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RESUMEN

En este proyecto se investigan los cambios que acontecen en el desarrollo y crecimiento de conejos hembras de la linea New Zealand
(CoNZ) en sus huesos femorales. Los animales fueron mantenidas en jaulas individuales desde las dos semanas de edad, con comida
y agua ad libitum y se sacrificaron en tiempos mensualmente consecutivos: 1, 2, 3, 4, 5, y 6 meses. Tras la obtencién de las piezas
femorales, y a partir de estudios imagenoldgicos se determinaron los dngulos del cuello femoral (Af), la longitud total (L), la densidad
mineral ésea total, del centro éseo y de la metéfisis femoral (DMOt, DMOco y DMOmf respectivamente), analizidndose las variaciones
intergrupales por el test Wilcoxon, y correccién de Bonferroni. Se realizaron estudios histolégicos de los cortes descalcificados de las
piezas femorales. Los andlisis sobre los Af mostraron un incremento significativo durante el primer mes mientras que L se estabiliz6
a partir del 4to mes. Los valores de DMOt mostraron un plateau a partir del cuarto mes, si bien las DMOco y DMOmfya a partir del
tercer mes no mostraron incrementos significativos. Histol6gicamente se observé para el cuarto mes ausencia de las diferentes zonas
caracteristicas del cartilago de crecimiento metafisiario, con presencia tnicamente de un pequefio remanente de células condrales.
Desde el quinto mes se observa ausencia total de cartilago, con presencia tnicamente de tejido osteoide (TO). La interpretacién
integrada de los resultados nos permite afirmar, que a partir del cuarto mes de desarrollo, el fémur de CoNZ adquiere caracteristicas
compatibles con un periodo de adultez.

Palabras Clave: biologfa, biometria, bioquimica, célula, desarrollo fisiolégico.

ABSTRACT

In this project we investigated the changes of femoral development and growth of female New Zealand rabbits (NZr). Animals
were maintained in individual cages since they were two weeks old with food and water ad libitum, and were sacrificed monthly
consecutively: 1, 2, 3, 4, 5 and 6. Radiological studies were made with femoral pieces to determine femoral neck angle (fnA), total
length (L), total bone mineral density (tBMD), bone center mineral density (bcBMD) and femoral metaphysis bone mineral density
(fmBMD). We analyzed intergroup variations with Wilcoxon test and Bonferroni correction. We also performed histologic studies
with femoral pieces. The fnA analyzes showed a significant increase in the first month while L stabilized since the fourth month.
tBMD showed a plateu since the fourth month, even though bcBMD and fmBMD did not show any significant changes since the third
month. In histology it was observed the absence of all typical growth cartilage zones since the fourth month, with the only presence
of small remaining cartilage cells. In the fifth month we observed complete absence of cartilage, and presence of osteoid tissue only.
The integrated interpretation of the results allows us to affirm that since the fourth month of development the femur of NZr acquires
characteristics compatible with the adulthood.

Keywords: biochemistry, biology, biometrics, cells, physiological development.
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INTRODUCCION

La osificacién endocondral responsable de formar
los huesos de los miembros y del esqueleto axial, utiliza
al cartilago como elemento de anclaje que luego sera
reemplazado por tejido éseo (Mackie et al., 2011; Percival
y Richtsmeier, 2013). El crecimiento del hueso endocondral
progresa desde la proliferacién, maduracién e hipertrofia de
los condrocitos, organizados en los centros de osificacién,
a la mineralizacién de la matriz cartilaginosa para formar
un tejido éseo (Garcia Herndndez, 2007). El incremento de
la densidad mineral ésea (DMO) en los huesos se asocia
con la acrecién de fosfato de calcio en forma de cristales de
hidroxiapatita y depende de diversos factores intervinientes
como genética, sexo, ejercicio, peso, y periodos fisioldgicos
del ciclo de vida, como particular e intensamente ha sido
estudiado en los seres humanos (Garcia Herndandez, 2007).
Por ello, a medida que progresa el proceso fisiolégico de
crecimiento y desarrollo éseo, los valores de DMO van
aumentando debido a la mineralizacién de la matriz
extracelular. Otro proceso fisiolégico en el que se ven
alterados los valores de DMO es el envejecimiento donde el
recambio éseo resulta de un balance negativo con pérdida
de masa dsea y consecuentemente disminucién en la DMO.
Si bien el tejido 6seo es un tejido metabdlicamente muy
activo y dinamico, los valores de DMO en la adultez joven se
mantienen en una placa homeostdtica, presentando valores
estables. Estos valores también se ven alterados en ciertos
procesos patolégicos que puedan producir osteoporosis
primaria o secundaria (Guyton, 2016).

La placa de cartilago metafisario se expande a través de
la proliferacién de condrocitos. La osificacién de la matriz
estd precedida por la hipertrofia de los condrocitos en el
eje medio prospectivo del hueso y por la deposicién de un
collar de hueso periosteal por los osteoblastos recientemente
diferenciados que rodean el eje medio. Los vasos sanguineos,
osteoclastos, asi como los precursores de la médula ésea
y los osteoblastos, invaden el modelo desde el collar éseo
y proceden a formar el centro primario de osificacién. El
centro primario se expande hacia los extremos del modelo de
cartilago, a medida que los osteoclastos eliminan la matriz
extracelular del cartilago y los osteoblastos depositan hueso
en los restos de cartilago. Posteriormente se forma un centro
de osificacién secundario en cada extremo del modelo de
cartilago, dejando una placa de crecimiento cartilaginoso
entre los centros de osificaciéon primaria y secundaria, asi
como los posibles cartilagos articulares permanentes en cada
extremo del hueso (Kronenberg et al., 2003). La madurez
esquelética se produce cuando el centro primario de
osificacién en expansién se encuentra con el centro secundario
de osificacién, lo que oblitera la placa de crecimiento (Ross
y Pawlina, 2012; Berendsend y Olsen, 2015). La osificacién
endocondral comienza durante la vida fetal y continda hasta
el final del crecimiento en la adultez temprana (Ross y Pawlina,
2012; Berendsend y Olsen, 2015).

En el ser humano, son bien conocidos los procesos
de crecimiento y desarrollo &seo, evidencidndose
radiolégicamente los nticleos de osificacién primaria de los
huesos largos entre los cinco y siete meses de vida, mientras
que los nucleos de osificacién secundaria se evidencian entre
los siete meses y cinco afios de vida, con gran variabilidad
de aparicién entre los distintos huesos y con variabilidad
en torno al sexo, ya que este proceso ocurre generalmente
antes en el sexo femenino. Desde los cinco a los 12 afios
los centros de osificacién ya formados van creciendo, y, de
los 12 a 20 afios ocurre el periodo de fusién de las epifisis
con las diéfisis de los huesos largos (Greenspan, 2007). En
términos generales en los seres humanos entre los 18 y 20
afios se alcanza la madurez 6sea (Greenspan, 2007).

Al estudiar la biologfa del desarrollo de un mamifero,
conocer el crecimiento y desarrollo de sus huesos largos
se estudia un aspecto muy importante del desarrollo en
general de esa especie. No es mucha la literatura que brinde
informacién sobre los cambios que acontecen en el proceso
de crecimiento y desarrollo de conejos y en particular de
sus fémures (Thomsen et al., 1991; Lerner y Kuhn, 1997,
Martiniakova et al., 2003). Numerosos experimentos de
biologifa 6sea y medicina regenerativa se han realizado
utilizando como modelo experimental conejos, en particular
en la linea New Zealand (CoNZ), previos a la implementacién
de protocolos en humanos, (Goy et al., 2012; Coletta
et al., 2014; Cicero et al., 2017a; Coletta et al., 2017), lo
que reafirma la necesidad de obtener informacién precisa
al respecto. Dado que no existe informacién actualizada
que describa en profundidad los estadios del desarrollo
y crecimiento de CoNZ, el objetivo de nuestro estudio
fue investigar al respecto, realizando andlisis a niveles
imagenoldgicos e histoldgicos.

MATERIALES Y METODOS

Conejos hembras de la linea New Zealand (CoNZ), de
dos semanas de edad, seleccionados aleatoriamente, se
mantuvieron en jaulas individuales, con comida (Provife,
Argentina), y bebida ad libitum, y se sacrificaron, a partir
del primer mes posnatal, en tiempos mensualmente
consecutivos: 1, 2, 3, 4, 5, y 6, obteniéndose post mortem
24 piezas femorales, cuatro por cada estadio de desarrollo,
conformandose los grupos 1, 2, 3, 4, 5, 6, respectivamente.
Todo el mantenimiento y sacrificio de los animales se
realizaron acorde a proyecto acreditado en la facultad
de Cs. Médicas, Universidad Nacional de Rosario, CUDI
5314/2018, resolucién 6838/2019.

Obtencion de las piezas femorales

Se realizé una ventana a modo de “libro abierto” en
los planos superficiales del muslo, realizando una incisién
longitudinal, en la cara medial del muslo, siguiendo la
direccién del fémur. Luego se realizaron dos incisiones
transversales a la primera incisién; la primera proximal
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a la unién coxofemoral y la segunda distal a la terminacién
de la articulacién de la rodilla. Se prosiguié divulsionando el
plano cutdneo-aponeurdtico, hasta dejar al descubierto
el plano muscular. Se continué con la desarticulacién de la
rodilla, mediante la incisién de los ligamentos articulares,
logrando asi separar el muslo de la pierna. A posteriori se realizé
una incisién profunda a nivel de la articulacién coxofemoral,
buscando cortar la capsula y los ligamentos coxofemorales,
permitiendo la extraccién del fémur y elementos musculares
adheridos a él. Se divulsioné los laterales y se extrajo
la totalidad del fémur con los elementos musculares de la
regién con sumo cuidado para no dafiar la pieza 6sea.

Las obtenciones de las piezas se realizaron entre los meses
de julio y diciembre 2018.

Estudios radiolégicos

Se tomaron radiografias de los fémures, mediante
un equipo Dinar AF500 con revelado digital Carestream
Directview. Como software de manejo de imdgenes, se utilizé
el programa de acceso libre: Image/ 1.40 sofiware (NIH,
Maryland, USA) (Ryan, 1997; Schneider, 2012).

Determinacion del angulo de cuello femoral (af)

La determinacién del angulo del cuello femoral se realizé
respecto al eje mayor 6seo, mediante el trazado (/mage/) de
dos lineas gufa, una paralela al eje mayor éseo y una segunda
linea paralela al eje del cuello femoral (Fig. 1a). El valor de
Af obtenido para cada pieza femoral se expresé en grados
(°) entre ambas lineas gufa.

Angulo cuello Femoral

165

o
=3

Angulo (grados)
@
a

150

1 2 3 4 5 6

Edad (meses de vida)
*p<0.05, Wilcox test

a b

Figura 1: Medicién y gréfico del dngulo femoral. a) Medicién
angulo femoral (Af), linea 1: paralela al eje del cuello femoral, linea 2:
paralela al eje mayor femoral. b) Determinacién de dngulos femorales
de conejos 1-6 meses.

Determinacion de la longitud femoral (1)

La longitud femoral se midié en milimetros (mm), tras
realizar con software (Image/) lineas limitantes perpendiculares
en ambos extremos. La calibracién fue realizada mediante
la utilizacién de un patrén de calcio de longitud conocida
(30 mm) (Thomsen et al., 1991; Gonzélez Garamendi, 2009).

Determinacion de la densidad mineral 6sea (dmo)

La DMO, expresada en mg Ca/cm?, se realizé en distintas
zonas, como sigue: 1) DMO total (DMOt), considerando el
area total sea (se toma como referencia toda la masa 6sea
del fémur); 2) DMO centro éseo (DMOco), determinado
por la zona medial (centro morfométrico del hueso); y 3)
DMO metéfisis femoral (DMOmf), comprende una zona
de metéfisis femoral (considerando 6 mm? a 1 mm por
encima de unién del platillo de crecimiento metafisario).
Para realizar las mencionadas determinaciones se utilizaron
patrones de calcio de valores crecientes y conocidos: 0 mg
Ca/cm? (correspondiente al fondo de placa); 7,94 mg Ca/
cm?; 18,72 mg Ca/cm?; 28,67 mg Ca/cm?; 40,73 mg Ca/
cm?; 51,93 mg Ca/cm? Mediante Image/ se seleccioné un
segmento que englobé a cada una de las dreas (sin incluir
bordes éseos), y se asigné un valor que correspondié
al promedio de intensidad de los pixeles en las &reas
delimitadas (en imagen en blanco y negro la intensidad
corresponde a un valor que ronda entre 0 -negro- y 256
-blanco-), este valor se ingresé en una tabla de Excel, para
posteriores estudios estadisticos.

Mediante regresién lineal se compara el valor obtenido
con el patrén de calcio de referencia. Para el andlisis de
datos se utilizé el sofiware de acceso libre R de la R Foundation
for Statistical Computing de Viena, Austria.

Estudios estadisticos

Para la comparacién entre grupos se utilizé test de analisis
multivariado no paramétrico de Wilcoxon, y correccién de
Bonferroni. Los grupos se consideraron diferentes de forma
significativa con un valor de p < 0,05.

Estudios histolégicos

Se realizé un corte longitudinal de las piezas femorales,
obteniendo asi una muestra anterior y una posterior por
cada fémur, teniendo en total cuatro muestras por animal
estudiado. Se realizaron dos cortes sagitales y dos cortes
transversales obteniéndose muestras menoresa 3 cm de alto,
1 cm de anchoy 0,5 cm de espesor, de la regién metafisiaria,
que incluye tanto tejido éseo como cartilaginoso, del
extremo distal del fémur.

Se colocaron las muestras en celdillas individuales, luego se
descalcificaron en solucién de dcido etilendiaminotetraacético
(EDTA) al 10 % pH 7, considerando distintos tiempos
de descalcificacién para las piezas en funcién de la etapa
del desarrollo de cada una de ellas dada sus diferentes
caracteristicas. Las muestras se procesaron a posteirori
acorde a procesos de deshidratacién e inclusién en parafina
convencionales (Beebe, 2000).

Se observé cartilago de crecimiento y tejido éseo cortical
en dreas de 2 mm?, (2 mm de alto y 1 mm de ancho entre
corticales diafisarias) observdndose todas las zonas del
cartilago de crecimiento. Las observaciones se realizaron
con un microscopio 6ptico (Olympus, Japén) a 100 x, 200 x,
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400 xy 1000 x de aumento. Se obtuvieron imagenes digitales
con una cdmara fotogréfica adaptada (Olympus, Japén) y las
mismas se analizaron con el software Image/ 1.40 (Parfitt, 1987
Viguer, 1995), considerando las diferentes zonas histoldgicas
acorde a lo previamente descripto en la literatura (Viguer,
1995; Mackie et al., 2008; Burdan, 2009; Villemure, 2009;
Kierszenbaum, 2012a; Wongdee, 2012; Di Fiore, 2016).

RESULTADOS

Angulo cuello femoral (af)

Se observaron diferencias = significativas en las
determinaciones de los dngulos de cuello femoral entre
los grupos de dos meses (159,76) vs. un mes (153,85),
(p<0,05). El grupo del segundo mes no presenta diferencias

significativas respecto al tercero, ni respecto a los grupos
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restantes. Nuestros resultados indican que las variaciones
morfoldgicas ocurren durante le primer mes de vida, si
bien existen leves tendencias de cambios posteriores, estos
no revisten diferencias significativas en lo que respecta a la
anatomia dsea. Los valores del angulo del cuello femoral se
observan en la figura (Fig. 1b).

Longitud femoral (L)

Se observaron diferencias significativas intergrupales
de la longitud total de los fémures (L, mm) hasta los
4 meses postnatales (p < 0,01). Entre los grupos del cuarto
(mediana: 98,03) y quinto mes (mediana: 100,65) no hubo
diferencias significativas, si bien se encontré una diferencia
entre el grupo del quinto mes (mediana: 100,65) respecto al
sexto (mediana: 103,01). Los valores de L se observan en la

figura (Fig. 2a).
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Figura 2: Gréficos Longitud y densidades minerales éseas. a) Longitud total femoral de conejos 1-6 meses. b) DMO drea total 6sea de conejos
1-6 meses. ¢) DMO centro éseo femoral de conejos 1-6 meses. d) DMO metéfisis femoral de conejos 1-6 meses.
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Densidad mineral 6sea (DMO)

Los resultados de las DMO se observan en las figuras
(Fig. 2b-2d). Los valores de DMOt, mostraron incrementos
significativos hasta el cuarto mes, ya partir deallilos cambios
no fueron significativos (mediana grupo 4: 44,84; mediana
grupo 5: 44,0; mediana grupo 6: 45,10). La DMOco
incrementando mostré incrementos  significativos hasta
el tercer grupo, sin diferencias significativas entre el resto
(mediana grupo 4: 44,33; mediana grupo 5: 43,38;
mediana grupo 6: 48,17). La DMOmf mostré incrementos
significativos del grupo 2 wvs. grupo 1. Sin cambios
significativos a partir de ese periodo (mediana grupo 3:
46,08; mediana grupo 4: 43,40; mediana grupo 5: 40,22;
mediana grupo 6: 38,06).

Histologia

En los cortes histolégicos del primer mes de desarrollo
(Fig. 3a-3d) se cartilago
caracteristicas tipicas del proceso de osificacién endocontral.
Se aprecié una banda de zona de reserva con células
progenitoras condroblasticas/condrociticas (zR), de pequefio
tamafio y escaso citoplasma formando agrupadas en grupos
iségenos coronarios (GIC). Hacia proximal se evidencié
una zona de proliferacién (zP) muy abundante, también
denominada cartilago seriado, con aumento de citoplasma
y formando un gran nidmero de grupos iségenos axiles
(GIA). Las caracteristicas de las zR y zP denotaron una gran
actividad mitdtica de células condrales. Luego se observaron
condrocitos hipertrofiados formando la zona hipertréfica
(zH) con un importante aumento del tamafio citoplasmatico,
seguidos de condrocitos hipertrofiados y calcificados
formando asf la zona de cartilago calcificado (zCC), en la
cual se apreciaron las trabéculas directrices de osificacién
(TD). Se observd, contigua a la zCC, la zona de erosién (zE),
donde se produce la progresién con la zona osteoide (zO). En
los cortes de dos meses de desarrollo (Fig. 4a) se observaron
las seis zonas de osificacién endocondral, con una pequefia
reduccién de las zR, zP, zH, y aumento de la zO, mientras que
las zCCy zE no se ven modificadas. En los cortes de tres meses
de desarrollo (Fig. 4b-4d) se pudieron diferenciar también las
seis zonas, con gran reduccién de las zR, zP, zH, en especial zP,
y aumento de zO. En particular se aprecié una disminucién
de zR con extensa matriz extracelular, escasas células
condrales y en la zP mayor tamafio de condrocitos con
abundante citoplasma, denotando una menor tasa mitdtica
de la zR. En los cortes de 4 meses de desarrollo (Fig. 5ay 5b)
no se logré diferenciar las zonas antes mencionadas, pero
si se observaron algunos remanentes de células condrales,
pudiendo hallar una tnica zona de cartilago hipertrofiado
y calcificado (zCHC). En los cortes de cinco y seis meses de
desarrollo (Fig 5c y 5d, respectivamente) no se encontraron
células o tejido cartilaginoso, si se observé tejido osteoide
(TO) con abundante matriz extracelular, donde se hallaron
osteocitos (Oc) en sus lagunas osteociticas. Alrededor

observé metafisiario con

Figura 3: Histologia metafisis femoral de 1 mes. a) 1 mes, 100x.
b) 1 mes, 200x. c) 1 mes, 400x. d) 1 mes, 1000x. GIC, grupos isdgenos
coronarios; zR, zona de reserva; zP, zona de proliferacion; zH, zona hipertrdfica;
2CC, zona de cartilago calcificado; zE, zona de erosion; zO, zona osteoide; GIA,
grupos isdgenos axiles; TD, trabéculas directricez de osificacion.

Figura 4: Histologfa metéfisis femoral de 2y 3 meses. a) 2 meses, 100x.
b) 3 meses, 100x. c) 3 meses, 200x. d) 3 meses, 400x. GIC, grupos isdgenos
coronarios; zR, zona de reserva; zP, zona de proliferacion; zH, zona hipertrdfica; zCC,
zona de cartilago calcificado; zE, zona de erosion; zO, zona osteoide.

Figura 5: Histologia metéfisis femoral de 4, 5y 6 meses. a) 4 meses,
100x. b) 4 meses, 200x. ¢) 5 meses, 100x. d) 6 meses, 400x. zCHC, zona
de cartilago hipertrofiado y calcificado; zO, zona osteoide; TO, tejido osteoide;
MO, médula dsea; Oc, osteocitos.
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del TO se observé médula ésea (MO) con abundante
celularidad de pequefios citoplasmas.

DISCUSION

Ultimamente el conejo ha sido seleccionado como un
modelo experimental viable, previo a realizar experimentos
en humanos (Manjeet et al., 2012). Previamente Thomsen
et al. (1991). propusieron que el crecimiento longitudinal
femoral a posteriori de los 100 dias no revestia cambios
importantes, si bien sus estudios sélo fueron radiolégicos.
Nuestra propuesta coincide con los resultados de este autor,
y ademds hemos profundizado en la caracterizacién de los
procesos implicados.

Nuestros resultados discrepan de los presentados
posteriormente por Lerner y Kuhn (1997), quienes
concluyeron que la madurez esquelética se alcanzaba por
completo entre la semana 24 y 28 de vida. Paralelamente,
Martiniakova et al. (2005) propusieron que animales de seis
meses podrian considerarse en etapa adulta para estudios
6seos, pero nuestro trabajo realiza una caracterizacion
de los fémures de los conejos en cada uno de los estadios
mensuales hasta los seis meses, para poder fundamentar
nuestra propuesta.

Masoud et al. (1986) y Heikel et al. (1999) afirmaron
que la pubertad del modelo CoNZ se alcanzaria entre las
diez y 12 semanas de vida, lo cual podria ser concordante
con nuestros resultados respecto al tiempo para alcanzar
la madurez ésea. No se ha encontrado hasta el momento
evidencia alguna de cambios dseos al iniciarse la actividad
reproductiva, la que se daria al aproximarse al 80 % del
peso adulto entre las 20 y 23 semanas de edad, acorde a lo
previamente informado por Aragén Herndndezetal. (2010).

A partir de esta investigacién proponemos que la
madurez dsea se alcanza a partir del cuarto mes de vida,
sin cambios relevantes posteriores. Las caracteristicas del
tejido en la regién metafisaria se corresponden con tejido
osteoide maduro ya en ese periodo, observandose ausencia
total de componentes celulares y extracelulares condrales
en la fisis de crecimiento (todavia inmadura), presentes
en los periodos de desarrollo anteriores. No obstante,
futuros estudios de estadios tardios etarios podrian quizas
evidenciar un crecimiento longitudinal posterior. Esto se
sustentaria con recientes descubrimientos realizados en
roedores de que ciertos tipos celulares podrian promover
algin tipo de crecimiento minimo residual, especulandose
que la diferenciacién de ciertos condrocitos limitrofes
ocurriria mas efectivamente que la transdiferenciacion
de condrocitos hipertréficos en la generacién de células
mesenquimales (Mizuhashi et al., 2019). Hasta el momento
no se ha estudiado en el modelo experimental conejo.

Nuestros estudios evidencian que durante el primer
mes de vida se produce la mayor tasa de crecimiento éseo
femoral. Durante el primer mes se observa a nivel histolégico
abundante crecimiento cartilaginoso, lo cual explica lo

hallado tanto en la L como en DMO. Hacia el segundo y tercer
mes, el tejido cartilaginoso disminuye de forma progresiva.
En el cuarto mes sélo queda un remanente de cartilago sin
gran capacidad de crecimiento longitudinal, lo que serfa
consistente con las determinaciones de Ly DMOmf.

Martiniakova et al. (2003) describieron al tejido dseo
compacto femoral en CoNZ en un grupo conformado
por conejos de cinco a siete meses, observando en ellos
un desarrollado y complejo sistema haversiano, con gran
cantidad de osteonas de caracteristicas maduras ya en el 5to
mes de desarrollo. Pero en nuestro estudio hemos detallado
los cambios en el perfodo postnatal de los animales en
estudio mes a mes. A partir de ello logramos afirmar que en
un periodo de cuatro meses de desarrollo se puede indicar que
el fémur de CoNZ presenta caracteristicas de un tejido éseo
maduro, generdndose asi la estabilizacién del crecimiento
longitudinal femoral. A partir del quinto mes de desarrollo ya
no observamos presencia de tejido condral.

Futuras investigaciones con mayor nimero de animales,
considerando machos y hembras en los distintos estadios,
y realizando estudios de microtomografia computada,
histomorfometria, expresién de diversas proteinas en los
tejidos considerados, y diversos marcadores de procesos
biolégicos brindardan una mayor comprensién del
modelo experimental conejo en su aplicacién a proyectos
relacionados con biologia ésea. Paralelamente, a la luz de
nuevos aportes brindados por la literatura que indicarian
nuevos factores biomoleculares involucrados en procesos
del desarrollo de diversos érganos y en particular del hueso,
el estudio de la expresién de estos deberia ser considerado
en los futuros estadios (Rosellé-Diez et al., 2015; Haraguchi
etal., 2019).

Existen muchas controversias entre los resultados
previamente reportados sobre la maduracién de otros
Srganos en este modelo animaly sus procesos de crecimiento
longitudinal,ya que el hueso es un érgano (Ferretietal., 2008;
Cointry el al., 2009), y por ello a partir de estos resultados
se proponen nuevas hipdtesis de trabajo en relacién a la
caracterizacién de los tipos celulares involucrados en los
procesos de crecimiento longitudinal que en este modelo
animal adn no han sido explorados (Mizuhashi et al., 2018).

CONCLUSIONES

El andlisis integrado mediante los estudios radiolégicos
e histolégicos son fundamentales para una correcta
interpretaciéon del proceso de osificacién endocondral
respecto al crecimiento y desarrollo femoral. Nuestras
evidencias histolégicas muestran al tercer mes una
importante disminucién de las zonas cartilaginosas de
reserva, proliferacion e hipertrofia, al cuarto mes solo un
esbozo de estas zonasy a partir del quinto una ausencia total
de las mismas, con presencia de hueso trabecularrodeado de
medula ésea. Todo ello se traducirfa densitrométricamente
como la fusién por mineralizacién entre los puntos de
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osificacién primario y secundario, lo que sustenta el plateau
producido en la gréfica de L a partir del cuarto estadio de
desarrollo.

Las mesetas observadas en las DMO estarian dadas por la
osificaciéon del cartilago de crecimiento de la metéfisis distal
durante el primer mes de vida. Esto se fundamentarfa segtin
las evidencias histolégicas obtenidas, en la que observamos
la disminucién de las zonas cartilaginosas no osificadas y
aumento de las zonas cartilaginosas osificadas conjunto
a la presencia de osteoblastos responsables del aumento
progresivo de los valores de DMO, los cuales dependen
de los componentes inorganicos de la matriz extracelular.
Si bien el tejido éseo es un tejido metabdlicamente muy
activo sometido a un proceso constante de aposicién y
resorcién que intenta mantener los niveles de DMO en una
placa homeostidtica, una vez alcanzada la madurez ésea no
presenta modificaciones significativas durante la adultez
joven, lo que se traduce en nuestro estudio como el plateau
en los valores de DMO.

Si bien la forma anatémica del hueso ya se alcanza en el
primer mes de vida, seglin se desprende de las variaciones
del Af, este trabajo brinda evidencia concluyente de que
los CoNZ alcanzan su madurez ésea completa a partir del
cuarto mes de vida. Este trabajo aporta al conocimiento del
desarrollo y crecimiento femoral de las conejas de la linea
New Zealand.
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