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A method for perfusion of isolated canine tibia is described. With this procedure the
influence of different albumins on the uptake of tritiated 25-hydroxyvitamin D3 (JH-
25(OH)D3) by the tibia has been studied. Bovine serum albumin at 1% concentration seems to
be optimum for this system. This experimental approach seems to be useful for the study of
mineral metabolism.

Key words: Perfusion, Bone, 25(OH)D3, Albumin.

La perfusion de organos aislados es una
tecnica de gran utilidad ya que permite
estudiar la integracion de diversos proce-
sos metabolicos en un tejido intacto. Las
ventajas que presenta este modelo experi
mental estriban en que se mantiene el
organo en condiciones fisiologicas simila-
res a las que existen in vivo, evitando
posibles danos ocasionados cuando se tra-
□aja con celulas aisladas o cortes de tejido
in vitro. Los sistemas de perfusion tam-
bien presentan ventajas frente a las tecni-
cas in vivo, ya que permiten aislar el
organo de las interacciones producidas
por el metabolismo del animal intacto
P2).

* A quien debe dirigirse la correspondencia.
Dcpartamcnto expcrimentacion animal. Fun

dacion Jimenez Diaz. Madrid 28040.

Aunque hasta ahora, el estudio bioqui-
mico del hueso se ha realizado fundamen-
talmente en cultivos de tejido oseo (calva
ria), o en poblaciones de celulas aisladas,
existen algunos trabajos realizados con
perfusion de hueso. Asi, MAC INTYRE et
al. (6), utilizaron una tecnica de autoper
fusion de tibia de gato que posterior-
mente fue modificada para permitir la
perfusion con un medio semisintetico
(11). Con esta tecnica obtuvieron una
disminucion de calcio en el efluente san-
guineo del hueso, en respuesta a la calci-
tonina anadida al medio de perfusion.

El metodo de perfusion de hueso utili-
zado por PARSONS y ROBINSON (11) en
gato evitaba la perfusion vascular al bom
bear directamente el medio de perfusion
dentro del hueso trabecular. Tambien se
ha utilizado la perfusion de cuartos trase-
ros de rata a traves de la aorta (3), aunque 
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este sistema tiene el inconveniente de la
heterogeneidad del tejido perfundido,
hueso y musculo esqueletico. Otros auto-
res han utilizado la perfusion in vivo de
pata de perro adulto para estudiar la ac-
cion osea de la hormona paratiroidea y de
los metabolites de la vitamina D (8-10).

En el presente trabajo se describe una
modificacion de la tecnica de perfusion de
tibia de perro aislada (8), con la que se
estudia la captacion de la 25-hidroxivita-
mina D tritiada (3H-25 (OH)D3) por la ti
bia. Debido a la importancia que tiene el
que la 25(OH)D3 se encuentre en su
forma libre (no ligada a proteinas), ya que
esta es la forma metabolicamente activa y,
por otra parte, a la necesidad de utilizar
una macromolecula como agente oncotico
en el medio de perfusion, se estudid la
influencia de diferentes tipos de albumina
en el medio de perfusion sobre la capta-
cion por la tibia de este metabolite mar-
cado con tritio.

Material y Metodos

Reactivos. — Albumina serica humana
(Behringwerke, AG), albumina serica bo-
vina (fraccion V, Sigma), albumina serica
bovina (fraccion V, Pentex, Miles). El
25-hidroxi (26(27)-metil-3H) colecalcife
rol (20 Ci/mmol) y el calcio-47 (> 200
/zCi/mg) fueron obtenidos de Radio
chemical Center (Amersham, U. K.) La
inmunoglobulina E (IgE) humana de mie-
loma, marcada con I125 (8-12 p,Ci//zg) fue
donada por el Departamento de Inmuno-
logfa de la Fundacion Jimenez Diaz.

Sistema de perfusion. — Consta de ca-
mara de metacrilato termostatizada,
bomba de perfusion, bala de carbogeno y
conexiones de plastico Jfigura 1).

La camara de perfusion, basada en la de
MARTIN et al. (8), fue disenada en nues-
tro laboratorio y construida por M. Be-
lenguer (Madrid). Tiene unas dimensio- 

nes de 90 X 40 X 35 cm. El control de la
temperatura se efectua mediante circula-
cion de aire caliente impulsado desde el
termostato mediante un ventilador. Am
bos se regulan mediante un elemento
electronico de control de temperatura si-
tuado en la parte superior externa de la
camara. Su interior esta dividido en dos
partes por una rejilla metalica. La supe
rior contiene: a) una caja de metacrilato
con una tapa abatible en cuyo interior van
dos soportes inclinados, tambien de me
tacrilato, sobre los que se situan los dos
huesos a perfundir. Estos soportes permi-
ten recoger el perfundido procedente del
hueso en el reservorio venoso, situado en
el exterior de la camara, y b) un termo-
metro adosado a la puerta superior. En la
parte inferior de la camara se encuentra el
vaso que contiene el medio de perfusion
(reservorio arterial) sobre un agitador
magnetico. Este vaso tiene una tapa de
plastico con orificios por los que se intro-
aucen tubos de goma para la entrada o
salida del medio de perfusion y para la
entrada del carbogeno.

El gas introducido en el medio de per
fusion (95% 02/5% CO2) tiene la mision
de oxigenar el tejido a perfundir y la de
mantener el pH adecuado del medio.

La bomba peristaltica utilizada (Micro-
qerpex-2132, LKB, Suecia) permite un
'lujo variable desde 0,5 a 500 ml/h y tiene
a ventaja de ser de doble canal, permi-

tiendo asi realizar la perfusion de dos
huesos simultaneamente.

El cateter del sistema arterial, de sili-
cona, tiene el diametro interno de 3 mm y
el extemo de 5 mm. Va colocado directa-
mente en la tapa del vaso de perfusion
(reservorio arterial), pasa a traves de la
bomba y antes de su conexion con la
arteria osea, se une mediante una valvula
de tres pasos a otros dos cateteres, uno
que entra directamente a la arteria nutri-
cia del hueso y otro que permite recoger
muestras del medio de perfusion antes de
su llegada al hueso (efluente arterial).
Cuanoo la valvula se encuentra abierta 
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permitiendo el paso por los dos cateteres
es necesario aumentar la velocidad de la
bomba con el fin de mantener constante
el flujo que llega al hueso mientras se
recogen muestras del efluente arterial.

El cateter de salida de la camara de
perfusion (sistema venoso) es una sonda
vesical de plastico de 40 cm de largo que
va unida directamente al soporte que
mantiene el hueso por el que fluye el
perfundido venoso oseo y que permite
recoger a su salida muestras venosas para
su posterior analisis.

Medio de perfusion. — Consiste en un
tampon de Krebs-Henseleit bicarbonato
con glucosa 5,6 mM y albiimina bovina
1%. Las concentraciones ionicas finales
del medio son (mM): Na+ : 143,5; K+ :
5,9; Mg2+ : 1,2; Ca2+ : 2,5; Cl" : 125,8;
H2PO4-: 1,2;HCO3- : 25.

Preparation del animal y obtention de
la tibia. — Se han utilizado perros de
15-30 kg de peso, desparasitados interna
y extemamente y sometidos a una dieta
estandar durante 10 dfas antes de la inter-
vencidn. El dia anterior a la realizacion
del estudio, con objeto de determinar las
concentraciones sericas de calcio, magne-
sio, fosforo y 25(OH)D, bajo anestesia,
se les extrajeron 20 ml de sangre. El dfa
del experimento, se coloco al perro en
posicion decubito-dorsal sobre la mesa de
operaciones y se le anestesio con tiopental
sodico (pentotal, 25 mg/kg) por via i.v.,
se le heparinizo con 100 U/Kg peso y se
le mantuvo con respiracion asistida du
rante toda la intervencion, mediante intu-
bacion endotraqueal.

En primer lugar, con objeto de contro-
lar la hemorragia que posteriormente se
pudiera producir, se ligo el paquete
vascular-femoral. A continuacion, se se-
paro la tibia por sus articulaciones proxi-
males y distales quedando asf libre el
conjunto de tibia y perone, rodeados de
musculos, que se diseccionaron lo mas
rapidamente posible. Posteriormente, se 

quito el perone con mucho cuidado para
localizar la arteria nutricia, que se limpid
bien de tejido conectivo, y se procedid a
su cateterizacion. Se perfundio con 5 ml
de suero fisiologico, con el fin de com-
probar la perfecta canulacion y eliminar la
mayor cantidad de sangre existente, para
evitar la formacion de coagulos que pu-
dieran taponar el sistema.

Tecnica de perfusion. — Realizada la
canulacion de la arteria nutricia se coloco
la tibia en la camara y se perfundio, du
rante 30 min, a un flujo constante de 2
ml/min con el medio de perfusion ga-
seado continuamente con carbogeno. Este
periodo de tiempo tenia como fin conse-
guir el equilibrio del sistema.

El efluyente que entra en el hueso
(efluyente arterial) sale a traves de toda la
superficie osea y se recoge a la salida
(efluyente venoso) para ser analizado.
Tras el periodo de equilibrio de 30 min se
anadio la sustancia a estudiar y se recogie-
ron muestras simultaneas arteriales y ve
nosas, cada cinco minutos, para su anali
sis. La captacion por el hueso de la sus
tancia a estudiar se expreso como porcen-
taje del gradiente arterio-venoso, me
diante la siguiente formula:

% captacion =-^~7. Y x 100

donde A y V son concentracion en mues-
tra arterial y venosa respectivamente.

Captation inespetifica. — Con objeto
de estudiar la especificidad de la captacion
de una sustancia perfundida a traves del
hueso se realizaron experimentos contro-
les, en los que se hizo circular el medio
de perfusion con dicha sustancia por todo
el sistema, en ausencia del organo.

Determinationes analiticas. — Los ni-
veles sericos de calcio y magnesio totales
se determinaron por espectrofotometria
de absorcion atonuca. El fosforo serico se 
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determine por el metodo de FISKE y SU-
BARROW (4). La 25(OH)D se analizo por
un metodo que comprende una extrac-
cion con acetonitrilo, una purificacion
por cartuchos de Sep-Pak C-18, una se-
paracion por cromatografia liquida de alta
eficacia y una cuantincacion por analisis
de competicion proteica (14).

Resultados

Los niveles sericos de calcio, magnesio,
fosforo y 25(OH)D de todos los perros
utilizados en este estudio se encontraban
dentro de la normalidad.

El control de la tecnica de perfusion se
realize mediante varios criterios: 1) Se
determinaron el pC>2, pCO2 y pH del
medio con objeto de analizar si el medio
de perfusion estaba bien oxigenado, he-
cho que se confirmo con los resultados
obtemdos: pC>2 — 419,8 mm Hg; pCC>2
= 26,82 mm Hg y pH = 7,41.

2) Se perfundio una disolucion de azul
de oromofenol con el fin de visualizar si
la cateterizacion de la arteria nutricia era
correcta y se observe que la disolucion
del colorante salfa por toda la superficie
tiniendo el hueso de modo homogeneo.

3) Se estudio la captacion por la tibia de

Fig. 1. Diagram#. del sistema -de perfusion de
hueso. , .

Fig. 2. Porcentaje de union (espeafica e inespea-
fica) de la 3H-2i(OH)D} al hueso y al sistema con
diferentes albuminas: BSA (Miles) 1%, HSA

(Behringwerke) /% y 0,0017a y BSA (Sigma) 17o.
«n» signifies el numero de experiencias realizadas.

sustancias radioqulmicas marcadas, de di-
ferente afinidad por el hueso. Se inyecta-
ron dentro de la llnea arterial alrededor
de 2.000 dpm de IgE humana de mieloma
marcada con I125. En los cinco primeros
minutos toda la radiactividad inyectada se
recogid en el efluente venoso, lo que in-
dica que la tibia no capta IgE humana. Se
inyectaron 60.000 dpm de Ca47; a los
cinco minutos, el hueso habla captado un
36% de la radiactividad inyectada, elu-
yendo un 64% de la misma. . •

Para conocer el grado de afinidad de la
albumina empleada en el medio de perfu
sion por la 25(OH)D3, se realize una
titulacion de tres diferentes tipos de albu
mina frente a la 3H-25(OH)D3, resul-
tando que solo con la BSA de Miles se
obtema un pequeno porcentaje de union a
la 3H-25 (OH)D3, mientras que con la de
Sigma la union era muy elevada a todas
las concentraciones estudiadas y con la
HSA de Behringwerke, solo a la concen-
tracion de 0,001% se obtuvo un porcen
taje pequeno (tabla I).

Teniendo en cuenta estos resultados se
realizaron diferentes experimentos de
captacion de la 3H-25(OH)D3, anadiendo
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Tabla I. Grado de afinidad de la albumina em-
pleada en el medio de perfusidn por la 25-hidro-

xivitamina D3.

Albumina
%

• Porcentaje de unidn a la 3H-25(OH)D3
BSA

(Miles)
BSA

(Sigma)
HSA

(Behringwerke)

1.0 11,0 90,0 86,0
0,500 8,8 89,0 82,0
0,250 5,4 86,0 80,1
0,125 3,1 83,0 79,5
0,001 — — 10,3

10 /zCi del metabolito tritiado (2 nM,
concentracion final) disueltos en 100 pd
de etanol sobre el medio de perfusion
preparado con cada una de las albuminas
estudiadas a diferentes concentraciones.

La figura 2 muestra la captacion, por la
tibia, de la 3H-25(OH)D3 anadida al me
dio de perfusion con cada una de las
diferentes albuminas. La mayor captacion
del metabolito (43,8 ± 5,9) se obtuvo con
la BSA de Miles al 1% en el medio de
perfusion, siendo ligeramente inferior la
obtenida con la HSA al 0,001% (35,7 ±
3,2). Sin embargo, la captacion inespecl-
fica (en ausencia de tibias) fue de 28%
para la HSA al 0,001% mientras que para
la BSA de Miles al 1% fue solo del 2%.
Con la HSA al 1% y la BSA al 1% se
obtuvieron captaciones mfnimas, de 9,8
± 1,5% y 3± 0,9% (n=3) respectiva-
mente. Estos hallazgos, estari de acuerdo
con la proporcion de metabolito libre
presente en el medio de perfusion (ta
bla I).

Discusion

Los valores de pC>2, pCC>2 y pH aquf
presentados coinciden con los descfitos
por otros autores (5, 13) en distintos sis-
temas. La tibia de perro perfundida ais-
lada no mostro afinidad por sustancias no
selectivas del hueso, como la IgE hu-
mana. Sin embargo, se obtuvo captacion
de Ca47 probablemente por intercambio 

quimico con el componente mineral del
hueso, indicando que el organo habfa
sido perfundido y mantenia ademas su
funcionalidad biologica.

Los resultados muestran que la BSA de
Miles al 1% resulta ser optima en estu
dios de captacion de la 3H-25(OH)D3
por la tibia de perro. El hecho de haber
elegido esta frente a la HSA al 0,001% se
debe a que aunque con esta ultima se
producia una captacion similar, existia el
inconveniente de que no todo el metabo
lito libre presente en el medio de perfu
sion alcanzaba el hueso, ya que parte del
mismo (28%) se adheria a las paredes del
material utilizado (captacion inespecifica).

En este estudio, se confirma el hecho
ya conocido de que los metabolites de la
vitamina D necesitan estar en forma libre
(no ligados a proteinas) para ser captados
por el hueso (7). Esto rue observado en
estudios in vitro sobre cultivo de celulas
de sarcoma oseo en donde se evidenciaba
que la captacion intracelular de metaboli
tes de vitamina D se reducia proporcio-
nalmente por la adicion de proteina liga-
dora de la vitamina D (DBP) al medio de
cultivo. Tambien se ha demostrado que
tanto la captacion como el metabolism©
de la 25(0H)D3 en rinon (1, 2) y hueso
(10) podrian ser inhibidos por la adicion
de DBP.

Todos estos resultados enfatizan la im-
portancia de conocer exactamente que
tipo de medio se utiliza en experimentos
sobre el efecto de los metabolites de la
vitamina D. OLGAARD et al. (10) obser-
varon que varias preparaciones de albu
mina (excepto la rraccion V, Pentex Mi
les) estaban contaminadas con DBP. De
alu los diferentes resultados obtenidos en
la iiteratura sobre el efecto de los metabo
lites de la vitamina D.

En conclusion, el sistema de perfusidn
de tibia de perro aislada, utilizando en el
medio de perfusion BSA de Miles al 1%,
resulta ser un modelo adecuado y util
para estudiar el metabolismo de la vita
mina D.
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Resumen
Se describe una tecnica de perfusion de tibia de

perro aislada con la que se estudia la influencia de
diferentes tipbs de albumina en el medio de perfu
sion sobre la captacion, por la tibia, de la
25(OH)D3 tritiada (3H-25 (OH)D3). Los resultados
muestran que, de las albuminas estudiadas (BSA de
Miles, BSA de Sigma y HSA de Behringwerke), la
BSA de Miles al 1% es la optima para estudios de
captacion de este metabolite por la tibia de perro.
Este modelo experimental es adecuado y util para
estudios del metabolismo mineral.

Palabras clave: Perfusion, Hueso, 25(OH)D3,
Albumina.
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