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RESUMEN

Hemos estudiado la evolucion de los iones calcio, fosforo y magnesio a nivel sérico en animales sometidos
a fracturas experimentales, al mismo tiempo que se comparan los niveles en sangre circulante con los obteni-
dos en sangre de médula dsea. Se aprecia en sangre venosa circulante una disminucién de los niveles de Ca, P
y Mg, tras la realizacion de la fractura experimental, disminucién que permanece a lo largo de la experiencia en
el caso del calcio y del magnesio, mientras que se observa un ligero aumento final en los valores de fosforo. En
sangre de médula 6sea los valores siempre aparecen disminuidos con respecto a los valores iniciales obtenidos
en sangre venosa circulante.
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SUMMARY

The changes of the serum concentration of phosphorus, calcium and magnesium after the experimental
fractures in dogs were studied, and their levels were compared between flowing blood and that of bone
marrow. After a experimental fracture decreased levels of calcium, phosphorus and magnesium in flowing
blood and bone marrow were observed. The levels of calcium and magnesium of flowing blood were decreased
during the whole trial whereas that of phosphorus rise at the end of the trial.

Key-words: Bone marrow blood. Fracture. Ionic levels of Ca, Mg and P. Dog.

INTRODUCCION

El proceso de restauracion de las fracturas
Oseas ha dado lugar a una amplia gama de estu-
dios dentro del campo de la traumatologia, tra-
tando de elucidar, por una parte, las sucesivas
etapas de transformacion del foco de fractura
hasta converger en una restauracion total de la
estructura 6sea (ALEXANDER, 1985) y por

otra, las variaciones organicas que acompafnan
a dicho proceso y que pueden tener efectos es-
timulantes con vistas a acortar terapéutica-
mente la duraciéon del periodo de recuperacion
(LAL et al., 1976).

Por lo que respecta a la primera de las incog-
nitas planteadas los trabajos de investigacion

‘han logrado un considerable éxito presentando

varios modelos bioldgicos que coinciden en las
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lineas generales que explican el proceso de re-
paracion 6sea (HAM, 1969; McKIBBIN, 1978;
ANDERSON, 1980).

En lo tocante a las variaciones organicas que
acompanan a la reparacion, se sabe que las cé-
lulas responden a los estimulos hormonales y
otros cambios del entorno (BACHRA, 1970) re-
gulando la concentracion de iones en la matriz
extracelular (IRVING, 1973 y BOSKEY, 1981).

Los mecanismos responsables de esta regula-
ciébn son ain poco conocidos (McKIBBIN,
1978), ya que de momento sélo se han caracte-
rizado algunas de las sustancias involucradas e
hipotetizado sobre su modo de accion. Asi se
ha prestado atencion a la fosfatasa alcalina y
vitamina C (BOURNE, 1948 y HOSKING, 1978),
calcitonina y paratohormona (SHANKIN-
KERSTEMBAUM et al., 1977), vitamina D
(MELLER, 1984) asi como los niveles de f6s-
foro y calcio (NILSSON, WESTLIN, 1972 y LAL
et al. 1976) que son los iones mas importantes
en el proceso de regeneracidn, acompanados
del magnesio (KOLB, 1971 y CRETON, 1976).

[.a importancia del aporte vascular fue puesta
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de manifiesto por CAWLEY (1962) viéndose
impulsado este enfoque por la aproximacion
experimental de KELLY et al. (1971) que elabo-
ran un modelo que permite determinar exacta-
mente el flujo sanguineo. Dicho modelo ha sido
posteriormente utilizado en numerosos experi-
mentos (PARADIS, KELLY, 1975; KELLY,
BASSINGTHWAIGHTE, 1977; HUGUES et al.,
1979).

La mayoria de los estudios que se ocupan de
este tema realizan la recogida de datos a nivel
de sangre circulante, sin embargo, nosotros
pretendemos, al mismo tiempo, comparar estos
niveles de sangre circulante con los niveles ob-
tenidos en sangre de médula dsea. A este res-
pecto basamos nuestra investigacion en el mo-
delo experimental ya publicado con anteriori-
dad por BONAFONTE et al. (1987).

En este modelo experimental se recogio san-
gre de médula 6sea en perros normales, de-
mostrando que los niveles de calcio, fésforo y
magnesio eran totalmente equiparables con los
obtenidos en sangre circulante recogida en la
vena cefalica.
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FIGURA 1. Valores de calcio, fosforo y magnesio determinados en sangre venosa periférica a lo largo de la

experiencia.
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FIGURA 2. Valores de calcio, fosforo y magnesio determinados en sangre de médula 6sea a lo largo de la
experiencia.

MATERIAL Y METODOS

Se ha utilizado en nuestro estudio experi-
mental un total de cinco perros, de raza mes-
tiza, con edades comprendidas entre los 2y 7
anos y con unos pesos que oscilaban entre los
14 y 25 kilos.

El material quirdrgico empleado para este
trabajo es el estandar en cirugia general, afa-
diendo al mismo un equipo completo de osteo-
sintesis y tornillos de cortical para obturar la
perforacion que se utiliza en la obtencidn de las
muestras de sangre de médula ésea. Se utiliza
ademas una sierra de Gigli para provocar las
fracturas experimentales.

Cuando los animales habian sido separados e
identificados permanecieron 14 dias en cuaren-
tena, periodo de tiempo que se aprovecho para
la desparasitacion interna y externa y para la
adaptacién a la nueva alimentaciéon a base de
pienso compuesto y embutido para perros.

A partir del dia 14, por venoclisis de la vena
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cefalica se comenzaron a tomar muestras de
sangre circulante, repitiéndose las e€xtracciones
cada tres dias hasta completar un total de tres
tomas.

El dia 23 se procede a la intervencién quirtr-
gica, abriendo en la porciéon distal del fémur
una via de acceso a la cavidad medular, que se
utiliza para la extraccion repetida de muestras,
ademas de provocar en la porcién proximal a
dicha via de acceso la fractura completa trans-
versal de la diafisis femoral.

La obtencién de muestras se realizé en los
dias 23, 48, 73 y 98 desde el comienzo de la
experiencia, es decir, cada 25 dias a partir de la
intervencion quirdrgica, completando una es-
tancia postquirdrgica de 75 dias.

Las extracciones se realizaron siempre bajo
anestesia general y tras un periodo de ayuno de
24 horas. En cada extraccion se obtenia sangre
circulante a través de la venoclisis en la vena
cefalica y sangre de médula 6sea a través de la
perforacidon cortical del fémur.
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Técnica quirdrgica

La técnica quirtrgica realizada se basa en el
modelo quirtrgico experimental descrito por
BONAFONTE et al. (1978) para la obtencién de
sangre de médula ésea.

La anestesia se realizo mediante la forma
descrita por BONAFONTE et al. (1987).

La cara lateral del muslo izquierdo se prepa-
raba mediante el rasurado del pelo, limpieza y
desinfeccion de la piel con una solucién al-
cohdlica de timerosal. Los animales eran poste-
riormente transportados a la mesa quirtirgica y
colocados en dectbito lateral derecho aislando
la zona quirdrgica con panos estériles.

Abordamos la diéfisis femoral por separacion
de los mdsculos cuadriceps femoral y biceps
femoral, tras la seccion de la fascia lata y previa
incision cuténea paralela al eje 6seo. En la por-
cion diafisaria distal procedemos a realizar una
perforacion mediante broca de 3’5 mm de dia-
metro, atravesando la cortical hasta llegar a
médula dsea. Dicho orificio se efectia con una
inclinacién inferior a 45° con respecto a la cor-
tical 6sea y en direcciéon proximal. Con el pasa-
machos de 4’5 mm tallamos la rosca en la cor-
tical y avellanamos la superficie Osea, a fin de
asegurar un correcto asentamiento de la cabeza
del tornillo. El tornillo sirve de cierre a la per-
foracién, permitiendo la obtencién de muestras
repetidas con la simple operacion de retirarlo.

Una vez realizado este proceso seccionaba-
mos la diafisis femoral en su porcion proximal
mediante sierra de Gigli, provocando la fractura
diafisaria transversal completa.

La incisién se cierra de la forma habitual,
catgut 2/0 para fascia lata y tejido celular sub-
cutaneo y seda 0 en los puntos de sutura cuta-
nea.

Postoperatorio

Todos los animales se mantuvieron en jaula
de tamano reducido los cinco primeros dias tras
la intervencién quirtrgica, controlando dos ve-
ces al dia el pulso, respiraciéon y temperatura.
Durante este periodo de tiempo se les inyectd
diariamente un compuesto de penicilina-es-
treptomicina a dosis adecuada, asi como antiin-
flamatorios. Tras estos dias pasaban a jaulas de
mayor amplitud (jaulas de paseo) donde perma-
necieron hasta el final de la experiencia.

En ninguno de los casos se observaron alte-
raciones del estado general que indujeran a
instaurar otro tratamiento.

Las heridas quirtirgicas se curaron diaria-
mente durante diez dias procediendo poste-
riormente a retirar los puntos cutineos.
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Técnicas analiticas

El suero se obtiene por procedimientos ruti-
narios (centrifugacion a 3000 r.p.m.).

Determinaciéon de fésforo inorganico. Se hace
mediante espectrofotometria visual (espectro-
fotometro VIS-UV monohaz Jouan, modelo ju«
nior). Como reactivos se emplean, soluciéon de
metasulfito-bora, solucién de sulfito-carbonato,
solucion de ascorbato sodico-hidroquinona,
solucién de molibdato aménico, solucion estan-
dar de foésforo (5 mg/100 ml). El procedimiento
consiste en afnadir a 1 ml de soluciéon de meta-
sulfito-borax 0’1 ml de suero, seguido de
0’25 ml de solucion de ascorbato-hidroquinona,
dejando reposar 15 min a temperatura am-
biente. Se anaden después 2’5 ml de solucion
de sulfito-carbonato y tras reposo de 10 min se
lee la absorbancia de la solucion resultante a
578 n.m. Para cada tanda de sueros se incluye
un blanco y un estandar (RICHTERICH, 1965).

Determinacién de calcio y magnesio. Se rea-
liza mediante espectrofotometria de absorcién
atémica (espectrofotrémetro de absorcidn até-
mica EEL-140). Los reactivos que se emplean
son, solucion stock de calcio (100 mg/l), solu-
cion stock de magnesio (100 mg/l), solucién
stock de magnesio (10 mg/1), solucidn stock de
EDTA (sal disddica) al 3’75%, solucién stock
de EDTA (sal disédica) al 0'78%. El procedi-
miento seguido fue, con las soluciones stock
anteriormente citadas se preparan disoluciones
sucesivas de calcio y magnesio en concentra-
ciones conocidas. La lectura de estas solucio-
nes sirven para establecer las respectivas cur-
vas de concentracién para estos iones.

Se pipetean 0’4 ml de suero y 9°6 ml de so-
lucion stock de EDTA al 0°78%, obteniendo
una dilucién del suero 1/25. Se realiza la lectura
y determinacién de la concentraciéon por com-
paracién con las curvas obtenidas (WILLIS,
1960a y 1960b).

RESULTADOS

Los valores de calcio, fésforo y magnesio
obtenidos tanto en sangre circulante como mé-
dula en las diferentes extracciones se reflejan
en el cuadro 1. En las tres primeras extraccio-
nes s6lo aparecen datos de sangre circulante,
como se explica en el apartado de material y
métodos.

La evolucién de los diferentes valores de es-
tos iones a lo largo del tiempo de la experiencia
se aprecia claramente en las figuras 1 y 2 donde
se representan los valores medios y extremos
de cada uno de los iones, tanto en sangre cir-
culante (fig. 1) como en sangre medular (fig. 2).



Hallando la media de todas las extracciones
tanto en sangre medular como en sangre circu-
lante, para cada uno de los iones, se aplica tests
de comparacion de medias y de varianzas. Los
resultados figuran en el cuadro 2. Se aprecia
que en todos los casos las diferencias de medias
no son significativas. Esto indica que las dife-
rencias observadas en las medias obtenidas en
los tres iones estudiados son debidas al azar.
La varianza de estas series tampoco difieren
significativamente, por lo que se infiere que las
series bioldgicas son estadisticamente asocia-
bles, tanto en lo referente a los valores medios
como a la distribucién de los valores indivi-
duales.

DISCUSION

Los valores obtenidos para los tres iones
estudiados en sangre circulante a lo largo de
toda la experiencia y en todos los animales
pueden considerarse como normales, compara-
dos con las medias especificas que ofrecen los
diversos autores (KOLB, 1971 y KIRK, 1980).

En cuanto a los obtenidos en sangre medular
el tnico punto de referencia son nuestras expe-
riencias anteriores (BONAFONTE et al., 1987) y
las medias halladas tras la realizacién de las
fracturas son sensiblemente inferiores. Dado
que la metodologia fue semejante, a excepcion
de la provocacién de las fracturas, decidimos
efectuar la comparacién estadistica entre las

medias y varianzas de ambas experiencias. En
el ion calcio y en el ion magnesio las diferencias
se manifiestan como estadisticamente significa-
tivas, mientras que en el fésforo las diferencias
son altamente significativas (cuadro 3).

Sin embargo, esta comparacion realizada in-
dependientemente no tiene valor para extraer
conclusiones si previamente no comparamos

también los resultados actuales a nivel de san-
gre venosa circulante con los obtenidos por

BONAFONTE et al. (1987). Esta nueva prueba
estadistica refleja diferencias significativas para
el magnesio y el fosforo y altamente significati-
vas para el calcio (cuadro 3). Por lo tanto, las
diferencias encontradas a nivel de sangre me-
dular en la contrastacion de ambas experiencias
no puede ser tomada como referencia valida,
pues los valores en todo su conjunto, expuestos
por BONAFONTE et al. (1987) son sensible-
mente superiores.

A pesar de lo expuesto anteriormente hay
que destacar algunos puntos de coincidencia.

Los valores de los tres iones estudiados en san-,

gre circulante han sufrido un ligero descenso
aunque no presentasen significacion estadistica
a partir de la realizacién de la fractura experi-

mental apreciandose al final de la experiencia
una ligera elevacion del fésforo. BONAFONTE
et al. (1987) también encuentran esta ligera
disminucion de los valores idnicos a partir de la
colocacion del sistema de extraccion de sangre-
de médula 6sea, y aprecian también la eleva-
cion terminal del ion fésforo.

Los valores que hemos encontrado para los
tres iones en sangre de médula dsea son siem-
pre inferiores a los iniciales en sangre venosa
circulante, lo que ocurre también en las expe-
riencias anteriores (BONAFONTE et al., 1987).

NILSSON y WESTLIN (1972) y MELLER et al.
(1984) demostraron que el fésforo plasmatico
aumenta inmediatamente después de las fractu-
ras para adquirir a los pocos dias los valores
normales. No hemos observado dicho aumento
lo que puede ser debido a la separacién con que
se realizaban las extracciones en nuestra expe-
riencia, donde perseguimos mas las alteraciones
a largo plazo en el periodo de calcificacion, que
las variaciones inmediatas a las fracturas y por
lo que respecta al ion calcio coincidimos con
NILSSON y WESTLIN (1972), quienes aprecian
un descenso de los valores normales que per-
manece durante al menos dos meses, ya que
este descenso se mantiene a lo largo de toda
nuestra experiencia.

Igualmente coincidimos con MELLER et al.
(1984) en sus apreciaciones relativas al ion
magnesio, quienes observan un descenso del
mismo por debajo de sus valores normales tras
las fracturas.
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