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RESUMEN
ALARCON ROMAN BENJAMIN. Efecto del i ymodulador levamisol sobre
la cicatrizacion ¢sea. (Bajo la direccion de los MVZ. Francisco Javier Basurt
Alcantara, DESP-P Norma Leticia Calderon Apodaca y Eduardo Félix Tena
Betancourt).

Con la finalidad de evaluar el efecto del levamisol sobre la cicatrizacion de
fracturas se utilizaron 20 conejos hembras de 2 meses de edad y dos kilogramos de
peso, a los cuales se les produjo una fractura quirurgica en la costilla derecha
numero 10. Se dividieron en 4 lotes identificados segun el tratamiento aplicado: 1.-
Antibidtico (Penicilina benzatfnica, a dosis de 30,000 U.1./kg de peso), 11.- Control
absoluto negativo (sin medicamentos). lil.- Levamisol (5 mg/kg de peso), IV.-
Levamiso! + antibiotico (dosis marcadas en los lotes I y IlI). A los 30 dfas se
sacrificaron los animales mediante una sobredosis de anestesia (Pentobarbital
s6dico), para extraer la costilla afectada; se realizaron mediciones de los callos

6seos, se hizo un estudio radiolégico e hxstopa(oléglco. Los resultados mostraron’

que sdlo hubo diferencias slgmflcahvas en el estudio h\stopatolégico concerniente




INTRODUCCION

Hay dos mecanismos de crecimiento 6seo. En uno de ellos, los huesos largos crecen
longitudinalmente en el cartilago de la epifisis, en el lugar en el que éstas estan
separadas de la diafisis. Este crecimiento produce el depésito de cartflago nuevo,
seguida por la conversién de éste en hueso neoformado, alargando la diéfisis y
empujando la epifisis hacia los extremos, a la vez que el cartflago epifisiario es
utilizado progresivamente; de forma que en la adolescencia no hay suficiente
cartflago epifisiario como para proporcionar un crecimiento adicional. En éste
momento se suelta la di4fisis y las epifisis, de forma que el hueso no sigue
aumentando de longitud; la hormona del crecimiento estimula todos los
mecanismos de crecimiento de cartflago en los huesos largos. Sin embargo, una vez
que se han soldado las epifisis y las diafisis, pierde su capacidad para alargar los
huesos. En el segundo mecanismo de crecimiento dseo, los osteoblastos que se

encuentran en el periostio y en algunas cavidades del hueso, depositan hueso de

trauma asoc:ado a la fractura, cl penosuo y tu)ldo blandos vecmost( tambxén :

contendrén materml “necrético. - La pro..sencta dc necrosns evoca 'una respuesta
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inflamatoria aguda, rapida e intensa. Las células inflamatorias agudas migran
hasta la regién, estas células son principalmente leucocitos polimorfonucleares y
macrofagos alterados. Luego de la fase inflamatoria procede la reparacion
activandose al maximo todos los osteoblastos del periostio e intradseos incluidos
en la lesion. Casi de inmediato se forman muchos osteoblastos y condroblastos a
partir de las células llamadas osteoprogenitoras, que son células madre 6sea. Por
tanto en breve plazo se desarrolla una masa voluminosa de tejido osteobl4stico,
condroblédstico y matriz 6sea organica nueva, seguida por el depésito de sales de

calcio entre los dos extremos rotos del hueso513.7.2,

Existen 3 células brincipales en la reparacion ¢sea que son los osteoblastos, los
osteoclastos y los osteocitos, Estas cé¢lulas son similares a las identificadas en la‘

formacxén del cartﬂago En su desarrollo, un osteocito es en esencia un osteoblasto '

que a quedado rcdcado de matriz ésea 1,

Los mucamsmos ie respucsta inmune son m!egrados por hnfocnos, macréfagos,“ -

fundamental en ‘los

bactcnanns, uotoxmas bac!cnanas caus dc hongos como el '/ymozan,

proteinas \'lralcs, uc. w0’
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Actualmente se han encontrado linfocitos T cooperadores con el marcador CD4 y
CD8; también se han encontrado diversidad en las linfocinas que secretan por lo

que se les ha identificado con las variantes 0,1y2 105,

Una vez que el monocito se aloja en un tejido se convierte en macrofago y recibe el
nombre dependiendo del 6rgano donde resida por ejemplo células de Kupffer en

higado, células mesangiales en rifion entre otros 116,

Asimismo un macréfago puede actuar como célula presentadora de antigenos
(CPA).

El linfocito T cooperador,  como ; ya se menciono se divide en subgrupos
identificados con los grupos 1 2, ysu diférencia radica en el tipo de citocinas que
liberan, donde tenemos” que el §ubgrupo 1 produce la interleucina 2 (IL-2),
‘interlgufi;\a 12 (lL-i2), interfersn gamma (IFN) y factor de necrosis tumoral (TNF),
" mientras Qué él sﬁbgrupo 2 libera IL4, IL-5, IL-6 ¢ IL-10, las cuales van asociadas
conla pmmociéﬁ de sintesis de protefnas en [a produccién de anticuerpos; por otro
~ lado tenemos que ambos subgrupos de linfocitos producen el TNF y factores de

colonizacién 6131016,

Existe la hip6tesis de la existencia de un precursor para ambos subgrupos el cual se
ha identificado con el nimero 0 y que pi'bduce todas las variedades de citocinas

106,

La CPA produce lL-l la cual genera la actwacnén de los linfocitos T y B, también
: roduccnén “del factor liberador de las
rla hberacl()n de ACTH, que inducir4 la liberacion

de glucocorhcoldcs en la corh.za adrcnal por otro lado esta citocina puede actuar

estimula ; al hlpotﬂlam

corhcotropmas para promove
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sobre los centros termoreguladores en el hipotalamo promoviendo fiebre, induce la

produccién de endorfinas causando sedaci6n y suefio 141016,

La CPA puede producir otras interleucinas que modifican la actividad de los
linfocitos , tal es el caso de la 1L-4, IL-6 ¢ IL-8 siendo esta ultima un poderoso factor

quimiotactico para granulocitos, 141016

La CPA responde a los estimulos del interferon gamma, el cual ha demostrado ser
una de las citocinas mds activas e importantes para el sistema inmune; se descubri6
por sus actividades antivirales de donde recibi6 el nombre de interferén por
interferir con la replicacion viral al estimular la sintesis de una protefna que inhibe
la transcripcion de ARN mensajero viral, posteriormente se encontraron variantes
bioquimicas de la molécula a las cuales se les asocié con otras propiedades, una de
ellas es la activacién de’ macrofagos que consiste en potencializar su accion
fagocftlca, mcrementando el numero de hsosomas, la calidad de las enzimas

hsosomales, eshmula el metabohsmo oxldatlvo en monocntos y macrof:q,os, lo que

presencia y tipo de“antfgeno, 1110166 -
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Se han detectado tres variantes de interferon Jos cuales se identifican con las tres
primeras letras del alfabeto gricgo siendo el alfa producido por los macrofagos, el
beta por los fibroblastos y células sométicas y el gamma producido por los

linfocitos. 106

El linfocito T cooperador al recibir el estimulo de la IL-1 reacciona produciendo ia
IL-2 la cual tiene el efecto de factor de crecimiento promoviendo la expansion
clonal de los linfocitos T CD8 y sobre los linfocitos B; promueve la activacion de

monogitos- 1410

Otro producto de secrecion es el factor de necrosis tumoral el cual junto con el
interferén y la 1nterleucma-2 son producidos por los linfocitos T cooperador del

subgrupo 1,106

La IL-4 promueve que el linfocito B modifique el hpo de cadenas pesadas de Jos '

sobre el mterferén gamma, lo cual se mamﬁe a’en un incremento en la resxstencxal‘ B

a las parasntosis por patdgenos mtracelulares, ‘as( como hene una poderosa
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actividad reguladora negativa sobre el grupo 2 de linfocitos T cooperadores, al que
inhibe en la sintesis de IL-4, 106

Los osteoclastos son una variedad de macréfagos que se encuentran en cavidades
poco profundas de la superficic del hueso, llamadas lagunas de Howship, y que

presentan una actividad importante en la renovacion del hueso. 41

Los osteoclastos " presentan vacuolas con actividad lisosémica debido a las
reacciones histoqufmlcas positivas a la fosfatasa dcida.
Aunque no se ha demosn-ado la actividad fagocitica de los osteoclastos si se ha

podldo aprecna 1 lib acxén de enzimas lisosomales hacia la matriz dsea durante

la remodelacxén, por lo que se plensa que los osteoclastos se originan por la fusion

de monocntos raz(m porla quesse consideran como miembros del sistema fagocitico

para pfém
calidad "de

considura

Zonas donde se lleva a cabo la remod acion mp

n hacer mflltradas por un"
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gran nimero de osteoclastos, los cuales mediante procesos enzimaiticos iniciaron la

reabsorcion del tejido 6seo. 54

El si ir xompetente libera linfocinas que tienen efecto directo sobre
todas las variedades de macréfagos (por lo que suponemos que también lo tiene
sobre los osteoclastos). Estas linfocinas producen efectos diversos sobre la célula
fagocitica, sin embargo la hormona que ha demostrado tener un mayor efecto
inmunorregulador es el interferon gamma que actua sobre diversas células

£ "

fagociticas i do un incr » en ¢l nimero y calidad de las enzimas

lisosomales, incremento de receptores membranales, expresion del complejo
mayor de histocompatibilidad clase I, as{ como mayor actividad fagocttica
inespecffica, 14

Por otro lado se ha observado que el levamisol tiene una marcada influencia sobre
los mecanismos de regulacién de la respuesta inmune, este se manifiesta de -
diferentes formas ya que pucde promover la respuesta inmune en los procesos ’

infecciosos y ademds disminuir la respuesta ante estados de mmumdad Estos o

efectos inmunorreguladores de levamisol pueden ser debldos a la induccion de la - o

liberacion del mterferén gamma al cual ya se le han 1dent1f|cado las actxwdades: "

inmunorreg 'uladoras que se dcscrnben para el levamlsol 9

durante la consohdacibn las co illas adyacentes actuan como férula 12
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) JUSTIFICACION

Debido a que los linfocitos tienen una fuerte influencia sobre los mecanismos
reguladores de la fagocitosis, se considera importante conocer si las terapias
inmunorreguladoras pueden tcner algin efecto sobre los mecanismos de
reparacién osea. Se ha demostrado que el levamisol tiene una fuerte influencia
sobre la prevencién de osteoporosis en humanos, por lo que consideramos que
puede participar en los procesos de regulacion de calcio; asimismo se ha
demostrado que el levamisol puede modificar la respuesta inmune segtn sea el
proceso en el que participen los linfocitos. Por lo anterior es importante estudiar la
respuesta de levhmisol sobre la repdracion de fracturas, ya que en este proceso se
con]untan los dos efectos del férmaco antes mencionados, Deben activar todos los
mecamsmos de rcgulactén dc fl]acnén de calcio y modificar las actividades
celulares de Ios osteoclastos, que como los macréfagos se ven influenciados por la

actmdad lmfocxtana 3 ‘
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HIPOTESIS

Si la actividad de los osteoclastos esta regulada por la accion endocrina de los

linfocitos y estos a su vez pueden ser modificados por la accién de farmacos

yduladores, es al aplicar levamisol en animales con fracturas ¢seas

se observard un aumento en la formacion de callo 6seo después de 30 dfas de

reparacion por los efectos inmunosupresores que se generan.



1
OBJETIVOS

A.- Evaluar la actividad terapéutica del levamisol en la reparacion de fracturas

oseas, actuando como inmunorregulador.

B.- Analizar histoldgica y radioldgicamente la formacién de callo 6seo en fractura

de costilla de conejos.
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MATERIAL Y METODOS

Para el desarrollo del presente estudio se utilizaron cuatro lotes de conejos; cada
uno compuesto por cinco animales, de la raza Nueva Zelanda blanco, de dos meses

de edad, convencionales.

Los animales fueron identificados con nimeros progresivos tatuados en la oreja, y
fueron alojados en jaulas de acero inoxidable proporcionandoles una dieta

peletizada y agua a libre acceso diariamente.

Se utilizo como tranquilizante hidrocloruro de xilazina (Rompum®, Lab. Bayer) a
dosis de 0.03 mg/kg. 1.V. y bajo anestesia general fina con pentobarbital sédico
(Anestesal®, Lab. Smith Kline) a dosis de 15 mg/kg. LV. Se realizé en todos los

animales una incisién dorsal, como medio de aproximacion a la costilla namero 10

del lado derecho a la cual se le produjo una fractura mediante ¢l uso de un
costotomo marca Bard-Parker®. Se suturé por planos y se les realiz6 el siguiente

manejo:

El lote numero 1 se utilizo como control de éntibib(ico, al cual solo se le aplico
(Benzetacil®, Lab. Mallinkroot

penicilina benzatinica a_dosis de 30000U
nn f minar la cirugfa.

n'inme

_ Veterinary) en una sola ocas

El lote numér‘o'dds‘ sé util

farmaco ni aintibiié'tivég enelf
El lote’ numcro tr bsis de 5 mg/kg de peso. :

El Ioté'nﬁmt’;'r‘o‘ cuatro-se’le aplics el levamisol por:vfa- butinea d‘oSis‘qé 5

mg/ kg de peso }fa'ntilbiéticd (50,000 U,L) por via'intramuscular
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Treinta dias después de la cirugfa se sacrificaron todos los conejos mediante una
sobredos:s de anestesia uhlizando pentobarbital sédico (Anestesal®, Lab. Smith

Kline) y se procedi6 a extraer las costillas tratadas y realizar lo siguiente:

1.- Con un vernier se obtuvo la medida de los diametros menor y mayor de los

callos éseos, y con los datos obtenidos se calculo la media.

2.- Se tomaron dos placas rhdiogréficas empleando una proyeccion anteroposterior

y lateral utilizando un chasis .con pantalla intensificadora tipo rapida y pelicula

radiogréfica Kodak®, la‘ dlstahcia empleada entre el punto focal y la pelfcula

radiografica fue de un ‘cgracterfstlcas evaluadas fucron: Presencia o

ausencia de llneas de fractu llo 6seo y:pseudoartrosis (los valores para la
BRIy S

estadfsuca fueron 0=

3.-Se mtrodujeron por lotes en formahna amorhguada al 10% conun pH de7.2en

hﬁeron con h natoxl ma y cosma para su’ poatenor obscrva én a] mlcroqcopxo‘ S

éphcu “

Se_les evaluaron los ﬁlgulcnleq paramctros Prcscncm de ‘mater 1;\] nccrdtlco,’-» :

presencia de ¢ artﬂago, prtsuncm de te;ndo fibroso, fnrmacu’m de hucso spon)oso y:

prcscncm de - ostcocla-tos, siendo - los valores. de mfcrcncxa para cl 'amhs:s ;

cstadisuco 0= nusontc 1= escasos, 2= muderado y 3"'abundantc .

4- A los resultadm se “les aphcé cstadfsnca no par me

mctodologfa de Wilcoxon, y un analisis e vananza de Kruskall Wallis n
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RESULTADOS
En el cuadro No. 1 aunque no hubo diferencias significativas se observa que el lote

No. 3, en el cual sélo se utiliz6 levamisol, el didmetro del callo ¢seo fue mayor

mientras que el menor corresponde al lote No. 1 donde s6lo se aplicé antibi6tico.

Cuadro1
Tabla comparativa de las medias de los didmetros,
mayor y menor de los callos 6seos "in situ"
Lote 1 2 3 4
Tratamiento antibictico control levamisol leva./anti.
maximo 0486 +0035 | 0.537+0024 | 0.548 £0.037 ) 0.514 £ 0.028
minimo 0.374+£0.007 | 0438+0.017 | 0.399 £0.055 | 0.408 +£0.024

Debido a que la forma de medxdas prcdlsponfa a un alto indice de error se decidio
tomar placas radxograhcns para determmar el diametro, donde observamos que
tampoco hubo diferencias slgmﬁcatwas pero el didametro mayor correspondié al

lote control y el menor ala mezcla lévamisol-antibidtico (cuadro 2).

Cuadro 2 :
Tabla comparativa de las medias de los diametros,
] de los callos 6scos en radiografia L
Lote 1 2 3 4
Tratamiento antibiotico control levamisol leva./anti.
antero-posterior | (.524 £0.025 | 0.546 £ 0.052 | 0.520 £ 0.054 {0,525 + 0.032
lateral 0.530 £ 0.049 | 0.584£0.031 { 0.530 +£0.044 {0.503 + 0.036
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Al continuar con Ia evaluauon radiologica se evaluo el callo éseo, lineas de
fracturay presencia de pseudoamosis : T
Se encontrd que no hubo dlferencias significativas para la’ presencna de callo éseo

¥a que las frecuencias fueron semejantes.

Para la linea de fractura aunque no hubo dlferencnas sxgmfxcatwas la respuesta fue

mayor dcl lote ‘cont ol es decnr que todos presentaron lin as it fractura \' el valor

menor correspon al cvamisol donde un sélo al llnea de fractura,
los valores intermedios quedaron en el lote No. 1 y ol lote No 4‘en la presencna de

pseudoartroms los valores fueron semqantes para los cuatro grupos (cuadro 3).

Cuadro 3 :
Tabla comparativa de las medidas de los valores

asignados a la evaluacion radiol6gica de los callos 6seos
Lote 1 2 3 4
Tratamiento antibiético control levamisol leva./anti.
callo ésen 0.750 0.800 0.800 0.750
Ifnea de fractura 0.250 1.000 0.200 0.500
pseudoartrosis 0.250 0.200 0.200 0.250

En cl cuadro 4 sc presenta la evaluacion histopatolégica de los callos 6seos donde

se dieron valores arbltranos sebun el tipo do. tejido analizado dando el valor de 0

para la ausencia total, cscasos, 2 para moderado y 3 para abundante,
haciendo dos lecturas por pers nns dlferentcs para reducir el indice de error. En la

presencia de cnrtﬂago bo dnfercncnas snbmﬁcahvas encontrando la mayor

prc%ncn de cstL tc]n enel lole No. 4 y'el menor en el lote No. 3.

Con respectoa Ia fom\ncxon dL hueso cspon]oso no lnmelar el valor mayor

Lorluﬂpondlé 1[ lotg control v cl anor pnrn lote No. 1 y lotc No. XN




16

La presencia de tejido fibroso el valor mayor correspondié al lote No. 4 y el menor
al lote No. 3.

La presencia de necrésis siendo esta focal o multifocal fue mayor en el lote No. 4 y
€l valor menor fue en el lote No. 3, esta diferencia fue significativa,
En cuanto a la presencia de osteoclastos el valor menor correspondi6 al lote No. 3 y

el valor mayor correspondié al lote No. 4.

El pardmetro utilizado en el conteo de osteoclastos fue de leve cuando se
encontraban de 1 a 3 por campo de 40X, moderado cuando se encontraban de3a 5

y abundante cuando se encontraban mas de 5 dentro del mismo campo.

Cabe sefialar que en ningtin animal se observaron c¢lulas inflamatorias. Por lo que

se deduce que en todos los animales se llevaba a cabo la fase de remodelacion.

Cuadro 4
Tabla comparativa de las medias de los valores de la
evaluacion histopatol6gica de los callos 6seos

Lote 1 2 3 4
Tratamiento antibidtico control levamisol | leva./anti.
cartilago 1.750 1.800 1.400 2.500
hueso esponjoso 1.750 2.400 2.000 1.750
tejido fibroso 1.750 1.400 1.000 2.000
necrosis 1.000 0.800 (*) 0.000 1.500
osteoclastos 1.250 1.600 1.200 1.750

(*) p= 0.004 vs todos los grupos
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DISCUSION Y CONCLUSIONES
Con los resultados obtenidos no podemos descartar la utilidad del levamisol como

un adyuvante en los procesos de reparacion osea, debido a que se encontré una

disminucién considerable de la necrésis en los callos 6seos.

Se ha demostrado que el levamisol induce la liberacion del interferon gamma y

este a su vez modifica considerablemente la respuesta inmune, ya que por un lado

puede promover la respuesta ante la presencia de ciertos inmunégenos y puede

inhibirla en la ausencia de estos®

‘Por esta razén constdemnios que los efectos observados sobre la disminucion de la

necrésns pueden ser debldos a 1a suprcsmn de la produccion del factor de necrdsis

tumoral asf como la dlsmmucnén en la achvldad citotéxica de las células NK Ias

cuales se ha demostrado qu m‘dlfxcan su respuesta en presencna del Interferén ;
gamma, ad 1 o

cncranzacio

Tamblén es de considerar qu el lc amlsol tiene otro efecto farmacolobnco quecs el

de antmxndantc el cual tamblén w ha demnstrado que protcge a las células de la

necrésns auloo“datxva y uvltar la accnén dt. agenms autonccrosantcs a0,
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Por todo lo anterior no podemos concluir si los efectos de levamisol sobre las
facturas son de origen inmunol6gico, por lo que se propone que para otra ocasion
se repita el trabajo con las siguientes modificaciones: 1.- Aumentar el tamaiio de
muestra. 2.- Cambiar el sitio de fractura utilizando huesos largos como el peroné o
fémur, 3.- Se determine la concentracion del interferén gamma en la sangre, 4.- Se -
evalie la fijacién de calcio en el callo 6seo mediante el empleo de tetraciclinas u .
otro marcador de calcio y 5.- Determinar la actividad de las fosfatasas de los

osteoclastos mediante técnicas inmunohistoqufmicas.

Lo anterior es debido a que durante el presente proveuo

: e n dudas que

consideramos se podrian resolver haciendo las modxﬁcacmnes propuestas. :
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