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60 afios de la creacion de la Universidad de La Pampa"

Consejo Directivo ,
FACULTAD DE CIENCIAS VETERINARIAS ,
Universidad Nacional de La Pampa ,
RESOLUCION Ne 334/2018

GENERAL PIcO, 06 de Diciembre de 2018.-

VISTO:

La evaluacion positiva enviada por integrantes del Comité Cientifico de la Facultad de Ciencias
Veterinarias, respecto del Proyecto de Investigacion: “INUMUNQDETECCION DE OSTERIX EN LA
REPARACION DE DEFECTOS OSEOS TRATADOS CON MATRIZ OSEA DESMINERALIZADA” Y,

CONSIDERANDO:

Que su Director es el Dr. Santiago AUDISIO y su Co-Director el Esp. Pablo VAQUERO, contando
con la participacion en caréacter de Investigadores del Esp. Edgardo VERNA y la Mg. Valeria BUEY, en
caracter de Asistentes de Investigacion el M.V. Leandro BLANCO SERENO y los estudiantes de la carrera
Medicina Veterinaria Daniela ARRIAGADA, Gisela MILANTA, Ariadna FERNANDEZ GOMEZ, Marina
PONCE, Maria Luz TALMON y Carla MUTIO SOTZ .

Que tendra una duracioén de treinta y seis (36) meses, a partir del 01 de Enero de 2019 y hasta el
31 de Diciembre de 2021.

Que de acuerdo a la presentacion el citado proyecto es de Investigacion Basica.

Que participan en su desarrollo la Céte»dra'de Tecnica y Patologia Quirirgica y la Catedra de
Histologia | de la Facultad de Ciencias Veterinarias de la Universidad Nacional de La Pampa.

Que el citado proyecto ha sido presentado de acuerdo con las normas vigentes y aprobado por el
Comité Cientifico de la Facultad.

Que el Articulo 5° Anexo | de la Resolucion N° 100/99 y su modificatoria N° 88/02 del Consejo
Superior, estipula que: “Todo Programa y todo Proyecto de Investigacion que obtenga dos (2) evaluaciones
externas favorables seré acreditado mediante resolucion del Consgjo Directivo de cada Facultad a la que
pertenezca’. ‘

Que cuenta con dos (2) evaluaciones externas satisfactorias, de acuerdo con lo previsto en la
Resolucion N° 100/99 del Consejo Superior de la Universidad Nacional de La Pampa.

Que las evaluaciones fueron realizadas por la Dra. Cecilia . MERKIS (UNRC) y la Esp. Patricia A.
BERTONE (UNRC). :

Que en Sesion Ordinaria del Consejo ,LDfrectivo del dia 06 de Diciembre de 2018, puesto el
Proyecto de Investigacion a consideracion de los Sres. Consejeros, es aprobado por unanimidad.

PORELLO: |
EL CONSEJO DIRECTIVO DE LA‘-"FACULTAD DE CIENCIAS VETERINARIAS

RESUELVE:
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Consejo Directivo
FACULTAD DE CIENCIAS VETERINARIAS

Universidad Nacional de La Pampa

Corresponde a Resolucion N° 334/2018
2.

ARTICULO 1°: Acreditar como Proyecto de Investigacion de la Facultad de Ciencias Veterinarias de la
Universidad Nacional de La Pampa, el proyectotde'nominado: ‘INUMUNODETECCION DE OSTERIX EN
LA REPARACION DE DEFECTOS OSEOS TRATADOS CON MATRIZ OSEA DESMINERALIZADA”
dirigido por el Dr. Santiago AUDISIO y Co-Director el Esp. Pablo VAQUERO, contando con Ia participacion
en cardcter de Investigadores del Esp. Edgardo VERNA y la Mg. Valeria BUEY, en caracter de asistentes
investigadores el M.V. Leandro BLANCO SERENO vy los estudiantes de la carrera Medicina Veterinaria
Daniela ARRIAGADA, Gisela MILANTA, Ariadna FERNANDEZ GOMEZ, Marina PONCE, Maria Luz
TALMON y Carla MUTIO SOTZ , el cual tiene dieciséis (16) folios y que se adjunta como Anexo | de Ia
presente Resolucion.

ARTICULO 2°: El Proyecto de Investigacion tend‘r”é una duracion de treinta y seis (36) meses, a partir del
01 de Enero de 2019 y hasta el 31 de Diciembre de 2021.

ARTICULO 3° Justificar los gastos que se prodUZCan de pasajes, vidticos, combustibles, aparatos,
material de laboratorio, etc., del citado proyecto.

ARTICULO 4% Registrese, comuniquese, tomen conocimiento los interesados, Secretaria de
Investigacion, Posgrado y Extension. Cumplido, archivese.
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FACULTAD DF CIENCIAS VETERINARIAS
Universidad Nacionut de La Pampu

Nidmero de Proyecto: ..........
ARO: ceveveiniiiiiiiiiiinneneninenns
(No llenar)

UNIVERSIDAD NACIONAL DE LA PAMPA
Facultad de Ciencias Veterinarias

1. IDENTIFICACION del PROYECTO

1.1. TiTULQ del PROYECTO: INUMUNODETECCION DE OSTERIX EN LA
REPARACION DE DEFECTOS OSEOS TRATADOS CON MATRIZ OSEA
DESMINERALIZADA

1.2. TIPO de INVESTIGACION: | Bisica - Aplieada- - Desarrollo-Experimental

BASICA: Consiste en trabajos experimentales o tedricos que se enprenden principalmente para obtener
nuevos conocimientos acerca de los fundamentos de fenémenos y hechos observables, sin prever en
darles ninguna aplicaci6n o utilizacién determinada o especifica.

APLICADA: Consiste también en trabajos originales realizados para adquirir nuevos conocimientos, pero
fundamentalmente dirigidos hacia un objetivo practico especifico.

DESARROLLO EXPERIMENTAL: Consiste en trabajos sistematicos basados en los conocimientos
existentes, derivados de la investigacion y/o la experiencia practica, dirigidos a la produccién de nuevos
materiales, productos y dispositivos; al establecimiento de nuevos procesos, sistemas y servicios, o a la
mejora substancial de los ya existentes, es decir, producir una tecnologia.

1.3. CAMPO de APLICACION PRINCIPAL: (Ver Cédigos en Planilla Adjunta)
1.4. CAMPOS de APLICACION POSIBLES: (Ver Cédigos en Planilla Adjunta)

2. INSTITUCIONES v PERSONAL que INTERVIENEN en el PROYECTO

2.1. AREAS, DEPARTAMENTOS y/o INSTITUTOS Cétedra Técnica y Patologia
Quirtrgica — Cétedra de Histologia

2.2. OTRAS INSTITUCIONES: = = = = = = = e e e eoee oo

2.3. EQUIPO de TRABAJO: (En el caso de tratarse de un Plan de Tesis Doctoral o
Tesis de Maestria, complete solamente el cuadro 2.3.5.)

2.3.1. INTEGRANTES :
Cate RenSPO Tiempo
. Titulo A e Citedra o Cargo y .
Apellido y Nombre Académico | Inve’ sabili Institucion Dedicacién dedicac.
dad Hs./Sem
st )
Audisio, Santiago Doctor m [ D | Técy Pat Quirdrgica Adj SE 6
Vagquero, Pablo Especialista | 1V CD |[Técy Pat Quirtrgica | A1°SE 6
Verna, Edgardo Especialista | 1V I Téc y Pat Quirargica | A1°SE 6
Buey, Valeria Magister | Il | Histologia Adj e Ads 6
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Blanco Sereno Leandro Med Vet - Al | Técy Pat Quirtrgica | Adscripta

2
Arriagada, Daniela Estudiante - | “Al | Técy Pat Quirtrgica | Adscripta 2
Milanta, Gisela Estudiante -] . Al | Técy Pat Quirirgica | Adscripta 2
Fernandez Gomez, Estudiante - | “Al |Técy Pat Quirtrgica | Adscripta 2
Ariadna - :
Ponce, Marina A. Estudiante - |' " Al |Técy Pat Quirargica | Adscripta 2
Talmon, Maria Luz Estudiante - Al | Técy Pat Quirtirgica | Adscripta 2
Mutio Stoz, Carla Estudiante - Al | Téc y Pat Quirtirgica | Adscripta 2

(1) D: Director, CD: Co-Director, A: Aseseor, I: Investigador, Al: Asistente de
Investigacion. :

23.1. BECARIOS:

Tiempo de
Apellido y Nombre Organismo que Tipo de Beca Director Dedicac.
Financia Hs./Sem.
2.3.2. TESISTAS: ‘
Titulo Titulo Proyecto Tiempo de
Apellido y Nombre Académico | . de Organismo | Director | Dedicac.
al que © - Tesis Hs./Sem.
Aspira
2.3.3. PERSONAL de APOYO:
Tiempo de
Apellido y Nombre Categoria (Adm., Lab., Campo, etc.) Dedicac.
Hs./Sem.
2.3.4. INVESTIGADORES en PLAN de TESIS:
, Tiempo de
Apellido y Nombre Funcién Titulo Proyecto de Tesis Dedicac.
' Hs./Sem.
Director
Co-Director
Tesista

3. DURACION ESTIMADA del PROYECTO: (de 1 a 5 afios con una sola
prorroga) ,
Se estima que el proyecto se ejecutara en el término de 3 afios,

3.1. FECHA de INICIO: 01/01/2019  FINALIZACION: 31/12/2021

4. RESUMEN del PROYECTO: (Mdximo 200 palabras)

El rol de la proteina Osterix (Osx) se encuentra ampliamente estudiada en la
esqueletogénesis embrionaria y en la hemeostasis 6sea y poco se conoce la participacion
que posee en la reparacion de defectos 6seos. La matriz ‘6sea desmineralizada (MOD)
posee propiedades osteoinductivas razén por la cual es aprovechada en las terapias de

3
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sustitucién de hueso con fines de reparacion de defectos dseos. El objetivo del presente
proyecto es inmunomarcar a Osx durante la reparacion de defectos 6seos tratados con
MOD. Se emplearan 12 conejos a los que se les creard un defecto circular en la diafisis
de uno de los fémures de 3mm de didmetro. Los defectos de 12 conejos seran rellenados
con MOD. Los coneJos se sacrificardn en grupos de 3 a los 7,15,21 y 30 dias para
recuperar la porcién de hueso motivo de estudio. Al tejido de los defectos se les
practicaran estudios inmunohistoquimicos para establecer la expresion de Osx segun las
densidades 6ptica (DO) y densidad 6ptica integrada (DOI) de 5 campos histolégicos por
muestra. Los resultados de cada periodo de estudio se analizardn con ANOVA y Test

LSD de Fisher con p<0,05 como valor estadisticamente significativo.

4.2 Abstract en Inglés: (Maximo 200 palabras)

The role of Osterix (Osx) protein in either the embryonic genesis of the skeleton and the
bone homeostasis has been widely studied but less is known about its participation in
the resolution of bone defects. The demineralized bone matrix has osteoinductive
properties hence it is employed in the therapy of bone substitution with the purpose to
repair bone defects. The objective of the present trial is to immuno-mark Osx during the
reparation process of the demineralized bone matrix. A circular 3 mm bone defect is
going to be made in the diaphysis of the femur of 12 rabbits. The lesions are going to be
filled with demineralized bone matrix, and the rabbits will be euthanized in groups of
three at 7, 15, 21 and 30 days in order to recover the lesion portion. Histopathologic
studies are going to be made in order to determine the expression of Oxs according to
both optical density (OD) and integrated optical density (IOD) in five histologic fields
per sample. The results of each period are going to be analysed with ANOVA and
Fisher LSD with p<0,05 as statistically significant value.

S. INTRODUCCION y ANTECEDENTES

5.1. INTRODUCCION, MANEJO DE FUENTES BIBLIOGRAFICAS y
DESCRIPCION de la SITUACION ACTUAL del PROBLEMA

La esqueletogénesis embrionaria al igual que la homeostasis dsea post natal se halla
controlada por varias vias de sefializacion genética (Lin y Hankenson, 2011). Las
principales vias incluyen a los miembros del factor de crecimiento de fibroblastos
(FGF), la familia de la proteina morfogénica del hueso (BMP) y la via de sefializacion
de Wingless int (Wnt) (Javed ef al., 2010; Lin y Hankenson, 2011). En correspondencia
con esas vias intervienen los factores de transcripcion Runx2 y osterix (Osx)
(Nakashima et al., 2002; Yagi et al., 2003; Zhou et al.. 2010).

El rol de Osx en la esqueletogénesis quedé demostrado cuando se bloqueé su expresién
en ratones recién nacidos. Los mismos no registraron diferenciacién osteobldstica y
consecuente formacién de hueso nuevo (Day er al., 2005; Zhou et al., 2010). Asi se
estableci6 que Osx diferencia a los preosteoblastos en osteoblastos para que los mismos
contintien con su funcién en la formacmn y mineralizaciéon 6sea (Baek et al., 2009;
Baek et al., 2010).

En la columna vertebral la deficiencia de Osx provoca deformaciones severas de las
vértebras entre las que se mencionan vértebras en cufia, estenosis espinal y escoliosis
congénita. La desactivacién de Osx también genera vértebras acortadas con volumen
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0seo excesivo y actividad osteoclastica disminuida (Chen ef al., 2014). Para que se lleve
a cabo la esqueletogénesis embrionaria se requiere que las células mesenquimaticas
(CM) se diferencien en distintas lineas celulares a través del accionar coordinado de un
conjunto de moléculas. Este proceso posee caracteristicas similares a la regeneracion
Osea que acontece durante la reparacién de las fracturas (Smok et al., 2016). Por ese
motivo resulta de interés conocer esos acontecimientos bioquimicos y celulares que
tienen como resultado la curacion de las fracturas y defectos 6seos.

La proteina morfogénica del hueso —2 (BMP-2) es una poderosa citoquina que induce la
formacion de hueso. Actia reclutando CM estimuléndolas a que ‘proliferen y
diferencien para generar hueso. BMP-2 regula la expresién de varios transcriptores
especificos sin los cuales no se llevaria a cabo la osteogénesis, entre los que se
encuentran Osx y Runx2.

Osterix es un factor de transcripcion que pertenece a la familia de las proteinas de
especificidad (Sp) y dentro de esta familia también se la conoce como Sp7. Contiene
dedos de zinc que le confieren la funcién esencial de diferenciar osteoblastos y asi
intervenir en el desarrollo esquelético embrionario. Los ratones deficientes en Osx
acumulan preosteoblastos detenidos en su diferenciacion incapaces de expresar genes
osteoblasticos como osteocalcina (OC), sialoproteina 6sea (BSP) y osteopontina (OP)
(Nakashima er al., 2002). En ausencia de Osx el esqueleto cartilaginoso prenatal de
ratones en los que se realizaron los estudios no mostraron evidencias de mineralizacién
y murieron al nacer (Nakashima ez al., 2002).

En la osificacién Osx se expresa en osteoblastos y osteocitos y en menor grado en
condrocitos hiper y prehipertroficos Zhou et al.. 2010). Considerando que Osx es un
marcador osteobldstico esencial para la formacién de hueso la presente revisién tiene
como objetivo examinar el rol que desempefia en el desarrollo del esqueleto de los
animales pues constituye una via atractiva en la reparacion de fracturas y lesiones seas.
La proteina Osx pertenece a la familia de las proteinas transcriptoras tipo Krupel que se
caracterizan por poseer dedos de zinc para unirse al ADN celular y ejercer su efecto
(Black et al., 2001). De esta forma Osx media la expresién de los genes osteoblésticos
como osteocalcina (OC), osteonectina, osteopontina (OP), sialoproteina 6sea (BSP) y la
metilacion del colageno tipo I (Zhang et al., 2010). Durante la diferenciacién de los
osteoblastos la regién promotora de Osx se hipometila, lo que altera directamente la
expresion de los genes de los osteoblastos, que luego ejercen efecto sobre la
diferenciacion celular (Hagh ez al., 2012).

Osx posee una activa part1c1pac:1on en la osteogénesis junto a los transcriptores Runx2 y
So0x9. Runx2 es necesario para la diferenciacién de las CM en osteoblastos e inhibe su
diferenciacion en adipocitos y condrocitos. Es el primer transcriptor que interviene en la
diferenciacion de las CM. Asi lo demostraron estudios realizados en ratones Runx?2 -/-
en los que no se registré osificacion intramembranosa como asi tampoco endocondral
debido a la ausencia de la dlferen01ac1on de las CM en osteoblastos (Komori et al.,

1997; Otto et al., 1997). &

En estudios in vitro realizados en CM procedentes de los huesos parietales de ratones
Runx2 -/- éstas se diferenciaron espontaneamente en adipocitos y en condrocitos en
presencia de BMP-2 pero no en osteoblastos. Por ese motivo las CM de animales Runx2
-/- tienen el potencial de diferenciarse en adipocitos y condrocitos (Kobayashi er al.,
2000). Los ratones osterix -/- también muestran ausencia completa de osificacién

¢
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mtramembranosa y endocondral debldo a que no se lleva a cabo la d1ferenc1ac1on de
osteoblastos. Runx?2 se expresa en las celulas mesenquimales de ratones Osx -/-, aunque
Osx no se expresa en ratones Runx2 -/-. Por lo tanto, Osx es un gen que interviene en el
proceso de diferenciacion con poster10r1dad a Runx2. En ratones Osx -/- las CM
pericondrales se condensan y diferencian en condrocitos, ello indica que las CM Osx -/-
mantienen el potencial para diferenciarse en condrocitos (Nakashima et al., 2002).
Runx?2 intervendria en los primeros estadios de diferenciacién de las CM hasta la
aparicion de células osteocondroprogenitoras, mientras que Osx tendria un papel en la
segregacion de las células osteoprogenitoras (Nakashima y deCrombrugghe, 2003).
Estas vias diferenciales reguladoras sugieren que Osx promueve la proliferacién de
células progenitoras, mientras que Runx2 tiene un efecto antiproliferativo pues actuaria
a nivel del ciclo celular en la fase de transicién a G1 relacionada al crecimiento celular
de los osteoblastos (Galindo et al.. 2005).

Osx posee actividad condrogénica y de osificacién post natal de la mandibula de ratones
para lo cual induce la sintesis de metaloproteinasa-13 (MMP13) durante la osificacién
endocondral para degradar matrices condrogénicas (Jing ef al., 2014).

Estudios de migracion de osteoblastos en el desarrollo del hueso establecieron que
interviene una poblacién de células precursoras de osteoblastos que se localizan en el
pericondrio y que son Osx positivas. Esas células migran al sitio de osificacion primaria
junto con los vasos sanguineos pues esas células precursoras que expresan Osx estin
intimamente asociados con células endoteliales de los vasos sanguineos (Maes et al.,
2010).

Si bien la familia de BMP es la unica capaz de inducir la generacién de hueso, ésta
requiere la intervenciéon cooperativa de Wnt (Tsuji er al, 2006; Nelson 2008). La
inactivacion de la B-catenina citosdlica en las CM, via canénica de activacion de Wnt,
bloquea por completo la diferenciacion de los osteoblastos y CM mesenquimales del
pericondrio y se diferencian en condrocitos (Day et al., 2005; Hill et al., 2005; Tan et
al., 2014). Por lo tanto, B-catenina es esencial para la diferenciacién de los osteoblastos
donde las CM B-catenina -/- mantienen su potencial para diferenciarse en condrocitos.
Como Runx2, pero no Osterix, se expresa en las CM B-catenina -/- (Hu et al., 2005; Hill
et al., 2005) B-catenina parece ser necesaria para la diferenciacién de osteoblastos en la
etapa de preosteoblastos. Por lo tanto, Runx2 dirige a las CM progenitoras a
preosteoblastos, inhibiendo su diferenciacién en adipocitos y condrocitos, y p-catenina
y Osx dirigen ain mas a los preosteoblastos a osteoblastos inmaduros, eliminando por
completo el potencial de los preosteoblastos para diferenciar los condrocitos. Las
células que expresan Osx co-expresan ‘sus propias Wnts, que a su vez inducen la
respuesta de sefializacion de Wnt, regulando asi su proliferacién y diferenciacién celular
(Tan et al., 2014).

Existe variada evidencia que Osx contribuye a mantener la homeostasis de los huesos en
animales adultos. Cuando Osx es anulada en ratones adultos éstos registran
microfracturas, disminucién de la poblacién de osteoblastos e interfiere en la
maduracion y funcion de osteocitos Baek et al., 2009; Zhou et al., 2010).

Estudios realizados en animales a los que se les impidié que cargaran peso sobre uno de
los fémures, mostraron que los osteocitos del hueso disminuyeron la expresion de Osx y
a su vez en himero, mostraron incremento de los niveles de Osx. La experiencia sugiere
que la sobrecarga de peso compensatoria aument6 los niveles de Osx en osteoblastos en
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respuesta a la adaptacion mecénica®®. La paratohorrnona (PTH), que es tanto catabohca
como anabdlica en el tejido 6seo, tiene receptores en los osteoblastos para regular tanto
la actividad metabolica de los osteoblastos como la diferenciacion. La estimulacién
prolongada con PTH inhibe la expresion de ARNm de la proteina Osx en células
osteoblésticas in vitro que provoca una represion transcripcional (Metzger et al., 2017).
El gen que expresa al receptor de la vitamina D (RVD) en la membrana de los
osteoblastos es un objetivo de Osx. Estudios en ratas mutantes que no expresan osterix
(Osx -/-) mostraron expresion defectuosa de RVD cuando se los comparé con animales
tipo salvaje. En cultivos primarios de osteoblastos tipo salvaje también tuvieron una
expresion del gen RVD marcadamente alterada cuando se anulé la expresion de Osx. La
utilidad terapéutica de estos resultados se puede sumar a una lista creciente de factores y
vias osteoblastogénicas regulados por Osx en el osteoblasto no solo en el mantenimieto
de la homeostasis del hueso, sino también para tratar enfermedades del mismo (Zhang et
al., 2017).

La reparacién de las fracturas es un proceso complejo que incluye la expresion e
interaccion espacial y temporal de multiples moléculas que intervienen en la formacioén
de hueso nuevo durante la curacion. Los estudios realizados en lesiones Oseas
controladas seguidas de curacién demostraron que Osx se expresa durante la
regeneracion de células 6seas. La implantacion de células de la médula sea que
expresan Osx en defectos Oseos de huesos temporales en ratas acelero la cicatrizacién
de las lesiones respecto a los controles®®. En ratones con fracturas controladas el callo
de fractura y el cartilago comenzaron a formarse hacia el séptimo dia post fractura y
continu6 hacia el dia 10 de la curacién. Osx se expresé en los osteoblastos del callo
6seo en el dia 10, pero no lo hizo en el hueso cortical, condrocitos hipertréficos y vasos
sanguineos. Hacia el dia 14 posterior a la fractura Osx se expresé principalmente en los
osteoblastos que rodeaban los sitios de: curacion mientras que el cartilago del callo se
osificé (Kaback er al., 2008). En el mismo estudio la sobre expresion de Osx en las
células progenitoras disminuy6 el nivel de Sox9, lo que sugiere que Osx podria inhibir
la diferenciacién de los condrocitos mientras promueve la diferenciacién de los
osteoblastos. El rastreo de las células precursoras de osteoblastos que eran Osx positivas
estaban presentes en el periostio del hueso cortical, lo que permitié establecer que
cuando se produce la fractura éstas se encontraban masivamente en el callo éseo (Maes
etal, 2011).

La matriz 6sea desmineralizada (MOD) es utilizada en cirugia veterinaria debido a su
propiedad osteoinductiva (Urist, 1965) con el fin de reparar fracturas, resolver no
uniones, osteomielitis y defectos provocados por el tratamiento quirtrgico de neoplasias
(Ganesh ez al., 1992; Kumar y Ramakrishna, 2001; McKee 2006; Hoffer et al., 2008; da
Silva et al., 2012; Brown et al., 2016).

La MOD se halla constituida por los elementos organicos que conforman la matriz ésea,
entre los que se numeran al coldgeno Tipo I, la proteina morfogénica del hueso (BMP),
osteocalcina (OC), osteopontina (OPN), smloprotema Osea y osteonectina (Colnot et al.,
2005; Eppley et al., 2005). ~

5.2. RESULTADOS ALCANZADOS POR el (los) INTEGRANTE(S) del
PROYECTO DENTRO del AREA de CONOCIMIENTO del MISMO:
(Publicados, enviados o aceptados para publicar, o inéditos)
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Presentacion en reuniones cientificas

¢ Audisio SA, Vaquero PG, Sosa A, Torres P, Verna EC, Ocampo L, Cristofolini AL,
Merkis CI. Restitucion de la base dsea con matriz dsea desmineralizada. IV Congreso
Nacional de Anatomistas — III Congreso Internacional de Ensefianza e Investigacion de
Ciencias Morfolégicas — 1 Jornadas Nacional e Internacional de Morfologia para
Estudiantes de Ciencias de la Salud 5-7 de Setiembre de 2013. Cérdoba, Argentina.
EXPOSITOR MODALIDAD POSTER.

e Audisio SA, Vaquero P, Torres P, Verna E, Ocampo L, Cristofolini A, Merkis C.
Evaluacién ultrasonografica de la reparacion de defectos 6seos segmentales con matriz
0sea desmineralizada. XIII Congreso Nacional de AVEACA. 19 y 20 de Setiembre de
2013. CABA. EXPOSITOR MODALIDAD POSTER.

e Audisio SA, Vaquero P, Torres P, Verna E, Ocampo L, Merkis C, Cristofolini A.
Restitucién de la base 6sea con hueso desmineralizado. VIII Jornada de Ciencia y
Técnica — I Jornada Interinstitucional Facultad de Ciencias Veterinarias — Facultad de
Ingenieria de la UNLPam. Organizado por las Facultades de Ciencias Veterinarias e
Ingenieria de la UNLPam. (Res. CD N° 334/13 y 140/13). General Pico, La Pampa, 12
de diciembre de 2013. EXPOSITOR MODALIDAD POSTER.

e Audisio SA, Vaquero P, Torres P, Verna E, Ocampo L, Merkis C, Cristofolini A VIII
Jornada de Ciencia y Técnica — I Jornada Interinstitucional Facultad de Ciencias
Veterinarias — Facultad de Ingenieria de la UNLPam. Restitucién de la Base Osea con
Hueso Desmineralizado Organizado por -las Facultades de Ciencias Veterinarias e
Ingenieria de la UNLPam. (Res. CD N° 334/13 y 140/13). General Pico, La Pampa, 12
de diciembre de 2013. DISERTANTE. .

e Audisio SA, Vaquero P, Torres P, Verna E, Ocampo L, Merkis C, Cristofolini A
8vas Jornadas Internacionales de Veterinaria Practica. Audisio SA, Vaquero PG, Torres
P, Ocampo L, Merkis CI, Cristofolini AL. Organizado por el Colegio Veterinario de la
Pcia de Buenos Aires, 9 y 10 de agosto de 2013. EXPOSITOR MODALIDAD POSTER.

e Audisio SA, Vaquero P, Ocampo L, Verna E, Domene J, Cancina, M, Seiffert P,
Gonzalez C, Cuadrelli Andreoli F, Torres Arriola ML, Cristofolini A, Merkis C.
Tratamiento de una pseudoartrosis en un perro con matriz sea desmineralizada. II
Congreso Argentino de Cirugia de Pequefios Animales Facultad de Ciencias
Veterinarias — UBA. (Res. CD N° 2863/13). Ciudad Auténoma de Buenos Aires. 9 de
agosto de 2014 EXPOSITOR MODALIDAD POSTER.

¢ Audisio SA, Vaquero P, Ocampo L, Verna E, Torres P, Cristofolini A, Merkis C.
Unién retardada de fémur en un canino tratada con matriz 6sea desmineralizada. Latin
American Veterinary Conference. lea Peru 21-24 de abril de 2015. EXPOSITOR
MODALIDAD POSTER.

e Audisio SA, Vaquero P, Ocampo L, ‘Verna E, Torres P, Cristofolini A, Merkis C.
Andlisis histolégico de la osteogénesis en defectos 6seos segmentales tratados con
matriz Osea desmineralizada en un modelo animal. Latin American Veterinary
Conference Lima, Peru. 21-24 de abril de 2015. EXPOSITOR MODALIDAD POSTER.

e Audisio SA, Vaquero PG, Vema E, Cristofolini A, Merkis C. Inmunodeteccion
temporal y espacial de osteopontina (OPN) en la reparacién de defectos Oseos
ortopédicos tratados con matriz ¢sea desmineralizada. XV Congreso Internacional de
AVEACA Ciudad Auténoma de Buenos Aires, 6 y 7 de octubre de 2015. EXPOSITOR
MODALIDAD POSTER.
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e Audisio SA, Vaquero PG, Verna E Ocampo L, Cristofolini A, Merkls C.
Inmunodeteccién temporal y espacial de. wmgless int (WNT) en la reparaciéon de
defectos Oseos ortopédicos tratados con matriz 6sea desmineralizada. XVI° Congreso
Internacional de AVEACA. Ciudad Auténoma de Buenos Aires, 6 y 7 de octubre de
2016. EXPOSITOR MODALIDAD POSTER.

e Audisio SA, Vaquero PG, Verna E, Ocampo L, Cristofolini A, Merkis C.
Inmunodeteccién temporal y espacial de bone morphogenetic protein (BMP) en la
reparacion de defectos Oseos ortopédicos tratados con matriz 6sea desmineralizada.
XVI° Congreso Internacional de AVEACA. Ciudad Auténoma de Buenos Aires, 6 y 7
de octubre de 2016. EXPOSITOR MODALIDAD POSTER.

e Audisio SA, Vaquero PG, Verna E, Ocampo L, Cristofolini A, Merkis C.
Inmunodeteccion temporal y espacial de wingless int en la reparacion de defectos 6seos
ortopédicos tratados con matriz 6sea desmineralizada. XVI° Congreso Internacional de
AVEACA. Ciudad Auténoma de Buenos Aires, 6 y 7 de octubre de 2016. EXPOSITOR
MODALIDAD POSTER.

Publicaciones

e Audisio SA, Vaquero PG, Torres ‘PA, Verna EC, Ocampo LN, Ratusnu V,
Cristofolini AL, Merkis CL. 2014. Obtencién — caracterizacién y almacenamiento de
matriz 6sea desmineralizada. Revista de Medicina Veterinaria. 95(2):24-34.

e Audisio SA, Vaquero P, Torres P, Verna EC, Ocampo LN, Cristofolini AL, Merkis
CI 2015. Radiological evaluation of radial bone defects treated with demineralized
bone defects in an experimental rabbit model. Bulgarian Journal of Veterinary
Medicine. 18(2):132-139.

Trabajos aceptados para su publicacion

e Audisio SA, Vaquero P, Torres P, Verna EC, Ocampo LN, Cristofolini AL, Merkis
CI. Inmunodeteccion de WNT en la reparacién de defectos dseos tratados con matriz
Osea desmineralizada. Ciencia Vetennarla revista cientifica de la Facultad de Ciencias
Veterinarias de la UNLPam.

e Audisio SA, Vaquero P, Verna EC. Inmunodeteccmn de WNT3a en la reparacién de
defectos dseos tratados con matriz 6sea desmineralizada. Ciencia Veterinaria, revista
cientifica de la Facultad de Ciencias Vetermanas de la UNLPam.

5.3. TRABAJOS de INVESTIGACION de los INTEGRANTES del EQUIPO,
EN ESTA U OTRA INSTITUCION, RELACIONADOS al PROYECTO.

6. DESCRIPCION del PROYECTO

6.1. PROBLEMA CIENTIFICO, OBJETIVOS, HIPOTESIS y RESULTADOS
ESPERADOS del PROYECTO

Problema czentzf co
La reparacion de defectos 6seos resulta de una compleja intearccion y sincronizacion de

citoquinas que actuan sobre células mesenquimaticas indiferenciadas y la estirpe del
linaje osteogénico. Conocer el sitio y momento de intervencion de osterix contribuira a
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comprender el rol que ésta cumple en el proceso de reparacion de defectos 4seos
tratados con MOD

Objetivo
Inmunodetectar a la proteina Osterix durante el proceso de reparacién de defectos dseos

tratados con matriz osea desmineralizada (MOD)

Objetivos particulares
Cuantificar a Osx mediante las DO y DOI
Establecer en que periodo de tiempo en la reparacwn de los defectos se inmunodetecta

Osx

Hipotesis
La proteina Osterix (Osx) se expresa durante la reparacion de defectos dseos tratados
con MOD

Resultados esperados

Se espera que Osx se exprese en los distintos estadios de reparacion de los defectos
6seos promoviendo la diferenciacién de las células mesenquiméticas en las células del
linaje osteogénico

6.2. METODOLOGIA, MODELOS y TECNICAS.

Obtencion de matriz dsea desmineralizada

Para la obtencidn, preparacién y conservacion de la MOD se empleara el protocolo
informado por los miembros del equipo de investigacion®”. Se emplearan diafisis de
huesos de conejos procedentes de frigorifico. Al conjunto de las diafisis les seran
removidos los tejidos blandos y se lavaran con abundante agua destilada. Las diéfisis se
seccionaran en piezas de 5 a 10 mm y luego se fragmentaran en un molino de cuchillas
a20.000 r.p.m. (Yellowline A10, IKA, Alemania) hasta obtener particulas de 100 a 750
um. Al hueso triturado se le extraeran los lipidos por inmersién en una solucién de
cloroformo:metanol en proporciéon 1:1 durante 12 horas manteniendo una relacién 1:30
de hueso:solucién. El hueso se desengrasado serd desmineralizado por accién de una
solucion de acido clorhidrico (HCI) 0,6N a razon de 25 meq/gr de hueso durante 48
horas con agitacién permanente a 4°C. La MOD obtenida se lavara con agua destilada
hasta estabilizar el pH en 7,0 y se procedera a conservarla en alcohol etilico 95° a 4°C
en proporcién de 30 partes de alcohol por cada parte de matriz hasta su uso.

Modelo animal g

Se emplearan 12 conejos (n=12) neocelandeces machos y hembras, sexualmente
maduros que seran mantenidos en jaulas individuales alimentados con 120 gr de una
formula comercial de alimento balanceado y agua ad libitum durante el tiempo que dure
el experimento.

A cada animal se le realizara tricotomia y embrocaclon del miembro posterior derecho
para ser intervenido en condiciones de asepsia. Los animales seran sedados con 1,5
mg/kg IM de xilacina y anestesiados con 40 mg/kg de ketamina IM. Se realizara una
incisioén en la cara lateral del tercio distal del muslo para exponer el tercio distal del

10




Corresponde al Anexo | de la Resolucién N° 334/18 C.D.

fémur, donde se realizar4 un defecto 6seo circular de 3 mm de didmetro en la corteza de
la diéfisis con un perforador eléctrico a baja velocidad y una mecha de carbono. Los
defectos se rellenaran con MOD. Los musculos, fascias, tejido subcutaneo y piel se
suturaran segun técnicas de rutina con poligalactina.

Luego de las intervenciones los animales recibiran terapia antiinflamatoria (ketoprofeno
0,1 mg/Kg IM; Calmavet, Lab. Zoovet) y antibioticoterapia de amplio espectro durante
3-5 dias. Los conejos seran sacrificados en grupos de 3 a los 7,15,21 y 30 dias post-
operatorio. De los caddveres se recuperaran la secciéon del hueso conteniendo los
defectos tratados y seran fijados en formalina al 10% tamponada a pH 7,0 con buffer de
fosfatos por 48-72 horas y posteriormente se procesaran histologicamente. Se obtendran
cortes de 5 pm de espesor que se montardn en portaobjetos para realizar estudio
inmunohistoquimico de Osx.

Técnica inmunohistoquimica

Una vez que los cortes se desparafinen y rehidraten se tratardn con peréxido de
hidrégeno al 3% (v/v), se lavaran con PBS y posteriormente se incubaran con el
anticuerpo para Osx (OSX (F-3) mouse monoclonal IgG1, Santa Cruz Biotechnology,
Inc, USA) durante 1 hora a temperatura ambiente en cdmara himeda. Posteriormente
seran lavados con solucién tampon fosfato salino (PBS pH 7,2) e incubados durante 20
minutos con el segundo anticuerpo biotinilado (compuesto por inmunoglobulinas
biotinilada anti-conejo, anti-ratén y anti-cabra). Luego de ser nuevamente lavados con
PBS seran tratados con el complejo de streptavidina conjugada con peroxidasa
(LSAB®+Systems HRP, Dako Cytomation). Luego del periodo de incubacién se
lavaran y tratardn con solucién de sustrato cromoégeno 3,3°-diaminobenzidina (DAB).
Con posteridad los cortes seran contrastados con hematoxilina de Mayer, lavados con
solucion de hidroxido de amonio, deshidratados en bateria de alcoholes de
concentracion creciente y montados con Entellan (Merck, Alemania). Se obtendra un
corte por cada individuo que no serd procesado con el anticuerpo para Osx y que serd
contrastado con hematoxilina a los fines de ser empleados como control.

Andlisis de densitometria dptica (DO) y densitometria dptica integrada (DOI)

Los cortes histolégicos inmunomarcados se observardn bajo microscopio Optico
Axiophot (Carl Zeis, Alemania) acoplado a una cémara digital Powershot (G6, 7.1
megapixeles, Canon INC, Japon) que emplea el software AxioVision 4.6.3 (Carl Zeis,
Alemania). Se capturardn 5 imdgenes histologicas procedentes de cada animal con
aumento 20X (Vasconcellos er al., 2014). La inmunomarcacién de Osx se considerara
positiva cuando se tifia de color marrén a las células mesenquiméticas, pre osteoblastos,
osteoblastos, osteocitos y condrocitos. ’

Las imdgenes capturadas de los cortes histologicos se procesaran en formato TIFF, se
introduciran en el software ImageJ 1.49b (Media Cybernetics, USA) que convertira el
color marrén de las inmunomarcaciones en imagenes binarias expresadas en color rojo
y/o negro. El andlisis digital establecera la media de grises o intensidad incidente de una
escala de grises de 0 (negro) a 255 (blanco). La intensidad incidente se aplicara a la
formula para calcular la densidad éptica (DO), la cual se expresa como DO=Logq
(intensidad transmitida/intensidad incidente) siendo la intensidad transmitida igual a
255. Como resultado, se obtendra un valor abstracto que se empleara para determinar la
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densidad optica integrada (DOI), donde DOI=DO x AREA(u?). El resultado se
expresara como unidades arbitrarias (UA). Las DO y DOI se presentaran como
promedio de los datos obtenidos por cada individuo.

Analisis estadistico

Los datos obtenidos de las DO y DOI de cada periodo de estudio se introduciran en el
software Infostat (Di Rienzo ef al., 2010) para ser analizados con un test de ANOVA y
LSD de Fisher para comparar mltiples grupos. La significacion estadistica se definird

como p<0,05. ‘

6.3. CONTRIBUCION al CONOCIMIENTO CIENTIFICO y/o TECNQLOGICO
a la RESOLUCION de los PROBLEMAS

La experiencia permitird establecer la presencia/ausencia de Osx en los distintos
estadios de la reparacion de defectos seos tratados con MOD. A la vez, a través de la
DO y DOI se cuantificara el grado de intervencién en la reparacién de los defectos
0seos.

Por otra parte se estard haciendo aportes al conocimiento que se posee sobre Osx
esperando contribuir a la comprension del rol que posee sobre la osteogénesis en los
procesos de reparacion.

6.4. CRONOGRAMA ANUAL de ACTIVIDADES

Aiio | Actividad EIF M /AM|J/JA|S|O|N[D

Revision bibliografica
2018 | Obtencién de MOD
Tratamiento

Revisién bibliografica
Inmunohistoquimicas

2019

Revisién bibliografica
2020 | Analisis estadistico
Redaccién informe final

7. INFRAESTRUCTURA y PRESUPUESTO

7.1. INFRAESTRUCTURA, EQUIPAMIENTO, SERVICIOS y OTROS BIENES
REQUERIDOS por el PROYECTO YA EXISTENTES en esta INSTITUCION:

La Facultad de Ciencias Veterinarias posee:

a) Bioterio
b) Quir6fanos
c) Laboratorio donde realizar los estudios inmunohistoquimicos

La Catedra Técnica y Patologia Quiriirgica posee:

a) CPU ubicado en el gabinete de la catedra

b) Los programas de analisis de imdgenes y de andlisis estadisticos de distribucién
gratuita instalados en el CPU del gabinete de la catedra.

C) Instrumental quirtrgico S
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7.2. INFRAESTRUCTURA

Corresponde al Anexo | de la Resolucién N° 334/18 C.D.

, EQUIPAMIENTO,

SERVICIOS y OTROS

BIENES NECESARIOS para el PROYECTO y NO DISPONIBLES en esta

FACULTAD

7.3. JUSTIFICACION de la
ACCESO en CONDICIONES de PRESTAMO o USO de I

EXISTENTES en esta INSTITUCION

7.4. ESPECIFICAR otras FUENTES de FINANCIACION:

ADQUISICION o

FACTIBILIDAD de
os BIENES _NO

Secretaria de Ciencia y Técnica, Facultad de Ciencias Veterinarias, UNLPam

7.5. PRESUPUESTO ESTIMADO para el PROYECTO PRESENTADO (Total

y Anual) *
BIENES DE CONSUMO
Concepto Cantidad Pr.ec19
unitario
Alimento 120 gr/dia x 15 conejos = 2 bolsas
balanceado de 25kg o § 280,00 560,00
Ketamina 2 fcos x 50 mL L $ 250,00 500,00
Xilacina — Kensol 1 fcox 10 mL $ 190,00 190,00
Poligalactina 15 hebras de 70 cm
Descartables Gasa, antiséptico, soluciones,
jeringas 3 mL, . agujas 2.000,00
hipodérmicas, parenterales,
Dipenisol 1 fcox 10 mL $ 354,00 354,00
l())(;(ll\il:gtracwlma 1 sobre 100 gr; Lab Proagro $ 76,00 76,00
Anticuerpo  OSX
(F-3), mouse
monoclonal IgGl, . 05
200 pg/ml. Cod:sc. 1 kit $20.240,00 20.240,00
393325. Marca:
Santa Cruz
Subtotal 1 $ 23.920,00
BIENES DE SERVICIOS
Concepto Cantidad Pr'ecxp
unitario
Viajes presentacion | . . . L
de trabajo en | )% @ la ciudad de Buenos | g, ) 0 $2.600,00
: S0 ires
eventos cientificos
Confeccién de $1.500,00
posters
Ir.lscr}pcu’)n eventos $2.000,00
cientificos
Subtotal 2 6.100,00
TOTAL 30.020,00

* El Consejo Directivo adjudicara presu
Técnica anual, tomando en cuenta normas y criterios que el mismo determine.

puesto a cada Proyecto de acuerdo a su Presupuesto de Ciencia y
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