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Estudio experimental de la consolidacion de fracturas
en la desnutricion proteica.
Utilizacion de calcitonina en ratas desnutridas

R. GUARNIERO, T. E. P. DE BARROS, C. A. DE FREITAS, C. JUNQUEIRA, A. PEDRINELLI, M. DE ANDRADE
y P.R. DOS REIS

Facultad de Medicina de la Universidad de Sao Paulo. Sao Paulo. Brasil.

Resumen.—L os autores estudian el papel de la Calcitonina en la consolidaciéon de fracturas expe-
rimentales producidas en la tibia izquierda de 65 ratas albinas adultas. Los animales se dividian en
cuatro grupos. El grupo A compuestos por 20 animales con una dieta normal y recibiendo 5 U/Kg
de peso de Calcitonina diaria por via intramuscular; e grupo B por 20 animales alimentados con
una dieta no proteica y recibiendo Calcitonina diariamente y a la misma dosis que en €l grupo A; e
grupo C es el grupo de control, compuesto por 15 animales alimentados con dieta normal y sin me-
dicacién; por ultimo e grupo D, también de control, compuesto por 10 animales alimentados con
dieta no proteica y sin medicacion. A los componentes de la dieta no proteica se afiadié fécula de
maiz (Maizena®) que fue el origen calérico. Las fracturas fueron protocolizadas de forma que fueron
similares en lo que respecta a su loralizacion en dialisis asi como su forma y trazo; se escogieron las
tibias para nuestro estudio debido a la facilidad con que dichas fracturas podian realizarse a mano.
En todos los grupos los 2 animales fueron sacrificados a las 3 semanas de provocada la fractura. Du-
rante este intervalo, los animales fueron alimentados con la dieta asignada a cada uno de los grupos,
con o sin la administracién de inyecciones intramusculares de calcitonina. Los animales de cada gru-
po se situaron en la misma caja, con agua «ad libitum» y sin restriccién de movimientos. El hueso
fue estudiado macroscopicamente, radioldgicamente y microscopicamente mediante técnicas histol6-
gicas e histomorfométricas con piezas tefiidas con hematoxilina-eosina. Todas las preparaciones fue-
ron estudiadas por microscopia optica. Los resultados llevaron a los autores a la conclusion de que
la curacioén de la fractura en hueso largo curaba mas rapido y el callo era cualitativamente mejor en
animales tratados con Calcitonina, cuando eran comparados con los grupos de control.

EXPERIMENTAL STUDY ON THE CONSOLIDATION OF FRACTURES. THE ROLE OF
CALCITONIN IN RATS WITH RESTRICTION PROTEIN DIET

Summary.—The authors studied the role of Calcitonin in the consolidation of experimental frac-
tures produced in the left tibiae of 65 adult Albino rats. The animals were divided in four groups:
Group A: 20 animals on a normal diet, receiving Calcitonin 5 U/kg body weight, intramuscular daily;
Group B: 20 animals fed on a no-protein diet and receiving Calcitonin in the same dosage as Group
A and daily; Group C: Control group- 15 animals on normal diet and without any medication; and
Group D: Control group- 10 animals on no-protein diet and without any medication. To the compo-
nents of the non-protein diet was added maize starch (Maizena® ) which was the calory-source. The
fractures were standardized to meet the conditions of the experiment such as fractures should be -
milar concerning both their localization in the diaphyses and their shape and trace; tibiae were cho-
sen for our study due to the readiness with which handmade fractures can be produced. In all groups
the animals were killed three weeks after the fractures had been carried out. During this interval,
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animals were fed on the diet assigned to their respective groups, with or without administration of in-
tramuscular injections of Calcitonin. Animals in each group were placed in the same cage, with water
ad libitum and no restriction to movements. The bone healing was studied macroscopically, radiolo-
gically, and microscopically through histologic and histomorphometric techniques with the samples
stained with hematoxilin-eosin. AD slices were studied by optic microscopy. The results led the aut-
hors to the conclusion that long bone fracture healing progressed faster and the calli were qualitati-
vely better in animals treated with Calcitonin, when compared to the controls.

INTRODUCCION

La Calcitonina es considerada como una hormo-
na que podria actuar favorablemente en la consoli-
dacion de las fracturas estimulandola y acelerando
el proceso (1, 2). No obstante, trabajos experimenta-
les llevados a cabo para demostrar esta eficacia no
muestran efectos significativos de esta hormona en
el proceso de consolidacion (3-5).

Los posibles beneficios de la calcitonina sobre la
consolidacion son consecuencia de su efecto inhibito-
rio sobre la actividad osteoclastica, quedando estimu-
lada por tanto la actividad osteobléstica (1, 2, 6, 7).

En este trabajo experimental procuramos evi-
denciar el efecto de esta hormona en e formaciéon
del callo 6seo en fracturas de huesos largos en ratas
sometidas a la administracion intramuscular de
calcitonina sintética de salmon.

MATERIAL Y METODOS

Se utilizaron 65 ratas albinas adultas de raza Wistar
de ambos sexos, con un peso inicial que variaba entre
200 y 390 gr. divididas en cuatro grupos (tablal).

El primer grupo (grupo A) estaba compuesto por 20
animales, alimentados con dieta normal. Después de rea-
lizadas experimentalmente las fracturas, estos animales
permanecian alimentados con esta misma dieta y reci-
biendo una inyeccién intramuscular diaria de calcitonina
a dosis de 5 Ul/Kgr/dia, hasta sacrificarlas a las 3 sema-
nas de producida la fractura

El segundo grupo (grupo B) estaba compuesto tam-
bién por otros 20 animales, alimentados con una dieta sin
proteinas (tabla Il) durante los 15 dias anteriores a provo-
carles las fracturas. Estos animales permanecian con la
misma dieta y recibiendo inyecciones intramusculares dia-

rias de calcitonina, en dosis de 5 Ul/Kgr/dia, sacrificando-
las también alas 3 semanas de provocadas las fracturas.

El tercer grupo (grupo C) estaba compuesto por 15
animales alimentados con dieta normal durante 3 sema-
nas, hasta que fueron sacrificadas y servian como control
en este experimento sin recibir calcitonina.

El cuarto grupo (grupo D) lo componian 10 anima-
les, mantenidos con una dieta sin proteinas durante un
periodo de 15 dias, antes de provocarles las fracturas.
Estos animales permanecian con esta misma dieta para
servir como control, sin recibir calcitonina y fueron sa
crificados a las 3 semanas de producidas las fracturas.

Se escogieron ratas adultas como animales de experi-
mentacion porque tienen algunas ventgjas, tales como el
bajo coste y fécil manutencion en jaulas colectivas; facil
produccién de fracturas experimentales en huesos largos
con caracteristicas similares en cuanto a localizacion y for-
ma del trazo. Esta fractura experimental en la rata muestra
una rapida curacion y no es necesario mantener una inmo-
vilizacion externa. A los animales les fue permitida la acti-
vidad normal sin restricciones en cuanto a deambulacion.

La dieta no proteica dada a los animales de los gru-
pos B y D se describe en la tabla Il. A sus componentes
se afiadi6 fécula de maiz (Maizena®) como aporte cal6ri-
co. Esta es una dieta habitual para la malnutricion expe-
rimental (8).

Antes de realizar las fracturas los animales fueron
pesados. Los animales fueron anestesiados con éter etili-
co para la produccion de la fractura y fueron sacrifica
dos en todos los grupos, a las 3 semanas mediante una
sobredosis de un agente anestésico.

Tabla Il: Composicién de la dieta no proteica.

Composicion Gramos

94.500

240,000

120.000

Tablal: Disefio del experimento. 65 animales. FeSO, (NH4),(S04),H,0 . 21.600
CaBO, § Callewmnmminimnmsnmsnsssmisy 1.200

Grupo \iimero Dieta Medicacion®  Saerificio™* 1D 1L 1.200
2B, e 1.500

\ 20 Normal + 3 semanas | SO— 0.0063

B 20 No-proteica + 3 semanas O 1 F—— 720.000

g 15 Normal — 3 semanas Acido Benzoico 30.000

D 10 No-proteica —— 3 semanas Fécula de Maiz 0.8, v sanirensive 30.000.000
Calctraaiun. S UMKgr posc/dis T TOTAL (30 kegr. dieta) -ooereeeeeeeereeeseeseseseeee 1.230.063

“* Después de la fractura experimental
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Tabla I11: Peso medio (gr) de los animales (Grupos A y C).

Grupo Inicial

Sacrificio
A 200,25 321,95
C 228.47 200.07
Grupo A x Grupo C: Inicial 7z=4.48 (%)
Sacrificio z=3.73 l,""’]
*) Significativo p<0.03 o
Tabla IV: Peso medio (gr) de los animales {Grupos By D},
Grupo Inicial 2-semanas Sacrificio
B 359.58 331.20 285.00
D 291.00 224.00 189.30
Grupo B x Grupo D: Inicial 7z=4.00 (*)
2 semanas  z=+.30 (¥}
Sacrificio 7z=4.18 (%)

¢ Significativo p<0.03

Criterios de valoracion

El material fue estudiado en lo referente a los cambios
de peso sufridos por €l animal durante el experimento, va-
loracion radiolégica del proceso de consolidacion, y valo-
racion macroscopica e histolégica dd callo de fractura.

— Valoraciéon del peso: en los animales de los grupos
Ay C € pesgje fue realizado € dia de produccion de las
fracturas y cuando se sacrificaron los animales. En €l
grupo B y D se pesaron a comienzo del periodo de la
dieta no proteica, a llevarse a cabo la fracturay el dia
de sacrificio (tablas [Il y V).

— Valoracion radiolégica: una vez sacrificados los ani-
males, fueron disecadas sus patas traseras y posteriormente
estudiadas radiograficamente. Se utilizaron proyecciones ra-
diogréficas laterales, puesto que la proyeccion anteroposte-
rior resulta dificil el obtenerla sin desarticular la rodilla (9).

— Valoracién macroscopica: se valor6 manualmente la
movilidad en e foco de fracturay se establecieron grados
sobre una escala que variaba de 0 a2 (10, 11). La fractura
consolidada sin movilidad en e foco durante e test manual
fue etiquetada como grado O; cuando habia total movilidad
en € foco recibia el grado 2; mientras que cuando la movi-
lidad era intermedia se puntué como grado 1.

400 o — 5
300 [ '|
{ | ! : ? ;érupo A 20
' § | '| { ©Grupo B 20 |
200 [. | i 7 |EGrupo C 15
1 I | b 1 =Grupo D 10 |
A {
100 1 . |
= ||
,-..i_i_.v ! ! _ =
INICIAL 2 SEMANAS FINAL

Figura 1. Gré&fico mostrando la variacion en peso medio de los
animales a comienzo y fina del periodo experimental.
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Figura 2. Imagen radiogréfica amplificada. Piezas de los ani-
males del grupo A. Observar el calo externo.

— Valoracién histolégica: las piezas se fijaron con
formalina e 10%, decalcificadas con acido nitrico a 7%
e incluidas en parafina. Se obtuvieron las preparaciones
microscopicas y se estudiaron tras ser tefiidas con he-
matoxilina-eoxina. Todas las preparaciones fueron ob-
servadas mediante microscopia Optica. La valoracién
histolégica ayudd a determinar la cantidad de tejido fi-

Figura 3. Valoracién radiogréfica. Piezas de los animales del
grupo B.
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Tabla V: Valoracién macroscoépica.

TablaVIl: Valoracién histolégica. Cartilago.

Grado Grupo A Grupo B Grupo ¢ Grupo D Grado Grupo A Grupo B Grapo C Grupo D
0 20 (100%) 10 (52.6%) 8 (33.3%) 0 (0) 0 0 {0 0(0) 0{0) 0 (0)
1 0 (0) 8 (42 1%) 7 (46,6%) 4 (10%) +/++ 16 (88.8%) 9 (47.3%) 4 (20.6%) 8 (80%)
2 0 (0} 1 {5.2% 0 0) 6 (60%) FH/ A+ 210 1%) 10 (52.6%) 11 (73.3%) 2 (20%)
20 19 15 10 GRUPO A X GRUPO (0 X2=13.27  Significativo p<0.05
X2 +0* T.05% T.00% 5.60 GRUPOB X GRUPOD X2=2.88  No significativo

(*) Significatinve p<tL.03

Tabla VI: Valoracién histolégica. Fibrosis.

Grado Grupo A Grupo B Grupo C Grupo D

0 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0)
+/++ 18 (100%) 15 (78.9%) 8 (53.3%) 2 (20%)
+++/++++ 0 (0) 4 (21%) 7 (46.6%) 8 (80%)

GRUPO A X GRLPO € N*=10.66  Significativo p<0.05
GRUPO B X GRUPO D X2=9.39  Sjgnificativo p<0.05

broso, cartilaginoso y 6seo presentes en las muestras pa-
ra la histomorfometria.

— Andlisis estadistico: para el andlisis estadistico
fueron utilizados tests no-paramétrico. Asi, la variacion
del peso de los animales fue comparada por e test sefial,
andlisis de la varianza de Friedman y el U-test no para-
métrico de Mann-Whitney; para el andlisis macroscépico
fue utilizado € test del chi-cuadrado (x?) y para e andli-
sis histolégico fueron utilizados €l test no paramétrico de
Friedman y el U-test de Mann-Whitney (8).

RESULTADOS

— Variacion del peso: en lastablas 3 y 4 asi como
en la figura 1 se observa la variacion del peso de los
animales en los diferentes grupos, a comienzoy fina
del periodo experimental y el dia de produccién de la
fractura experimental, asi como su andlisis estadistico.

— Valoracién radiolégica: notamos un callo
0se0 de mejor calidad en las muestras de los ani-
males de los grupos Ay B que recibieron calcitoni-
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Figura 4. Gréfico mostrando el resultado de la valoraci6on ma-
croscopica.
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Tabla VIH: Valoracion histoldgica. Hueso.

Grado Grupo A Grupo B Grupo € Grupo D
0 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0)
+/++ 0 (0) 10 (52.6%) 5(33,3%) 10 (100%)
+++/++++ 18 {100%) 9 (47.3%) 10 (66.6%) 0 (0)

GRUPO AN GRUPO € X2=7.07  Significativo p<0.05
GRUPO B X GRUPO D N2=0.87 Significativo p<(L.05

Tabla I X: Andlisis histomorfométrico (%).

Tejido Grupo A Grupo B Grupo € Grupo D
Fibrosis 0.4+ 20.60 17.10 57.70
Cartilago 16.78 ++.50 23.10 19.60
Hueso 73.78 34.00 39.80 22.80
\F 31.00 (*) 1680 (*)  12.20 (*) 8.60 (*)

J*2 significativo p<0.03

na comparados con los controles. Las figuras 2y 3
ilustran alguno de estos aspectos.

— Valoracion macroscopica: los resultados del
test macroscOpico se muestran en latabla 5 y figura
4. En € grupo A se observa consolidacion total en
todas las muestras, mientras que en el grupo C este
resultado fue Unicamente alcanzado en el 53,33%
de las piezas (diferencia estadisticamente significa-
tiva) . En los animales del grupo B, la consolidacion
ocurrié en el 52,63% de las muestras, mientras en
el grupo D no se observé consolidacion total, resul-
tado este Ultimo estadisticamente significativo.

80 i Ry o S ey —_—
| . |
! ; '
60 | : |
‘% | I E’Erhpo;!
£ i | 1 | |:1Grupo B
g 40 | II S5 j | |=Grupo C|
. . ; \mGrupo D]
20| Cww |||
I ‘ : | l i !
oLl H EREE |
Flbrosis Cartilago Hueso
Tejido

Figura 5. Gréfico mostrando el resultado de la valoracion mi-
croscopica. Andlisis Histomorfométrico.
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Figura 6. Aspecto microscopico. Tejido éseo. Grupo A (Hema-
toxilina-eosina x 120).

Figura 7. Aspecto microscopico. Tejido fibroso. Observar la

congestién vascular. Grupo A (hematoxilina-eosina x 120).

Figura 8. Aspecto microscopico. Tejido cartilaginoso. Observar
la congestién vascular. Grupo A (Hematoxilina-eosina x 120).

Figura 10. Aspecto microscopico. Tejido 6seo. Grupo B (He-
matoxilina-eosina x 120).

— Valoracion histoldgica: € resultado de la va-
loracion con respecto a cantidades de tejido fibroso,
cartilaginoso, 6seo y andlisis histomorfométrico de
las piezas se muestra en las tablas 6, 7, 8y 9y fi-

Figura 9. Aspecto microscopico. Tejido cartilaginoso. Observar
la congestion vascular. Grupo B (Hematoxilina-eosina x 120).

Figura 11. Aspecto microscopico. Tejidos 6seosy cartiloginoso.
Grupo B (Hematoxilina-eosina x 120).

gura 5. Verificamos que la formacion de tejido
0se0 se favorecié en aquellas muestras de animales
gue recibieron calcitonina, tanto en dietas norma-
les como no proteica. El tegjido fibroso aparecia en
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grandes cantidades en las muestras de los animales
del grupo de control, mientras la presencia de teji-
do cartilaginoso era similar entre los grupos. En las
figuras 6, 7, 8, 9, 10y 11 se muestran los princi-
pales hallazgos del analisis histoldgico.

Por el andlisis histomorfométrico verificamos
cantidades decrecientes de tejido 6seo en los grupos
A (73,78%), grupo C (59,80%), grupo B (34,90%)
y grupo D (22,80%).

En relacion al tejido fibroso comprobamos can-
tidades decrecientes en grupo D (57,70%), grupo B
(20,60%), grupo C (17,10%) y grupo A (9,44%).

Con respecto a la cantidad de tejido cartilagi-
noso fueron observadas cantidades similares en to-
dos los grupos, siendo mayor en €l grupo B.

DISCUSION

La consolidacién 6sea es un fendmeno fisiolégi-
ca de significado actual ya que existen muchas du-
das y problemas todavia no resueltos respecto al
proceso de curacion.

Los estudios sobre fracturas producidas experi-
mentalmente deberian ser similares para poder re-
alizar comparaciones, como han sefialado muchos
autores (5, 12 y 13). Deben ser similares con res-
pecto a su forma, trazo y localizacion. En nuestro
modelo se realizaron facilmente mediante osteocla-
sia manual, consiguiendo asi el mismo trazo y loca-
lizacion, no ofreciendo dificultades para el modelo
experimental conforme a las observaciones de Urist
y MacLean (14).

En nuestro modelo no se utiliz6 fijacion metali-
ca con objeto de facilitar el estudio de la formacion
del calo en cada pieza, sin interferencia de la sin-
tesis y sin reaccion tisular que interfiera e proceso
de curacién, hecho ampliamente admitido en la li-
teratura (5, 13, 15-17).

Coincidimos con Aro y cols. (9, 18) que la etapa
més importante en la consolidacion Gsea es la forma:

cion de un puente dseo intacto entre los fragmentos
0seos fracturados. Seglin estos autores, las fracturas
experimentales en las tibias de rata alcanza €l estadio
de osificacion tras un intervalo de cuatro semanas.
Basandonos en estas observaciones decidimos que los
animales fueran sacrificados tres semanas después de
la produccién de las fracturas, puesto que asi seria
posible e estudio de forma satisfactoria de todo e
periodo precoz de regeneracion del calo de fractura

Los resultados macroscOpicos muestran que las
piezas de los animales del grupo A, alimentados
con dieta normal y a los que se administré calcito-
nina, ya mostraban consolidacion 6sea a las tres
semanas. Estas observaciones estéan de acuerdo con
otros trabajos previos (1, 6, 7) que sefialaban la
formacién de mayores callos de fractura en los ani-
males que recibian calcitonina comparandolos con
el grupo de control. Esto es debido a la despropor-
cion entre formacion de tejido 6seo y reabsorcion.

Los resultados de la valoracion de los compo-
nentes tisulares en las distintas piezas, mostraba la
formacién de grandes cantidades de tejido 6seo en
las fracturas de los animales de los grupos A y B.

Durante la formacion del callo se produce un
aumento de la sintesis proteica y de colégena por
parte de los condroblastos y osteoblastos, asi como
multiplicacion de las células osteogénicas y su di-
ferenciacion a osteoblastos (17, 19). La accion de
la calcitonina seria el favorecer la actividad osteo-
bléstica, secundariamente a la inhibicion de la re-
absorcion, pero afiadimos con Dellingy cols. (1) y
basandonos en este estudio que no podemos esta-
blecer con certeza esta accién y es posible que pu-
diera ocurrir un aumento en la neoformacién ésea.

Es imposible un estudio similar en ser humano
por la naturaleza de esta investigacion y las innume-
rables variables que se verian envueltas, influencian-
do asi los resultados. Mientras que basandonos en
estudios realizados en animal de laboratorio, tenemos
evidencias para afirmar la accion favorable de la cal-
citonina sobre la consolidacién de las fracturas.
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