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Modelo experimental de fracturas y consolidacion ésea en ratas

Dra. Maria del Pilar Diez Garcia,* Dr. Daniel Chavez Arias,** Dr. Rosalio Mercado Camargo,*** M. en C.
Victor Manuel Dominguez Hernandez,**** Dr. Marco Antonio Torres,***** M. en C. Pedro Alejandro
Lomeli Mejia,**** T.L. Joel Méndez Heredia******

Instituto Nacional de Rehabilitacién
Del Centro Nacional de Rehabilitaciéon. Ciudad de México

SUMMARY. Introduction This is an experimental model of osseous fracture and fracture healing, which begins with the design
and manufacture of a machine to produce standard fractures (Brighton and LandryM3@6ial and methodsThe study of 25
male Wistar rats 300-450 g of weight, managed for tibial shaft fracture and intramedullary nail. Biochemical evaluationCiaa+ K+
P. Biomechanics: Bending strength, yield point, stiffness, absorbed energy. Histological study (patRaegly3.There were 2
transversal fractures, 22 short oblique, 1 multifragmentary; Bending strength, yield point 103.8 + 28.9 N. Observe increase of
(CaNaPKMg) with a maximum at approximately 15 days. Sacrify rats: at 3 days, osseous material on edge, minimum granulation, in-
flammatory cells; 7 days: hemorrhage hyperplasia on margins, osteoblasts, immature cartilage; 13 days: osseous tis§pe; bridge o
riosteum and endosteum, immature cartilage cells, new bone; 21 days: healing of fracture days complete fractuftdtesiosy.
Student’s t test, ANOVADiscussion The model has been repeated in 25 rats, fracture at 80% of energy (transverse and short oblique
fractures), bone absorbs more energy than intramedullary nail. Histological study has normal process of osseous grawdiicen the i
tion stage; formation of soft callus, hard and remodelation, agree with the sanguineus increase (Na Cad®ikcMgipn It is pos-
sible to have an experimental model of fracture production and bone fracture healing.

Key words: experimental model, rats, osteogenesis, regeneration, bone.
Resumen en Espafiol al final

El proceso de produccién de fracturas se ha estudiaddespués de la produccion de la fractura se analizan los
desde la época de Galeno e Hipdcrates, hoy en diaposcesos de consolidacion. Hay nuevas técnicas de biolo-
avances tecnologicos han encontrado nuevas soluciongsaymolecular disponibles para el estudio de la consolida-
diferentes investigaciones para su consolidation. cion Osea, los grupos de estudio se han enfocado a la expre-

Yuehuei, explico la necesidad de tener métodos estarsian génica de la colagena, proteinas y los factores de cre-
para la produccion de fracturas que se pudieran corfigararcimiento en que participa la matriz 6sea durante el proceso
gue existen estudios publicados en la literatura de hablade-reparacion de las fracturas. Hiltunen, estudié la produc-
glesa de métodos manuales y tridimensionales (Bak y Amn de fracturas y describe las caracteristicas bioquimicas,
dreassen) o los que usan guillotina (Jackson, Sarmierftistopatologicas y biomecanicHs.

Northmore Ball, Bonnarens y Ehinborns). Las técnicas ma-En el proceso de consolidacion, el hematoma favorece
nuales no son aceptables porque no tienen control sobrkaleonsolidacion en el hueso y en el periostio, proceso que
fuerza que producen, debiendo ademas tener un grado vasacontrolado por la angiogéneSis.
ble de desplazamiento y de los movimientos de los fragmen-+La valoracion del nitrégeno da la informacion del conte-
tos. En los métodos que usan tres puntos de apoyo, naide de proteinas; la hidroxiapatita valora el total de col&-
puede medir la fuerza de aplicacion. Con el uso de guillotigana, que aumenta en el curso de 9-14 dias; el proceso de
se tiene un control del sitio, velocidad, aceleracion y, pmineralizacion, y la concentracion de calcio se incremen-
ende, la energia con que se produce la lesion. tan hasta en el 60% en relacion con el hueso intacto a los
28 dias, histolégicamente el tejido mesenquimatoso tiene
un maximo en 5 a 7 dias, el cartilago se forma a partir del
quinto dia y hasta el noveno. La formacion peridstica de
hueso nuevo, membranoso, formaré osificacion endocon-

* Jefe de Servicio Rehabilitacion en Traumatologia. dral, el nuevo hueso tiene una formacion lineal que se in-
** Jefe de Division de Rehabilitacion.

e ol e crementa en la consolidacion ésea.

Jefe de Divisién de Investigacion. L, L,
sx+ | aboratorio de Biomecanica. _ Landry publ!co en 1996, la respuesta a la lesion osea ex-
=% Servicio de Anatomia-Patoldgica. plicando los diferentes grupos celulares que aparecen dia
oo Laboratorio de Bioquimica. con dia hasta la consolidacion; en ®dia, existen células

o ) inflamatorias, en el®8dia osteoblastos y material osteoide,
Direccion para correspondenma:
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Dra. Maria del Pilar Diez Garcia. Calz. México-Xochimilco No. 289aI > dlﬁ proliferacion de tejido d% granulacion, al__7 d_la hay
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1000 ext. 13111. en el callo, a los 21 dias se encuentra hueso nuevo en la su-
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perficie cortical*Se valoran el hueso intacto y fracturado, E =%, mv¥

la capacidad de deformacion, carga y cedencia, rigidez y

energia de absorcion. El material de nuestro estudio sometiPonde: Ek es la energia cinética en joules, m es la masa

do a cargas de flexion, se calcula que requiere baja enefgi&d. v es la velocidad m/s. Para el caso de la caida libre,

para obtener fracturas transversas u oblicuas cortas.  |a velocidad al final de la caida se calcula por: v = 2 gh
Se integrara una forma de estudio del crecimiento dgnde: v es la velocidad (m/s), g es la aceleracion de la gra-

tejido, su relacién con los cambios sanguineos de mineraiédad, 9.81 m/s h es la altura, en m:

y la prueba mecanica del hueso fracturado para medir lare.. .. .

. : . - Sustituyendo la ecuacion:

sistencia que tiene el tejido en formactddno de los ob-

jetivos es saber las constantes normales de la rata como E = mgh

base de datos para futuras lineas de investigacion sobre la X

consolidaciéon 6se#® Es importante saber si existe una re- De acuerdo con la ecuacion anterior es claro que la

lacion entre el tejido en formacion, los cambios de elect@nergia es directamente proporcional a la altura, por ello,

litos sanguineos y la rigidez, carga de cedencia y enengiiaincremento en la altura, significara un incremento en la

de absorcion en el callo 6seo de la tibia de rata. energia cinética en la misma proporcion.
Pruebas biomecénicas de las tibias intactas realiza-
Material y métodos ron 22 ensayos de flexidon en sentido antero-posterior, en tres

puntos, de las tibias de rata. Para ello se empled la maquina
Se utilizaron en el periodo de noviembre de 1996 a niversal de ensayos Instron modelo 4502 con capacidad
viembre de 98, 25 ratas macho de la cepa Wistar, de 3@@xima de 10 kN. El registro de los ensayos se llevé a cabo
450 g de peso corporal, para la cirugia de la tibia, comiadiante una computadora personal, con un software Series
aplicacion de un alambre de Kirschner de 0.9 mm de dif: se emple6 una celda de carga de 1 kN (101.9 kg).
metro y se disecaron 22 tibias integras, bajo anestesia coBe disefi6 y construy6 un dispositivo para aplicar carga y
pentobarbital sodico intraperitoneal a dosis de 40 mg/fgra montar en flexion las tibias de rata para su aplicacion du-
corporal, con un calculo de 80% de energia para hacer fiagte las pruebas. La distancia entre los apoyos fue de 14 mm.
turas transversas y oblicuas cortas. La carga se aplica en un punto equidistante de los dos apoyos,
Estudio bioguimicoSe tomo6 muestra de sangre mediagitio donde también coincide la porcion media de la tibia. La
te puncion cardiaca a todas las ratas, antes de la fractuyalycidad de aplicacion de la carga fue de 2.5 mm/min. El en-
el dia de su sacrificio para obtener los valores normalesayo se detuvo cuando se presentd la fractura de la tibia.
saber si existian cambios en los mismos. La sangre se rec@e registraron los siguientes datos del ensayo: desplaza-
lect6 en tubos con gel, se centrifugé a 3,000 rpm duranignto en el punto de cedencia en mm, carga de cedencia en
10 minutos para obtener el suero. Una vez obtenido, se @&nrigidez en N/mm y energia de cedencia en joules. La carga
pleo para determinar el calcio, fosforo, sodio, potasiodg la ruptura no se registré debido a que su valor fue en todos
fosfatasa alcalina, utilizando equipos comerciales y mes casos inferior a la carga de cedencia, adicionalmente a los
diante técnicas colorimétricas. datos proporcionados por la maquina universal de ensayos, se
Estudio biomecanicdSe disefié una maquina para praegistraron el peso de cada rata y la longitud de la tibia.
ducir fracturas controladas de la tibia de la rata, conforma-Se compararon 4 tibias fracturadas con su contralateral
da por las siguientes partes, 1) base, 2) sistema ajustabl@Fiig 1).
apoyo de la pata de rata, 3) dos columnas inferiores, 4) dogstudio histologicoDespués de la realizacién de la fractu-
travesafios, 5) dos columnas superiores y 6) un sistemagdeon el método estandarizado, se sacrificaron las ratas a los
guillotina. El dispositivo se construy6 empleando perfiley 7, 13, 21 y 30 dias, se extrajeron las tibias, se disecaron el
de acero en el taller de prototipos del hospital. La maquiesido blando y 6seo sometiéndose a fijacion con formaldehi-
esta controlada en una combinacion de partes fijas, ajusi@al 10%, posteriormente se descalcificaron en HCI al 10%;
bles y moviles. La base, las dos columnas inferiores, lasseccion del area de reparacion se preparé 1 cm arriba y aba-
travesafos y las columnas superiores son fijas, mienti@gel lecho de la fractura (zona normal), con inclusion en pa-
que el sistema de apoyo de la pata de la rata es ajustahltha, se practicaron cortes longitudinales del tejido 6seo y de
Las partes moviles de la maquina se encuentran en el l¢&-tejidos blandos analizando la celularidad del callo éseo, en
mado sistema de guillotina, el cual se compone de: caibperiostio y en los tejidos adyacentes, se hizo tincién con he-
varilla, tope y guillotina. Durante la etapa de disefio sgatoxilina-eosina, Masson y reticulo.
ajustaron dimensiones de los componentes del sistema destadistica Se emple6 la prueba “t” de Student y el
guillotina para que el peso fuera de 500 g. La caida del $istOVA para comparar estadisticamente los resultados.
tema de la guillotina desde el punto de reposo, hace que
ésta adquiera una velocidad que se incrementa confoRegultados
transcurre el tiempo. Al incrementar su velocidad, se incre-
menta su energia cinétitha energia se calcula mediante De las 25 fracturas producidas fueron: 2 fracturas
la siguiente expresion: transversales (8%), 22 oblicuas cortas (88%) y 1 multi-
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fragmentaria (4%). Se enviaron al laboratorio de biomle-intacta y en la fracturada 10459.9 mm. En rigidez,
canica 22 tibias intactas y 4 tibias fracturadas de 30 dilas. intactas mostraron 503t169.7 N/mm, las tibias fractu-
Las tibias se repartieron en los laboratorios de biomecamidas 347.% 122.7.

ca y patologia, para ser estudiadas 3, 7, 13, 21 y 30 diaPatologia A los 3 dias se encontr6 celularidad, osteoide
después de la fractura. escaso y cartilago. Periostio con actividad y diferenciacion

Laboratorio de bioquimicaEn las determinaciones bio-osteoblastica. Tejido adyacente con inflamacién reactiva.
guimicas se observo un aumento significativo (p < 0.05) enA los 7 dias, celularidad con diferenciacion osteoblasti-
las concentraciones de calcio sérico (Ca+) a los 7, 13, 2day cartilaginosa en el periostio, actividad del tejido adya-
30 dias, comparados con su control (0 dias) del 22 al 3&8¥nte, mUsculo con fibrosis e hipertrofia de las terminacio-
En relacion con el fésforo (P), también existi6 un aumentes nerviosas sensitivas.
significativo a los 7 y 12 dias de 24 y 34% respectivamen-A los 13 dias, celularidad osteoide abundante, hueso jo-
te. La fosfatasa alcalina aumenté significativamente (pven, granulacién, osteoclastos abundantes y osteoblastos,
0.01) en todas las edades comparadas con su control. Etadilago calcificado, periostio laxo adelgazado y vascula-
dio (Na+), potasio (K+) en el cloro (Cl) no mostraron cammizado, tejido adyacente con fibrosis, diferenciacion osteo-
bios con respecto al contr@igs. 2 y 3). blastica y consolidaciéon en etapa avanzada.

Laboratorio de biomecéanicd.as 22 tibias intactas te- A los 21 dias, celularidad, cartilago con calcificacion e
nian un desplazamiento de cedencia en promedio hdgerplasia de osteoblastos; periostio con fibrosis y diferen-
0.3159 mmt+ 0.0789 mm. La carga de cedencia en N, tie@cion osteoblastica y consolidaciéon en etapa avanzada.
como promedio de 103.83 N28.91. La carga de ruptura A los 30 dias hubo consolidacion total.

(N) en promedio fue de 83.6737.97 N.

En cuanto a la rigidez (N/mm), tiene un valor promedi@iscusion
de 439.6+ 124.8 N/mm. La energia de cedencia (J) tiene
un promedio de 0.0199 0.0110 joules. El peso de la rata Las nuevas técnicas de biologia molecular estan dispo-
oscil6 entre 300 y 450 g. La longitud de la tibia medida @#bles para la investigacion de los mecanismos de consoli-

(mm) tiene un valor promedio de 43:21.24 mm. dacién Osea, los grupos de estudio se han enfocado a la ex-
La precarga medida en N tiene un valor promedio de ®#sion genica de la colagena y de otras proteinas de la ma-
+0.37 N. triz y de factores de crecimiento que participan durante la

En las 4 ratas fracturadas de 30 dias, comparadas coreparacion de las fracturas.
contralateral obtuvimos: cedencia de 122845 (mm) en  El proceso de consolidacion tiene que ver con el trans-
porte de calcio, resorcion de tejido conectivo y del metabo-
lismo celular. El hueso y el periostio estan inervados por
fibras sensoriales y simpaticas que pueden contribuir a la

A4 regulacion del flujo sanguineo periéstico y medular.
5 Las fibras nerviosas proliferan en el callo de la consoli-
dacién, cuando se secciona un nervio simultdneamente con
© la fractura de tibia, se efectla la consolidacion en el dia 25.
‘0 Las fibras nerviosas se encontraron en el periostio, en el
160
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callo y en el espacio de la médula 6sea, la mayoria dertess celulares de consolidacion avanzada y el dia 30 se

fibras se expresaron en asociacién con el crecimiento dbserva consolidacion total.

hueso. El dafio de los tejidos profundos induce la produc-El aumento de calcio y del fésforo en las ratas durante

cion de factores de crecimiento que atraen a los nervioly etapas de consolidacion es interesante y nos hace pensar

ademas actuan como factores estimulantes celulares gue a nivel del callo en formacién también existe aumento

favorecen el crecimiento del callo. de los mismos. Estos elementos estan en equilibrio cons-
En nuestro estudio, se evaluaron las tibias de rata qaete y al variar uno varia el otro. Por otro lado, los dias

presentaron una lesién calculada al 80% de energia (fracfue aumentaron, coincidieron con la descripcion histoléogi-

ras oblicuas cortas). ca de las etapas de consolidacion. Es interesante notar que
En relacion con la maquina, el funcionamiento de la actividad de la fosfatasa alcalina, permanecio elevada

absorcion de la energia es directamente proporcional alaante todas las etapas medidas, sugiriendo que el proceso

altura y significa un incremento en la energia cinética da consolidacion continta ain después de formado el callo

la misma proporcion. Es importante comentar que el digke la fractura.

flo contemplé el tipo de acero utilizado, el disefio del dia-

metro y nimero de los barrenos, el calculo del peso y @enclusion

la longitud, tanto de la guillotina como del tope; también

se estudio el volumen y densidad de la varilla, carro, gui-Es posible tener un modelo experimental de produccion

llotina, huecos y el tope, dando asi un total en peso (g)defracturas y consolidacion dsea, que nos permita obtener

497.540 g, coincidiendo con la literatura universal en ql@s datos normales de las variables a estudiar, tomando

utilizan un peso de 500 g, para una altura de 40 cm, as¢@®0 punto de referencia este trabajo para marcar otras li-

como en los resultados se obtuvieron tibias de trazo itkas de investigacion.

fractura oblicua corta. Es muy interesante que la rigidez

del clavo es mayor que la del hueso ya que se presentarBibliografia
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RESUMEN. Un modelo experimental de fracturas y consolidacién 6sea, se inicia con el disefio y fabricacion de maquina de pro-
duccion de fracturas estandar. (Brighton y Landry, 19@6&jerial y métodosEstudiamos 25 ratas Wistar machos de 300-450 g peso,
25 fracturas de tibia, clavo centromedular, evaluamos Na+ K+ Ca+ P fosfatasa alcalina. La resistencia a flexién, carga dé-ceden
gidez, energia absorbida en 22 tibias intactas y 5 fracturadas. Cortes histoRg&otadosDos fracturas transversas, 22 oblicuas
cortas, 1 multifragmentaria. La resistencia a la flexion: se obtuvo carga de cedencia en el hueso 103.8 + 28.9. Obsewemeos incr
to de (Ca+ Na+ P K+ fosfatasa alcalina) con un pico aproximado de 15 dias. Ratas sacrificadas: 3 dias, material ostdeile en bor
granulacién minima, células inflamatorias, 7 dias hemorragia, hiperplasia de bordes, osteoblastos, cartilago inmadaeid@3 dias
0seo, puentes de periostio y endostio, células cartilaginosas inmaduras, hueso nuevo, 21 dias consolidacion 6sea, 8fatias conso
cion total.Estadistica Prueba t Student, ANOVAMiscusion El modelo se ha repetido en 25 ratas, las fracturas al 80% de energia,
(trazo transverso y oblicuo corto). La absorcion de la energia es mayor en el hueso que en el clavo al momento deaetlizar la f
Los cortes histologicos tienen un proceso normal de crecimiento 6seo en las etapas de induccion, formacion de callodjando, dur
remodelacion, coincidiendo con el incremento sanguineo (Na+ Ca+ P K+ fosfatasa alCatich)sion Es posible tener un modelo
experimental de produccion de fracturas y de consolidacion 6sea.

Palabras clave:modelo experimental, ratas, osteogénesis, regeneracién, hueso.
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