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Resumen

Si bien la expresión de Wnt y sus isoformas se conocen ampliamen-
te en la esqueletogénesis embrionaria, poco se sabe del rol que des-
empeña, en particular la isoforma Wnt3, en la reparación de defectos 
óseos ortopédicos. Se emplearon 30 conejos a los que se les practicó  a 
cada uno, un defecto óseo en sus miembros torácicos , el que se  pro-
cedió a rellenar con matriz  ósea desmineralizada (MOD). Los conejos 
fueron sacrificados a los 7, 15, 21, 30, 60 y 150 días post-tratamiento 
para realizar inmunodetección de Wnt3 en los sitios de reparación. 
La inmunodeterminación se efectuó mediante densidad óptica (DO) y 
densidad óptica integrada (DOI). Las DO y DOI se analizaron mediante 
ANOVA y Test LSD de Fisher. La proteína Wnt3 se inmunodetectó en 
células mesenquimáticas, en los sitios donde se produjo la condrogé-
nesis y en células osteoprogenitoras, preosteoblastos y osteoblastos. 
La DO tuvo variaciones significativas (p<0,05) a los 7,15, 60 y 150 días 
post-tratamiento. El mismo análisis estadístico para DOI señaló que 
hubo diferencias estadísticamente significativas (p<0,05) a los 30 días 
respecto a los 60 y 150 días. La evidencia expuesta mostró los sitios 
histológicos como así también la cronología de expresión de Wnt3 en 
la reparación de defectos óseos ortopédicos tratados con matriz ósea 
desmineralizada.
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Wingless int-3 (Wnt3) Immunodetection in the repair 
of orthopedic bone defects in rabbits treated with 
demineralized bone matrix

summARY

Although the expression Wnt and its isoforms are widely known 
in the embryonic skeletogenesis, little is known about the role they 
play in the particular Wnt3 isoform in the repair of orthopedic bone 
defects. Thirty rabbits were used, which were given a bone defect in 
one of the radiuses. The defect was refilled with demineralized bone 
matrix (DBM). The rabbits were sacrificed at 7, 15, 21, 30, 60 and 150 
days post-treatment to immuno-detect the Wnt3 in the repair sites. 
The immuno-determination was done by optic density (OD) and in-
tegrated optic density (IOD). Both, the OD and the IOD were analyzed 
using ANOVA and Fisher LSD test. The Wnt3 protein was immuno-de-
tected in mesenchymal cells, in the sites where the chondrogenesis 
was produced and in osteoprogenitor, preosteoblasts and osteoblasts 
cells. The OD had significant variations (p<0,05) at 7, 15, 60 and 150 
days post-treatment. The same statistical analysis for IOD showed sig-
nificant statistical differences (p<0,05) at day 30 with respect to 60 
and 150 days post-treatment. The evidence showed the histological 
sites as well as the chronological immune expression of Wt3 in the 
repair of orthopaedic bone defects treated with demineralized bone 
matrix. 
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Introducción

La matriz ósea desmineralizada (MOD) es utilizada en cirugía ve-
terinaria debido a su propiedad osteoinductiva(1). Por esa razón se 
la suele emplear con el fin de reparar fracturas, resolver no uniones, 
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osteomielitis y rellenar defectos como consecuencia del tratamiento 
de neoplasias(2,3,4,5).

La MOD se encuentra constituida por los elementos orgánicos 
que conforman la matriz ósea. Entre ellos se hallan el colágeno Tipo 
I, la proteína morfogénica del hueso (BMP), osteocalcina (OC), os-
teopontina (OPN), sialoproteína ósea BSP, (por su sigla en inglés) y 
osteonectina(6,7).

La proteína Wingless-int (Wnt) conforma una familia de glico-
proteínas que se encuentra implicada en el desarrollo embrionario, 
la inducción de tejido, la polaridad axial(8,9) y la tumorigénesis(10). Es 
reguladora de la formación de hueso junto a la hormona paratiroide, 
prostaglandinas y BMP. Impulsa la diferenciación de las células me-
senquimales (CM) en osteoblastos(10), la diferenciación en osteoblas-
tos(11), en condrocitos(12)  y regula la masa ósea(13).

Wnt acciona sobre las células a través de las vías canónica y no ca-
nónica. La via canónica es la que mejor se conoce(14,15,16) esta proteína 
actúa impidiendo la degradación de la β-catenina citosólica, evitando 
así que la misma intervenga sobre el ADN en el núcleo celuar e indu-
ciendo la proliferación y diferenciación celular. Mientras que la vía no 
canónica utiliza mediadores diferentes para expresarse(17). 

El objetivo del presente artículo, según protocolo previamente in-
formado por autores(18), consistió en establecer y cuantificar la pre-
sencia espacial y temporal de Wnt3 en el proceso de reparación de 
defectos óseos ortopédicos tratados con MOD procesada. 

Materiales y métodos

Se emplearon 30 conejos machos y hembras sexualmente madu-
ros a los que se les brindaron cuidados de manejo según las normas 
de la Facultad de Ciencias Veterinarias de la Universidad Nacional de 
La Pampa. Los animales fueron mantenidos en jaulas individuales, 
alimentados con una fórmula balanceada y agua ad-libitum. Luego de 
un período de acostumbramiento a las condiciones de alojamiento se 
procedió a realizar la experiencia.

Ante la falta en el momento de realizar el trabajo de reglamenta-
ción de ética animal para el abordaje experimental, se confeccionó 
expreso un protocolo siguiendo normas internacionales avaladas por 
las Facultades de Ciencias Veterinarias de las        Universidades  de La 
Plata y Río Cuarto.

Los conejos fueron sedados con 0,1 mg/kg de diazepam (Diazepam®, 
Lab Zoovet, Arg), 0,01 mg/kg IM de acepromacina (Acedan®, Lab 
Holliday, Arg) y anestesiados con 40 mg/kg IM de ketamina (ketamina 
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50®, Lab Holliday, Arg). A cada animal le fue acondicionado uno de los 
miembros torácicos para ser intervenidos en condiciones de asepsia. 
Se abordaron las diáfisis radiales a través de la cara dorsal del antebra-
zo donde se creó un defecto que por sus mínimas dimensiones no cura 
de forma espontánea en la vida del animal(19), equivalente a dos veces 
el diámetro de la diáfisis(20).

La MOD se obtuvo de procesar diáfisis óseas provenientes de hue-
sos largos de conejos  según protocolo previamente informado(18).  
Brevemente, la técnica consistió en extraer los tejidos blandos de los 
huesos a 4ºC. Las diáfisis se fragmentaron hasta obtener partículas de 
100 a 750 μm. Al hueso fragmentado le fueron extraídos los lípidos 
con una solución de cloroformo:metanol y luego se desmineralizó con 
ácido clorhídrico (HCl) 0,6N. Una vez estabilizado el pH en 7,0 se con-
servó en alcohol etílico 95º a 4ºC hasta su uso.

Luego de rellenar los defectos con la MOD, se suturaron los mús-
culos extensores con poligalactina (Vicryl®, Ethicon, USA) y el tejido 
subcutáneo y piel según técnicas de rutina. Luego de las intervencio-
nes los conejos recibieron 1.000.000 IU de bencilpenicilina y dihi-
droestreptomicina (Dipenisol®, Lab. Bayer, Arg.) y antiinflamatorios 
no esteroides, (Ketofen 0,1 mg/kg (Kalmavet®, Lab Vetanco, Arg) por 
3-5días. 

Los conejos fueron sacrificados a los 7, 15, 21, 30, 60 y 150 días 
post-operatorio en grupos de 5 animales. De cada cadáver se recupe-
raron las porciones de las diáfisis que contenían los defectos tratados. 
Las muestras se fijaron con formol salino tamponado, se deshidrataron 
con baterías de alcoholes de graduación creciente, para ser incluidos 
en parafina. Se realizaron cortes histológicos correspondiente a los 
defectos provocados y tratados de aproximadamente 4 µm con micró-
tomo (Microtom®, USA) y montaron 3-4 cortes sobre cada portaob-
jeto. Los cortes histológicos se trataron con peróxido de hidrógeno al 
3% (v/v), luego se lavaron con PBS y posteriormente se incubaron con 
el anticuerpo para Wnt3 (H-70): sc-28824 dilución 1/200; Santa Cruz 
Biotechnology, Inc, USA) durante 1 hora a temperatura ambiente en 
cámara húmeda. Posteriormente fueron lavados con solución tampón 
fosfato salino (PBS pH 7,2) e incubados durante 20 minutos con el se-
gundo anticuerpo biotinilado (compuesto por inmunoglobulinas bio-
tiniladas anti-conejo, anti-ratón y anti-cabra). Luego de ser nuevamen-
te lavados con PBS fueron tratados con el complejo de streptavidina 
conjugada con peroxidasa (LSAB®+Systems HRP, Dako Cytomation). 
Luego del período de incubación fueron lavados y tratados con la so-
lución de sustrato cromógeno 3,3`-diaminobenzidina (DAB). Con pos-
teridad los cortes fueron contrastados con hematoxilina de Mayer, 
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lavados con solución de hidróxido de amonio, deshidratados en bate-
ría de alcoholes de concentración creciente y montados con Entellan 
(Merck, Alemania).

La expresión de Wnt3 se estableció positiva cuando se tiñó de color 
marrón la matriz extracelular y citoplasma de células mesenquimáti-
cas, osteoblastos, osteocitos y osteoclastos.  

Análisis de densitometríA ópticA (do) y densitome-
tríA ópticA integrAdA (doi)

Se capturaron imágenes de los cortes inmunomarcados con aumen-
to 200X con un microscopio óptico Axiophot (Carl Zeis, Alemania) aco-
plado a una cámara digital Powershot (G6, 7.1 megapixeles, Canon INC, 
Japón) que empleó el software AxioVision 4.6.3 (Carl Zeis, Alemania). 
Las imágenes tomadas correspondieron a las partículas de MOD, teji-
do osteocondroide, a la fase de osificación y del hueso nuevo trabecu-
lar y hueso maduro. Las imágenes se analizaron según metodología 
previamente informada por Vasconcellos et al.(21)

La inmunomarcación de Wnt3 se cuantificó calculando la densidad 
óptica (DO) y densidad óptica integrada (DOI). Para estimar las DO y 
DOI las imágenes capturadas de los cortes histológicos se introdujeron 
en el software ImageJ 1.49b (Media Cybernetics, USA). Éste convirtió 
el color marrón de la expresión de BMP-2 en grises en una escala que 
se extiende de 0 a 255 (el 0 corresponde al blanco y el número 255 al 
negro).  La densidad óptica se calculó según la fórmula DO=Log10 (IT/
II); la IT es la intensidad transmitida (equivale a 255) y la II que es la 
intensidad incidente, que se corresponde a la media de grises en la 
imagen analizada por el software. La densidad óptica integrada (DOI) 
se obtiene del producto entre la DO y la unidad de superficie expresa-
da en micras cuadradas (µ2) ocupada por la expresión de Wnt3, según 
la fórmula DOI=(DO *AREA). El resultado de ambas fórmulas se expre-
só en unidades arbitrarias (UA). 

AnálIsIs esTAdísTICo

Los datos obtenidos se introdujeron en el software Infostat(22) con 
los cuales se realizó estadística descriptiva. Las medias de cada perío-
do de estudio se las analizó con ANOVA y test de LSD de Fisher para 
comparar múltiples grupos. La significación estadística se definió 
como p<0,05.
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Resultados

A los 7 días post-operatorio la proteína Wnt3 se inmunodetectó en 
las células mesenquimáticas (CM) ocupando los espacios entre las partí-
culas de MOD (Figura N°1). La DO para Wnt3 fue 0,10 (±0,05; min:0,04-
máx:0,21) y la DOI 3,15 (±4,66; min: 0,09-máx: 21,07) (Tabla N°1).

Tabla N°1. Densidad óptica (DO) y densidad óptica integrada (DOI) de Wnt3 en 
los períodos estudiados

do doI

7 días 0,10 (±0,05)
(min:0,04-máx:0,21)

3,15 (±4,66)
(min :0,09-máx: 21,07)

15 días 0,31 (±0,12)
(min: 0,07-máx: 0,46)

5,27 (±5,98)
(min: 0,06-máx: 23,17)

21 días 0,14 (±0,05)
(min: 0,11-máx: 0,27)

1,77 (±2,01)
(min: 0,25-máx: 6,17)

30 días 0,19 (±0,06)
 (min: 0,11-máx: 0,26)

6,45 (±7,42)
(min:0,06-máx:21,76)

60 días 0,39 (±0,17)
(min: 0,17-máx: 0,57)

0,97 (±2,07)
(min: 0,001-máx:5,20)

150 días 0,36 (±0,12)
(min: 0,26-máx: 0,55)

0,27 (±0,23)
(min: 0,03-máx: 0,62)

Figura Nº1. Inmunodetección de Wnt3 en las partículas de MOD a los 7 días 
post-tratamiento. 200X.
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Luego de 15 días de tratamiento Wnt3 inmunomarcó en las CM que 
rodeaban a las partículas de MOD (Figura N°2), en los sitios donde se 
llevaba a cabo la condrogénesis, en los condrocitos y en los sitios de 
osificación (Figura N°3). 

Figura N°2. IHQ Wnt3 de tejido de reparación de defectos óseos tratados con 
MOD. Las partículas de MOD se hallan rodeadas por células mesenquimáticas 
inmunomarcadas (izquierda). Análisis digital de la misma imagen muestra en 
color rojo las células marcadas (derecha) IHQ 200X.

 
 A B
Figura N°3. Inmunodetección de Wnt3. A) de tejido de reparación de defectos óseos 
tratados con MOD. En la micro fotografía superior se manifiesta la inmunomarca-
ción de Wnt3 en células mesenquimáticas (CM), cartílago (C), condrocitos hipertró-
ficos (Ch) y sitio de osificación (Os). B) Análisis digital de la misma microfotografía 
en la que se muestra en rojo la presencia de Wnt3. 200X.

En sectores donde predominaban espículas óseas nuevas inmu-
noseñaló en las células osteoprogenitoras, condrocitos hipertróficos, 
preosteoblastos, osteoblastos y osteocitos (Figura Nº4). 
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 A  B
Figura N°4. Inmunomarcación de Wnt3 de en corte histológico de un sector de 
reparación conteniendo espículas neoformadas. En la fotografía superior, en el án-
gulo superior izquierdo se observan células mesenquimáticas (CM), espículas en 
centro de la imagen sobre las que se depositan osteoblastos (Ob); entre los espacios 
formados por las espículas las células osteoprogenitoras (*) y los pre osteoblastos 
marcados en rojo como producto del análisis digital de la microfotografía. 200X. 

La DO para Wnt3 fue 0,31 (±0,12; min: 0,07-máx: 0,46) y la DOI 
5,27 (±5,98; min: 0,06-máx: 23,17) (Tabla Nº1). 

Hacia los 21 días post-tratamiento la proteína Wnt3 inmunoexpre-
só en las CM y en las células precursoras de tejido condral. En los con-
droplastos y condroceles; y aisladamente en condrocitos hipertróficos 
que se encontraban cercanos a los lugares de osificación (Figura N°5).

 A  B
Figura Nº5. Inmunodetección de Wnt3 a los 21 días. A) En sector de espículas 
óseas nuevas. Wnt3 inmunoseñala en las CM, tejido cartilaginoso (C), condro-
citos (Co), condrocitos hipertróficos próximos a los sitios de osificación (Os), 
preosteoblastos (POb) que se encontraban entre las trabéculas (E), y en osteo-
citos (Oc) trabeculares. B) Análisis digital de la misma microfotografía, en negro 
se destaca la presencia de Wnt3. 200X. 
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 La DO y DOI a en este período de reparación fue 0,14 (±0,05; min: 
0,11-máx: 0,27) y 1,77 (±2,01; min: 0,25-máx: 6,17) respectivamente 
(Tabla Nº1)

Luego de 30 días, Wnt3 se halló en los osteoblastos y preosteoblas-
tos (Figura Nº6).

 A  B
Figura Nº6. Inmunomarcación de Wnt3. A) Inmunolocalización de Wnt3 en los 
osteoblastos presentes en la superficie de las trabéculas y en los preosteoblas-
tos que se encuentran en los espacios intertrabeculares; B) análisis digital de la 
microfotografía A, en rojo se destaca Wnt3. 200X. 

El análisis de las densidades fue DO 0,19 (±0,06; min: 0,11-máx: 
0,26) y DOI 6,45 (±7,42; min: 0,06-máx:21,76) (Tabla N°1).

A los 60 días post-operatorio, Wnt3 se inmunomanifestó en los os-
teocitos y células de la médula ósea presente entre los espacios trabe-
culares (Figura Nº7).

 A  B
Figura Nº7. A) Inmunomarcación de Wnt3 en las trabéculas (T) óseas, osteo-
citos (Oc) y células de la médula ósea a los 60 días post-operatorio. 100X. B) 
Inmunomarcación para Wnt3 luego de 150 días post-tratamiento. Wnt3 se en-
cuentra en ciertos osteocitos y células de la médula ósea. 200X.
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La DO registrada fue 0,39 (±0,17; min: 0,17-máx: 0,57) y la DOI 0,97 
(±2,07; min: 0,001-máx:5,20) (Tabla N°1).

Luego de 150 días Wnt3 se encontró en escasos osteocitos y en 
las células de la médula ósea presente en los espacios trabeculares 
(Figura N°8).

Figura Nº8. Inmunomarcación para Wnt3 luego de 150 días post-tratamiento. 
Wnt3 se encuentra en ciertos osteocitos y células de la médula ósea. 200X.

La DO fue 0,36 (±0,12; min: 0,26-máx: 0,55) y DOI 0,27 (±0,23; min: 
0,03-máx: 0,62) (Tabla Nº1).

El análisis ANOVA y test comparativo LSD de Fisher para las DO, 
generó tres grupos de clasificación, el primero incluyó a las medias 
obtenidas de los 15, 60 y 150 días; el segundo grupo lo constituyeron 
las medias de los 21 y 30 días y el tercer grupo las medias de los 7 y 
21 días. La DO tuvo diferencia estadísticamente significativa (p<0,05) 
entre el grupo de clasificación 1 (15, 60 y 150 días) con el grupo de 
clasificación 2 (21 y 30 días), en tanto que la DO a los 7 días poseía 
diferencia significativa (p<0,05) con las medias los grupos 1 y 2 (a ex-
cepción de los 21días). El mismo análisis estadístico para DOI señaló 
que hubo diferencias estadísticamente significativas (p<0,05) a los 30 
días respecto a los 60 y 150 días.
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Discusión

Si bien los mecanismos y vías de señalización de Wnt3 durante la 
esqueletogénesis en la vida embrionaria se encuentran ampliamen-
te estudiados(18), poco se conoce del rol que cumple en la reparación 
de fracturas. Se sabe que las isoformas Wnt4, Wnt5a, Wnt5b, Wnt10b, 
Wnt11, Wnt13 se expresan en la reparación de las fracturas a través de 
la vía canónica de β-catenina(23,24).

La expresión de Wnt3 a los siete días post-implante es un resultado 
que era previsible pues ocurre de forma similar tal como ocurre en 
la esqueletogénesis embrionaria(25). En la reparación de los defectos 
óseos tratados con MOD se inmunomanifestó en las CM sobre las que 
actuó promoviendo la proliferación y diferenciación de esas células. 

La expresión de Wnt3 habría respondido a la activación de sus vías 
de señalización no canónicas que induce BMP-2(26). Así, ambas pro-
teínas operan reclutando a las CM mediante el factor de crecimien-
to del tejido conectivo (CTFG)(27, 11)  La acción conjunta de BMP-2 y 
Wnt3 influyó en la condensación, agregación, proliferación y diferen-
ciación celular observados en esta experiencia y que fueran descrip-
tos en la embriogénesis, en estudios in vitro y en la reparación de las 
fracturas(28,29,30,24,31,25). 

En concordancia con Fischer et al., (2002)(27) observamos que la 
isoforma Wnt3 intervino en la condrogénesis, aunque no se expresó 
en la fase de maduración de los condrocitos.  Avanzada la diferencia-
ción de los condrocitos, Wnt3 nuevamente se inmunoexpresó en los 
condrocitos hipertróficos. Esta nueva expresión, respondería a la acti-
vación del factor de transcripción Runx2(32).

Las características de la osificación observada, se corresponderían 
con el modelo de osificación transcondral y no con el modelo de osi-
ficación endocondral reportado en la reparación de las fracturas(33,34). 
En la osificación transcondral los condrocitos hipertróficos se transdi-
ferencian en células osteo progenitoras sin que se produzca la apopto-
sis de las mismas como sucede en la osificación endocondral(35,36). 

La inmunomarcación de Wnt3 en los osteoblastos revela el rol que 
posee en la proliferación y diferenciación de las células que integran el 
linaje osteogénico. La expresión de Wnt3  en los osteoblastos respon-
de al rol que tienen de prevenir la desdiferenciación en condrocitos(37) 
ya que ésta es una forma también de transdiferenciación(38). 

Wnt3 demostró una variada expresión en la reparación de defectos 
óseos ortopédicos tratados con MOD, semejante a lo que sucede du-
rante la esqueletogénesis en la vida embrionaria(39,40,41).
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El estudio de la DO y DOI permitió establecer la presencia y/o au-
sencia de Wnt3 y a la vez cuantificar el grado de expresión en las distin-
tas fases estudiadas. Las cuantificaciones contribuyeron a establecer 
el grado de participación de cada proteína en el momento analizado.  

Por otra parte, la expresión de Wnt3 inducida por la vía canónica 
y por BMP-2 en las CM pluripotentes señaló el inicio de la cascada de 
eventos de proliferación y diferenciación celular que concluyó en la 
reparación de los defectos.

Conclusión

En el presente trabajo quedó demostrado que Wnt3 se inmunoma-
nifestó en estadios de reparación cruciales como en la proliferación 
y diferenciación de las células mesenquimáticas pluripotentes, en la 
condrogénesis, en la diferenciación de preosteoblastos y osteoblastos 
como así también en los sitios donde se llevó a cabo la osificación.  La 
evidencia expuesta mostró los sitios histológicos como así también la 
cronología de expresión de Wnt3 en la reparación de defectos óseos 
ortopédicos tratados con matriz ósea desmineralizada.
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