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Similarities between Ontogeny and Post-fracture Bone Regeneration
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RESUMEN: La osificacion es un proceso que ocurre durante la embriogénesis al iniciar el periodo fetal. Se caracteriza por una
condensacion de células mesenquimaticas con una bipotencialidad condro y osteogénica para formar tejido 6seo mediante osificaci
endocondral y membranosa respectivamente. La regeneracion ésea es la respuesta generada con el fin conseguir la tejgtitucion del
tras un trauma. Este evento se caracteriza por la formacién de un callo periéstico secundario cuya ontogénesis siges los patron
embrionarios al presentar ambos tipos de osificacion, ademas de la regulacion molecular propia durante la etapa fetalo cprecluye
ambos procesos estan intimamente relacionados durante la ontogenia del individuo, con la excepcion del proceso inflanaaiorio gen
luego de una injuria.
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INTRODUCCION

El desarrollo embrionario consta de una serie de even- En la etapa fetal, la osificacion comienza con la for-
tos dentro de los cuales destaca la formacion de los huego@¢ion de una condensacion mesenquimatica cuyas células
marcando la diferencia entre la etapa embrionaria y fetaresentan una bipotencialidad condro y osteoprogenitoras
Este proceso involucra células mesenquimaticas que se(dsanget al, 2015). Esta condensacion de células se forma
ferencian en distintas lineas celulares, ademas de un pati@diante la produccion de N-cadherina, y su estado de agre-
molecular especifico para permitir esta diferenciacion, el cl@fcion se mantiene gracias a la sintesis de fibronectina y N-
se repite durante la regeneracion 6sea tras sufrir un trau@AM estimulado por el factor de crecimiento transformante
El objetivo de esta revision es realizar una comparacion erfir€f GF3),punto en el cual comienzan los programas de di-
la osificaciéon durante el desarrollo embrionario y la regentgrenciacion condrogénico y osteogénico para posteriormen-
racion Osea post fractura. te dar paso a la osificaciéon endocondral (Fig. 1) y

membranosa respectivamente, dependiendo de los factores

La osificacion de los huesos, que comienza junto céi¢ transcripcion (Carlson, 2014).
la vida fetal, continGa durante la ontogenia a través de la
remodelacion 6sea, y en caso de injuria el organismo res-  Laregeneracion 0sea es la respuesta generada con el
ponde con la regeneracion 6sea, la cual sigue los patrofiggonseguir la restitucion del tejido tras un trauma. Es un
del normal desarrollo durante la embriogénesis (Fergusprpceso complejo que involucra una interaccion coordinada
et al, 1999; Shapiro, 2008; Shintaktial, 2011; Soung do €ntre varias lineas celulares, factores de crecimiento y com-
et al, 2012), con excepcion de la inflamacion asociadzonentes de la matriz extracelular (Cletesl,, 2012; Raggatt
(Arvidson et al, 2011). Tanto en la formacién del hues®t al, 2014). Por otro lado en la reparacion, el tejido que se
como en su reparacion, los procesos de osteogénesi®nyna es un tejido cicatricial, con caracteristicas diferentes
angiogénesis estan fuertemente relacionados (Hsiongag original (Cordova, 2010). Segun Davies & Hosseini
Mooney, 2006; Grellieet al., 2009; Clarkin & Gerstenfeld, (2000), el hueso, ademas del tejido embrionario, es el tnico
2013; Mariniet al, 2015), permitiendo la interaccién entretejido del organismo que presenta la capacidad de completa
las células encargadas de la formacion 6sea y las célusfitucion tras una lesion. Tras un trauma, se produce una
endoteliales (Athanasopoulesal, 2007; Wangt al, 2007;  respuesta inflamatoria y un hematomainicial, con eritrocitos,
Marini et al). trombocitos y fibrina (Cérdova). Las células del coagulo
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liberan interleuquinas y factores de crecimiento, provocapasan a la fase de hipertrofia (Fig. 1B) (Tsanhgl). En la
do la invasion al sitio de la lesién de células precursoras mhedida que comienza la hipertrofia, las células del pericondrio
osteoclastos, linfocitos, macrofagocitos y célulaadyacentes se diferencian en osteoblastos y secretan matriz
mesenquimétas multipotenciales (Fernandez-Tresguerre®sea, mientras que los condrocitos maduros secretan vesicu-
Hernandez-Gikt al, 2006), para formar nuevos vasos sanas de calcio hacia la matriz cartilaginosa (Einhorn; Giaes
guineos, fibroblastos, y otras células de soporte que formen 2012; Tsangt al), similar a lo que ocurre luego de una
tejido de granulacion entre los bordes de la fractura. Junitguria, coincidiendo diversos investigadores que estas célu-
con esto, macrofagocitos y otras células derivadas de dsteliberan calcio entre los 10 y 14 dias posterior a un trauma
tejido actian para remover el hematoma inicial. Luego, I§ginhorn; Claegt al, 2012; Mirhadit al, 2013) (Fig. 3A).
osteoclastos comienzan a reabsorber los bordes del huesoRgrtro de las proteinas estructurales podemos mencionar el
se encuentran dafiados y necréticos, y las célulaslageno tipo | para el hueso, y colageno tipo Il y X en carti-
osteoprogenitoras de periostio proliferan (Frost, 198%go, predominando este Ultimo en la fase hipertréfica. Estos
Einhorn, 1998; Dagt al, 2000). Todo ello esta regido porcondrocitos hipertréficos comienzan la produccién de pro-
una serie de complejas interacciones entre factores de créginas 6seas como osteocalcina, osteonectina y osteopéntina,
miento, hormonas y citoquinas. En este proceso va a ser fyrde VEGF (Carlson).
damental el aporte vascular, la sintesis proteica y la
mineralizacién (Fernandez-Tresguerres-Hernandeet@i). La vascularizacién que permite el inicio de la osifi-
cacion (Fig. 3B), proviene desde el pericondrio, permitien-
Dentro de las moléculas reguladores de quimiotaxis,
mitosis y diferenciacion bajo la influencia del factor de trans: £.
cripcion se encuentran el core binding factor 1, también Il

to fibroblastico FGF1 y FGF2, el factor de crecimiento de
rivado de plaguetas (PDGF), TGFmetaloproteinasas

(VEGF) (Colnotet al, 2012; Kierszenbaum & Tres, 201
Carlson). Se ha demostrado que la participacion del facte
de transcpcion Sox9 y las proteinas Runx-1, Runx-2 so
esenciales durante la embriogénesis y la formacion del céif
cartilaginoso (Shintaket al). Sox9 es expresado por las cé=,
lulas condroprogenitoras y presentan un rol crucial en Jg
condrogénesis (Shintalat al; Muraoet al, 2013; Carlson),
mientras que Runx-1, Runx-2 y Runx-3 participan en los eve
tos de la osificacion directa e indirecta (Carmeliet & Jai
2011; Soung det al) estimulando la diferenciacion de
osteoblastos (Carlson) y la angiogénesis durante la forn
cién del hueso (Shintaket al). También se ha descrito lal
presencia del gen Osterix (Osx) como un factor necesario
la osificacion y mineralizacién (Kierszenbaum & Tres; Glynt
et al, 2013; Carlson). Prx-1 es un gen de la caja homeob
necesario para el desarrollo de miembros, y su expresio
previa a Sox9 (Martin & Olson, 2000), sin embargo su p
sencia no es indispensable. En cambio en el adulto si es ne
sario para la formacioén del callo cartilaginoso, y su ubicet: = 0 _
cion radica en las células multipotenciales presentes et @il o . . SV e T - ‘B.
periostio (Soung det al) (Fig. 2).
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Fig. 1. A) osificacion endocondral de fémur de raton de 17 dias
o . (100X). B) aumento de la region seccionada de A, donde se obser-
Durante la osifiacion endocondral, los condrocitosy, |a hiperplasia e hipertrofia de los condrocitos, ademés de un
proliferan y luego se diferencian en condrocitogeriostio (P) con osteoblastos en su capa interna (flecha) (400X).
prehipértréficos, los cuales sufren un aumento de volumertgcnica H-E con Azul de Alcian.
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Fig. 2. Esquema donde se muestra el aspecto basico molecular durante la embriogénesis y la regeneracion 6sea luego
de una fractura. A) condensacion de células mesenquimaticas. B) diferenciacion de las células mesenquimaticas hacia
la linea condrogena. C, D y E) Formacion modelo cartilaginoso embrionario y posterior osificacion endocondral. F)
fractura a nivel de diéfisis de un hueso largo, activando al gen Prx-1 de las células multipotentes del periostio. G)
formacion del callo periostico y diferenciacion de sus células en adipocitos (ad), pericitos (pe) y miocitos (mi). Modi-
ficado de Colnogt al (2012).
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Fig. 3. Regeneracion 6sea en fractura de fémur de rata. A) Sintesis de MEC por parte de las células multipotentes plel\estiestes
(*) y calcificacion de esta matriz (flechas). B) Formacion de vasos sanguineos (VS) dentro de la matriz cartilaginoseod@p£endr
distintas fases del desarrollo. Se observa mitosis asimétrica de los condrocitos hipetrofiados (flecha). Técnica Tri€Xmico, 40

do la apoptosis de los condrocitos terminales, la digestioateogénesis, mientras que en la porcion central del cartilago
de la matriz extracelular, y la resorcién de las espiculis condrocitos mueren (Bianet al, 1998; Tsanget al).
cartilaginosagalcificadas por parte de los osteoclastos mésto es debido a que el FGF-18 producido por el pericondrio
diante la produccién de MMP9 (Krane & Inada, 2008inhibe la maduracion de los condrocitos alrededor de la peri-
Weatherholet al, 2013; Maes, 2013; Smekal, 2014; Tsang feria del cartilago, permitiendo que los condrocitos centrales
et al). Autores como Fuchs & Steller (2011); y Tsat@l, sufran hipertrofia (Carlson).

reconocen que la apoptosis es sélo una forma de la muerte

celular programada, siendo el otro la autofagia. Ademéas, no  Autores como Claest al (2012), creen que todos los

se descarta la posibilidad que los condrocitos hipertréficosteoblastos involucrados en la osificacion derivan de células
sigan un camino de diferenciacion hacia osteoblastos, propoecursoras periostales, al igual que Weathegt@lt, quie-
niendo que los condrocitos hipertroficos experimentan umgs afirman que no se observan células precursoras en el
mitosis asimétrica (Fig. 3C), dando origen a una célula qeedostio, y Chang & Knothe Tate (2012) y Colabsl, al

entra en apoptosis y a otra que sobrevive diferenciandosmfarmar que toda la poblacion de osteoblastos dentro del hueso
osteoblasto dependiendo del medio ambiente que lo rodisxivan del pericondrio embrionario. Knight & Hankenson
(Roach, 1997; Tsareg al), siendo los condrocitos periféricos(2013) y Smoket al evidenciaron que estas células provie-
los que estan expuestos a un microambiente que promueveda tanto del periostio, como del endostio kadaédula 6sea.
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Los osteoclastos observados que experimentan mehibida mediante la proteina osteoprotegerina, también
sorcion y roéan las trabéculas neoformadas, producen laRborada por los osteoblastos. Una vez activados, los
lagunas de resorcion (lacuna erosionis) en el tejido donasteoclastos adquieren polaridad y forman una membrana
ejercen su accion (Fig. 4A). Segun Maes, VEGF inducerlagosa sobre la superficie 6sea, la cual representaria el
migracién de los monocitos (via VEGFR-1), mientras queansporte de las vesiculas acidas y su insercion a la mem-
Dai & Rabie (2007), y Marinét al., establecen que ade-brana plasmatica a través del uso de integrinas (Teitelbaum,
mas puede regular su diferenciacién, sobrevivencia y fub@00; Weatherlogt al) (Fig. 4B).
cion. Por otro lado, Taichman (2005) y Kierszenbaum &

Tres mencionan que la proliferaciéon, maduracion e inhi- El inicio de la reparacion de una fractura se caracte-
bicion de los osteoclastos son inducidas por laga por la infiltracion de células inflamatorias, las que
osteoblastos. Esto estaria dado por la liberacion del facsecretan citoquinas (entre las cuales se encuentran IL-1, IL-
estimulante de colonias de monocitos (M-CSF) por parfe RANKL y TNF (Shapiro), y factores de crecimiento im-
de los osteoblastos, el cual induce la migracion y prolifportantes para la neovascularizacion (Steeet., 2002) y
racién de los monocitos sanguineos. La fusion de lekreclutamieno celular (Gerstenfadtial, 2003). Ademas
monocitos genera osteoclastos inmaduros, los cuales rm@a-ha demostrado la presencia de macrofagocitos durante
duran mediante la via de transmisién de sefiales RANKgsta fase tanto en humanos (Andedwal, 1994; Oni, 1997),
liberado por los osteoblastos, los condrocitos hipertrofiadosmo en animales (Hankemesdral, 2001; Alexandeet

y algunas células estromales de la médula 6sea (Takanmatp2011; Raggatt al).

et al, 2003; Masuyamat al, 2006). Esta activacion es
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Fig. 4. Osteoclastos durante la remodelacion 6sea. A) Osteoclag
(*) rodeando las trabéculas éseas durante la remodelacion 6se S04
fémur de rata.Técnica Tricémico, 400X. B) Esquema de [& Ly ¥
osteoclastogenia y los factores involucrados. Los osteoblastoshig. 5. Callo peridstico secundarlo de fractura de femur de rata. A)
ducen la activacion y maduracion de los osteoclastos mediant€€lalumna cartilaginosa (flecha) emergiendo desde el periostio
liberacion de RANKL y M-CSF, y ademas inhiben esta activaciéfb0X). B) Foco de cartilago rodeado de pericondrio (P), con for-
mediante la liberacion de osteoprotegerina. Modificado Weatherhatiacion de trabéculas dseas en su interior (*) (100X). Técnica
et al (2013). Tricrémico.
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Si la osteosintesis no estabiliza, la fractura rigida- Knight & Hankenson, observaron que tanto el carti-
mente, la reparacion ocurre mediante la generacion delago como el hueso eran originados a partir del periostio,
callo periéstico secundario, el cual se forma entre los 7 a ditnilar a lo descrito por Smak al El periostio esta confor-
dias luego de la fractura (Claesal, 2006; Clae®t al, mado por una capa externa conectiva muy vascularizada
2012). El callo se encuentra constituido principalmente p(&strato fibroso), y una capa interna con osteoblastos que
tejido conectivo denso irregular, muy vascularizado y carontribuyen a la formacion y progresion del callo peridstico
gran cantidad de células de aspecto mesenquimal en el f#istrato osteogénico) (Warmg al, 2011; Itoet al, 2014;
de la fractura. Este se puede formar directamente desd&eiloket al).
periostio (Fig. 5A), o del hueso preformado del borde de la
fractura. En un inicio se conforma como callo blando, cdbiversos autores coincidimos en que la regeneracion del
variables focos de tejido cartilaginoso, que se generan &#jido 6seo sigue el modelo de diferenciacién embrionario
establecer un patrén espacial dentro del callo, para lug@@rgusoret al; Shapiro; Shintaket al; Soung deet al;
ser reemplazado por trabéculas éseas (Fig. 5B) (®tnhokSmoket al). Dado que el aspecto histoldgico de la repara-
al.). Este callo involucra cantidades variables de osificaci@on del hueso es semejante al desarrollo en las distintas
membranosa y principalmente endocondral (Schindtlerfases del tejido cartilaginoso y de un hueso normal, forman-
al., 2008), identificandose 3 fases que la constituyen: infldose en primera instancia hueso no laminillar debido a la
macién, reparacion y remodelacion, similar a lo descritelocidad de regeneracién, que impide la deposicién orde-
por Schindeleet al, Muraoet al, Weatherholet al. y nada de las fibras de colageno propias del hueso laminillar
Raggatet al Este tejido comienza a formarse en una regidurrey, 2003; Weatherhadt al). Ademas de la semejanza
donde no esta ni el periostio ni la vascularizacién interrurde formacién, la participacion molecular también lo es, pro-
pida (Utvaget al, 2003; Claest al, 2012; Knight & bablemente igual (Einhorn; Barneisal, 1999). Esta simi-
Hankenson), y avanza hacia los extremos de la fractura phitted ha sido descrita en varios reportes (Vortkahpl,
conformar un puente entre éstos, logrando la unién dellf98; Fergusort al; Gerstenfeldt al).
fractura. Ademas de todos estos procesos, Mirbiael,
mencionan que la formacién del callo es guiada por los Con la presente revisién podemos concluir que ambos
condrocitos, y Weatherhodt al., indican la aparicidon de eventos estan intimamente relacionados durante la ontogenia
una gran masa cartilaginosa formando un callo internodgl individuo, tanto morfolégica como molecularmente, con
otro externo, para culminar con la maduracién del tejidola excepcién del proceso inflamatorio y posterior callo
hueso laminillar y posterior reabsorcion del callo. periostico secundario generado luego de una injuria.

SMOK, C. & ROJAS, M. Similarities between ontogeny and post-fracture bone regenetatiah Morphol., 34(4)1293-
1299, 2016.

SUMMARY: Bone ossification is a process that occurs during embryogenesis when fetal period begins. It is
characterized by a condensation of mesenchymal cells with chondro and osteogenic bipotentiality, to form bone tissuertdraindocho
and membranous ossification respectively. Bone regeneration is the response generated in order to obtain the retuftepftissue a
trauma. This event is characterized by the formation of a secondary periosteal callus, which follows embryonic ostedgenssis pat
introducing both types of ossification, besides their own molecular regulation during the fetal stage, concluding thaeseds @@
closely related during ontogeny of the specimen, with the exception of the inflammatory process generated after an injury.

KEY WORDS: Ossification; Regeneration; Bone fractures.
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