm’), y desciende
bruscamente y de manera significativa (p <0.001) en la segunda, mientras

en los varones aumenta levemente, con un valor miximo en la segunda

década (0.0169 mm*/mm’) (Figura 4.38).

Edad (arfos)

Figura 4.36.- Superficie Osteobldstica activa.(Sfa).



Resultados 1 5 0

En la distribucién por grupos de cinco afios se observan dos picos
maximos en el grupo de edad de 0 a 5 afios (0.027 mm*/mm?) y de 10 a 15
afios (0.0096 mm*/mm*) (Figura 4.39), con variaciones para los varones
stmilares a Sf, aumentando en el grupo de edad de 10 a 15 afos (0.025
mm’/mm’), mientras las hembras presentan un maximo en los primeros
cinco afios, para disminuir paulatinamente en el resto de los grupos (Figura

4.40).
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Figura 4.38.- Superficie Ostecbléstica Activa por décadas y sexo
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Figura 4.40.- Superficie Ostecbléstica Activa por grupos de 5 afios v sexo
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La Superficie de Osteoide con Osteoblastos Ciibicos (OBOID),
presenta una clara tendencia a disminuir (Figura 4.41), que se refleja en un
descenso significativo de la primera a la segunda décadas (p <0.05) (Figura
4.42), en ambos sexos, aunque con una mayor caida en las hembras

(Figura 4.43).

Edad (arios)

Figura 4.41.- Superficie relativa de Ostecide con Osteoblastos ¢iibicos.(OBOID).
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Es mas alta en los primeros cinco afios de la vida (0.248 mm’/mm®)
(Figura 4.44). En la distribucidn por sexos, el sexo masculino sigue una
disposicion similar, mientras el femenino muestra una brusca caida en el
grupo de edad de 5 a 10 afios (0.149 mm*/mm?), para posteriormente seguir

constante y disminuir en el grupo de 15 a 20 afios (Figura 4.45).
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Figura 4.43.- Supericis Relativa de Ostecide con Ostecblastos Clbicos por décadas y sexo
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Figura 4.45.- Superficie Relativa de Ostecide con Ostecbiastos Cibicos por grupos de 5 afios y sexs
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La Anchura Media de los Ribetes de Osteoide (WOS), presenta una
tendencia a aumentar, representada por la correspondiente recta de
regresion (Figura 4.46), observandose un ligero aumento global,
significativo (p<0.01), de la primera a la segunda década (Figura 4.47),

situacion que se observa de manera similar en ambos sexos (Figura 4.48).

Edad (a/ios}

Figura 4.46.- AnchuraMedia de los Ribetes de Osteoide (WOS).
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La distribucidn por grupos de cinco afios revela un aumento en el grupo
de 10 a 15 afos (Figura 4.49), coincidiendo con el valor maximo en los
varones (16.17u). Por su parte, el sexo femenino muestra un aumento del
grupo de O a 5 al de 5 a 10 afios (15.13u), disminuyendo nuevamente en
el de 15 a 20 afios (Figura 4.50).
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El Espesor Medio de los Ribetes de Osteoide (MOST), se comporta
de manera idéntica al anterior. Muestra una tendencia a aumentar con la
edad, tal y como puede advertirse en la recta de regresion correspondiente
(Figura 4.51), observandose, asi mismo, un aumento significativo
(p<0.01) de la primera a la segunda década Figura 4.52), que se cumple

de manera similar en ambos sexos (Figura 4.53).

Edad (aros)

Figura 4.51. -Espesor Medio de los Ribetes de Osteoide (MOST).
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La distribucidén por grupos de cinco afios, muestra un aumento en el
grupo de 10 a 15 aifios (Figura 4.54), coincidiendo también, como en el
parametro anterior, con el valor maximo para los varones (12.70u). El
sexo femenino presenta un aumento del grupo de 0 a 5 al de 5 a 10 afios

(11.88u), disminuyendo nuevamente en el de 15 a 20 afios (Figura 4.585).
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Figura 4.53.- Espesor Medio de los Ribetes de Ostecide por décadas y sexo
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Parametros de Reabsorcion Osea

La Superficie de Reabsorcion (Sr), muestra una tendencia a descender,
representada por la recta de regresion (Figura 4.56), con un descenso
significativo (p <0.05) en la segunda década respecto a la primera (Figura

4.57), que se observa de manera similar en ambos sexos (Figura 4.58).
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Figura 4.56.- Superficie relativa de reabsorcién.(Sr).
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En la distribucién por grupos de cinco aiios, se observa un maximo
valor en el grupo de 5 a 10 afios (0.209 mm*’mm?®), con una caida casi
significativa (p<0.1) en el grupo siguiente de 10 a 15 afios (0.109
mm‘/mm*) (Figura 4.59). Este comportamiento es similar en el grupo de
varones (0.295 mm*/mm’ en el grupo de 5 a 10 afios), mientras que las
hembras muestran su maximo valor en el grupo de 0 a 5 (0.189 mm*/mm?)
(Figura 4.60).
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La Superficie de Reabsorcion Activa (Sra), muestra una tendencia al
descenso, representada por la recta de regresion (Figura 4.61). Esta
tendencia se refleja en la distribucién global por décadas (Figura 4.62),
aunque en la distribucién por sexos se observa una caida significativa
(p<0.01) en las hembras, mientras que en los varones no es tan apreciable
(Figura 4.63).

Edad {(afios)

Figura 4.61.- Superficie relativa de reabsorcién activa.(Sra).
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En la distribucién por grupos de cinco afios el valor maximo se da en
los primeros cinco afios de la vida (0.0055 mm‘/mm’) (Figura 4.64),
situacién comiin en ambos sexos, con valores en general mas altos para el
sexo femenino, advirtiéndose una disminucién significativa en el grupo de
edad de S a 10 afios (0.0018 mm’/mm’ para el sexo masculino y 0.0043

mm’/mm’ para el sexo femenino) (Figura 4.65).
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El Indice Osteoclastico (OI), muestra asi mismo una tendencia a
disminuir, representada por la recta de regresion correspondiente (Figura
4.66), situacién que se observa en la distribucion por décadas de manera
similar en ambos sexos (Figuras 4.67 y 4.68). No se observan variaciones
significativas de este patrén en la distribucién por grupos de cinco afios
(Figuras 4.69 y 4.70).

Edad (arios)

Figura 4.66.- mdice Osteoclistico.(OT).
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Figura 4.69.- Indice Osteocidstico por grupoe de 5 afios
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Figura 4.70.- Indice Osteccléstico por grupos de 5 afios y sexo
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El resultado de realizar la regresion lineal miiltiple nos ha permitido

obtener dos ecuaciones de regresion con factores de correlacién similares:

Primera ecuacion:

TERMINO COEFICIENTE | ERR.ESTAND.
INDEPENDIENTE -13.0006 1.1449
MWT 0.26435 0.016977
Vv 29.335 5.2863

Tamafo= 32

A partir de ellos se ha elaborado la siguiente ecuacion de regresion:

r= 0.96962 r’= 0.94016

EDAD= 0.26435xMWT + 29.335xV -13.0006
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Segunda ecuacion:

TERMINO COEFICIENTE | ERR.ESTAND. |
INDEPENDIENTE -13.0006 1.1449
| MWT 0.26435 0.016977 ﬁ
TTI 0.051168 0.013089
Sv 1.4863 0.36648

Tamafio= 32 r= 0.97021 r’= 0.9413

A partir de ellos se ha elaborado la siguiente ecuacion de regresion:

EDAD= 0.26435xMWT + 0.051168xT71 + 1.4863xSv -13.0006

La tabla 4.40 muestra el resultado de aplicar las férmulas obtenidas a

cada uno de los casos.
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EDAD REAL ECUACION. N°1 ECUACION. N°2 DIF.ECUACIO.N°1 | DIF.ECUAC.N®2
0.12329 -0.52633 0.32769 -0.64962 0.20769
0.75 3.5208 2.9037 2.7708 2.1537
0.83333 1.4282 1.1634 0.59485 0.3333
1 0.081767 -0.092042 -0.91823 -1.09079
1 2.8651 3.0939 1.8651 2.0939
1 1.1662 1.5375 0.16623 0.5375
2 3.2422 3.1686 1.2422 1.1686
2 0.88299 0.96071 -1.117 -1.03929
3 4.4711 4.3803 1.4711 1.3803
3 3.9944 3.8998 0.99441 0.8998
3 2.8262 3.3165 -0.17384 0.3165
4 3.9319 3.8322 -0.068054 -0.1678
4 5.6607 6.2201 1.6607 2.2201
3 3.2534 3.1992 -1.7466 -1.8008
5 4.2552 3.9691 -0.74475 -1.0309
7 8.7005 8.6886 1.7005 1.6886
7 5.0092 4.8973 -1.9508 -2.1027
8 9.6704 9.5264 1.6704 1.5264
10 10.9616 10.4354 0.9616 0.4354 ]
11 11.042 10.9216 0.042046 -0.0784
12 8.5948 8.2556 -3.4052 -3.7444
12 9.8676 9.7778 -2.1324 -2.2222
13 14.8449 14.7041 1.8449 1.7041
14 14.8442 14.6002 0.8442 0.6002
15 10.3292 10.276 -4.6708 4.724
16 16.5146 16.7387 0.51457 0.7387
17 17.5748 17.6597 0.57475 0.6597
17 17.9361 17.5441 0.93607 0.5441
19 15.4282 15.6353 0.4282 0.6393
20 17.4945 18.8037 -2.5055 -1.1963
20 20.2391 20.6508 0.23907 0.6508
20 19.597 18.8837 -0.40296 -1.1163

Tabla 4.40.- Resultado de la aplicacién de las férmulas 1 y 2.
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La diferencia entre la edad real y la estimada se encuentra, en la
primera, en un rango de -4.6708 a 2.77, con una media de -0.001284 y
una desviacion tipica de 1.665. Para la segunda ecuacion el rango de
variaciéon de la edad se sitia entre -4.724 y 2.22, con una media de
0.0056886 y una desviacion tipica de 1.6491.
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DISCUSION

El uso de técnicas de corte conservando el contenido mineral del
hueso, y el incremento de las aplicaciones de la histologia cuantitativa
como herramienta objetiva en la clinica y la investigacién, han hecho
necesario el estudio de parametros celulares y estructurales en
individuos normales dentro de la poblacion infantojuvenil espafiola,

con la finalidad de establecer unas tablas de referencia.

El papel de la biopsia 6sea en el diagnostico de la enfermedad
metabdlica del hueso es controvertido, dado que no es una
herramienta de rutina, ya que en muchos casos el diagndstico puede
efectuarse utilizando métodos clinicos no invasivos. Sin embargo, las
posturas son undnimes al valorar el papel indispensable de la
histomorfometria 6sea en la investigacién y descubrimiento de los
mecanismos fundamentales de las enfermedades Oseas, y efectos de

nuevos tratamientos.
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5.1.- Material y Métodos

Biopsia
El empleo de criterios de seleccidn para garantizar la normalidad
de los datos es esencial. Han de excluirse las patologias hepaticas,

renales e intestinales que alterarian los resultados alcanzados.

Debido a ello las biopsias se han obtenido de individuos que han
muerto de manera siibita o violenta, en los que la autopsia no reveld
patologias orgdnicas que pudieran alterar el metabolismo 6seo. La
aparicioén de fenémenos autoliticos a partir de las 24 horas posteriores
a la muerte," es la razén por la que se han desechado los casos cuya
data de la muerte era superior. No obstante, la cuantificaciéon del
hueso mineralizado es posible que no sufra modificaciones aunque
exista autolisis, motivo por el cual es posible su aplicacidon en

Antropologia Forense.

Como ya se dijo anteriormente, el lugar de eleccién de la biopsia
6sea ha de proporcionar material representativo de los cambios que

tienen lugar en el conjunto del esqueleto.

En este sentido, sabemos que diferentes localizaciones (columna
vertebral, cresta iliaca, cuello femoral,...) proporcionan valores

diferentes para los mismos parametros histomorfométricos, e incluso
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diferentes areas de la cresta iliaca pueden mostrar pronunciadas
variaciones®'” dependiendo del parimetro y diagndstico” como

veremos con posterioridad.

En el presente trabajo se optd por tomar muestras en cuiia de
cresta iliaca derecha, que permiten seleccionar con precision aquellas

areas mas apropiadas para llevar a cabo las mediciones.

En el pasado,” e incluso actualmente en numerosos trabajos de
histomorfometria aplicada a la practica forense o paleoantropologia™”
se ha utilizado con frecuencia como lugar de eleccidn, la costilla. Las
piezas de costilla proporcionaban una buena muestra de hueso cortical
y dado que los paquetes de remodelado estaban orientados en el eje
longitudinal de la costilla se obtenia la muestra por seccién

transversal.

Sin embargo, ante la escasez de tejido trabecular de la costilla y
mejor accesibilidad de la cresta iliaca que implica menores
complicaciones, es éste dltimo el lugar m&s comun de obtencion de

biopsias Oseas, habiendo suplantado actualmente a la biopsia costal.”

La mayoria de los parametros obtenidos de Ia valoracién de
biopsias verticales, son significativamente mas altos que en las

biopsias horizontales, salvo la masa 6sea trabecular, que permanece
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constante, y el didametro medio trabecular, que muestra valores
inferiores. Las diferencias entre localizaciones superiores o
inferiores ha de tenerse en cuenta cuando se trate de biopsias
horizontales, tendiendo los valores de los parimetros a ser menores
en las localizaciones inferiores, con diferencias significativas para el
volumen osteoide, grosor de las bandas de osteoide y fraccién de
superficie trabecular recubierta por osteoide. No se han observado
variaciones, sin embargo, en cuanto a la localizacién anterior o
posterior de las biopsias verticales. No se han evidenciado variaciones
tampoco, en los parametros estructurales tales como la masa de hueso
trabecular, didmetro medio trabecular, volumen de osteoide, superficie
trabecular recubierta por osteoide, y grosor medio de las bandas de
osteoide, en muestras obtenidas de localizaciones contralaterales
(izquierda - derecha), de la cresta iliaca, aunque si en los parametros
celulares tales como el indice osteoclastico o superficie de
reabsorcidn, que son significativamente mayores en la cresta iliaca

derecha.™

En cuanto al tamafio de la muestra, mientras que muestras de
3mm. de diametro son suficientes para diagndsticos cualitativos, no
observandose diferencias en cuanto a la produccién de artefactos tales
como microfracturas, desgarros, solapamientos o arrugas con respecto
a las muestras de Smm. de didmetro,” numerosos trabajos coinciden

en que biopsias de Smm. de diametro son suficientes para cuantificar
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los parametros histomorfométricos."™

Dado que el material utilizado para este trabajo procede de
autopsias, no hubo limitacion en cuanto al tamafio de la muestra, lo
que nos permitid obtener una gran representatividad, y eliminar
aquellas zonas (bordes), que mostraban restos de trabéculas rotas y
artefactos que pudieran alterar las mediciones, obteniendo cortes de,
al menos, 6mm. de anchura, conteniendo ambas corticales y hueso
esponjoso, debido a que la presencia de las corticales permite el
adecuado reconocimiento de la cavidad medular, utilizado como

referencia para muchos de los parametros morfométricos.*

Técnica de procesado

Las razones para evitar la descalcificacién son obvias y numerosas;
la mas importante es la conservacion de las diferencias entre el hueso
calcificado y no calcificado (osteoide) de cara a que sea posible
diagnosticar y medir las alteraciones en el proceso de formacién y/o
mineralizacion del hueso. Asi mismo, la Optima conservacion de la
estructura celular y la minima reduccion de la médula 6sea para evitar
artefactos en la unién entre hueso y médula, son también de la mayor

importancia.’

La experiencia previa ha revelado que el alcohol absoluto tiene la

ventaja de fijar y deshidratar, debido a lo cual fue utilizado como
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fijador de eleccion para este trabajo.

Se han probado y recomendado una gran variedad de derivados
plasticos para la inclusidn, originalmente procedentes de métodos
disefiados para microscopia electrénica. Tanto los derivados acrilicos
(Metacrilato de metilo), como las resinas epoxi son los mas utilizados

para estas aplicaciones.™

Se ha utilizado el metil metacrilato para la inclusion de las piezas,
dado que permite una polimerizacidn ienta, sin desprender calor, y su

dureza es parecida a la del hueso.

Indiscutiblemente, la tinciébn mas fiable para la distincion entre
osteoide y hueso calcificado es la técnica de Von Kossa,” aunque no
proporciona un detalle celular 6ptimo. (Figura 5.1). La técnica mas
comunmente utilizada en los laboratorios es la modificacion de
Goldner” del Tricromico de Masson, permite observar con nitidez
las células Oseas, pero tiene tendencia a sobreestimar el volumen de
osteoide, especialmente cuando tiene poco espesor. (Figura 5.2). Es
por este motivo por lo que las mediciones de area y longitud
trabecular, y 4rea y longitud osteocide se han llevado a cabo en
preparaciones teflidas con la técnica de Von Kossa; mientras que la
longitud osteobléstica, longitud de reabsorcion y reabsorcion activa,

y nimero de osteoclastos en preparaciones tefiidas con la técnica de
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Masson-Goldner. Para la identificacion de la linea de cemento de las

osteonas trabeculares se ha utilizado la luz polarizada (Figura 5.3)
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Fotografia m® | (Téenkca de Von Kossa) (xd)
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Fotografian® 2 (Técnica de Golldner) (xd0)
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Fodografia n® 3 (Técndca de Liag polarizada) (x10)
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Evaluacién

La definicién de los pardmetros utilizados se basa en la referida en
la bibliografia." Dado que la variabilidad interobservador depende de
diferencias en la técnica histolégica empleada, experiencia en métodos
de medicion o uso de diferentes aumentos que provocan diferencias en
las medidas de superficie,**** es de la mayor importancia disponer
de una informacién exhaustiva de la metodologia seguida y la
utilizacién de una nomenclatura estandafizada, a la hora de comparar

resultados procedentes de distintos laboratorios.”**

La mayoria de los autores coinciden en que los métodos manuales,
semiautomdticos y automaticos proporcionan resultados equivalentes,
sin diferencias significativas, cuando son utilizados por pat6logos
experimentados.**™“" La ventaja de los métodos automatizados frente
a los manuales, vendria dada por el ahorro de tiempo que éstos
proporcionan,®" tanto por la reduccién del nimero de campos a medir
(aproximadamente un 50%), como por la automatizacioén del registro
de los datos y parametros histomorfométricos,” y la consiguiente
reduccion de la subjetividad y fatiga del observador.* Aunque parece
evidente el ahorro de tiempo que esta técnica proporciona, existen una
serie de problemas que la hacen poco efectiva en la practica:

- Requieren unas preparaciones técnicamente perfectas, para
evitar los falsos resultados derivados de roturas de las

estructuras histolégicas.
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- Han de realizarse tinciones especiales para lograr un alto nivel

de contraste entre las distintas estructuras que queremos medir.

La mayoria de estos sistemas permiten un alto grado de interaccién
con el observador, que puede modificar la imagen que aparece en la
pantalla, obviando alguno de los inconvenientes expuestos, 1o que en
la préctica hace que estos equipos se utilicen como semiautométicos,
motivo por €l cual se empled el sistema de medicién semiautomatico

en este trabajo.

La variabilidad intraobservador es la suma de las variaciones
introducidas por la subjetividad del observador, y los errores
metodologicos. Segin la bibliografia consultada,”*"* es pequefia en
personal experimentado (<6%), presentando mayor variacién los
parametros correspondientes a superficies (de osteoide, de
reabsorcién, ...), y pardmetros celulares (nimero de osteoclastos,
superficie de reabsorcion activa, superficie de osteoide recubierta por
osteoblastos cubicos,...),™ por lo que el coeficiente de variabilidad
estimado en el presente estudio, de un 4,36%, puede considerarse

dentro de los limites aceptados como normales.
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5.2.- RESULTADOS

Este trabajo aporta la mayor serie mundial en niimero de casos y
es el Unico especifico, para la poblacién de estudio, habiendo
constituido una ardua labor de varios afios la recoleccion de las
muestras, dado el escaso nimero de autopsias judiciales que se llevan
a cabo en la poblacidn de estudio. No obstante, somos conscientes de
que, desde un estricto punto de vista estadistico, los resultados
obtenidos, en relacion al tamafio muestral, no deben ser interpretados
de manera concluyente y definitiva, sino como una primera aportacion
que permita orientar las implicaciones histomorfométricas de la
fisiologia Osea en la etapa de crecimiento, y la posibilidad de su
aplicacion en la clinica y la Medicina Forense, abriendo asi un camino

que pueda irse ampliando en el futuro con una mayor casuistica.

Hay que seiialar, ademds, que los resultados correspondientes al
grupo femenino de 15 a 20 afios no son representativos, dado que tan
s6lo se cuenta con una muestra, y solamente se han tenido en cuenta

de manera orientadora.

Tan so6lo constan en la bibliografia consultada dos trabajos,
referidos parcialmente a la poblacién de estudio. El primero de ellos
es el realizado por Malluche en 1982 en sujetos americanos™ que

incluye dos grupos de edad (de 0-10 y 11-20 afios), pero con una
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muestra total de 15 individuos (5 y 10 respectivamente). El segundo
se llevd a cabo por Melsen en 1978 en daneses' y tan sélo contempla
un grupo de 10 a 19 afios con un total de 14 individuos (9 masculinos

y 5 femeninos).

Hay que resaltar que el uso de una nomenclatura diferente para la
mayoria de los pardmetros en ambos trabajos, asi como la utilizacion
de distintos aumentos en las mediciones y el uso de técnicas manuales
en la serie de Melsen, pueden condicionar las diferencias observadas
en los resultados obtenidos, sobre todo en las mediciones de

superficies.

El comportamiento de los pardmetros estructurales en nuestra serie
(N.S.) es similar a los datos aportados por las series de Malluche y
Melsen, produciéndose una ganancia del volumen (V) y espesor
trabecular (TTI) en la segunda década, junto con una disminucion de
la superficie (Sv). No obstante, €l incremento no es tan importante en
la serie de Malluche para V (Figura 5.4), y el TTI alcanza valores
mas elevados (Figura 5.5), si bien los nuestros se aproximan mas a las
cifras dadas por Serrano para adultos. Los valores de Sv son algo
mayores en nuestra serie, aunque parece observarse una tendencia

semejante en Malluche (Figura 5.6).
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Figura 5.8 - Comparacién de la Superficie Especifica de Husso Trabecular
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Los parametros de formacidon muestran diferencias muy
significativas en las medidas de superficie (Sf, Sfa), lo que puede
deberse a las causas apuntadas. Mientras en nuestra serie no hay
variaciones significativas, en la serie de americana hay una apreciable
disminucién en ambos parametros (Figuras 5.7 y 5.8). Las medidas
de volumen se asemejan a la serie de Melsen (aunque s6lo pueden
compararse los correspondientes a la segunda década), existiendo
discordancia con Malluche respecto a la variacion sufrida por Vos que
disminuye notablemente en su serie, mientras en la nuestra no varia

de manera significativa (Figura 5.9).
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Figura 5.7.- Comparacién de la Superficie Relativa de Formacidn
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Por Gltimo, los pardmetros de reabsorcién (Sr, Sra) muestran asi
mismo una tendencia similar, respecto a la serie de Malluche, con
disminucidn de la primera a la segunda década, aunque con valores
mas bajos para éste, respecto a Sr (Figura 5.10), mientras que en la
Sra hay una diferencia notablemente significativa con valores muy

altos en la serie de Malluche (Figura §.11).
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Analizando nuestros resuitados de manera global, podemos decir
que el aumento de la formacidon que tiene lugar en los periodos de
crecimiento (el primero durante los dos primeros afios y el segundo
sobre los 10-11 afios en las hembras y los 12-13 afios en varones), se
presenta paralelamente a la disminucién de la reabsorcion, por lo que
se produce un aumento significativo de V y TTI, es decir una
ganancia neta de hueso, mientras que las trabéculas, pequefias y
numerosas en los primeros afios de la vidé, se van uniendo reduciendo
su superficie y aumentando en grosor. Una vez que ha tenido lugar el
periodo de desarrollo puberal, los varones contindan presentando
muestras de actividad hasta los 20 afios, mientras las hembras

mantienen una situacidon constante.

Al evaluar los resultados por décadas, observamos una
disminucién de los pardmetros de reabsorcidn en la segunda década
de la vida, que coincide con variaciones no significativas del volumen
y la superficie del osteoide, aumentando su grosor, debido a lo cual
hay una ganancia neta de masa 0sea representada por un aumento del

volumen y espesor trabecular.

Atendiendo a los resultados por lustros, observamos los siguientes

grupos:
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0-5 aiios.- Se caracteriza por una intensa actividad productora y
destructora de hueso, que demuestra la existencia de un alto recambio
0seo. Ambas actividades se muestran equilibradas existiendo una
rapida maduracién d6sea (poco osteoide inmaduro, con una alta
actividad de formacion). (FASE DE MADURACION)

6-10 afios.- El grupo femenino muestra una intensa actividad
formadora de hueso frente a una menor reabsorcidn, incrementando
la masa éOsea a expensas de hueso inmaduro no mineralizado,
incremento que se produce sobre los 9-10 afios (aumento de la
actividad de formacion mediada por la progesterona) estabilizindose
en niveles algo inferiores a los de los varones, y disminuyendo a
partir de los 17-18 afios. El comportamiento de los varones no sufre
variaciones significativas. (FASE DE CRECIMIENTO
FEMENINO)

11-15 aios.- Los varones muestran la misma situacién que las
hembras en el grupo anterior. Hay intensa actividad formadora, muy
superior a la reabsorcidon, con ganancia neta de masa dsea, pero con
mucho hueso inmaduro que no puede ser mineralizado. Esta ganancia
oOsea tiene lugar sobre los 13 afios (la testosterona inhibe la pérdida de
hueso y aumenta la masa ésea total), manteniéndose posteriormente
pequefios incrementos hasta los 20 afos. Las hembras mantienen

cierta actividad de formacidn que se compensa con la de reabsorcién.

(FASE DE CRECIMIENTO MASCULINO)
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16-20 aios.- Hay poco recambio, aunque los varones muestran mas
actividad que las hembras. (FASE DE DETENCION DEL
CRECIMIENTO)

Como sabemos por la bibliografia consultada,**** coincidiendo con
los cambios que tienen lugar en el inicio de la pubertad, se produce
una aceleracion del crecimiento inducida por la produccion de
hormonas sexuales, para disminuir posteriormente hasta detenerse con

el cierre de los cartilagos diafisoepifisarios.

El momento de su comienzo es variable y unos dos afios més
precoz en la hembra que en el vardén (9,5-14 afios en las hembras y
10,5-16 en varones), interviniendo de forma muy importante la
testosterona en el crecimiento puberal de los varones; y en las nifias
los esteroides suprarrenales (menos activos que la testosterona sobre
el crecimiento), y posteriormente los estrégenos ovéricos que cierran
el cartilago de crecimiento, motivo por el cual el crecimiento se
detiene antes en las hembras y la talla es més corta. (La parada del
crecimiento Oseo tiene lugar a los 18-20 afios en varones y 16-17 en

las hembras).

Asi mismo, durante el periodo puberal hay un hipertiroidismo
pasajero,” que producira un estimulo de la reabsorcidn 6sea y aumento

de los osteoclastos,” reflejado por el aumento de Sra y OI. Figuras.
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Los resultados obtenidos, con las observaciones indicadas en
relacion al tamafic muestral, pueden representar el soporte
histomorfométrico de las curvas de velocidad de crecimiento (Figuras
5.12 y 5.13), dado que muestran una clara coincidencia con los datos
aportados por los estudios sobre la fisiologia del crecimiento y

maduracion Osea.
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Las ecuaciones obtenidas mediante la aplicacién de la regresion lineal
multiple, nos permiten estimar la variable dependiente "EDAD", a

partir de las variables independientes V, Sv, TTI y MWT.

Aunque ambas tienen un coeficiente de correlacion similar, la
mayor facilidad y sencillez de 1a primera, con el consiguiente ahorro
de tiempo, hacen de ésta la de eleccidn, a la hora de su aplicacién con
el fin de determinar la edad de .un cadaver por métodos

histomorfomeétricos.

A mi parecer €l método presenta cierta utilidad frente a los
existentes, por varias razones. Dado que es el primero en utilizar unos
parametros de uso comun en la clinica, aporta una metodologia
estandarizada,™ es el primero especificamente dirigido a una poblacién
infantojuvenil; al ser realizado en cresta iliaca puede ser utilizado
cuando no contemos con huesos largos; no precisa mas que una
pequefia cufia de cresta iliaca, debido a lo cual no altera apenas la
anatomia del hueso iliaco, pudiéndose realizar todo tipo de

determinaciones antropométricas y antroposcdpicas en el mismo.

Ademas, comparando los resultados con los mas recientes trabajos
de Thompson™™ y Stout™, parece evidente la mayor exactitud del
método propuesto, si bien es cierto que, en individuos de menor edad,

pequeiias variaciones pueden arrojar datos porcentualmente mas elevados.
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Por todo ello consideramos el método propuesto como un método
valido para la estimacién de la edad en restos esqueléticos
infantojuveniles, mediante la cuantificaciébn de parametros
histomorfométricos en hueso trabecular de cresta iliaca, de aplicacién

en Antropologia Forense.
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CONCLUSIONES

PRIMERA.- Este trabajo aporta la mayor serie mundial en nimero
de casos y es el Gnico especifico para la poblacién infantojuvenil, que
ha cuantificado una serie de pardmetros histomorfométricos 6seos, de
referencia en la evaluacién de biopsias Oseas, con fines clinicos y de
investigacién de la fisiologia 0sea durante la etapa de crecimiento.

SEGUNDA.- En comparacidén con los resultados obtenidos por otros
autores para las poblaciones estadounidense y danesa, observamos, en
general, un comportamiento similar en cuanto a los parametros
estructurales y de reabsorcion 6sea, mientras que los relacionados con
la superficie de formacién difieren notablemente. Estas diferencias
podrian deberse al uso de una nomenclatura diferente, asif como a la
utilizacién de distintos aumentos en las mediciones.

TERCERA.- El incremento en la formacion 6sea que tiene lugar en
los periodos de crecimiento, se presenta paralelamente a la
disminucién de la reabsorcién, por Io que se produce una ganancia
neta de hueso, mientras que las trabéculas, pequefias y numerosas en
los primeros afios de la vida, se van uniendo reduciendo su superficie
y aumentando en grosor.

CUARTA.- Se han diferenciado cuatro fases, atendiendo a las
variaciones histomorfométricas, durante la etapa de crecimiento:

0-5 afios.- Fase de alto recambio dseo con rapida maduracion dsea.
(FASE DE MADURACION)
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6-10 afos.- Intensa actividad formadora de hueso en el grupo
femenino, frente a una menor reabsorcidn, mientras el
comportamiento de los varones no sufre variaciones significativas.
(FASE DE CRECIMIENTO FEMENINO)

11-15 afios.- Los varones muestran la misma situacién que las
hembras en el grupo anterior. Hay intensa actividad formadora, muy
superior a la reabsorcién, con ganancia neta de masa dsea. Las
hembras mantienen cierta actividad de formacidn que se compensa con
Ia de reabsorciéon. (FASE DE CRECIMIENTO MASCULINO)
16-20 afios.- Hay poco recambio, aunque los varones muestran mas
actividad que las hembras. (FASE DE DETENCION DEL
CRECIMIENTOQ)

QUINTA.- Los resultados obtenidos pueden representar el soporte
histomorfométrico de las curvas de velocidad de crecimiento, dado
que muestran una clara coincidencia con los datos aportados por los
estudios sobre la fisiologia del crecimiento y maduracién dsea.

SEXTA.- Las dos ecuaciones obtenidas mediante la aplicacion de la
regresion lineal multiple, nos permiten estimar la variable dependiente
"EDAD", a partir de las variables independientes V, Sv, TTI y
MWT.

SEPTIMA.- Aunque en ambas ecuaciones el coeficiente de
correlacién es similar, la mayor facilidad y sencillez de aquélla en la
que intervienen V 'y MWT, proporciona un significativo ahorro de
tiempo, haciendo de ella la de eleccion a la hora de su aplicacién con
el fin de determinar la edad de un cadaver por métodos
histomorfométricos.
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OCTAVA.- Consideramos el método propuesto como un método
valido para la estimacién de la edad en restos esqueléticos
infantojuveniles, que presenta diversas ventajas frente a los métodos
tradicionales.
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APENDICE

MUESTRA: B-04

SEXO: HEMBRA

EDAD: 10 afios.

RAZA: BLANCA

DATA DE LA MUERTE: 20 horas.

CAUSA DE LA MUERTE: SHOCK TRAUMATICO.

MUESTRA: B-02

SEXO: HEMBRA

EDAD: 11 afos.

RAZA: BLANCA

DATA DE LA MUERTE: 20 horas.

CAUSA DE LA MUERTE: SHOCK TRAUMATICO.

MUESTRA: B-01

SEXO: HEMBRA

EDAD: 0.66667 aiios.

RAZA: BLANCA

DATA DE LA MUERTE: 22 horas.

CAUSA DE LA MUERTE: TCE CON FRACTURA CONMINUTA
OCCIPITAL.
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MUESTRA: M-51

SEXO: YVARON

EDAD: 6 aiios.

RAZA: BLANCA

DATA DE LA MUERTE: ? horas.

CAUSA DE LA MUERTE: TCE. CAIDA CASUAL.

MUESTRA: M-50

SEXO: VARON

EDAD: 9 afos.

RAZA: BLANCA

DATA DE LA MUERTE: 19 horas.

CAUSA DE LA MUERTE: HEMORRAGIA INTRACEREBELOSA.

MUESTRA: M-48

SEXO: HEMBRA

EDAD: 0.16667 afios.

RAZA: BLANCA

DATA DE LA MUERTE: 24 horas.

CAUSA DE LA MUERTE: HEMORRAGIA CEREBRAL. ATROPELLO.

MUESTRA: M-47

SEXO: VARON

EDAD: 3 aiios.

RAZA: BLANCA

DATA DE LA MUERTE: 16 horas.

CAUSA DE LA MUERTE: POLITRAUMATISMO. ATROPELLO.
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MUESTRA: M-46

SEXO: VARON

EDAD: 7 afios.

RAZA: BLANCA

DATA DE LA MUERTE: 8 horas.

CAUSA DE LA MUERTE: TCE. ATROPELLO.

MUESTRA: M-45

SEXO: VARON

EDAD: 0.5 afios.

RAZA: BLANCA

DATA DE LA MUERTE: 22 horas.

CAUSA DE LA MUERTE: SHOCK SECUNDARIO A QUEMADURAS
DEI. 75%

MUESTRA: M-43

SEXO: VARON

EDAD: 2 aios.

RAZA: BLANCA

DATA DE LA MUERTE: 19 horas.
CAUSA DE LA MUERTE.: PCR.

MUESTRA: M-41

SEXO: VARON

EDAD: 14 aiios.

RAZA: BLANCA

DATA DE LA MUERTE: 14 horas.

CAUSA DE LA MUERTE: ESTALLIDO CRANEAL POR ARMA DE
FUEGO.
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MUESTRA: M-40

SEXO: HEMBRA

EDAD: 7 afios.

RAZA: BLANCA

DATA DE LA MUERTE: 16 horas.
CAUSA DE LA MUERTE: TCE.TRAFICO.

MUESTRA: M-39

SEXO: VARON

EDAD: 19 anos.

RAZA: BLANCA

DATA DE LA MUERTE: 20 horas.

CAUSA DE LA MUERTE: SHOCK HIPOVOLEMICO POR HERIDA DE
ARMA DE FUEGO.

MUESTRA: M-38

SEXO: VARON

EDAD: 17 afios.

RAZA: BLANCA

DATA DE LA MUERTE: 18 horas.
CAUSA DE LA MUERTE: SOBREDOSIS.

MUESTRA: M-37

SEXO: VARON

EDAD: 0.33333 afios."

RAZA: BLANCA

DATA DE LA MUERTE: 23 horas.

CAUSA DE LA MUERTE: MUERTE SUBITA DEL LACTANTE.
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MUESTRA: M-35

SEXO: VARON

EDAD: 1 afios.

RAZA: BLANCA

DATA DE LLA MUERTE: 23 horas.

CAUSA DE LA MUERTE: POLITRAUMATISMO. TRAFICO.

MUESTRA: M-34

SEX0O: VARON

EDAD: 0.75 afios.

RAZA: BLANCA

DATA DE LA MUERTE: 21 horas.

CAUSA DE LA MUERTE: MUERTE SUBITA DEL LACTANTE.

MUESTRA: M-33

SEXO: HEMBRA

EDAD: 0.083333 aiios.

RAZA: BLANCA

DATA DE LA MUERTE: 5 horas.
CAUSA DE LA MUERTE: ASFIXIA.

MUESTRA: M-32

SEX0O: VARON

EDAD: 12 afios.

RAZA: BLANCA

DATA DE LA MUERTE: 17 horas.

CAUSA DE LA MUERTE: TCE. HEMORRAGIA CEREBRAL.
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MUESTRA: M-31

SEXO: VARON

EDAD: 3 afios.

RAZA: BLANCA

DATA DE LA MUERTE: 11 horas.
CAUSA DE LA MUERTE: SUMERSION.

MUESTRA: M-30

SEXO: VARON

EDAD: 4 afios.

RAZA: BLANCA

DATA DE LA MUERTE: 18 horas.

CAUSA DE LA MUERTE: SHOCK TRAUMATICO.

MUESTRA: M-27

SEXO: HEMBRA

EDAD: 12 aiios.

RAZA: BLANCA

DATA DE LA MUERTE: 12 horas.

CAUSA DE LA MUERTE: POLITRAUMATISMO.

MUESTRA: M-26

SEXO: HEMBRA

EDAD: 12 aiios.

RAZA: BLANCA

DATA DE LA MUERTE: 17 horas.

CAUSA DE LA MUERTE: POLITRAUMATISMO.



Apéndice 250

MUESTRA: M-25

SEXO: VARON

EDAD: 5 afios.

RAZA: BLANCA

DATA DE LA MUERTE: 17 horas.

CAUSA DE LA MUERTE: TCE.SECCION MEDULAR.

MUESTRA: M-24

SEX0O: HEMBRA

EDAD: 1 afos.

RAZA: BLANCA

DATA DE LA MUERTE: 19 horas.

CAUSA DE LA MUERTE: POLITRAUMATISMO.

MUESTRA: M-23

SEXO: VARON

EDAD: 13 afos.

RAZA: BLANCA

DATA DE LA MUERTE: 16 horas.

CAUSA DE LA MUERTE: ASFIXIA POR SUMERSION.

MUESTRA: M-22

SEX0O: HEMBRA

EDAD: 15 aios.

RAZA: BLANCA

DATA DE LA MUERTE: 15 horas.

CAUSA DE LA MUERTE: INTOXICACION POR MONOXIDO DE
CARBONO.



Apéndice 25 1

MUESTRA: M-20

SEXO: VARON

EDAD: 0.0027397 afios.

RAZA: BLANCA

DATA DE LA MUERTE: 15 horas.

CAUSA DE LA MUERTE: ASPIRACION DE LIQUIDO AMNIOTICO.

MUESTRA: M-19

SEXO: VARON

EDAD: 0.12329 afios.

RAZA: BLANCA

DATA DE LA MUERTE: 20 horas.

CAUSA DE LA MUERTE: CARDIOPATIA CONGENITA.

MUESTRA: M-17

SEXO: HEMBRA

EDAD: 5 afios.

RAZA: BLANCA

DATA DE LA MUERTE: 14 horas.

CAUSA DE LA MUERTE: TRAUMATISMO CERVICAL.

MUESTRA: M-16

SEXO: HEMBRA

EDAD: 7 afios.

RAZA: BLANCA

DATA DE LA MUERTE: 14 horas.

CAUSA DE LA MUERTE: TRAUMATISMO CRANEOENCEFALICO.



Apéndice 252

MUESTRA: M-15

SEX0O: HEMBRA

EDAD: 0.75 aios.

RAZA: BLANCA

DATA DE LA MUERTE: 22 horas.
CAUSA DE LA MUERTE: PCR.

MUESTRA: M-13

SEXO: VARON

EDAD: 0.25 afios.

RAZA: BLANCA

DATA DE LA MUERTE: 23 horas.

CAUSA DE LA MUERTE: ASFIXIA MECANICA POR ASPIRACION DE
ALIMENTOS.

MUESTRA: M-12

SEXO: VARON

EDAD: 0.33333 afios.

RAZA: BLANCA

DATA DE LA MUERTE: 17 horas.

CAUSA DE LA MUERTE: NEUMONIA POR ASPIRACION.

MUESTRA: M-10

SEXO: HEMBRA

EDAD: 0.83333 afios.

RAZA: BLANCA

DATA DE LA MUERTE: 15 horas.
CAUSA DE LA MUERTE: PCR.



Apéndice 253

MUESTRA: M-09

SEXO: VARON

EDAD: 1 afios.

RAZA: BLANCA

DATA DE LA MUERTE: 12 horas.

CAUSA DELA MUERTE: SHOCK HIPOVOLEMICO POSTRAUMATICO.

MUESTRA: M-08

SEXO: HEMBRA

EDAD: 5 afios.

RAZA: BLANCA

DATA DE LA MUERTE: 20 horas.

CAUSA DE LA MUERTE: INTOXICACION POR MONOXIDO DE
CARBONO.

MUESTRA: M-07

SEXO: HEMBRA

EDAD: 8 afos.

RAZA: BLANCA

DATA DE LA MUERTE: 20 horas.

CAUSA DE LA MUERTE: INTOXICACION POR MONOXIDO DE
CARBONO.

MUESTRA: M-06

SEXO: HEMBRA

EDAD: 0.027397 afios.

RAZA: BLANCA

DATA DE LA MUERTE: 18 horas.

CAUSA DE LA MUERTE: MUERTE SUBITA DEL LACTANTE.



Apéndice 254

MUESTRA: M-05

SEXO: HEMBRA

EDAD: 0.83333 afios.

RAZA: BLANCA

DATA DE LA MUERTE: 22 horas.

CAUSA DE LA MUERTE: ASFIXIA POR SUMERSION.

MUESTRA: M-04

SEXO: HEMBRA

EDAD: 0.66667 afios.

RAZA: BLANCA

DATA DE LA MUERTE: 10 horas.

CAUSA DE LA MUERTE: MUERTE SUBITA DEL LACTANTE.

MUESTRA: M-03

SEXO: VARON

EDAD: 1 aiios.

RAZA: BLANCA

DATA DE LA MUERTE: 21 horas.

CAUSA DE LA MUERTE: ASFIXIA POR SUMERSION.

MUESTRA: M-02

SEXO: VARON

EDAD: 4 afios.

RAZA: BLANCA

DATA DE LA MUERTE: 21 horas.

CAUSA DE LA MUERTE: TRAUMATISMO CRANEOENCEFALICO.



Apéndice 255

MUESTRA: M-01

SEXO: VARON

EDAD: 2 afios.

RAZA: BLANCA

DATA DE LA MUERTE: 15 horas.

CAUSA DE LA MUERTE: SHOCK POR INHIBICION.

MUESTRA: OR-01

SEXO: HEMBRA

EDAD: 1 aiios.

RAZA: BLANCA

DATA DE LA MUERTE: 14 horas.

CAUSA DE LA MUERTE: ASFIXIA POR SUMERSION.

MUESTRA: PM-01

SEXO: VARON

EDAD: 16 afios,

RAZA: BLANCA

DATA DE LA MUERTE: 16 horas.

CAUSA DE LA MUERTE: CARDIOPATIA HIPERTROFICA.

MUESTRA: S-14

SEXO: VARON

EDAD: 20 afios.

RAZA: BLANCA

DATA DE LA MUERTE: 19 horas.

CAUSA DE LA MUERTE: POLITRAUMATISMO. TRAFICO.



Apéndice 256

MUESTRA: S-13

SEXO: VARON

EDAD: 1 afios.

RAZA: BLANCA

DATA DE LA MUERTE: 21 horas.

CAUSA DE LA MUERTE: MUERTE SUBITA DEL LACTANTE.

MUESTRA: S-12

SEXO: VARON

EDAD: 16 aiios.

RAZA: BLANCA

DATA DE LA MUERTE: 18 horas.

CAUSA DE LA MUERTE: POLITRAUMATISMO. ATROPELLO.

MUESTRA: §-11

SEXO: VARON

EDAD: 19 anos.

RAZA: BLANCA

DATA DE LA MUERTE: 18 horas.

CAUSA DE LA MUERTE: POLITRAUMATISMO. TRAFICO.

MUESTRA: S-10

SEXO: HEMBRA

EDAD: 18 afios.

RAZA: BLANCA

DATA DE LA MUERTE: 20 horas.

CAUSA DE LA MUERTE: TCE. TRAFICO.



Apéndice 257

MUESTRA: S-09

SEXOQO: VARON

EDAD: 19 aiios.

RAZA: BLANCA

DATA DE LA MUERTE: 21 horas.

CAUSA DE LA MUERTE: POLITRAUMATISMO. TRAFICO.

MUESTRA: S-08

SEXO: VARON

EDAD: 20 anos.

RAZA: BLANCA

DATA DE LA MUERTE: 14 horas.

CAUSA DE LA MUERTE: POLITRAUMATISMO. TRAFICO.

MUESTRA: §-07

SEXO: VARON

EDAD: 20 aiios.

RAZA: BLANCA

DATA DE LA MUERTE: 20 horas.

CAUSA DE LA MUERTE: TCE. FRACTURA CRANEAL. TRAFICO.

MUESTRA: S-06

SEXO: VARON

EDAD: 17 afios.

RAZA: BLANCA

DATA DE LA MUERTE: 15 horas.

CAUSA DE LA MUERTE: PCLIRAUMATISMO. TRAFICO.



Apéndice 258

MUESTRA: S-05

SEXO: VARON

EDAD: 14 aiios.

RAZA: BLANCA

DATA DE LA MUERTE: 23 horas.

CAUSA DE LA MUERTE: ASFIXIA MECANICA POR AHORCADURA.

MUESTRA: S-04

SEXO: VARON

EDAD: 3 aiios.

RAZA: BLANCA

DATA DE LA MUERTE: 17 horas.

CAUSA DE LA MUERTE: PRECIPITACION.

MUESTRA: S-02

SEXO: VARON

EDAD: 3 afios.

RAZA: BLANCA

DATA DE LA MUERTE: 20 horas.

CAUSA DE LA MUERTE: ASFIXIA POR COMPRESION CERVICAL.

MUESTRA: §-01

SEXO: HEMBRA

EDAD: 1 afos.

RAZA: BLANCA

DATA DE LA MUERTE: 13 horas.

CAUSA DE LA MUERTE: FRACTURA DE BOVEDA CRANEAL.



Apéndice 259

MUESTRA: SS-01

SEXO: HEMBRA

EDAD: 20 anos.

RAZA: BLANCA

DATA DE LA MUERTE: 15 horas.

CAUSA DE LA MUERTE: POLITRAUMATISMO.
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