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1) Resumen  
 

Introducción:  La reparación de una fractura involucra la interacción de múltiples 

grupos celulares. Entre ellas, las células inflamatorias, en particular los macrófagos, 

han demostrado poseer un rol fundamental en la regulación de la reparación de 

fractura. Clínicamente, se ha descrito que la capacidad de reparación de fracturas 

durante la tercera edad disminuye significativamente. Tanto el fenotipo celular como 

los mecanismos celulares y moleculares involucrados en dicho proceso no han sido 

aun completamente dilucidados. En este estudio, queremos caracterizar el infiltrado 

de células inflamatorias presentes durante la reparación de fractura durante el 

envejecimiento. Además, de asociar dicho infiltrado con la respuesta reparativa 

ósea final en el sitio fracturado. 

Materiales y método: En un modelo de ratón de fractura tibial estable (defecto óseo 

monocortical tibial) se comparó el infiltrado inflamatorio presente a los 2 días post 

cirugía en un grupo de individuos jóvenes e inmaduros esqueléticamente (5 

semanas de edad) versus individuos adultos maduros esqueléticamente (24 

semanas de edad). Las tibias fueron recolectadas, descalcificadas e incluidas en 

parafina para ser analizadas mediante histología convencional e histomorfometría. 

En sucesivos cortes histológicos, se comparó tanto la morfología del hematoma y el 

número de células inflamatorias presentes en el defecto en reparación. 

Resultados: Cualitativamente se observaron diferencias en la densidad y 

organización del infiltrado inflamatorio, además de una disparidad sustancial en el 

tamaño del hematoma formado por cada grupo. De manera importante, el número 

de células inflamatorias identificadas en el sitio fracturado fue significativamente 

menor en individuos esqueléticamente maduros respecto a los jóvenes.  

Conclusión: Tanto el infiltrado inflamatorio como el hematoma ubicado en el sitio 

de fractura disminuye en función de la maduración del esqueleto. Los resultados 

sugerirían mecanismos como una menor capacidad de reclutamiento de las células 

del sistema inmune, lo que causaría la inhibición de las vías de señalización que 

regulan y estimulan la reparación ósea. Se deben realizar nuevos estudios que 

identifiquen y describan el fenotipo y comportamiento de las células inflamatorias 

que participan en la reparación de fractura. 
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2) Marco Teórico 
 

Fracturas y envejecimiento 

Las fallas en la reparación de fracturas son frecuentes, prolongan el dolor en los 

pacientes y les impiden realizar sus actividades diarias con normalidad. La 

incertidumbre de cuándo va a sanar una fractura y la posibilidad de requerir nuevas 

intervenciones quirúrgicas, pueden afectar la salud mental de las personas (Hak 

et al. 2014). El impacto económico y social de este problema, repercute 

directamente en la calidad de vida de los pacientes y en el presupuesto de los 

sistemas de salud (Loi et al. 2016a), transformándose en un asunto relevante para 

la cirugía ortopédica y maxilofacial. 

 

La edad es uno de los principales factores de riesgo para las patologías del sistema 

musculoesquelético (Ensrud 2013). La falla en la reparación de una fractura se 

define como la consolidación incompleta de la fractura, con ausencia de signos 

radiográficos de reparación por 3 meses consecutivos (Chen et al. 2018). La 

prevalencia de esta patología aumenta en personas mayores (Hak et al. 2014).  

 

Las personas mayores presentan un estado de inflamación crónica sistémica, que 

disminuye la respuesta del sistema inmune innato y en consecuencia la capacidad 

regenerativa de los tejidos (Franceschi et al. 2018). La inmunidad innata es el primer 

sistema de defensa de un organismo ante la agresión de agentes externos al cuerpo 

humano (por ejemplo, una bacteria o un virus) o internos (por ejemplo, detritus 

celulares) (Kawamoto y Minato 2004). 

 

Diversos estudios reportan que la capacidad osteogénica disminuye con el 

envejecimiento (Cottrell et al. 2016; Loi et al. 2016b; Chen et al. 2018). Es 

fundamental comprender cómo la edad modifica los mecanismos celulares y 

moleculares de la reparación ósea para el desarrollo de nuevas terapias que 

optimicen la capacidad regenerativa en personas mayores. 
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Reparación de fracturas 

La reparación de fracturas es un fenómeno coordinado en que interactúan diversos 

factores. Dentro de estos últimos, encontramos: la estabilidad mecánica de la 

fractura, células osteogénicas, osteoconductividad, factores de crecimiento e 

inflamatorios, vasculatura y más novedosamente, las células inflamatorias (Loi et al. 

2016a). El estudio del rol de las células inflamatorias en la reparación y 

remodelación ósea ha crecido significativamente durante la última década. 

 

La estabilidad mecánica de una fractura va a condicionar la vía que seguirá el 

proceso reparativo. Cuando los extremos de fractura se encuentran estables o 

tienen un grado mínimo de movilidad, la reparación ósea será primaria, es decir, 

habrá aposición directa de tejido óseo que madurará progresivamente hasta 

recuperar la estructura laminillar, por lo que la vía de osificación será 

predominantemente intramembranosa. Por otra parte, si una fractura es inestable y 

existe movilidad de sus extremos, se formará un callo blando de tejido 

fibrocartilaginoso, que luego dará lugar a tejido óseo maduro, lo que se conoce 

como reparación secundaria, con predominancia de la vía de osificación 

endocondral (Loi et al. 2016a). 

 

En las primeras etapas de la reparación secundaria habrá formación de un 

hematoma e inflamación aguda. Las primeras células inflamatorias en migrar al sitio 

de fractura son los neutrófilos. Estos últimos secretarán mediadores inflamatorios 

para reclutar monocitos/macrófagos circulantes. El conjunto de células y 

mediadores inflamatorios van a reclutar células madre mesenquimales, que se 

diferenciarán y proliferarán por la vía condrogénica. Los condrocitos van a secretar 

matriz cartilaginosa, uniendo los extremos y estabilizando la fractura. En la medida 

que aumenta el aporte sanguíneo habrá diferenciación y proliferación de 

osteoblastos, que secretarán hueso inmaduro, aumentando la estabilidad de la 

fractura. El cartílago entrará en un proceso de mineralización hasta que los 

osteoclastos reabsorban la matriz cartilaginosa y el tejido óseo inmaduro para 

reestablecer la estructura ósea laminillar (Cottrell et al. 2016; Loi et al. 2016a). 
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Infiltrado inflamatorio y reparación ósea 

La inflamación es fundamental en las patologías que afectan al tejido óseo, entre 

las que encontramos la artritis, periodontitis, fracturas, etc. Se ha reportado que la 

reparación ósea se ve retrasada en personas inmunodeprimidas (Ono y Takayanagi 

2017).  

 

En un sitio de fractura, con la formación del hematoma se activa una cascada de 

migración de células inflamatorias, entre las que se encuentran neutrófilos, linfocitos 

y monocitos/macrófagos (Ono y Takayanagi 2017). Diversos estudios demostraron 

que existe una comunicación cruzada entre células del sistema inmune y células 

óseas durante la reparación ósea (Chang et al. 2008; Alexander et al. 2011; Raggatt 

et al. 2014; Loi et al. 2016b). Las células inflamatorias van a liberar citoquinas 

proinflamatorias y factores moleculares que serán determinantes en el proceso 

reparativo, estimulando la diferenciación y la actividad de los osteoblastos (Loi et al. 

2016a) (Figura 1).  

 

 

  

 

 
 

 

 

FIGURA 1. Vías de señalización entre células inflamatorias y 
osteoprogenitoras. 

(Imagen obtenida de: Loi et. Al. 2016a) 
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Los neutrófilos infiltran al sitio de fractura en las primeras 24 horas de la fractura 

(Loi et al. 2016a). Estas células van a secretar mediadores proinflamatorios que 

están implicados en el reclutamiento de monocitos/macrófagos provenientes de la 

circulación (Biguetti et al. 2018), que estarán presentes en diferentes etapas el 

proceso reparativo. Estudios de depleción de macrófagos en ratones revelan que la 

reparación ósea se retrasa por inhibición de la osificación endocondral e 

intramembranosa (Chang et al. 2008; Vi et al. 2015). 

 

La interacción entre linfocitos y células óseas se ha descrito extensamente en la 

literatura. Estas células poseen un efecto proreparativo en modelos animales de 

fractura inestable, participando en etapas tempranas y tardías. Entre otras múltiples 

funciones, tanto linfocitos T y B están presentes en un sitio de fractura durante la 

etapa de osificación del callo, secretando OPG (osteoprotegerina) para inhibir la 

osteoclastogénesis, favoreciendo la aposición de matriz ósea (Könnecke et al. 

2014).  

 

Por otra parte, las células T son células no-antígeno-específicas y son capaces 

de reconocer componentes microbianos y subproductos del estrés celular, 

participando en la inmunidad innata. Estas células se caracterizan por estar 

próximas al hueso en homeostasis y proliferar luego de una fractura. Además, son 

la mayor fuente de interleuquina (IL)-17A en el proceso de reparación ósea, 

citoquina que está asociada a la proliferación de células mesenquimales y su 

diferenciación en osteoblastos (Ono y Takayanagi 2017).   

 

Si bien, diversas células de la inmunidad innata participan en el proceso de 

reparación ósea, durante la última década los macrófagos se han convertido en uno 

de los principales objetos de estudio. Características como su plasticidad, 

capacidad de polarización y la secreción de múltiples factores moleculares y 

citoquinas, los convierten en uno de los actores principales del infiltrado celular 

inflamatorio y en potenciales blancos terapéuticos. 
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Macrófagos: definición, origen y funciones 

Los macrófagos son células del sistema inmune (Varol et al. 2015) con un rol 

fundamental en la inmunidad innata (Davies y Taylor 2015). Los macrófagos derivan 

de precursores que residen en diversos tejidos y de células precursoras mieloides, 

que a su vez provienen de células madre hematopoyéticas de la médula ósea 

(Kawamoto y Minato 2004; Geissmann et al. 2010). Sus funciones son eliminar 

restos de partículas/células muertas posterior al ataque de un agente patógeno 

externo o interno y producir un sinnúmero de enzimas proteolíticas, factores de 

crecimiento y citoquinas (Loi et al. 2016a; Ono y Takayanagi 2017; Biguetti et al. 

2018). La superficie de los macrófagos posee complejos mayores de 

histocompatibilidad clase II (MHC II, por sus siglas en inglés), que les permiten 

actuar como células presentadoras de antígeno. Esto último, junto con la secreción 

de citoquinas y moléculas coestimuladoras les permitirán activar a los linfocitos T, 

quienes van a proteger al huésped de bacterias, patógenos y células malignas para 

mantener la homeostasis (Guerriero 2019). 

 

Plasticidad y activación de macrófagos 

Una de las principales características de los macrófagos es su plasticidad, es decir, 

son capaces de modificar su estado de activación y su fenotipo en respuesta a las 

condiciones del entorno, fenómeno llamado polarización (Murray et al. 2014). Los 

factores M-CSF (Factor Estimulante de Colonias de Macrófagos) y GM-CSF (Factor 

Estimulador de Colonias de Granulocitos-Macrófagos), permiten que los monocitos 

sobrevivan y se transformen en macrófagos según los requerimientos (Sierra-Filardi 

et al. 2014). Según la exposición a estos factores, los macrófagos presentarán 

diferencias en su morfología, expresión de antígenos de superficie, capacidad 

fagocítica, sensibilidad al péroxido de hidrógeno, actividad enzimática, actividad 

supresora y susceptibilidad a algunos agentes patógenos (Akagawa et al. 2006). 
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Activación de macrófagos, polarización y fenotipos 

Los macrófagos, al pasar a un estado activo y dependiendo de los factores 

inflamatorios a los que estén expuestos pueden adquirir dos fenotipos diferentes, 

conocidos como M1 y M2 (Figura 2). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Los macrófagos M1, exhibirán un perfil proinflamatorio, caracterizado por la 

secreción de quimioquinas y citoquinas proinflamatorias como Factor de Necrosis 

Tumoral  (TNF), IL-1 e IL-6. Estos factores conducirán a la inflamación aguda 

consecutiva a una noxa, causando daño tisular y una mayor atracción e infiltración 

leucocitaria en el sitio del daño. Este fenotipo es promovido por la acción del 

interferón gamma (IFN-γ) y/o el lipopolisacárido bacteriano (LPS), y se conoce como 

activación clásica (Murray et al. 2014; Loi et al. 2016a; 2014 Forbes Preparing the 

ground for tissue regeneration from mechanism to therapy.pdf). 

 

Por otra parte, los macrófagos M2, tendrán un perfil antiinflamatorio y pro-

regenerativo, su función será modular y resolver la inflamación con la producción de 

Oncostatina M (OSM), IL-1Ra, Factor de Crecimiento Transformante  (TGF-), 

  

 

 
 

 

 

FIGURA 2. Activación y polarización de macrófagos. 
(Loi et al., 2016a) 
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Factor de Crecimiento Vascular Endotelial (VEGF) y Factor de Crecimiento 

Insulínico tipo 1 (IGF-1).  Se les reconoce un rol fundamental en la formación de 

tejido de granulación y en la remodelación tisular. Este estado se expresa en 

condiciones de exposición a IL-4 y/o IL-13, y es conocido como activación 

alternativa (Forbes y Rosenthal 2014; Murray et al. 2014; Loi et al. 2016a). 

 

In vivo, la polarización de los macrófagos no es absoluta: se expresa una mezcla de 

fenotipos, con la predominancia de alguno de ellos (De Maeyer y Chambers 2021). 

La inflamación aguda mediada por M1 durante las primeras horas después de la 

noxa y la consecutiva repolarización hacia un fenotipo M2, optimizan 

significativamente la capacidad osteogénica de las células osteoprogenitoras in vitro 

(Loi et al. 2016b). Es aún desconocido si en el fenómeno de polarización, los 

macrófagos ya presentes en el sitio inflamatorio transitan de un fenotipo a otro, o 

bien, nuevos macrófagos infiltran para inclinar la balanza hacia un fenotipo distinto 

(Schlundt et al. 2021). No obstante, in vitro se ha demostrado que, un mismo 

macrófago puede transitar de un fenotipo M1 a M2 y viceversa, (Spiller et al. 2015). 

 

Macrófagos derivados de monocitos circulantes  

Los macrófagos derivados de monocitos provienen de precursores mieloides y se 

encuentran en tránsito desde el torrente sanguíneo hacia sitios de inflamación 

aguda atraídos por mecanismos de quimiotaxis. En dichos sitios, los neutrófilos, 

secretan IL-6 y CCL-2 (Ligando de Quimioquina 2), aumentando esqueléticamente 

su concentración en el medio e induciendo la migración de monocitos desde la 

médula (Sierra-Filardi et al. 2014; Loi et al. 2016a). CCL-2 es una quimioquina 

inflamatoria de la familia MCP (Proteínas Quimiotácticas de Monocitos) expresada 

por diversos tipos celulares, que tiene múltiples funciones al interactuar con su 

receptor CCR-2: a) produce la extravasación de células inflamatorias (monocitos, 

linfocitos T y células Natural Killer (NK) a través del endotelio vascular, b) regula la 

producción de citoquinas proinflamatorias, c) activa a macrófagos definiendo un 

fenotipo M1 o M2 (Sierra-Filardi et al. 2014). 
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Los macrófagos pueden ser reconocidos en ratones mediante la detección de la 

glicoproteína transmembrana F4/80, que está es altamente expresada en 

macrófagos (Schaller et al. 2002; Alexander et al. 2011; Batoon et al. 2017). 

Además, la molécula F4/80 se caracteriza por tener una alta especificidad, 

permitiendo distinguir a los macrófagos de otras células del mismo linaje (como 

osteoclastos y precursores hematopoyéticos) (Alexander et al. 2011) (Figura 3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

El reclutamiento de monocitos, su diferenciación a macrófagos activos en el sitio de 

inflamación y sus cambios en la expresión fenotípica (Murray et al. 2014; Loi et al. 

2016a) son hechos cruciales para la modulación inmune la reparación ósea (Biguetti 

et al. 2018). 

 

Los macrófagos también van a secretar proteínas morfogenéticas (BMP)-2, BMP-4, 

y el factor de crecimiento transformante Beta-1 (TGF-β1) que van a estimular la 

  

 

 
 

 

 

FIGURA 3. Células F4/80+ en superficie de nuevo hueso en sitios de 
fractura tibial en ratones C57Bl/6 de 12 semanas.  

(Imagen obtenida de: Alexander et al., 2011) 
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diferenciación, proliferación y la actividad de células osteoprogenitoras (Blom et al. 

2004). 

 

Macrófagos residentes en tejido  

Son los macrófagos que residen en el tejido participando en el desarrollo y 

homeostasis tisular. Dichos macrófagos tienen su origen en las primeras semanas 

de desarrollo embrionario. Un estudio en alvéolos pulmonares de embriones ratones 

Csf2ra-/- reveló que provienen principalmente de precursores eritromieliodes tardíos, 

que a partir del día 9.5 del desarrollo embrionario migran desde el saco vitelino hacia 

el hígado, diferenciándose en monocitos fetales, para luego colonizar los tejidos y 

convertirse en macrófagos residentes (Li et al. 2020). 

 

Estos macrófagos son células muy heterogéneas, que se encuentran en casi todos 

los tejidos, donde van a responder a cambios en el microambiente tisular (células 

apoptóticas, detritus celulares, patógenos, etc.) y secretar moléculas reguladoras. 

Esto los hace fundamentales en la mantención de la homeostasis tisular (Pettit et al. 

2008).  

 

Macrófagos residentes del esqueleto 

Los macrófagos residentes óseos u Osteomacs son encontrados en condiciones 

fisiológicas y cumplen funciones de desarrollo y mantención de la homeostasis ósea 

(Chang et al. 2008; Pettit et al. 2008; Alexander et al. 2011). 

 

Los macrófagos residentes poseen un rol principal en la reparación ósea. Ante una 

fractura, liberarán diversas citoquinas, quimioquinas y factores de crecimiento, tales 

como CCL-5, CCL-2 TNF, IL-1, IL-6, que van a reclutar otras células inflamatorias, 

promover neovascularización y dirigir la migración y diferenciación de células 

mesenquimales, para promover la osteogénesis (Hoch et al. 2012; Freytes et al. 

2013). 
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Un estudio in vivo en ratonesf demostró que la deficiencia de CCL-5 disminuye la 

osteogénesis, especialmente en el endostio. Además, se pudo concluir que esta 

quimioquina sería clave en el reclutamiento de osteoclastos y en la diferenciación 

de macrófagos residentes en la cortical del endostio. Cabe destacar que este 

modelo es el primero en expresar de manera espontánea un fenotipo transitorio 

deficiente en macrófagos residentes (Wintges et al. 2013). 

 

En el endostio, las zonas de formación de hueso se caracterizan por ser ricas en 

macrófagos residentes (Chang et al. 2008). En sitios de modelación/remodelación 

ósea in vivo, se organizan formando una especie de barrera tipo “canopy” sobre los 

osteoblastos maduros, aislando el sitio de remodelación y guiando la acción de 

osteoclastos, maduración de osteoblastos y formación de vasculatura (Batoon et al. 

2017) (Figura 4). Se cree que esta organización espacial ocurre tanto para impedir 

la filtración de mediadores paracrinos y subproductos de la remodelación ósea, 

como para formar una barrera fagocítica que aísla el proceso y limita el impacto de 

factores y células próximas al sitio de remodelación (Batoon et al. 2017).  

 

 

 

Un estudio en ratones permitió establecer que los macrófagos residentes 

periostales y endostales tienen similar perfil molecular, sin embargo, la complejidad 

  

 

 
 

 

 

FIGURA 4. Macrófagos residentes formando estructura tipo canopy en superficie 
de remodelación ósea en endostio. (Batoon et al., 2017) 
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estructural del periostio produce que los macrófagos residentes posean una 

morfología y ordenamiento espacial diferente al endostio. Los macrófagos 

residentes del periostio han sido identificados en sitios de crecimiento óseo activo 

en diáfisis tibiales de ratones de 4 semanas, donde se organizan ramificados e 

intercalados con osteoblastos maduros. Del mismo modo, en periostio de metáfisis 

fueron observados en el cambium, en la cápsula y en la sección más externa del 

periostio (Alexander et al. 2017). 

 

 

Macrófagos y envejecimiento 

Los macrófagos son uno de los componentes centrales del estado inflamatorio 

crónico presente en el envejecimiento. Con la edad, estas células sufren una serie 

de cambios en su número, capacidad secretora, metabolismo, actividad fagocítica 

y actividad pro angiogénica (De Maeyer y Chambers 2021). 

 

La evidencia actual afirma que la edad tiene un efecto sobre el número de 

macrófagos presentes en un organismo. Un estudio afirma que ratones en edad 

geriátrica, presentan un mayor número de macrófagos en bazo y médula ósea, 

respecto de ratones jóvenes (Jackaman et al. 2013) . En tanto, en pulmones de 

ratones, el número de macrófagos residentes disminuyó radicalmente al comparar 

entre jóvenes y envejecidos (Wong et al. 2017). Por otra parte, un estudio en 

humanos señala que no existen cambios en la cantidad de macrófagos CD68+ 

durante la vida adulta. Sin embargo, al comparar niños y adultos jóvenes con adultos 

maduros, los últimos tuvieron un conteo de macrófagos provenientes de la médula 

ósea significativamente menor (Ogawa et al. 2000). 

 

De acuerdo con diversos estudios, la quimiotaxis y la secreción de citoquinas 

proinflamatorias están disminuidas en macrófagos envejecidos, mientras que se ha 

observado un aumento en los receptores que amplifican la respuesta inflamatoria 

(Hajishengallis 2010). Además, se describe que los macrófagos envejecidos tienen 
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un menor potencial para estimular la angiogénesis en tejidos dañados (De Maeyer 

y Chambers 2021).  

 

La edad también posee un efecto sobre la capacidad de los macrófagos de 

reaccionar a los requerimientos ambientales inflamatorios. Los macrófagos de 

organismos envejecidos tienen una menor respuesta a LPS e IFN-γ, lo que 

disminuye su capacidad de adquirir un fenotipo proinflamatorio. Los macrófagos M1 

secretarán menores niveles de IL-6 y TNF en organismos envejecidos. Por otra 

parte, los macrófagos envejecidos tienen una respuesta amplificada a IL-4 e IL-13, 

aumentando la expresión del fenotipo M2. Los macrófagos antiinflamatorios tendrán 

un aumento en la secreción de IL-4 y TGF (Jackaman et al. 2017). 

 

Otro estudio propone que la actividad fagocítica de macrófagos recolectados de 

ratones envejecidos es menor a la de aquellos obtenidos de ratones jóvenes, lo que 

impide la eliminación de células apoptóticas y debris celular, perpetuando un 

fenotipo proinflamatorio y retrasando la resolución de la inflamación y la reparación 

de los tejidos  (De Maeyer y Chambers 2021). 

 

Actualmente, no existe evidencia sobre cambios en el número y en las 

características morfológicas del infiltrado inflamatorio en la reparación de fracturas. 

Se propone que conocer las características cualitativas y cuantitativas de las células 

inflamatorias que participan en la reparación de fractura en diferentes momentos de 

la vida, permitiría describir los cambios que inducen una menor capacidad 

osteogénica en la población envejecida. 

 

La reparación de una fractura involucra la interacción de múltiples grupos celulares. 

Entre ellas, las células inflamatorias, en particular los macrófagos, han demostrado 

poseer un rol fundamental en la regulación de la reparación de fractura. 

Clínicamente, se ha descrito que la capacidad de reparación de fracturas durante la 

tercera edad disminuye significativamente. Tanto el fenotipo celular como los 

mecanismos celulares y moleculares involucrados en dicho proceso no han sido 
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aun completamente dilucidados. En este estudio, queremos caracterizar el infiltrado 

de células inflamatorias presentes durante la reparación de fractura durante el 

envejecimiento. Además, de asociar dicho infiltrado con la respuesta reparativa 

ósea final en el sitio fracturado. 
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3) Hipótesis y Objetivos 

Hipótesis 

El proceso de envejecimiento produce cambios en el infiltrado inflamatorio presente 

en el sitio fracturado.  

Objetivos 

• General: Caracterizar el infiltrado de células inflamatorias presentes durante 

la reparación de fractura durante el envejecimiento. 

• Objetivos específicos 

1. Comparar la morfología del hematoma e infiltrado inflamatorio del sitio 

fracturado en un modelo de ratón con fractura de tibia estable representativo 

de envejecimiento. 

2. Comparar el número de células inflamatorias presentes en el sitio 

fracturado en un modelo de ratón con fractura de tibia estable representativo 

de envejecimiento. 
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4) Materiales y método 

Tipo de estudio: Experimental. Estudio experimental comparativo en modelo animal 

(preclínico). 

 

Los procedimientos descritos a continuación fueron aprobados bajo el certificado Nº 

21488-ODO-UCH por el Comité Institucional de Cuidado y Uso de Animales 

(CICUA) de la Universidad de Chile (Anexo 1). 

 

Modelo animal: ratones macho Balb/C de 5 semanas y 24 semanas 

Los estudios preclínicos en modelo animal son fundamentales para analizar la 

biología de la reparación ósea. Particularmente, el modelo de ratón, se ha 

convertido en uno de los modelos de elección, teniendo en consideración: 1. El 

costo de compra, mantención y alimentación de estos animales es relativamente 

bajo; 2. El espacio para su almacenamiento es reducido, permitiendo incluir más 

individuos en cada grupo (Holstein et al. 2009); 3. Se utilizan ratones machos con 

el fin de controlar el dimorfismo sexual de la homeostasis y reparación ósea 

(Almeida et al. 2017); 3. Los tiempos de reparación ósea son menores, en 

comparación con animales más grandes; 4. Presentan una tasa de cierre de la placa 

de crecimiento versus la esperanza de vida de alrededor del 30%, muy similar a la 

de los humanos (20%), si la comparamos con modelos de otras especies (5-10%) 

(Holstein et al. 2009); 5.  Se conoce que a las 5 semanas los ratones son jóvenes y 

se encuentran en etapa de maduración ósea. Asimismo, a las 24 semanas los 

ratones son adultos esqueléticamente maduros (Dutta y Sengupta 2016); 6. Existe 

una amplia gama de anticuerpos disponibles que permiten estudiar los mecanismos 

moleculares y celulares de la reparación ósea en ratones (Holstein et al. 2009); 7.  El 

desarrollo de esta investigación fue posible gracias a los recursos del proyecto 

FONDECYT de Inicio Nº 11190536 y de la Plataforma Experimental de la Facultad 

de Odontología de la Universidad de Chile, por lo que el modelo de elección fue el 

de ratones macho Balb/C de 5 y 24 semanas. 

 

Cálculo de tamaño muestral 

El número de ratones por condición es de 5. Dicho número de animales ha sido 
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calculado mediante software G Power según fórmula estándar basada en el análisis 

de poder de estudio previo (Festing y Altman 2002), considerando: 

  

Tamaño muestral (n)= 2DS2 (1.96 + 0.842)2 /dif medias 2 

 

DS: Desviación estándar (DS) de 10% 

1.96 y 0.842 corresponden a valor obtenido a error tipo 1 de 5% en tabla Z. 

Dif. de medias: Basado en la diferencia del porcentaje de ratio BV/TV estudios de micro-CT 

previos similares: 80-60= 20 

 

n= 1570.24/400= 4 

 

El efecto del tamaño de muestra necesario para definir diferencia de medias basado 

en estudios previos similares del tutor principal y otros (Córdova et al. 2015; Guihard 

et al. 2015) , según: 

a) La variabilidad intra-grupal estimada mediante desviación estándar basado 

en estudios previos similares del tutor principal y otros (Córdova et al. 2015; 

Guihard et al. 2015) 

b) Error tipo 1 definido al 5% (p=0.05) 

c) El poder del estudio es del 80%, es decir, la probabilidad que la intervención 

demuestre un efecto en grupo experimental. 

d) Pruebas estadísticas seleccionadas para evaluar diferencias entre dos 

grupos. En este estudio en el que evaluaremos de manera paramétrica 

variables cuantitativas continuas, utilizaremos el t-test para comparar entre 

dos grupos. Los cálculos serán ejecutados mediante software GraphPad 

Prism 9.0.1 (Software GraphPad, La Jolla, CA, EE. UU.).  

e) 10% pérdida de animales por muerte o error de acuerdo con fórmula:  

Tamaño muestral (n*) corregido = Tamaño muestral (n) / (1− [% attrition/100]) 

 

(n*) = 4/0.9 = 4.4 ~ 5 
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Defecto óseo tibial monocortical 

El modelo de fractura tibial es el más utilizado para el estudio de la reparación ósea. 

La anatomía de la tibia y la dificultad para estabilizarla al crear una fractura, son 

factores a considerar al elegir dicho modelo (Holstein et al. 2009). Por ello, para este 

estudio se estableció un modelo de defecto óseo monocortical (Chen et al. 2018) en 

la cara antero medial de la diáfisis proximal en la tibia izquierda de los individuos, 

estandarizando la zona intervenida y asegurando la estabilidad de la fractura. 

Además, cabe mencionar que el tutor a cargo de la investigación posee vasta 

experiencia en este modelo (Chen et al. 2018). 

 

Aleatoriamente, se asignaron 5 animales al grupo esqueléticamente joven (5 

semanas de edad) y 5 animales al grupo esqueléticamente maduro (24 semanas de 

edad) (Figura 5) (Dutta y Sengupta 2016).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 5. Esquema del modelo experimental fractura de tibia estable en ratón. Modelo 
perteneciente al proyecto FONDECYT 11190536 y declarado en el Protocolo CICUA 21488-
ODO-UCH. 
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Inicialmente, los ratones fueron anestesiados vía inhalatoria con gas isofluorano al 

5% hasta alcanzar un estado de inconciencia general. Alcanzado este punto, se 

disminuyó la concentración a 1,5% para mantener la anestesia.  En un campo 

aséptico se preparó la piel para la incisión en cara antero medial de la tibia izquierda, 

donde se realizó un defecto óseo mediante osteotomía monocortical de 1mm de 

diámetro con motor quirúrgico dental NSK SurgicPro y fresa de carbide redonda de 

1 mm Kerr (ISO Nº 500-104-001-001-010) irrigada con solución salina, cuidando no 

dañar la cortical posterior de la tibia (Figura 6). La herida operatoria fue suturada 

con material reabsorbible catgut. Para la analgesia postoperatoria se administró 

Carprofeno 5 mg/kg cada 24 horas por 3 días vía subcutánea (Anexo 1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Eutanasia y recolección de muestras 

Los individuos fueron eutanasiados al segundo día posterior a la creación del 

defecto con CO2 vía inhalatoria. En un campo aséptico, se procedió a recolectar las 

muestras de tibia, removiendo cuidadosamente el pie, parte del fémur y la piel del 

animal (Figura 7). En total, se recolectaron 10 tibias izquierdas, con defecto óseo y 

4 tibias derechas, sanas. Luego, se introdujeron individualmente en tubos rotulados 

con 15 ml de formalina al 10% por 24 horas para fijar los tejidos. Posteriormente, 

las muestras fueron lavadas en PBS e inmersas en 15 ml de EDTA al 5% pH=7 en 

 

 

 

DO

DO

FIGURA 6. Defecto óseo (DO) monocortical 
tibial. A la izquierda se observa imagen clínica y 
a la derecha, un corte histológico representativo. 
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agitación por 29 días, renovando el EDTA cada 4 días, para su descalcificación. 

Una muestra de tibia derecha por grupo fue inmersa en 25 ml de PBS para ser 

utilizada como control interno de descalcificación (una vez realizado el control, fue 

sometida al mismo proceso de descalcificación que las demás muestras). 

 

 

 

 

 

 

Descalcificación de muestras para procesamiento histológico 

Se comprobó la descalcificación de las muestras, con equipo de rayos dental 

Satelec Acteon X Mind y películas de radiografía periapical, empleando los 

siguientes parámetros: voltaje de 70kV, intensidad de 8mA y tiempo de exposición 

0,16s. Se obtuvieron imágenes radiográficas compatibles con tejidos no 

mineralizados o con bajo contenido mineral en todas las muestras descalcificadas 

en EDTA al 5% por 29 días (Figura 8). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 7. Aspecto macroscópico de 
muestras de tibia. A la izquierda se observa 
parte de fémur y tibia con defecto óseo (flecha). 
A la derecha muestra control. 
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Procesamiento para estudio histológico 

Al completar la descalcificación, las muestras fueron sometidas a un proceso de 

deshidratación, para luego ser incluidas en bloques de parafina de forma individual. 

Posteriormente, se cortaron en láminas de 3 micrones, abarcando el defecto óseo 

en orientación sagital, utilizando el micrótomo Thermo Scientific Microm HM 325 del 

Laboratorio de Anatomía Patológica de la Facultad de Odontología de la 

Universidad de Chile (Figura 9). Las láminas fueron ubicadas en portaobjetos 

convencionales.  

 

La técnica de elección para la tinción de las muestras fue la de hematoxilina-eosina, 

que se caracteriza por ser una técnica simple, ampliamente utilizada en 

histopatología, de costo relativamente bajo y que permite la tinción simultánea de 

múltiples portaobjetos (Bancroft y Layton 2013; Alturkistani et al. 2015). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 8. Control radiográfico de 
descalcificación en EDTA por 29 días. 
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Para el proceso de tinción, las láminas fueron desparafinadas en horno a 60 ºC 

durante la noche y rehidratadas a través de concentraciones decrecientes de etanol, 

según el protocolo de Batería de tinción Hematoxilina Eosina del Laboratorio de 

Anatomía Patológica de la Facultad de Odontología Universidad de Chile (Anexo 

2). 

 

Finalmente, los portaobjetos fueron deshidratados a través de concentraciones 

crecientes de etanol, para luego proteger los tejidos con medio de montaje Flo-Texx 

y cubreobjetos (Figura 10). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 FIGURA 10. Cortes histológicos obtenidos montados 
en portaobjetos y teñidos con técnica de 
hematoxilina y eosina. 

 

 

 

FIGURA 9. Taco de parafina con muestra 
montado en micrótomo durante obtención de 
cortes histológicos. 
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Selección de láminas para microfotografía y análisis 

Las láminas teñidas fueron observadas con microscopio Axiolab ZEISS bajo 

objetivo de 4x. Se incluyeron todos las laminas cuya tinción resultó exitosa en 

términos de intensidad de color y aquellas en que la zona de interés de encontraba 

íntegra. Se excluyeron las láminas cuando: 

• Existió desprendimiento total del tejido o de la zona de interés. 

• La muestra sufrió fractura de la cortical posterior. 

• La fractura monocortical no se encontraba en la zona proximal de la diáfisis 

tibial (ej: fractura monocortical en epífisis o metáfisis proximales). 

• El eje mayor del corte histológico no estaba en el plano sagital de la fractura 

monocortical. 

 

De acuerdo con estos criterios, la cantidad final de muestras por grupo fue de n=3, 

con 39 láminas en el grupo de 5 semanas y 29 láminas en el grupo de 24 semanas. 

 

Microfotografía 

Las imágenes fueron obtenidas con el objetivo 4x del microscopio Olympus BX-41, 

la cámara de microfotografía Leica MC120 HD (5 megapíxeles) y el software Leica 

LAS EZ para Windows, utilizando los siguientes parámetros: Brillo 60%, Gamma 0,8 

y Saturación 146. Con el software Leica LAS EZ se creó una escala de 1mm para 

el posterior análisis de las imágenes obtenidas. Todas las imágenes fueron 

guardadas en formato TIFF. 

 
Determinación y recorte de la Región de Interés (ROI) 

En primer lugar, con el software ImageJ se midió la distancia en píxeles equivalente 

al milímetro establecido previamente como escala, obteniéndose un resultado de 

302,1562 píxeles por milímetro. Luego, se midió la distancia en píxeles entre la cara 

interna de ambas corticales (diámetro medular) de todas las imágenes obtenidas, 

las que fueron registradas en una planilla de Microsoft Excel. Se calculó el promedio 

de estas distancias y se determinó el mínimo posible (550 x 527) para que el área 

seleccionada permitiera observar el defecto óseo en todas las imágenes, sin abarcar 

ni sobrepasar las corticales. 
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Luego de establecer la ROI, se recortaron las imágenes con el software Adobe 

Photoshop 2021 v22.5.1 para MacOS, siguiendo la secuencia descrita en el Anexo 

3. 

 

Análisis cualitativo del infiltrado inflamatorio 

Se analizaron los recortes obtenidos, considerando los siguientes aspectos: 

1. Ubicación del infiltrado inflamatorio: En qué regiones anatómicas se encontró 

predominantemente. 

2. Organización de las células del infiltrado inflamatorio: Formando cúmulos, 

retículas, etc. 

3. Características del hematoma: Área que ocupa y su relación con las células 

inflamatorias. 

 

Conteo manual de células 

Obtenido el recorte de la ROI, se midió el número de células del infiltrado 

inflamatorio en ImageJ, siguiendo los pasos detallados en el Anexo 4, considerando 

los núcleos eosinófilos de células presentes en la zona del defecto óseo, 

compatibles con células de la respuesta inmune innata como macrófagos 

(monocitos), neutrófilos y linfocitos T. 

 

Medición de número de células inflamatorias por unidad de área 

En ImageJ se estableció una escala global de 302,1562 píxeles por milímetro 

(Analyze > Set Scale). Luego, se seleccionó el área total (Edit > Selection > Select 

All) y se analizó la imagen para obtener el área total en mm2 (Analyze > Measure). 

Se obtuvo un área total de 3,175 mm2 en todas las imágenes, comprobándose así 

que la ROI fue obtenida correctamente en cada una de ellas. 

Posteriormente, para cada imagen, el número de células obtenidas en el conteo 

previo se dividió por el área total, obteniéndose la cantidad de células por área con 

la siguiente fórmula: 
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Análisis estadístico 

Los resultados obtenidos se informaron como “promedio ± error estándar (EE)”. 

Luego de la evaluación de valores atípicos con Outlier Calculator de Graphpad, se 

aplicó la prueba de Shapiro-Wilk para evaluar la distribución de los datos. Al 

comprobarse la distribución normal de los resultados, se aplicó el test de t de 

Student (no pareado) y sin corrección para comparar el delta de dos grupos etarios 

independientes. Todos los análisis estadísticos fueron realizados en GraphPad 

Prism 9.0.1 (Software GraphPad, La Jolla, CA, EE. UU.), donde el valor estadístico 

de los resultados está determinado por p <0,05 en el test t. 
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5) Resultados 
 

Morfología del infiltrado inflamatorio y hematoma del sitio fracturado. 

Existieron diferencias sustanciales en las características del infiltrado inflamatorio 

entre los individuos de 5 y 24 semanas (Figura 11). En los sujetos de 5 semanas, 

el infiltrado se observó principalmente concentrado en zonas adyacentes a hueso y 

médula ósea, rodeando el hematoma. En tanto, en individuos de 24 semanas, el 

infiltrado se observa disperso por toda la región de interés, con algunas pocas 

células organizándose en forma reticular en la zona más central y hacia la cortical 

anterior (parte superior de las imágenes histológicas). Algunas células ahusadas 

rodean el hematoma en sujetos de ambas edades, sin embargo, en individuos de 

24 semanas se observa ocupando una mayor área (Figura 11C y 11D). 

 

Otro punto que considerar es el tamaño del hematoma. En individuos de 5 semanas 

se observó un hematoma de gran tamaño, que ocupa un porcentaje importante de 

la región de interés; con gran cantidad y densidad de células hemáticas que se 

organizan en uno o más núcleos y con una pequeña cantidad de células 

inflamatorias en su interior. Por otra parte, los sujetos de 24 semanas presentaron 

un hematoma muy menor en cuanto a tamaño, generalmente con las células 

hemáticas concentradas en un solo núcleo y con un escaso contenido de células 

inflamatorias (Figura 11A y 11B) 
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FIGURA 11. Morfología del infiltrado inflamatorio a los 2 días post creación del 
defecto óseo monocortical en individuos de 5 semanas (A, C) y 24 semanas (B, D). 
La línea verde punteada delimita el hematoma en láminas histológicas de dos individuos 
de diferente edad (A, B). Se observa una disminución significativa del tamaño del 
hematoma con la edad. En C y D las flechas señalan células ahusadas que delimitan el 
hematoma. 
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Cuantificación de las células inflamatorias 

Los individuos de 5 semanas presentaron un promedio de 236,0 ± 11,36 células por 

mm2, mientras que los sujetos de 24 semanas presentaron un promedio de 134,7 ± 

44,02 células por mm2 a los dos días de realizado el defecto óseo. Esta diferencia 

presentó un valor estadístico altamente significativo con p < 0,0001 (Figura 12). 

 

 

 

  

 

 

 

 

FIGURA 12. Número de células 
inflamatorias por unidad de área 
(mm2).  
Para cada grupo (n=3) se entregan los 
promedios del número de células 
inflamatorias por mm2 con sus 
respectivas desviaciones estándar. La 
prueba paramétrica T test demostró 
una diferencia estadística altamente 
significativa entre los grupos, dictada 
por un valor p < 0,0001. 

  
 

T test (sin corrección) 
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6) Discusión 
 

En este estudio preclínico de ratones con fractura estable de tibia en contexto de 

envejecimiento, quisimos poner en evidencia el infiltrado inflamatorio presente en 

un sitio fracturado en dos periodos alejados de la vida: jóvenes inmaduros 

esqueléticamente y adultos maduros esqueléticamente.  

 

Los resultados obtenidos demuestran una importante reducción del infiltrado 

inflamatorio en sujetos esqueléticamente maduros. La capacidad de reclutar células 

de la inmunidad innata, entre ellos los macrófagos, hacia un sitio de reparación ósea 

disminuiría con la edad, debido a la disminución de los mecanismos de quimiotaxis 

que las células inmunes experimentan con la edad (Solana et al. 2012).  

 

Las células inmunes presentes durante las primeras horas posteriores a una fractura 

regulan la función y migración de otras células inmunes, como otros macrófagos y 

linfocitos T, por lo que, las vías de señalización que regulan las primeras etapas de 

la reparación ósea podrían verse atenuadas en los organismos esqueléticamente 

maduros, produciendo un volumen de infiltrado inflamatorio mucho menor, respecto 

de individuos que aún se encuentran en maduración esquelética (Gibon et al. 2016). 

Como consecuencia de un menor infiltrado inflamatorio en las etapas tempranas de 

la reparación ósea, los mecanismos de regulación inmune también podrían verse 

afectados en las etapas más tardías, disminuyendo la respuesta del sistema inmune 

adaptativo y retardando la regeneración de la estructura ósea laminillar. 

 

Un estudio no publicado en que se utilizó el mismo modelo experimental de defecto 

óseo tibial demostró que la edad disminuye la capacidad de formar nuevo hueso a 

los siete días, al presentar diferencias significativas en la superficie de nuevo hueso 

formado entre individuos esqueléticamente jóvenes y maduros (Panez et al. 2022). 

Así, una disminución del número de células inmunes que infiltran el sitio de fractura 

a los dos días estaría asociada a una menor capacidad para formar nuevo hueso a 

los siete días post creación del defecto.  
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Se ha descrito que los macrófagos poseen una menor capacidad secretora de 

quimioquinas y una menor expresión del fenotipo M1 en organismos envejecidos, 

factores que son clave en las primeras horas posteriores a una noxa. A lo anterior, 

se suma un menor reclutamiento de células inflamatorias, entre ellas, macrófagos, 

lo que podría generar una menor estimulación de células madre mesenquimales, 

menor diferenciación de osteoblastos y/o menor activación directa de osteoblastos, 

impidiendo la aposición de matriz ósea y comprometiendo la regeneración del tejido 

(Loi et al. 2016a). La menor activación y diferenciación de osteoblastos también 

podría inhibir las vías de regulación positiva que estimulan a las células madre 

hematopoyéticas para diferenciarse en monocitos/macrófagos, generando un ciclo 

que inhibe la respuesta inmune en la reparación ósea desde el origen (Loi et al. 

2016a). Para futuros estudios, sería relevante medir los factores y citoquinas 

proinflamatorias presentes en el sitio reparativo, por ejemplo, a través de una 

técnica q-PCR. 

 

Desde el punto de vista morfológico, es plausible pensar que los individuos de 5 

semanas sufrieron una mayor hemorragia durante la cirugía, lo que se tradujo en la 

formación de un hematoma más grande. Esta mayor hemorragia se podría deber a 

un mayor número de vasos sanguíneos presentes en la medula ósea lo que 

aceleraría la migración de células inflamatorias y sus precursores hacia el sitio de 

fractura.  

 

Dentro de las limitaciones de este estudio, mencionamos que el modelo de 

envejecimiento utilizado en este estudio involucró animales adultos con esqueleto 

maduro y no en edad geriátrica (12-18 meses). Sin embargo, la diferencia etaria con 

el grupo de jóvenes fue suficiente para poner en evidencia significativas diferencias 

celulares y morfológicas entre ellos. En futuras investigaciones sería interesante 

comparar la respuesta inflamatoria y reparativa del tejido óseo en sujetos de más 

diversas edades y establecer el patrón con el que esta capacidad va decreciendo. 
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Otra limitación fue la imposibilidad de reconocer específicamente el fenotipo de 

células presentes en el infiltrado inflamatorio debido a razones técnico-operativas. 

El procedimiento de la selección de células del infiltrado inflamatorio fue arbitrario, 

reconociendo las diferencias entre la anatomía del hueso en homeostasis y en 

fractura monocortical. Para futuros estudios lo óptimo será realizar un marcaje 

específico con técnica inmunohistoquímica, para reconocer particularmente el 

comportamiento y los cambios que la edad produce en cada tipo de célula presente 

en el infiltrado inflamatorio. En esta misma línea, sugerimos realizar un 

inmunomarcaje de macrófagos con anticuerpo para F4/80 que permitiría cuantificar 

de mejor manera y proponer potenciales mecanismos de regulación de la reparación 

de fractura. 

 

Aún con sus limitaciones, este estudio permitió establecer un modelo piloto para 

próximas investigaciones del laboratorio del tutor principal, abriendo las puertas 

para un futuro estudio de xenoinjerto in vivo. 

  



 

 32 

7) Conclusión 
 

Concluimos que tanto el infiltrado inflamatorio como el hematoma ubicado en el sitio 

de fractura disminuyen en función de la maduración del esqueleto.  

 

Para comprender mejor el efecto de la edad sobre el infiltrado inflamatorio, se 

necesitan nuevos estudios que realicen el marcaje específico de las células que lo 

componen. Se abren las puertas a nuevas investigaciones que permitan trasladar 

conocimientos in vivo al modelo que desarrollamos en este proyecto. 
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9) Anexos 
Anexo 1. Protocolo de Manejo y Cuidado de Animales Código CICUA 21488 – 
ODO - UCH 
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Anexo 2. Batería de Tinción Hematoxilina-Eosina (Adaptado). Laboratorio de 
Anatomía Patológica Facultad de Odontología U. de Chile 
 

 

Solución 

 

Tiempo 

Xilol I 10 min 

Xilol ll 10 min 

OH 100º I 10 min 

OH 100º II 10 min 

OH 95º 10 min 

OH 70º 10 min 

Agua corriente 5 min 

Hematoxilina de Harris 10 min 

Agua corriente  2 min 

Azular en bórax 15 dippings 

Agua corriente 3 min 

Eosina acuosa 1% 10 min 

Agua corriente Hasta que el agua se vea transparente 

OH 70º 15 dippings 

OH 95º 15 dippings 

OH 100º II 15 dippings 

OH 100º I 15 dippings 

Xilol ll 15 dippings 
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Xilol I 15 dippings 
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Anexo 3. Obtención de ROI en Adobe Photoshop 2022 
1. Abrir archivo de imagen TIFF en Adobe PS 2022. 

 

2. Se rotó la imagen hasta que la cortical anterior de la tibia estuviera paralela 

al eje x y en la parte superior de la imagen. 

 

3. Se creó un rectángulo de 550 x 527 píxeles y se posicionó sobre el centro 

del defecto óseo, inmediatamente posterior a la cortical anterior.  
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4. A partir del rectángulo, se creó una mesa de trabajo. Se guardó el archivo en 

formato TIFF. 

 

 

  



 

 62 

Anexo 4. Protocolo ImageJ Cell Counter. 
1. En ImageJ, abrir la imagen seleccionada. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2. Ejecutar plugin Cell Counter. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3. Iniciar el conteo y seleccionar un tipo de célula (color con que se irán 
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marcando en la imagen). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4. Contar manualmente las células, haciendo click sobre los núcleos eosinófilos 

en cada imagen, excluyendo células óseas y de la médula ósea. 
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5. Obtener los resultados y registrar en planilla de Microsoft Excel. 
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