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Articulo original

Efecto osteoinductivo de leptina recombinante de rata en un modelo
experimental de rata con fracturadetibiay peroné: Estudio piloto

Rebecca Elizabeth Franco-Boruland,* Henry Juver Vergara Fernandez* *

Centro Nacional de Rehabilitacion

RESUMEN. Existe evidencia sdlida de una relacion
entrelaleptinay la regulacion del metabolismo 6seo.
En este estudio exploramos en un modelo experimental
creado ad hoc la posibilidad de un efecto de la leptina
recombinante derata (I-rr) sobre la consolidacion 6sea
en ratas. Bajo anestesia, se fracturaron quirdrgicamen-
te la tibia y €l peroné derechos de ocho ratas Long
Evans de 450-500 g de peso cor poral (pc). Lasfracturas
tibiales fuer on estabilizadas mediante un clavo deKirs-
chner (0.035) endomedular. Cuatro ratasrecibieron lo-
calmente |-rr en la extremidad fracturada (ratas-L):
100 pg/kg pc inmediatamente después dela cirugiay 20
pg/kg pc/dia los 15 dias subsecuentes; las cuatro ratas
control (C) solo recibieron el vehiculo. Contrario a las
ratas-C, las 2 ratas-L que sobrevivieron al tratamiento
con I-rr, recuperaron su deambulacién normal a los 15
dias de haber sido fracturadas; en el sitio deincisiéon su
piel habia cicatrizado. Todas las ratas fueron sacrifica-
dasel dia 22 despuésdelacirugia. Se disecaron los hue-
sos fracturados y se fijaron en glutaraldehido al 2.5%.
Tibiasy peronés delasratas-L habian consolidado, no
asi los delasratas-C. Todas las ratas presentaron un
proceso infeccioso en la extremidad fracturada, aunque
las ratas-L mostraron una preservacion notable de la
superficiearticular delatibia.

Palabras clave: ratas, Long Evans, fractura de tibia,
modelo experimental.

Introduccién

Originalmente la leptina fue descrita como un producto
de los adipocitos que podia actuar sobre el hipotdlamo para
regular laingesta de alimentos y €l gasto energético.®* Re-
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SUMMARY. Thereissolid evidencefor arelation be-
tween leptin and theregulation of bone metabolism. Here
we have explored in an experimental model ad hoc the
possibility of an effect of rat recombinant leptin (rr-l) on
fracture healing in the rat. Under anesthesia, the right
tibia and fibula of eight L ong Evansrats of 450-500 g body
weight (bw) were surgically fractured. Tibial fractures
wer e stabilized with a centromedullary Kirschner wire
(0.035). Four randomly chosen rats received rr-l locally
to thefractured member (L-rats): 100 pug/kg bw immedi-
ately after surgery and 20 pg/kg bw/day for the following
15 days; four control (C) ratsreceived only the vehicle.
Contrary to the C-rats, the 2 L-rats that survived the
treatment with rr-l1 were walking normally 15 days after
being fractured; at theincision sitetheir skin was healed.
All rats wer e sacrificed 22 days after surgery. Thefrac-
tured bones wer e dissected out and fixed in 2.5% glut-
araldehyde. The tibiae and fibulae of the L-rats were
consolidated, as opposed to those of the C-rats. All rats
suffered an infectious process in the fractured member,
although the L -rats showed a notably preserved articular
surface of thetibia.

Key words: rats, Long Evans, tibial fractures, exper-
imental model.

cientemente se ha encontrado evidencia solida de una rela-
cién entrelaleptinay el metabolismo 6seo. En los osteoblas-
tos se expresan tanto la leptinal! como su receptor.® Se ha
demostrado que la leptina estimula la proliferacion osteo-
blastica® y lamineralizacién 6sez® y que inhibe la osteoclas-
togénesis.5®

Recientemente Ducy et al.® descubrieron que la leptina
administrada en |os ventricul os cerebrales de ratones obe-
sos ob/ob (deficientes en leptina), inhibe la formacién de
hueso, sin afectar la resorcion ésea. Por el contrario, Bur-
guera et al.2 y Blain et al.! observaron que la administra-
cion sistémica de |eptina parece tener un efecto osteopro-
tector en ratas ovariectomizadas y en mujeres climatéricas,
aungue Sato y colaboradores'? han encontrado unarelacion
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inversaentre ladensidad mineral 6seay laleptinaséricaen
hombres adultos.

Aqui hemos explorado la posibilidad de que la leptina,
en particular la leptina recombinante de rata (I-rr), pueda
tener un efecto sobre la consolidacion 6sea de fracturas
quirdrgicas de tibiay peroné en larata.

Material y métodos

Animales. Se emplearon ratas macho de la cepa Long
Evans de 450-500 g de peso corporal (pc) criadas en el
mismo Centro Nacional de Rehabilitacion (CNR), las que
fueron mantenidas en una habitacién entre 20 y 22°C, con
ciclos de luz-obscuridad de 12 h, en jaulas de acrilico indi-
viduales con cama de acerrin y alimentadas ad libitum con
una dieta comercial estandarizada para ratas (Purina 5001)
y agua purificada. Su manejo se realizé con estricto apego
alaNorma Oficial Mexicana NOM 062 ZOO 1999 para €l
uso de animales de laboratorio.

Cirugia. Bgjo anestesia profunda con ketamina (60 mg/
kg pc) y xilacina (12 mg/kg pc), administradas intraperito-
nealmente, se realizaron quirdrgicamente fracturas expues-
tasy sencillasdelastibiasy los peronés derechos de 8 ratas
(Figura 1). El &rea quirurgica fue rasurada con una maqui-
na para rasurar (cuchilla No. 40) y desinfectada con una
solucion de isodine y con un abordaje antero-posterior se
expusieron latibiay el peroné; latibia fue fracturada con
una segueta fina produciendo un trazo transverso; con esta
accion simultaneamente se fracturo el peroné. La fractura
de la tibia fue estabilizada mediante un alambre (clavo) de
Kirschner (0.035), colocado endomedular de manera retro-
grada. Al final del procedimiento se suturé la piel con seda

o

- —"

Figura 1. Zona de las fracturas quirdrgicas de las tibias derechas. Sein-
dica (flecha) el sitio en latibia derecha donde fueron fracturadas quirur-
gicamente, mediante una segueta fina, todas las ratas. En este procedi-
miento se fracturé simultdneamente al peroné. T, tibia; Fi, fibula o pero-
né, V, fabela; P, platela; F, fémur; Co,, primera vértebra coccigea.
Modificado de: Hebel R, Stromberg MW: Anatomy of the Laboratory
Rat. Osteology. Baltimore, The Williams and Wilkins Co., 1976: 1-17.
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4-0y acadarata operada se le administraron, viaintramus-
cular, 150,000 U de penicilina de accion prolongada.

Imagenologia. Inmediatamente después de la cirugia,
fueron radiografiadas las ratas para determinar el estado
del trazo de fracturay la osteosintesis, asi como €l dia en
gue fueron sacrificadas, para determinar el estado de la
consolidacion 6sea de | as fracturas.

Lastibiasy los peronés fracturados y disecados fueron
estudiados por tomografia computada. Se les removié ma-
nualmente todo el tejido blando y fueron colocados, enfila-
dos, en 1 kg de gel transparente, en un recipiente transparen-
te de 11 cm de diametro y 10 cm de altura. Este estudio se
realizo en e Ingtituto Nacional de Enfermedades Respirato-
rias (INER), Servicio de Tomografia Computaday Ultraso-
nido (cortesiadel Dr. J. Algjandro Avalos-Bracho) enun To-
mografo Siemens, modelo Multicorte Somatam Volume.

Tratamiento con leptina rr. Inmediatamente después
de ser fracturadas, a cuatro ratas elegidas en forma alea-
toria se les administré directamente en la extremidad
fracturada, 100 pg/kg pc de l-rr (R&D Systems, Inc.) en
60 ul de una solucién salina amortiguada de fosfatos

Figura 2. Tomografia de tibiasy peronés fracturados de ratas control (C)
y ratas tratadas con leptina recombinante de rata (L). Se muestran dos
aspectos, girados 180°, de los mismos huesos. (Imagen: Téc. Radi6logo
Sr. Manuel Silva-Alvarado, Servicio de Tomografia Computaday Ultra-
sonido, INER).
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(SSAF), pH 7.2 [ratas-L]; cuatro ratas control, solo reci-
bieron 60 pl del vehiculo [ratas-C]. Durante los 15 dias
subsecuentes alacirugiay bajo anestesia ligera con éter,
las ratas-L recibieron 20 pg/kg pc/dia de I-rr y las ratas-
C s6lo la SSAF. Todas las ratas fueron sacrificadas alos
22 dias de la cirugia mediante una sobredosis de ketami-
na/xilacina. Se disecaron las tibiasy los peronés fractu-
radosy se fijaron en glutaraldehido al 2.5% en una solu-
cion 0.2M de fosfatos.

Resultados

Después de la dosis de 100 pg/kg pc de I-rr sélo sobrevi-
vieron 2 ratas-L. A diferencia de las cuatro ratas-C que
murieron. A los 15 dias de tratamiento con 20 pg/kg pc/dia
de I-rr ratas-L que sobrevivieron y recuperaron su ambul a-
cién normal.

Todas las ratas mostraron un proceso infeccioso en la
extremidad fracturada evidente en el sitio de incision qui-

rargicay en lazonade lisis (sitio de salida del alambre de
Kirschner). No obstante y contrario a las ratas-C, alos 15
dias de tratamiento con lal-rr, la piel de las ratas-L habia
cicatrizado compl etamente.

Al parecer, laaplicacion local del-rr en las extremida-
des fracturadas de las ratas L acelerd la consolidacion
Osea de lastibiasy los peronés. Como se aprecia en lato-
mografia de las tibiasy peronés de lasratas-C y las ratas-
L (Figura 2), alos 22 dias posteriores alas fracturas qui-
rargicas, las tibias y los peronés de las ratas-L (alas que
se les aplicé localmente laI-rr), estan consolidadas mien-
tras que los huesos de las ratas-C, que sblo recibieron la
SSAF, no lo estén. Laremocion del alambre de Kirschner
se llevd a cabo en ambos grupos de ratas, encontrando
gue esta accion destruyd la fragil e incipiente consolida-
cion 6seade lasratas C, y en el grupo de ratas L se man-
tuvo firme el callo de consolidacién. Estas observaciones
coinciden con la recuperacion de la deambulacion de las
ratas-L antes de ser sacrificadas.

Figura 3A.

Figura 3B.

Figura 3. Fotografias de las tibias y peronés fracturados. En (A) seilustra el grado de degeneracién condral de latibia fracturada de una rata control
que contrasta con la superficie articular mejor preservada en la tibia fracturada de una rata tratada con | eptina recombinante de rata mostrada en (B).
En ambos casos se ilustran también la tibiay el peroné de la extremidad izquierda no fracturada de la misma rata. (Fotos: Sr. Martin Laguna-Flores,

Servicio de Fotografia, CNR.)
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A pesar del proceso infeccioso de las extremidades
fracturadas de las ratas-L, la inspeccién macroscopica
de sus tibias fracturadas y consolidadas, revel6 una pre-
servacion notable de la superficie articular de la tibia
(Figura 3B), mientras que las tibias fracturadas y no
consolidadas de las ratas-C mostraron una degeneracion
condral importante como consecuencia de la infeccion
(Figura 3A).

Discusién

L os resultados de este estudio preliminar sugieren que
con el esquema de tratamiento descrito aqui, la aplicacion
local de I-rr aratas con una fractura expuesta'y sencilla de
tibiay peroné acelerd la consolidacion ésea. La mejor apa-
riencia de la superficie cartilaginosa articular de la tibia
gue observamos en las ratas-L comparada con las ratas-C,
sugiere que la l-rr ademés contribuy6 a disminuir el proce-
so de degeneracion condral por infeccidn, acorde con su
efecto inmunomodulador.* Ademas, la rapidez con la que
cicatrizé lapiel en el sitio de laincisién quirdrgica de las
ratas-L. comparada con lasratas-C, pudiera ser reflgjo tanto
de la accion de lal-rr para controlar la infeccion* como su
accion cicatrizante.®

Desconocemos cuél de los multiples factores vinculados
al complejo proceso de la consolidacion éseal® pudieran
haber sido inducidos por lal-rr en las ratas-L para acelerar
este proceso. Nos quedainiciar |os estudios para conocer €l
efecto de la |-rr sobre la microestructuray la composicion
del callo 6seo, asi como el andlisis molecular de los callos
con microarreglos en colaboracion de Hadjiargyrou y cola-
boradores,” que seguramente nos serén de gran utilidad
para proponer algin mecanismo de accién de lal-rr en la
consolidacién 6sea.

En conclusién, este estudio piloto sugiere que con el es-
guema de tratamiento descrito aqui, la leptina-rr acelerala
consolidacion ésea, disminuye el proceso de degeneracion
condral por infecciény promueve la cicatrizacion delapiel
en ratas con fracturas quirdrgicas expuestas.
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