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Resumen

Introduccion: La hipoxia caracteriza a los tejidos inicialmente injuriados; la variacion en la disposicion del oxigeno tisular en el proceso
de reparacion 0sea determina la aparicion de diversas moléculas implicadas en la sanacion del tejido. Objetivos: Determinar si la
variacion de la presion de oxigeno ambiental influira en la formacién dsea posterior a una osteotomia en cuyes nativos del nivel del
mar. Disefio: Experimental. Lugar: Facultad de Odontologia de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos, Lima, Peru, e Instituto
Veterinario de Investigaciones Tropicales y de Altura, Mantaro, Perl. Material bioldgico: Cuyes. Intervenciones: Se utilizd 5 grupos
de 10 cuyes cada uno, uno sin induccion de osteotomia (grupo control) y cuatro grupos experimentales: mar 15 dias y mar 30 dias
(expuestos a PO2 ambiental de 157 mmHg), altura 15 dias y altura 30 dias (expuestos a PO2 ambiental de 107 mmHg). Principales
medidas de resultados: Conteo de osteocitos. Resultados: El grupo mar 15 dias presenté menor nimero de osteocitos comparado con
el grupo altura 15 dias (63 180 vs. 80 310, p< 0,05). A su vez, el grupo mar 30 dias presentd también menor niumero de osteocitos
comparado con el grupo altura 30 dias (160 640 vs. 167 370, p< 0,05). Conclusion: La menor presion de oxigeno ambiental favorecié
una mayor formacion 6sea en cuyes nativos del nivel mar.
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Abstract

Introduction: Hypoxia characterizes initially injured tissue; variation in oxygen available determines the appearance of molecules
involved in bone repair. Objectives: To determine if environmental oxygen pressure variation influences bone formation following
osteotomy in sea level native guinea pigs. Design: Experimental. Setting: Faculty of Dentistry, Universidad Nacional Mayor de San
Marcos, Lima, Peru, and Tropical and High Altitude Research Veterinary Institute, Mantaro, Peru. Biological material: Guinea pigs.
Interventions: Five groups of 10 guinea pigs each included one without osteotomy (control group) and four experimental groups: sea
15 days and sea 30 days (exposed to environmental PO2 157 mmHg), high altitude 15 days and high altitude 30 days (exposed to
environmental PO2 107 mmHg). Main outcome measures: Osteocytes count. Results: The 15 days sea group had lower number of
osteocytes compared with the 15 days high altitude group (63 180 vs. 80 310, p<0.05). The 30 days sea group had also lower number
of osteocytes compared with the 30 days high altitude group (160 640 vs. 167 370, p<0.05). Conclusions: The lower environmental
oxygen pressure favored higher bone formation in sea level native guinea pigs.
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INTRODUCCION

El tejido 6seo estd constituido por un
conjunto de células y por una matriz
extracelular calcificada. En condicio-
nes basales, dichos componentes se
encuentran en constante mecanismo
de remodelacién: formacién y resor-
cién V. Cuando ocurre una lesién dsea,
como una fractura o una osteotomia,
los mecanismos de formacién predo-
minan, dado que el tejido lesionado re-
quiere una recuperacion eficaz. En este
proceso de reparacién Gsea, las células

osteoprogenitoras y los osteoblastos
cumplen un papel cardinal @. La hi-
poxia es una condicién inicial de este
microambiente injuriado; la disminu-
ci6n de oxigeno induce la proliferacion
de muiltiples tipos celulares y determina
procesos complejos en los cuales est4dn
involucradas un gran ntmero de molé-
culas, entre las que destacan: el factor
inducible por hipoxia (HIF), el factor
de crecimiento vascular del endotelio
(VEGF), el RUNX2, el osterix (Osx),
el factor de crecimiento de fibroblastos
(FGF), entre otras ¢,

El factor inducible por hipoxia (HIF)
es un factor de transcripcién constitui-
do por la subunidad HIF-a, de ubica-
cién citosdlica, y la subunidad HIF-1,
de ubicacién nuclear; presentan pesos
moleculares de 120-130 KDa y 91-94
KDa, respectivamente. En normoxia
tisular, la HIF-a es hidroxilada por las
enzimas propil (tipo PHD-2) y la aspa-
ragil (tipo FIT-1) hidroxilasas y luego es
marcada por una ubiquitina, la protei-
na de von Hippel-Lindau (pVHL); fi-
nalmente es degradada por el proteoso-
ma. Las enzimas hidroxilasas requieren
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oxigeno para sus funciones; por ello, en
normoxia la HIF-a es continuamente
degradada. Pero, cuando la disposicién
tisular disminuye (hipoxia), las enzimas
se inactivan y la subunidad HIF-o. em-
pieza a acumularse rapidamente en el
citosol ™19 Por otra parte, la HIF-1B
es constitutiva e independiente de la
disposicién de oxigeno tisular. Cuando
en promedio la concentracién de oxige-
no tisular disminuye por debajo de 5%,
la HIF-a se incrementa y se desplaza al
nticleo, acopldndose con la HIF-1B y
empezando asf la transcripcion de sus
genes objetivos 112, Dentro de es-
tos genes destacan los que codifican la
eritropoyetina, la transferrina, el trans-
portador de glucosa 1y 3, y el factor
de crecimiento vascular del endotelio
(VEGF), el cual es indispensable en la
vascularizacién y en la diferenciacién

osteoblastica @1,

La PO, varfa fisiologicamente en-
tre los distintos tipos celulares. El aire
ambiental contiene una concentracién
de oxigeno~ 21%. La PO, en el aire
inspirado progresivamente disminuye
después de entrar por los pulmones. Por
esta razén, en la mayorfa de los tejidos
internos los niveles de PO, varfan entre
14y 65 mmHg (2% a 9% de O,). Siendo
el rango normal de la PO, en la médu-
la 6sea entre 15,2 y 45,6 mmHg, en las
zonas de reparacién de hueso se puede
encontrar entre 5,3 y 78,9 mmHg (0,7 a
10,3% de O,) “'. La tension de oxige-
no en el aire ambiental a nivel del mar
es de 157 mmHg (~21% de O,) y se
considera tipicamente como normoxia;
sin embargo, la concentracion de oxi-
geno entre 2% y 9% ha sido reciente-
mente apreciada por algunos cientificos

como normoxia fisioldgica #1415,

En la actualidad, son mudiltiples los
estudios que evaldan las bases molecu-
lares en los procesos metabdlicos del te-
jido éseo, tanto en normoxia como en
hipoxia, encontrdndose diferentes re-
sultados. Algunos concluyen que la di-
ferenciacién osteobléstica, la expresién
de genes pro-osteogénicos y la resul-
tante formacion Gsea estdn més aumen-
tadas en tejidos expuestos a ambientes
bajo normoxia, ~21% de O, ™5'9; por

otra parte, en otros estudios, dichos
indicadores estdn més aumentados en
tejidos expuestos a ambientes bajo hi-
poxia, ~1-5% de O, “¥**V. En base
a estos resultados y a la necesidad de
aportar a la clarificacién de bajo qué
concentracién de O, el tejido 6seo tie-
ne una mejor formacién, el presente
trabajo tuvo como objetivo evaluar la
influencia de la presién de oxigeno am-
biental sobre la formacién 6sea poste-
rior a una osteotomfa del maxilar infe-
rior, en cuyes nativos del nivel del mar.

METODOS

Se trabajé con 50 cuyes machos de la
raza Pert, de 400 a 450 gramos de peso
corporal y de 5 a 8 semanas de edad,
obtenidos en la Facultad de Medicina
Veterinaria de la Universidad Nacional
Mayor de San Marcos (UNMSM). El
tamafio muestral fue tomado en base a
estudios similares ?*?%. Los cuyes reci-
bieron alimento y agua ad libitum, con
ciclos luz/oscuridad de 12 horas alter-
nadas, en el Laboratorio de Fisiologia
de la Facultad de Odontologia de la
UNMSM vy en el Instituto Veterinario
de Investigaciones Tropicales y de Al-
tura — Mantaro (IVITA-Mantaro). Se
sigui6 la gufa de ética para animales de
experimentacién Guide for the Care and
Use of Laboratory Animals 5.

Se asigné de forma aleatoria 5 gru-
pos conformados por 10 cuyes cada
uno: 1) grupo control, sacrificado el
dia 1, sin procedimiento quirtirgico; 2)
grupo mar 15 dfas, sometido a la PO, de
157 mmHg vy sacrificado a los 15 dfas
del procedimiento quirtrgico; 3) gru-
po mar 30 dfas, sometido a la PO, de
157 mmHg vy sacrificado a los 30 dfas
del procedimiento quirirgico; 4) grupo
altura 15 dfas, sometido a la PO, de 107
mmHg y sacrificado a los 15 dfas del
procedimiento quirdrgico; y, 5) grupo
altura 30 dfas, sometido a la PO, de 107
mmHg y sacrificado a los 30 dfas del
procedimiento quirtrgico.

El dfa 1 en cada cuy de los grupos
mar 15 dias, mar 30 dfas, altura 15 dias
y altura 30 dfas se realizé el procedi-

miento quirtrgico de osteotomia que
consistié, primeramente, en la induc-
cién con anestesia general usando ke-
tamina (20 mg/kg de peso via IM) @9,
Luego, en el borde mandibular derecho
del animal se infiltr6 localmente lido-
caina al 2% para reforzar la analgesia.
Con una hoja de bisturi N° 15 se hizo
una incisién lineal de 1,5 cm, se de-
colb y se expuso el hueso mandibular,
completandose el procedimiento con
el desgaste 6seo, para lo que se empled
una piedra dental redonda de carburo
tungsteno marca Maileffer, fresdandose
por 5 segundos. Finalmente, con 2 pun-
tos simples de catgut crémico 4 ceros se
suturd la herida.

Una vez sacrificados los animales (el
dia 1 en el grupo control, y a los 15 o
30 dias en los grupos experimentales),
se obtuvo las muestras de la zona man-
dibular tratada por biopsia quirtrgica.
Dichas muestras fueron fijadas en for-
mol al 10% y enviadas al laboratorio,
en el que se emple6 coloracién de
hematoxilina—eosina. Para la medicién
del indicador (conteo de osteocitos), se
procedié a identificar, especificamente,
la zona intervenida mediante micros-
copia; luego, se observé tres campos de
dicha zona tomados al azar; esto se rea-
liz6 en cada una de las l[dminas obteni-
das de cada cuy. De las 3 observaciones
se obtuvo la media, la cual fue el ntime-
ro de osteocitos para dicho cuy ©2227,
Cada 4rea microscépica observada fue
de 0,458 mm?, con aumento total de
400X, empledndose un equipo marca
Micros modelo MCX100 LCD Crocus
II.

Para el andlisis estadistico se utilizd
el paquete SPSS versién 19 para Win-
dows. Los datos son presentados en
tablas y figuras como media +/- desvia-
cién estandar. Las pruebas se realizaron
con un nivel de significancia de 95%.
Mediante la prueba de normalidad de
Kolmogorov—Smirnov se determiné
que los datos segufan una distribucién
normal. El contraste de hipétesis fue
mediante la prueba t de Student, el
andlisis de varianza Anova y compa-
raciones multiples con la prueba de

Tukey.
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RESULTADOS Tabla 1. Grupos sometidos a diferentes presiones de oxigeno ambiental evaluados a los 15 dias
post-operacion.

Los hallazgos del estudio histopatol6-

gico (indicador: conteo de osteocitos)

mostraron que la variacién de la pre-

sién de oxigeno ambiental produjo una

mayor formacién Gsea en el grupo altu-

ra 15 dias comparado con el grupo mar ** Superindices diferentes significan resultados estadisticamente significativos.

15 dfas (tabla 1), lo cual fue estadistica-

mente signiﬁcativo. Asuvez, al compa-  Tabla 2. Grupos sometidos a diferentes presiones de oxigeno ambiental evaluados a los 30 dias

rar el grupo mar 30 dfas versus el gru-  post-operacion.

po altura 30, hubo tendencia a mayor

formacién 6sea en el grupo expuesto a

107 mmHg, pero dichos resultados no

fueron estadisticamente significativos

Grupos evaluados segun presion . Desviacion

aplicada tipica
Grupo de osteocitos  Grupo mar 15 dias (157 mmHg) @ 10 63 180 11323 0,002

Grupo altura 15 dias (107 mmHg) ° 10 80310 9336

Grupos evaluados segtn presion Desviacion

aplicada tipica
Grupo de osteocitos  Grupo mar 30 dias (157 mmHg) 10 160 640 12990 0,263
(tabla 2). Grupo altura 30 dias (107 mmHg) 10 167 370 13 059

Al evaluar el proceso de formacién
Osea en cada una de las presiones de
oxigeno estudiadas (157 mmHg y107
mmHg), se encontré que la cantidad de 250
osteocitos fue mayor en el grupo mar 30
dias (160 640 = 12 990) y en el grupo =
altura 30 dfas (167 370 = 13 059) al
compararlos con el grupo mar 15 dias
(63 180 = 11 323, figura 1) y con el
grupo altura 15 (80 310 = 9 336 os-
teocitos, figura 2), respectivamente;
siendo los resultados estadisticamente
significativos.
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Mientras el rol del oxigeno sobre los
mecanismos celulares en la formacién
6sea ha sido estudiado extensamente in
vitro, poco es el conocimiento acerca de
la relevancia de dichos estudios in vivo.
La mayorfa de estudios usan como con- 250
dicién hipéxica concentraciones de oxi-
geno de 1 a 5%, que resultan ser compa-
rados con cultivos con concentraciones
de oxigeno de 18% a 21%, considerados
como condicién norméxica. In vivo,
los mdltiples tipos celulares con sus di-
ferentes demandas metabdlicas hacen
mucho méas complicados los trabajos de
investigacién. La interaccién de la va-
riedad de factores de crecimiento y ci- -
toquinas en los procesos de reparacién, 50
y la complejidad de estos determinantes
in vivo, aparte de las variables intervi-
nientes ambientales, impiden una eva-

luacién completa de todo el proceso en Figura 2. Evaluacién del proceso de formacion 6sea a la presion de oxigeno
23) ambiental de 107 mmHg (3320 msnm).

Figura 1. Evaluacion del proceso de formacion osea a la presion de oxigeno
ambiental de 157 mmHg (150 msnm).
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los diversos trabajos ¢
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A pesar de ser la altitud una condi-
cién geogréfica que determina variacio-
nes en la temperatura, en la humedad,
en la radiacién solar y en la presién de
oxigeno ambiental, en el presente tra-
bajo se ha evaluado la influencia de la
presién de oxigeno ambiental sobre la
formacién ésea por ser esta variable
la més importante y la mds estudiada,
por las profundas modificaciones que
origina en la fisiologia de los seres vi-
vos. La reduccién en la disposicion de
oxigeno ambiental produce una menor
inspiracién de este por los pulmones; la
hipoxia induce la actividad del factor
inducible por hipoxia (HIF) en diversas
células a través del cuerpo ©.

La sobreexpresién del factor induci-
ble por hipoxia (HIF) muestra un llama-
tivo y progresivo incremento en el volu-
men 6seo. Estas observaciones sugieren
que el aumento de la expresién de HIF
en osteoblastos expresa una mayor can-
tidad de factores angiogénicos que pro-
mueven la formacién de hueso 9.

Se ha reportado diversas respuestas
de la hipoxia sobre cultivos celulares;
estos determinan el incremento en la
estabilizacién del HIF y la expresién de
sus genes objetivos, entre los que desta-

ca el factor de crecimiento vascular del
endotelio (VEGF) 20212829,

La expresion de uno de los genes
maestros en la formacién 6ésea -el
RUNX2, que regula la sintesis de fos-
fatasa alcalina, sialoproteina dsea, cola-
geno tipo 1, osteopontina y osteocalci-
na-, fue evaluada en cultivos celulares
expuestos a un medio de hipoxia (1%
de O,) y a un medio de normoxia (21%
de O,). Se hall6 menor expresién del
RUNZX2 al evaluar a los 3 dias el medio
hipéxico comparado con la normoxia.
También se determin6 que la hipoxia
tiene efecto inhibitorio sobre la mine-
ralizacién en controles hechos a los 14
y 21 dias ©. Ademas, la disminucién en
la expresiéon de RUNX2, al exponer los
cultivos celulares a 2% de O, redujo la
fosfatasa alcalina, el coldgeno tipo 1y la
osteocalcina en todos los controles (3,
7, 14 y 21 dias) comparados con nor-
moxia (21% de O,) ®.

En la presente investigacion, la me-
nor formacién ésea encontrada en el
grupo mar 15 dfas comparado con el
grupo altura 15 dfas, se debe a varios mo-
tivos. Entre estos destaca que la hipoxia
tisular, en el grupo altura 15 dfas, logré
una mayor estabilizacién de la subuni-
dad citosélica HIF-a y su heterodime-
rizacién a nivel nuclear para formar el
HIE lo cual determina la expresién de
miltiples genes; probablemente el mas
importante es el que codifica al factor
de crecimiento vascular del endotelial
(VEGF), debido a su implicancia en el
proceso de osteogénesis, directamente
activando a las células osteoblasticas
o indirectamente mediante su potente
accién angiogénica. Los antecedentes
encontrados sugieren que la hipoxia
inhibe al gen RUNX2 que, como se ha
sefialado, es un transcriptor de molécu-
las necesarias para la diferenciacién y la
funcién osteobléstica; aunque, por los
resultados de la presente investigacion,
se entiende que la enérgica activacién
molecular de la via del HIF fue la que
determiné lo observado a los 15 dias.
Por otra parte, al activarse la angiogé-
nesis y empezar las etapas de reparacion
Osea, la concentraciéon de oxigeno en la
zona injuriada, en el transcurso de los
dias, fue incrementindose, con lo cual
la estabilizacién de la subunidad HIF-a.
fue disminuyendo (feedback negativo),
expresando (en base al incremento de
oxigeno tisular y a la menor expresién
del HIF) vias moleculares que intervi-
nieron en similares magnitudes en el
proceso de formacién dsea; esto puede
explicar que a los 30 dias ya no hubie-
ran diferencias significativas. Final-
mente, a medida que transcurrfan los
dias en la zona injuriada, la cantidad de
osteocitos fue cada vez mayor (mayor
formacién Gsea); es entendible que el
proceso de reparacién se desarrolla en
el tiempo, y a medida que transcurre
este los mecanismos fisioldgicos llevan
hacia la madurez al tejido injuriado.

Se concluye que la presién de oxi-
geno ambiental influyé en la formacién
6sea, mejorando la proliferacién de os-
teocitos en el grupo altura 15 dfas, al
comparar el grupo mar 15 dias versus

el grupo altura 15 dfas. La presién de
oxigeno ambiental no fue determinan-
te significativo en la proliferacién de
osteocitos, al comparar el grupo mar
30 difas versus el grupo altura 30 dfas.
La formacién 6sea fue mayor a medi-
da que transcurria més tiempo (mayor
proliferacién de osteocitos), en los dos
ambientes evaluados.
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