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Resumen

1. RESUMEN

1.1 Resumen (espafiol)

La regeneracidn dsea es un proceso continuo en el que la actividad osteoclastica (destructora) y
la osteoblastica (formadora) se suceden de forma coordinada. El objetivo es que el hueso mejore
su forma y arquitectura para cumplir con sus funciones como soporte mecanico. Un hueso
debidamente remodelado sustituira al original. Pero hay situaciones en las que la capacidad de
reparacion 0sea se ve superada y se requiere una cantidad de regeneracion tal que excede el propio
potencial del tejido 6seo. Estas situaciones se dan en los grandes defectos de huesos largos
provocados por traumatismos de alta energia, por resecciones tumorales amplias, infecciones,
aflojamientos protésicos o por el tratamiento de determinadas deformidades esqueléticas.

En este campo y en los Ultimos afios nuestro grupo de investigacion ha desarrollado los vidrios
mesoporosos bioactivos, bioceramicas mas avanzadas que hemos elegido para nuestro proyecto
por dos caracteristicas diferenciales; generar la respuesta in vitro mas rapida descrita por un
biomaterial y presentar un alto volumen de poros para albergar moléculas osteogénicas.
Simultdneamente a través de un equipo conjunto de investigacion, se ha demostrado el gran
potencial osteoinductor de la osteostatina (PTHrp 107-111) cuando se afiade sobre una bioceramica,
con ventajas sobre las BMPs. Si a ello le sumamos la accion de las células mesenquimales
considerabamos fundamental el crear y probar en un modelo animal un nuevo biomaterial que
incluyera tanto el vidrio mesoporoso como la osteostatina y las células, con el objetivo de sentar

las bases en el desarrollo de un equivalente tisular que pueda llegar a utilizarse en clinica humana.

Objetivo

Analizar la reparacion ésea de un defecto critico de conejo a nivel radiocubital a través de un
andlisis histologico y de imagen, tras implantar un equivalente 6seo fabricado a partir del vidrio
mesoporoso bioactivo 76%Si0,-15%Ca0-5%P.0s-4%2Zn0 enriquecido con osteostatina y/o

células mesenguimales.
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Resumen

Material y métodos

Material

Se han fabricado soportes biocerdmicos a partir de vidrios mesoporosos bioactivos que presentan
alto volumen de macroporos y canales. Estos soportes 76%SiO,-15%Ca0-5%P.0s-4%2Zn0, una
vez fabricados se han recubierto por inmersion en gelatina al 2,4% (peso/volumen), polimero
endurecedor biocompatible, con baja antigenicidad y alta bioabsorcién in vivo. Como Gltimo paso
y segun el grupo de estudio, se han sembrado con células madre mesenquimales obtenidas de
médula 6sea humana y/o cargado con osteostatina por impregnacion 24 horas antes de su

implantacion.

Disefio experimental

31 conejos hembras adultas ex-reproductoras de aproximadamente 4-5 kg de peso (+/- 500 g), de
raza “Conejo gigante de Nueva Zelanda” y mas de 18 semanas, fueron intervenidas mediante la
realizacion de un defecto critico en el cubito de una de sus patas delanteras. El defecto se cred
mediante osteotomia diafisaria con una sierra oscilante y sustraccion de 15 milimetros tras
medicion directa y cumpliendo con las maximas condiciones de esterilidad. Posteriormente, el
defecto se rellenaba con el material asignado. La eleccion de la pata derecha o izquierda se realizd
de forma aleatoria.

Para la cirugia se empled sedacion preanestésica con dosis intramusculares de xylazina (25
mg/kg), ketamina (4 mg/kg) y atropina (1 mg/kg). En el inicio de la cirugia, mantuvimos la
ketamina con dosis de 1-1.5 mg, afiadiendo halotano al 3-4% de mantenimiento con mascarilla.
Las intervenciones se llevaron a cabo bajo profilaxis antibiética mediante cefazolina de 50 mg/kg,
en dos dosis. La primera dosis se administro tras la induccion anestésica y la segunda transcurridas
12 horas. Para el tratamiento del dolor se empled meloxicam 5 mg/ml y en el sacrificio utilizamos

el método de la sobredosis anestésica con equipromacina y tiopental.
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Resumen

Se crearon tres grupos experimentales:
o Grupo B+O: biocerdmica y osteostatina.
o Grupo B+C: bioceramica y células.

o Grupo B+C+0: bioceramica, células y osteostatina.

Cada uno de los grupos contaba al menos con nueve conejos inicialmente y dos tiempos de
seguimiento, seis y doce semanas. Y cada uno de los tiempos tenia asignado un control con

bioceramica sin sefales ni células afiadidas.

Andlisis

Para determinar los efectos de nuestro biomaterial, los especimenes se sacrificaron a las 6 y 12
semanas. Las muestras fueron analizadas mediante tres tipos de analisis:

e Analisis macroscépico

Se registraron los datos quirdrgicos, incidencias y el aspecto macroscépico del defecto tras la
implantacion del material correspondiente.

¢ Analisis histolégico

Tras la toma de muestras dseas una vez sacrificados los animales de experimentacion, éstas fueron
conservadas en etanol de 96° para su fijacion y conservacién. Al tratarse de muestras dseas no
descalcificadas, fueron lavadas con agua y serradas para delimitar macroscépicamente las zonas
de lesion. Posteriormente, las piezas fueron deshidratadas mediante inmersion en soluciones de
etanol de gradacion creciente.

Los protocolos de tincién empleados fueron Tricromico de Goldner y Von Kossa, que permiten
distinguir el osteoide del hueso calcificado, asi como la morfologia y distribucion de las células
en el tejido.

Las imagenes microscopicas de las muestras histoldgicas se captaron utilizando una maquina

fotografica Nikon digital Sight DS-smc acoplada a un microscopio 6ptico Nikon eclipse 90i.
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Resumen

e Anélisis de imagen
Las muestras fueron analizadas con radiografia y escaneadas con el micro-TC de pequefio animal
SuperArgus (Sedecal) analizdndose las caracteristicas del hueso neoformado mediante las
siguientes variables:
o Volumen de hueso en el &rea a estudio: BV/TV.
o Parametros trabeculares: grosor trabecular (Tb.Th); namero trabecular (Tbh.N);
separacion trabecular (Tb.Sep).
o Parametros corticales en los bordes del defecto: Ct.Ar (area de hueso cortical/volumen
cortical, mm?); Ct.Ar/Tt.Ar (fraccion cortical, %); Ct.Th (media de grosor cortical, mm).
Estas variables se integraron en una interfaz, BoneAnalytics, desarrollada en MATLAB siguiendo
un enfoque modular y basada en la programacion orientada a objetos. Los datos medidos se
guardaban automaticamente en una tabla de Excel individual para cada muestra.
e Andlisis estadistico
Para el andlisis estadistico se emple6 el test no paramétrico de Kruskal Wallis para muestras
independientes con el factor de correccion de Dunn para los valores de los parametros éseos
medidos en los tres grupos de estudio. Para la comparacion dentro de cada grupo de dichos valores
0seos con respecto al tiempo de seguimiento empleamos el test no paramétrico U de Mann
Whitney. Valordbamos el efecto mediante la diferencia de medias y la precision mediante el
intervalo de confianza del 95%. En todos los casos, como grado de significacion estadistica se

considerd un valor de p < 0,05.

Resultados

El nimero total de ceramicas implantadas fue de treinta y una. Once del grupo B+C, seis en el
tiempo de seis semanas y cinco en el de doce. Nueve en el grupo B+0O, con cinco con seguimiento
de seis semanas y cuatro en el de doce semanas. Y nueve en el grupo B+C+0O, con cuatro y cinco
respectivamente.

Hubo seis pérdidas durante el seguimiento; ninguna de ellas en el postoperatorio inmediato.
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Al analizar el aspecto macroscopico, observamos un buen resultado en 16 de las 23 piezas. En los
casos de B+C+0O y B+0, cuatro de cada grupo presentaban un relleno completo del defecto con
buena consistencia. Esto ocurria de forma similar en dos de los casos de B+0. En otras seis piezas
correspondientes a los tres grupos de estudio destaca un relleno completo, pero de consistencia
fibrosa.

A nivel histolégico, a las seis semanas y con relacion a la respuesta 6sea, hay mas reaccién del
hueso adyacente a la cavidad del defecto en los casos del grupo B+0O, encontrando procesos de
formacion 6sea mas activos, que presentan hueso regenerado. Teniendo en cuenta el factor de
maduracion del tejido conectivo desarrollado en la cavidad del defecto, el grupo B+C presenta
una mayor maduracion. A las doce semanas, el grupo que desarrolla mas procesos de formacion
Osea sigue siendo el B+O. Ademas, presenta una respuesta homogénea, ya que en el grupo
B+C+0 hay grandes diferencias entre los casos, con hueso regenerado pero con disposicion
irregular de las trabéculas y zonas aun no totalmente mineralizadas. Con respecto a la presencia
de restos de material, de forma generalizada en todos los grupos, éstos, o bien son pocos o estan
ausentes, lo que implica una degradacion de material.

En el estudio de imagen, cdmo era previsible, segun avanza el tiempo los resultados encontrados
fueron mejores en cuanto a la induccion de una mayor formacién 6sea. En el anélisis estadistico,
de los ocho resultados significativos, seis fueron en el grupo B+C+O, concluyendo que es este
grupo el que induce una mayor regeneracion ésea sobre todo a las 12 semanas, con un mayor
BV/TV, Th.Th, Th.N y grosor cortical. Importante sefialar, que este efecto positivo significativo

se observa tanto en hueso trabecular como en hueso cortical.

Discusion

Nuestro presente estudio ha sido el primero en investigar en un defecto critico de modelo animal
los vidrios mesoporosos bioactivos, mejorados por afiadir un ion osteogénico y bactericida como
el zinc y un pentapéptido osteogénico y antirresortivo, la osteostatina, ademas de las células

mesenquimales. Los resultados, en resumen, sugieren que los vidrios que contienen Zn?*, células
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Resumen

madre mesenquimales y osteostatina mejoran significativamente la reparacion en defectos criticos
debido a la induccién de una mayor formacion dsea a la vez que se produce la degradacion de los
implantes. Sin embargo, seran necesarios estudios in vivo que incorporen un nimero de controles
mayor para permitir una comparacion con una significacion suficiente, cumpliendo con las
normas de la ética animal, en animales superiores como ovejas 0 cerdos y con tiempos

experimentales mas prolongados, necesarios antes del uso clinico de estos materiales.
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1.2 Resumen (inglés)

Bone regeneration is a continuous process in which osteoclastic (destroying) and osteoblastic
(forming) activities occur in a coordinated way. The objective for the bone is to improve its shape
and architecture to fulfill its functions as a mechanical support. A properly remodeled bone will
replace the original. But there are situations in which the bone repair capacity is exceeded and
require an amount of regeneration that exceeds the bone tissue's own potential. These situations
occur in large bone defects caused by high-energy trauma, extensive tumor resections, infections,
prosthetic loosening or by the treatment of certain skeletal deformities.

In this field, our research group has developed the most advanced bioactive mesoporous glasses,
bioceramics that we have chosen for our project due to two differential characteristics; generate
the fastest in vitro response described by a biomaterial and present a high volume of pores to
house osteogenic molecules. Simultaneously, through a joint research team, they have
demonstrated the great osteoinductive potential of osteostatin when added to a bioceramic, with
advantages over BMPs. If we add the action of mesenchymal cells to this, we consider it essential
to create and test a new biomaterial in an animal model that includes both glass and osteostatin
and cells, with the aim of laying the foundations for the development of a tissue equivalent that

can be used in humans.

Objective
Analyze the bone repair of a critical rabbit defect at the radio-ulnar synostosis through histological
and image analysis, after implanting a bone equivalent made from the bioactive mesoporous glass

76%Si02-15%Ca0-5%P205-4%2Zn0 enriched with osteostatin and / or mesenchymal cells.

Material and methods
Material
Bioceramic supports have been manufactured from bioactive mesoporous glasses that have high

macropore volumes, useful for keeping osteogenic molecules. These supports, 76%SiO,-
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Resumen

15%Ca0-5%P,05-4%Zn0O, once manufactured, they have been coated by immersion in 2.4%
gelatin (weight/volume), a biocompatible hardening polymer with low antigenicity and high in
vivo bioabsorption. As a last step and according to the study group, they have been seeded with
mesenchymal stem cells extracted from human bone marrow aspirate and / or loaded with

osteostatin by impregnation 24 hours before their implantation.

Experimental design

Thirty one ex-breeding adult female rabbits weighing approximately 4-5 kg (+/- 5009) of the
“New Zealand Giant Rabbit” breed and over eighteen weeks of age, were operated on by
performing a critical defect in the ulna of its front legs. The defect was created by diaphyseal
osteotomy with an oscillating saw and 15-millimeter subtraction after direct measurement and
complying with the maximum sterile conditions. Subsequently, the defect was filled with the
assigned material. The choice of the right or left leg was made randomly.

Pre-anesthetic sedation with intramuscular doses of xylazine (25 mg/kg), ketamine (4 mg/kg) and
atropine (1 mg/kg) was used for surgery. At the beginning of the surgery, we maintained the
ketamine with a dose of 1-1.5 mg, adding 3-4% halothane with mask maintenance. The
interventions were carried out under antibiotic prophylaxis using cefazolin at a dose of 50 mg/kg,
in two doses. The first was administered after anesthetic induction and the second after 12 hours.
For pain treatment, 5 mg/ml meloxicam was used and in the sacrifice we used the method of

anesthetic overdose with equipromazine and thiopental.

Three experimental groups were created:

0 Group B+0: bioceramics and osteostatin.

0 Group B+C: bioceramics and cells.

0 Group B+C+0: bioceramics, cells and osteostatin.

Each of the groups had at least nine rabbits initially and two follow-up times, 6 and 12 weeks.

Each of the times was assigned a control with bioceramics with no added signals or cells.
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Analysis

To determine the effects of our biomaterial, the specimens were sacrificed at 6 and 12 weeks. The
samples were analyzed by three type of analysis:

e Macroscopic analysis

Surgical data and macroscopic appearance of the defect were recorded after implantation of the
material.

e Histological analysis

After taking bone samples once the experimental animals had been sacrificed, they were
conserved in 96° ethanol for their fixation and conservation. As they were not decalcified bone
samples, they were washed with water and serrated to macroscopically delimit the lesion areas.
Subsequently, the pieces were dehydrated by immersion in ethanol solutions of increasing
gradation.

The staining protocols used were Trichrome by Goldner and Von Kossa, which allow
distinguishing the osteoid from the calcified bone, as well as the morphology and distribution of
the cells in the tissue.

Microscopic images of the histological samples were captured using a Nikon digital Sight DS-

smc photographic machine coupled to a Nikon eclipse 90i optical microscope.

e Imaging analysis
The samples were analyzed with radiography and scanned with the SuperArgus small animal
micro-CT (Sedecal), analyzing the characteristics of the newly formed bone using the following
variables:
o Volume of bone in the study area: BV / TV.
o Trabecular parameters: trabecular thickness (Th.Th); trabecular number (Tb.N);
trabecular separation (Th.Sp).
o Cortical parameters at the edges of the defect: Ct.Ar (cortical bone area / cortical
volume, mm?); Ct.Ar/Tt.Ar (cortical fraction,%); Ct.Th (mean cortical thickness,

mm).
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These variables were integrated into a software, BoneAnalytics, developed in MATLAB
following a modular approach and based on object-oriented programming. The measured data

was automatically saved in an individual Excel table for each sample.

e Stadistic analysis

For statistical analysis we used the SPSS. Statistical evaluation was carried out with the non-
parametric Kruskal Wallis test for independent samples with Dunn's correction factor for the
values of the bone parameters measured in the three study groups. For the comparison within each
group of these bone values with respect to the follow-up time, we used the non-parametric Mann
Whitney U test. We assessed the effect through the average difference and precision through the
95% confidence interval. In all cases, a value of p < 0.05 will be considered as a degree of

statistical significance.

Results

The total number of ceramics implanted was thirty one. Eleven from group B+C, six in the six-
week period and five in the twelve-week period. Nine in the B+O group, with five with a six-
week follow-up and four in the twelve-week group. And nine in the B+C+0O group, with four and
five respectively.

There were six losses to follow up; none of them in the immediate postoperative period.

When analyzing the macroscopic appearance, we observed a good result in 16 of the 23 pieces.
In the cases of B+C+0 and B+O, four of each group presented a complete filling of the defect
with good consistency. This happened in a similar way in two of the B+O cases. In six other
pieces corresponding to the three study groups, a complete filling stands out, but with a fibrous
consistency.

Histologically, at 6 weeks and in relation to the bone response, there is more reaction of the bone
close to the defect cavity in the cases of group B+O, finding more active bone formation
processes, which present regenerated bone. Taking into account the maturation factor of the

connective tissue developed in the defect cavity, group B+C seems to have a higher maturation.
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At 12 weeks, the group with bone formation processes is still the B+O. In addition, it is the group
with a more homogeneous response, since in the case B+C+0 there are large differences between
cases, which show regenerated bone, with an irregular arrangement of the trabeculae and areas
not yet fully mineralized.

Regarding the presence of remains of material, in a generalized way in all groups, these are either
few or absent, which implies a degradation of material.

In the imaging study, as expected, as time progresses, the results found were better in terms of the
induction of greater bone formation. Of the eight significant results in the stadistic analysis, six
were in the B+C+0, concluding that it is this group the one that induces greater bone regeneration,
especially at 12 weeks, with better BV/TV, Th.Th, Th.N and cortical thickness. It is important to

note that this significant positive effect is observed in both trabecular and cortical bone.

Discussion

Our present study was the first to investigate bioactive mesoporous glasses in a critical defect in
an animal model, enhanced by adding an osteogenic and bactericidal ion such as zinc and an
osteogenic and antiresorptive pentapeptide, osteostatin, in addition to mesenchymal cells. Our
results, in summary, suggest that glasses containing Zn?* with added mesenchymal stem cells and
osteostatin significantly improve repair in critical defects due to the induction of bone formation
at the same time as implant degradation occurs. However, in vivo studies with a greater number
of controls will be necessary to allow a comparison with sufficient significance, complying with
the standards of animal ethics, in higher animals such as sheep or pigs and with longer

experimental times, necessary before the clinical use of these materials.
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2. INTRODUCCION

2.1 Biologia 6sea

2.1.1 Introduccién
La regeneracién dsea es un fendmeno natural que ocurre durante toda nuestra vida. EI hueso, se
modela y remodela para adaptarse a los cambios biomecénicos y para mejorar su calidad y
resistencia. Esa capacidad del hueso, restitutio ad integrum, ocurre también en situaciones
puntuales en las que el hueso necesita adaptarse a nuevos requerimientos de soporte como ocurre
tras una fractura, una lesion tumoral, una infeccion o una pérdida de masa ésea.
Solo a partir del conocimiento de este proceso y de sus interacciones comprenderemos las

soluciones que buscamos para tratar las patologias que le afectan.

2.1.2 Composicién

El hueso estd formado fundamentalmente por matriz 6sea y células. La matriz dsea, posee un
veinte por ciento de componente organico formado por colageno tipo uno, proteinas (osteocalcina,
osteonectina, osteopontina, proteoglicanos, citoquinas y factores de crecimiento), lipidos y
osteoide. Y un componente inorganico que constituye el setenta por ciento, principalmente
compuesto por fosfato célcico. La matriz mineral le confiere rigidez y la orgéanica, resistencia y
cierto grado de elasticidad (Miller, 2016).

El otro componente fundamental del hueso son las células con dos lineas de accion diferenciadas
que necesitamos conocer para entender los mecanismos de reparacion Osea. La linea
osteoformadora se inicia con las células madre mesenquimales que se diferencian, mediadas por
factores de transcripcion (RUNX2 y otros), a osteoblastos y osteocitos. Los osteoblastos son las
células formadoras de hueso, que sintetizan y secretan matriz 6sea. Cuando se activan sintetizan
el osteoide, regulan la mineralizacion e inician la resorcion dsea. En la figura 1, se puede observar

una representacion esquematica de esta estructura.
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Hueso trabecular

Osteoide (matriz desmineralizada) _
Osteoblastosactivados ~
Osteoblastosinactivos —~ )

moH—"_4g
Osteocitos .Lf
Osteoclastos (lagunas Howship) = /-

Trabéculas

Fig 1. Representacion esquematica de la estructura del hueso trabecular (modificacion Netter)

Bajo el microscopio éptico los osteoblastos se reconocen por su forma cuboidea o poliédricay su
agrupacion monoestratificada de tipo epitelioide en la superficie donde se esta formando hueso.
Poseen un nucleo excéntrico y un citoplasma amplio con un reticulo endoplasmatico muy
desarrollado y abundante aparato de Golgi como corresponde a una célula productora de proteinas
de matriz. Ademas, los que son maduros emiten unas prolongaciones delgadas hacia esa matriz
gue conectan con los osteocitos (Welsch et al, 2016).

Los osteocitos, son osteoblastos maduros que quedan atrapados en la matriz mineralizada. Se
ocupan de mantener la homeostasis del calcio y el fésforo ademas de actuar como sensores para
la reparacion del hueso. Expresan proteinas como el factor de crecimiento fibroblastico que regula
el metabolismo del calcio actuando sobre el rifidn; la proteina de la matriz de la dentina que regula
la mineralizacion de la matriz; o la fosfoglicoproteina de la matriz que inhibe la mineralizacion y
cuya delecion en animales de experimentacion incrementa la masa 6sea. EI hecho de estar tan
rodeados por la matriz formada podria suponer una caracteristica negativa para establecer una
comunicacion celular, sin embargo, no ocurre asi. Cada osteocito se instala en una cavidad
conocida como laguna osteocitaria que contiene entre cuarenta y sesenta procesos dendriticos que
emergen del cuerpo en todas direcciones y viajan dentro de canales estrechos llamados
canaliculos. Los osteocitos vecinos se ponen en contacto mediante estos procesos celulares y

transmiten sefiales moleculares a través de esta compleja red lacunocanalicular que les permite
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ademas de relacionarse entre ellos, comunicarse con otras células de la superficie y de la médula
0Osea.

Debido a esta posicion estratégica los osteocitos son las células ideales para recibir los estimulos
mecanicos siendo responsables de traducir la deformacion mecanica en sefiales reguladoras de
osteoblastos y osteoclastos. El concepto de que el esqueleto adapta su estructura a las cargas
mecénicas fue inicialmente propuesto por Julius Wolff (1892) a través de su ley. A finales de los
ochenta esta idea fue extendida por Harold Frost que desarroll6 la hip6tesis del mecanostato para
explicar la adaptacion dsea a las fluctuaciones mecéanicas (Frost, 2003). Son esas fluctuaciones
las que regulan la vida de los osteocitos. Niveles fisioldgicos de carga mecanica reducen la
apoptosis y la resorcién 6sea.

La linea destructora esta compuesta por osteoclastos y mastocitos. Los osteoclastos son células
gigantes multinucleadas, de estirpe monocito-macréfago, que reabsorben hueso. Su funcién
principal es la de degradar la matriz ésea liberando calcio. Su accion esté regulada por hormonas
como la PTH, calcitonina e IL-6. Necesitan para su accién la activacién de los osteoblastos que
expresan RANK-L, que uniéndose a su receptor RANK lo activan iniciandose asi la liberacion de
proteasas y degradando colageno (figura 2). Otra proteina implicada en este proceso es la OPG.
Segregada por células mesenquimales de la médula 6sea, tiene una gran afinidad por el RANKL

y lo inhibe evitando la formacion de osteoclastos.

Pro-osteoclasto

Osteoclasto
®monwona.

c-Fms

1,25 OH Vit. D2
PTH

PGE2
IL-1

RANK : r
@ ° ® RANK

\
| - T T
Ostocaso | @ ®

Activado I/ )

Fig 2. Via de activacion del osteoclasto
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La regeneracion Osea corre a cargo de las unidades basicas multicelulares formadas por
osteoclastos que reabsorben hueso y osteoblastos que depositan osteoide. En este proceso de
formacion y destruccién se formaran dos tipos de hueso (Delgado, 2019). A nivel microscopico,
fibrilar o inmaduro, que encontraremos en callos de fractura, huesos en crecimiento y en algunos
procesos tumorales; y hueso laminar o maduro, producto de la remodelacion de hueso existente.
En el proceso de remodelacion 6sea el hueso inmaduro o fibrilar daré lugar a hueso maduro o

laminar tras un correcto proceso reparativo.

Cartilago.

Hueso esponjoso

Epifisis

Linea epifisaria

A
y /_". A ’.,/_-" e
> ) Ay
( g Hueso trabecular
3 / )/ Hueso cortical compacto
i Periostio

Canal medular

3 Al Capilares
L/ Canales de Havers y Volkmann

: * "4=¢—1 Hueso cortical
!

Fig 3. Representacion esquematica de la estructura y composicion del hueso (modificacion Netter)

A nivel macroscdpico, distinguiremos hueso esponjoso y hueso cortical, ambos representados en
la figura 3 sobre la estructura y la composicion del hueso (Smith et al, 2011). El hueso esponjoso
o trabecular constituye aproximadamente un treinta por ciento del total de la masa 6sea. Presenta
un alto recambio dseo y un remodelado superficial y su mision es la de dar soporte estructural sin
incrementar el peso del esqueleto debido a la interconexion que existe entre sus trabéculas. El

hueso cortical o compacto se organiza en osteonas. Cada una de ellas contiene capas concéntricas
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de matriz calcificada con osteocitos que se encuentran en lagunas. En el centro tienen un canal
(canal de Volkmann) que permite el paso de vasos sanguineos procedentes del periostio. Este
hueso posee cierta porosidad a pesar de su denominacion y presenta una tasa de recambio unas

ocho veces inferior al esponjoso.

2.1.3 Modelado y remodelado 6seo
e Modelado: es el proceso por el cual el hueso cambia de forma u orientacién por la accion de
las fuerzas mecénicas adaptandose asi el esqueleto a la funcion a la que esta sometido.
¢ Remodelado: proceso complejo mediante el que el hueso se renueva para mantener su
resistencia y la homeostasis mineral, y que se realiza con la actividad coordinada de los

osteoblastos y osteoclastos.

La regeneracion Gsea es un proceso continuo en el que la actividad osteoclastica (destructora) y
la osteoblastica (formadora) se suceden de forma coordinada. El objetivo es que el hueso mejore
su forma o su arquitectura para cumplir con sus funciones, principalmente como soporte
mecanico.
El periodo de remodelado en humanos suele durar un tiempo de entre cuatro y seis meses con una
primera fase en la que se produce la reabsorcion y una segunda fase de formacidn désea. Pero son
muchos los factores que influyen en este proceso:
o Factores genéticos: la raza o por ejemplo enfermedades que disminuyen la sintesis de
colageno o el metabolismo de los mucopolisacéridos.
o Laedad: a medida que aumenta, predomina la resorcion dsea.
o Factores nutricionales: el calcio, el alcohol o la cafeina.
o Enfermedades concomitantes como la diabetes que retrasa la proliferacion celular y
reduce la osificacion.

o Factores bioquimicos: PTH, vitaminas, citoquinas, factores de crecimiento, etc.
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Uno de los factores més importantes en este proceso de remodelado es la PTH, hormona que juega
un papel clave en la regulacién de la homeostasis fosfocalcica. Pero en cualquier caso y dados los
factores implicados, lo que es fundamental es que siempre debe existir un equilibrio entre la
formacion y la resorcion del hueso para mantener constante la masa 6sea. Un remodelado 6seo
elevado disminuye la resistencia 6sea por alteracion de la estructura y uno demasiado lento
también, porque aumenta la posibilidad de microfracturas disminuyendo la calidad y por tanto
también la resistencia de ese hueso.

Una vez finalizado este proceso, un hueso debidamente remodelado sustituira al original. Pero
hay situaciones en las que la capacidad de reparacion Gsea se ve superada y en las que se requiere
una cantidad de regeneracién que excede el propio potencial del tejido 6seo. Estas situaciones son
los grandes defectos de huesos largos provocados por traumatismos de alta energia, por
resecciones tumorales amplias, por infecciones, por aflojamientos protésicos o por el tratamiento

de determinadas deformidades esqueléticas.

2.2 Defectos 6seos

2.2.1 Definicion y tipos de defectos

El hueso es una estructura rigida con gran plasticidad morfoldgica. La interrupcién de esa
estructura, de esa continuidad 6sea o cartilaginosa es lo que define un defecto 6seo. El problema
de su clasificacion es la variedad de causas que los producen. Ejemplo de ello son las fracturas de
alta energia, las resecciones tumorales, infecciones que precisan amplios desbridamientos,
lesiones por explosion o cirugias para correccion de deformidades. Es dificil llegar a un consenso
que sirva para distinguir unos de otros y decidir cuando son criticos.

De forma general, los clasificamos en cavitarios, cuando producen una cavidad en el hueso y
segmentarios, cuando falta un segmento de hueso (Bucholz et al, 2003). La clasificacion por su
tamano, si bien estd muy discutida en la bibliografia, es lo que va a determinar nuestro tratamiento

y las decisiones respecto a su viabilidad.
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Centrandonos en el objeto de esta tesis, los defectos segmentarios se clasifican en tres tipos en
funcidn de la pérdida 6sea. Tipo 1, cuando afectan a menos del 50% del didmetro del hueso; tipo
2, si comprometen mas del 50% pero se mantiene contacto en uno o0 méas puntos de la cortical, y
tipo 3, cuando el defecto no posee continuidad en ningun punto de la cortical. Segln su longitud,

tendremos defectos que pueden ser criticos cuando superan los dos centimetros.

2.2.2. Defecto 06seo critico

Los defectos criticos son, por definicion, aquellos que tienen un tamafio tal que impide la
reparacion por los mecanismos habituales. Sin ayuda, no se repararian por si mismos. En estos
defectos estdn comprometidos los dos factores primordiales para la consolidacion, la estabilidad
y la vascularizacion. Por su tamafio, no van a presentar estabilidad mecénica. Habra movilidad en
el foco y falta de aposicion de los fragmentos. Por su mecanismo de produccién, traumatico,
tumoral o infeccioso, presentaran una pérdida de aporte vascular y, por tanto, una disminucion de
la tension local de oxigeno, lo que afectard a la actividad celular y a su sefializacion.

En general, un defecto mayor a dos centimetros o que supere el cincuenta por ciento del diametro
del hueso en que se produce se define como defecto critico. Pero esta definicion depende en parte
del hueso del que hablemos, su localizacion y el estado de los tejidos que lo rodean. De ahi la

falta de consenso actual y de unificacion de criterios.

2.2.3 Consolidacion 6sea
La consolidacion es un proceso de regeneracion tisular, no de cicatrizacion, que se da Unicamente
en tres tejidos de nuestro organismo; la cornea, el higado y el hueso. EI hueso se repara con su
propia estructura y para ello necesita dos factores bésicos que condicionan este proceso.
Estabilidad, definida como ausencia de movilidad o de separacion de los fragmentos, y
vascularizacion.

Teniendo esto en cuenta podemos diferenciar dos tipos de consolidacion:

30



Introduccion

e Directa, cortical o primaria: en defectos con reducciones anatbmicas y, por tanto, estables.
Sin participacion de tejido cartilaginoso ni callo de fractura.
¢ Indirecta o secundaria: en fracturas inestables o defectos con movilidad interfragmentaria
0 amplio espacio entre los fragmentos.
La indirecta o secundaria seria el tipo de consolidacién esperada en nuestro defecto. En ella,
encontraremos un proceso de reparacion con cinco fases en el tiempo que pueden solaparse. Una
fase inicial de hematoma dara lugar a la fase de inflamacidon y posteriormente a la de reparacion
en la que se empieza a formar un callo blando por activacion de osteoblastos o condroblastos en
funcion de la presencia de oxigeno, alta en el primer caso, baja en el segundo. La cuarta fase es
la de osificacion encondral, que dard paso a la formacién de hueso inmaduro fibrilar y
posteriormente a hueso maduro, laminar tras la fase final de remodelacion.
Cuando hablamos de defectos criticos son muchos los factores a tener en cuenta y que impiden
que este proceso funcione. Los pilares basicos descritos dentro del concepto de diamante y
definidos por Peter V. Giannoudis (Andrzejowski y Giannoudis, 2019) son cuatro, considerando
un huésped con unas condiciones adecuadas y un buen aporte vascular: presencia de células,
factores de crecimiento para su diferenciacion, una estructura donde se fijen, proliferen y se
desarrollen esos componentes celulares y un correcto entorno mecanico que proporcione

estabilidad. En la figura 4 se representa de forma esquematica este concepto.

OSTEOGENICIDAD ‘ ‘ OSTEOCONDUCCION

‘ Células | ‘ Estructura ‘

Aporte vascular
+

Condiciones del

huésped
Estabilidad

ENTORNO MECANICO ‘

Factores de crecimiento |

OSTEQINDUCCION ‘

Fig 4. Representacion esquematica del concepto de diamante
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En los defectos criticos no tendremos entorno estable, ni una buena vascularizacion, ni estructura
sobre la que generar hueso. Por ello los tratamientos se basan en la basqueda de materiales que

cumplan con esas condiciones bien en forma de injertos o de sustitutos 6seos.

En un buen material buscaremos estas tres caracteristicas:

e La osteogenicidad: capacidad de formacion 6sea. Depende fundamentalmente de las
celulas, osteoblastos o indiferenciadas, que si encuentran unas condiciones Optimas
podran transformarse en osteoblastos y osteocitos y de esta forma participar en la
formacion de hueso nuevo.

e La osteoinduccién: capacidad del material implantado para transformar células
progenitoras osteocompetentes del huésped y mesenquimales en osteoblastos. Esta
cualidad dependera en gran parte de la presencia de factores de crecimiento.

e La osteoconduccion: capacidad de un soporte 0 matriz para actuar como andamio para el
crecimiento 6seo proporcionando estabilidad mecénica y porosidad suficiente para
albergar moléculas en sus canales. Sus propiedades vendran determinadas por su
configuracion tridimensional y su capacidad de reabsorcion.

Con estas bases, nos enfrentamos a la dificil busqueda del sustituto éseo ideal.

2.3 Estrateqgias actuales de reparacion para defectos 6seos

Las principales estrategias de las que disponemos para reparar los defectos 6seos en la actualidad

son la regeneracién 6sea guiada, la osteodistraccion, los injertos y los biomateriales.

2.3.1 Regeneracion 6sea guiada
La idea de la regeneracion dsea guiada surgid en los afios setenta, pero no fue hasta 1984 cuando

Nyman y Gottlow introdujeron el término de osteopromocion definiéndose como la utilizacion
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de materiales de barrera para conseguir la cicatrizacion de un area de hueso definida impidiendo
asi la invasion del defecto por células de tejidos competitivos no osteogénicos (Gottlow et al,
1984). Las células conectivas tienen una velocidad de proliferacion superior a las células 6seas
(0.5 mm al dia respecto a 50 um) ademas de acudir antes a las zonas de lesion. EI concepto se
basaba en interponer una barrera fisica que impidiese la invasion previa por esas células
conectivas, mas rapidas, manteniendo asi un espacio delimitado con membranas que a su vez
guian el crecimiento 6seo. Desde entonces, se ha investigado mucho sobre los tipos de barreras
que se podian utilizar. Pueden ser membranas no reabsorbibles, como las mallas de titanio o el
politetrafluoretilo, que requieren la retirada. O reabsorbibles como las de coladgeno o polimeros
de lactico y glicdlico, cada vez mas utilizadas por su biocompatibilidad y capacidad de ejercer de
barrera.

Recientemente en nuestra especialidad, ha cobrado interés la técnica descrita por Masquelet, que
consiste en crear un tejido bioldgicamente activo, denominado membrana inducida, colocando
temporalmente un espaciador de polimetilmetacrilato (PMMA) en el defecto 6seo que se extrae

a las seis semanas y se sustituye por injerto 6seo o aspirado de médula 6sea (Masquelet, 2017).

2.3.2 Osteodistraccion
Esta técnica, mas empleada en la correccion de deformidades que en el tratamiento de los defectos
06seos, consiste en provocar una fractura y separar progresivamente los dos fragmentos de forma
estable mediante el uso de fijadores externos estirando el codgulo de fibrina formado para crear

un puente 6seo.

2.3.3 Injertos 6seos
Hoy en dia disponemos de cuatro tipos de injertos 6seos que empleamos en nuestra practica

clinica:
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e Autoinjerto o injerto autélogo

El injerto aut6logo de hueso esponjoso es y ha sido durante muchos afios el patron oro. Es
osteogénico por sus células mesenguimales y osteoblastos; osteoinductor por los factores de
crecimiento que posee y osteoconductor por su armazon de hidroxiapatita y colageno.

Puede ser de cortical, con menor nimero de células pero mejor soporte estructural, 0 esponjoso,
con mas células pero menor capacidad de soporte. Como desventajas, presenta una disponibilidad
limitada, produce morbilidad de la zona donante y complicaciones descritas hasta en un cuarenta
por ciento de casos en algunas series siendo las mas frecuentes las lesiones neurolégicas, el dolor,
el hematoma o alteraciones estéticas de la cicatriz.

El més frecuentemente utilizado es el de la cresta iliaca. También el de peroné, metafisis tibial o

las costillas.

e Aspirado de médula 6sea
Se trata de un concentrado de células precursoras mesenquimales con capacidad osteogénica. Su
obtencidn puede ser de cresta iliaca, fémur, tibia o cuerpo vertebral, pudiendo implantarlo en el
momento de la extraccion o tras su cultivo para la expansion celular en laboratorio.
El mas utilizado en la actualidad es el fresado-aspirado de médula ésea con sistema RIA (Reamer
Irrigation Aspiration) empleado para pseudoartrosis o defectos 6seos segmentarios de huesos

largos ya que produce mas volumen de injerto que el obtenido de cresta iliaca (Cox et al, 2011).

e Aloinjerto
Injerto procedente de hueso de miembros de la misma especie de un banco de tejidos. Fresco,
congelado, liofilizado o desmineralizado. Sin capacidad osteogénica y con menor potencial

osteoinductor por los procesos de esterilizacion que precisa para su implantacion.
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Si bien su disponibilidad es ilimitada, presenta como desventajas que precisa de la infraestructura
de un banco de huesos y donantes, puede desencadenar respuesta inmune y trasmitir

enfermedades con una probabilidad de uno por un millon.

e Matriz 6sea desmineralizada (MOD)
Aloinjerto tratado para eliminar su componente mineral, pero dejando la estructura colagena y
proteinas no colagenas incluyendo factores de crecimiento. Mantienen una estructura similar a la
trabecular dsea, pero sin capacidad osteoconductora y sin ofrecer soporte estructural. Es
osteoinductora al producir actividad ostecondrogénica de las células pluripotenciales y

osteoclastos.

2.3.4 Biomateriales

Un biomaterial es un material disefiado para actuar con sistemas bioldgicos con el fin de tratar,
aumentar o reemplazar algun tejido, érgano o funcion del cuerpo. En concreto, como sustitutos
Oseos empleamos materiales naturales o sintéticos que semejan algunas caracteristicas
estructurales del hueso, tratan de restaurar el defecto existente y en algin caso, conseguir la
regeneracion tisular sin poder proporcionar gran resistencia a la carga (Gémez Barrena et al,
2020). Deben ser compatibles con el organismo para evitar un efecto inflamatorio, porosos para
permitir la invasion celular y vascular, y rapidamente biodegradables para no modificar las
propiedades mecéanicas del tejido a reparar.

Respecto a los tipos de biomateriales varias han sido las clasificaciones propuestas. Atendiendo
a su origen podemos hablar de biomateriales naturales o sintéticos. Si el criterio es la respuesta
que produce en el organismo hablaremos de activos, cuando inducen la formacion de hueso o
inertes, si no intervienen en la osteogénesis, afiadiendo a esto el hecho de ser biodegradables o
no. En cuanto a su naturaleza quimica distinguimos los sintéticos o artificiales y los de origen

biolégico.
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Clasicamente se dividen en tres grupos; metales, polimeros y cerdmicas. Hablaremos de este

Gltimo grupo dado el interés para nuestro proyecto.

Ceramicas

Las cerdmicas son biomateriales inorganicos no metalicos. Se clasifican en:
e Inertes: Alimina (Al.Os), circonio.

Presentes desde la primera generacién. Las actuales, ya de tercera, se obtienen por sintesis a

elevada presion y temperatura de polvo cristalino, consiguiendo unas ceramicas de alta pureza

y grano pequefio para disminuir su fragilidad.

Poseen excelentes propiedades tribolégicas, pero también un coste elevado.

e Bioactivas

Como ceramicas de segunda generacion encontramos las bioactivas y biorreabsorbibles.

o Compuestos de fosfato calcico: son compuestos inorganicos de degradacion muy lenta'y que
presentan actividad en el tejido vivo por su enlace quimico directo con el hueso, pero no son
osteoinductores. Forman osteoide que se mineraliza, reabsorbe y se sustituye por hueso.
Pueden implantarse en granulos, blogues, cementos o como recubrimiento de implantes. Las
mas utilizadas son la hidroxiapatita y el fosfato tricalcico. Entre sus propiedades destaca la
gran resistencia a la compresién, pero son fragiles frente a la torsion, flexion, cizallamiento
y tension por lo que estan indicados para relleno de cavidades 6seas, aumentacion en hueso
osteopordtico y artrodesis de columna, pero no sirven como sustitutos en hueso diafisario.

o Vidrios bioactivos: compuestos generalmente basados en silice amorfa a la que se le afiaden
cantidades de otros Oxidos. Son biodegradables y liberan iones con propiedades
osteoinductoras.

o Sustitutos 6seos coralinos: comercializados como coral natural o hidroxiapatita coralina.

Son buenos transportadores para factores de crecimiento y células.
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o Compuestos de sulfato calcico: yesos utilizados para el relleno de cavidades 6seas. Destacan
por su biocompatibilidad y buen precio, pero presentan escasa resistencia mecanica y rapida
reabsorcion. Se comercializan en forma de bloques, granulos o inyectables.

e Bioceramicas de tercera generacion

o Vidrios mesoporosos bioactivos: utilizados como matrices en equivalentes tisulares en la
ingenieria de tejidos por su porosidad interconectada y jerarquica con poros de varios
ordenes de magnitud que permiten tanto la liberacién de farmacos, como la angiogénesis
interna y la liberacion de células en su interior.

Actualmente recurrimos en muchos casos a la combinacion de estos biomateriales descritos para

la curacién de grandes defectos.

2.4 Ingenieria de tejidos

La ingenieria tisular es un campo interdisciplinar que aplica los principios de la biologia y la
ingenieria para el desarrollo de estrategias que combinan matrices biocompatibles, factores de
crecimiento, trasplantes celulares y terapias de liberacion génica para recuperar la estructura y

funcién del tejido al que debe reemplazar.

2.4.1 Matrices
En los tratamientos de ingenieria tisular se requieren estructuras donde colocar y transportar los
factores de crecimiento junto con las células. Estos transportadores deben ser compatibles con el
organismo para evitar reacciones inmunologicas, inflamatorias o toxicas; porosos para permitir la
invasion celular y vascular, y rapidamente biodegradables dando tiempo a que se produzca la
migracion celular y la angiogénesis, pero sin comprometer con sus residuos de degradacion las
propiedades mecanicas del tejido a reparar. Hoy en dia disponemos de algunos biomateriales con
capacidad osteoconductora o de andamiaje, cuya magnitud varia en funcién de la porosidad de
cada material (Salinas et al, 2013). En el caso de grandes defectos dseos, deberan en la medida de

los posible actuar como soporte mecanico.
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Se han descrito cuatro tipos de transportadores: materiales inorgénicos, polimeros sintéticos,
polimeros naturales y composites 0 compuestos de los materiales citados previamente. Entre los
materiales mas utilizados esté el colageno tipo 1, los geles de acido hialurdnico o los biomateriales

expuestos previamente como son el fosfato calcico, la hidroxiapatita o el coral.

Tras afios de investigacion nuestro grupo ha realizado grandes avances en la basqueda del material
ideal centrandose en los vidrios. Los vidrios los podemos clasificar en tres tipos segin su
obtencion por diferentes métodos sintéticos. Los de primera generacion, los vidrios de fusion
obtenidos por enfriamiento rapido de una mezcla de 6xidos a altas temperaturas sin darle tiempo
a cristalizar y descritos por Hench (1973), incluian en su composicién SiO, silice, Na,O y CaO.
El primero comercial, denominado Bioglass®, se obtuvo mediante el método tradicional
mezclando SiO2-CaO-Na,0-P,0s. La segunda generacion, los vidrios sol-gel, empleaban el
sistema SiO,-CaO-P,0s. La tercera generacion, combinaba las estrategias sol-gel con conceptos

de quimica supramolecular. En la siguiente tabla pueden ver las caracteristicas de cada grupo.

Tabla 1: Caracteristicas de las tres generaciones de vidrios

Sintesis Masa fundida Sol-gel Sol-gel+supramolecular
Propiedades Polvo denso Mesoporos heterogéneos TMesoporos homogéneos
Actividad in vitro Muy rapida Muy rapida Extremadamente rapida
Adici6n de 10ones S1 S1 S1
Procesamiento Andamios Andamios, fibras, recubrimientos Andamios, fibras, recubrimientos
Carga de moléculas No Limitado S1

El desarrollo de los VM en la década de 2000, marcé un avance sustancial en el disefio de los
biomateriales que se podian emplear en la ingenieria de tejidos. El éxito de un andamio sintético
depende de si cumple de forma similar con los requisitos a los encontrados en la naturaleza para
el desarrollo normal del hueso. Los huesos naturales poseen una porosidad jerarquica en la gama

de 1 a 3500 um que es necesaria para sus funciones fisiolégicas (Arcos y Vallet-Regi, 2010).
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Poros de tamafio mayor que 100 um permiten la colonizacién celular, vascularizacion y el
crecimiento interno de tejido vivo. Los microporos, menores de 2 nm, y los mesoporos, entre 2 y
50 nm, promueven la adherencia de la célula, la adsorcion de metabolitos bioldgicos y la resorcién
a una velocidad controlada que se ajusta al tiempo necesario para la reparacion del tejido vivo
(Gerhardt y Boccaccini, 2010). Los andamios de VM poseen una red macroporosa de canales de
1 a 100 um, bien interconectada, junto con mesoporos que permiten transportar y liberar de una
forma controlada sustancias con actividad terapéutica (Wu et al, 2011a) y por ello, se convierten
en candidatos 6ptimos para albergar farmacos y otras biomoléculas con actividad bioldgica.
Recientemente, numerosos iones inorganicos como el cerio, el galio o el zinc y sus acciones se
estan estudiando en sistemas diversos de vidrios (Valappil et al, 2009). Tanto in vitro como in
vivo, la disolucidn de estos metales en la propia estructura de los vidrios induce y aumenta la
respuesta celular y la activacion de sefiales para la expresién de los genes de las células
osteoprogenitoras. El cerio tiene un efecto positivo en osteoblastos primarios de raton in vitro y
las nanoparticulas de 6xido de cerio actGan como agentes neuroprotectores (Schubert et al, 2006).
El galio aumenta el contenido de calcio del hueso, inhibe la actividad de los osteoclastos y muestra
una actividad antimicrobiana (Hall y Chamberts,1990). El zinc por su parte tiene un efecto
estimulador en la formacion del hueso y también muestra actividad antimicrobiana (Aydin Seving
y Hanley, 2010). Estos estudios motivaron a la incorporacion de pequefias cantidades de xCe;Os,
XGay03 0 XxZnO en los vidrios sol-gel y VM bioactivos de composicion (80-x) SiO,-15%CaO-
5%P,0s (mol %). Ademas de ser ideales para la liberacion de farmacos como ya se habia
demostrado, mostraron capacidad antimicrobiana (Shruti el al, 2013). Ambas caracteristicas nos
han llevado a seleccionarlos como soportes idoneos en el presente proyecto dado el tipo de defecto

6seo de gran tamafio en el que lo vamos a emplear y las condiciones del huésped.

2.4.2 Células
La terapia celular implanta células con poder diferenciador directamente en el lugar donde son

necesarias. No sélo la capacidad proliferativa y diferenciadora es la base de su aplicacion clinica
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sino también la de segregar factores bioactivos, inductores e inmunomoduladores con influencia
indirecta pero determinante también en su accion.

En nuestra especialidad y centrdndonos en el hueso, este proceso se lleva a cabo empleando cuatro
protocolos: médula 6sea fresca, células mesenquimales pluripotenciales cultivadas, células
diferenciadas a osteoblastos y condrocitos o células tratadas genéticamente para expresar
sustancias monogénicas. Las fuentes celulares que obtenemos son células autélogas, alogénicas
y Xenogénicas. Segun su capacidad de diferenciacién distinguimos entre aquellas que no tienen
restriccion y son capaces de diferenciarse en cualquier linea, las células multipotenciales y las
células diferenciadas.

En el grupo intermedio encontramos las células mesenquimales pluripotenciales (MSC). Estas
células estan presentes en la médula Gsea, tejido adiposo, sangre periférica o placenta fetal y
materna, de donde se obtienen con facilidad. Poseen una gran capacidad de autorrenovacion,
proliferacion y de migracion a distintas partes del cuerpo. Son buenas para los ensayos clinicos
porque permanecen estables durante periodos de seis a ocho semanas ex vivo para su
manipulacién ademas de no generar problemas inmunoldgicos y no plantean los problemas éticos
de las células embrionarias puesto que no se han observado diferenciaciones tumorales.

En nuestro caso, planteamos su obtencidn a partir de la grasa del animal, pero para no sumar
morbilidad, optamos por comprar y utilizar células comerciales obtenidas de aspirado de médula
Osea de cresta iliaca humana de voluntarios sanos (MSCBM; Lonza, Walkersville, MD, USA).
Compradas en Suiza desde donde se distribuyen al mercado europeo, las células de Lonza son
células mesenquimales derivadas de médula dsea humana en estado indiferenciado que se
mantienen en medio basal, MSCBM, medio que contiene suero preparado especificamente para
garantizar que no se produzca la diferenciacion espontanea de las mismas. Cada vial contiene al
menos 0,75 millones de células viables que diferencian los linajes adipogénicos, condrogénicos
y osteogénicos cuando se cultivan en el medio de diferenciacion recomendado.

Con respecto a este punto, queda un largo camino por recorrer para entender como se integran
estas células en la cascada reparadora despueés de una lesidn, cdmo se replican y qué marcadores
de superficie las distinguen con seguridad. La reparacion &sea precisa de células
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osteocompetentes en el lugar de la lesién, pues sin ellas no hay osteogénesis. El enfoque actual
mas generalizado es su liberacion directamente en el lugar de reparacién a partir de médula dsea
aspirada de la cresta iliaca. Sin embargo, la concentracion y calidad celular ha llevado al
desarrollo de métodos de cultivo y multiplicacion con el objetivo de disponer de concentrados
con mayor nimero de células. Tras encontrar problemas éticos y cierto descontrol en su
multiplicacion, se comenz6 a investigar a partir de células obtenidas de sangre periférica, grasa 'y
musculo. Desde el afio 2003, se han publicado resultados indicando que las células
mesenquimales derivadas de tejido adiposo (ASC) diferenciadas hacia la linea osteogénica,
embebidas en una matriz de acido poliglicélico e injertadas en el tejido subcutaneo de rata, son
capaces de formar hueso (Lee et al, 2003). En otro estudio, ASC osteoinducidas in vitro y
sembradas en una matriz de coral fueron capaces de reparar defectos de calota en modelos caninos
(Cui et al, 2007). En cerdos, demostraron que, tras cuatro semanas implantadas directamente en
el defecto e inyectadas intravenosas mejoraban la cicatrizacion en osteotomias mandibulares de
10 milimetros (Wilson et al, 2012). Sin embargo, quiza es el elemento mas desconocido aln en
la ingenieria tisular. Su identidad in vivo, heterogeneidad, ubicacion anatémica y roles
funcionales en la homeostasis del tejido adulto estan comenzando a descubrirse (Nombela-Arrieta
et al, 2011). En cualquier caso, no cabe duda de que en un futuro no muy lejano, las MSC seran
un elemento clave en el desarrollo de nuevos equivalentes tisulares como sustitutos 6seos (Kim

et al, 2019).

2.4.3 Sefales
En ingenieria tisular las sefiales son proteinas secretadas por las células con efecto osteoinductor
al actuar sobre células diana induciendo una division celular o la sintesis de matriz.
Esencialmente, todos los tejidos del sistema musculoesquelético producen y responden a estos
factores que tienen una importante funcion en el crecimiento y desarrollo, pero también estan

implicados en procesos patoldgicos, asi como de dafio y reparacion de los tejidos.
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Los factores de crecimiento relacionados con el sistema musculoesquelético son en su mayoria
mitogénicos y estimulan por tanto la proliferacién celular. Se dividen en: transformadores del
crecimiento (TGF), de crecimiento fibroblastico (FGF), de crecimiento plaquetario (PDGF),
insulinoides (IGF) y epidérmicos (EGF). Nos centraremos en los que mas interés tienen en nuestro

proyecto.

Proteinas morfogenéticas dseas

En la actualidad y dentro de este campo disponemos de las proteinas morfogenéticas 6seas (BMP)
para uso compasivo en defectos 6seos de gran tamafio, pseudoartrosis de huesos largos o
artrodesis en cirugia de columna. Desde su descubrimiento, un gran nimero de estudios
experimentales y clinicos han avalado su seguridad y eficacia (Cook S.D., 1999). Las BMP son
proteinas que pertenecen a la subfamilia del TGF. Son los Unicos factores que ademas de estimular
la multiplicacion de las células conectivas, son capaces de transformarlas en células
osteoprogenitoras. Es decir, son las Unicas conocidas hasta ahora que pueden comenzar la cascada
completa que lleva a la formacién 6sea. Se consideran osteoinductoras las BMP 2, 4,6y 7. Y
todas ellas se encuentran autorizadas para su uso compasivo por la Agencia Europea del
Medicamento, si bien las dos expuestas a continuacion son las que mas estudios tienen.

e BMP-7 (rhOPG1, Osigraft®): diferencia las células a osteoblastos mas rapido evitando
el paso intermedio a tejido cartilaginoso, saltando asi el proceso de osificacion condral.
Autorizada en pseudoartrosis atrofica de huesos largos. Muy utilizada en ensayos clinicos
para inducir regeneracion 6sea y como metodo afiadido a la técnica de osteogénesis a
distraccion y transporte 6seo.

e BMP-2 (rhBMP-2, InductOs®): factor osteoinductor que induce la diferenciacion
condrogénica de células mesenquimales. Autorizada para artrodesis lumbar ademas de

pseudoartrosis de tibia.
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Con la utilizacion de la tecnologia recombinante-ADN, las BMP 7 y 2 fueron aprobadas por la
FDA para su uso en estas indicaciones especificas desde 2001 y 2002 respectivamente. Pero su

precio elevado y su disponibilidad nos ha llevado a investigar en otras lineas.

Factores derivados del crecimiento plaquetario

Los PGDF son los factores séricos gque tienen mas actividad mitogénica en un amplio rango de
tipos celulares. Incluyen la PDGF-AA, PDGF-AB y PDGF-BB. Estan presentes en grandes
concentraciones en plaquetas y células del endotelio vascular. Tras obtener sangre y centrifugarla
se obtiene un plasma rico en plaquetas que libera factores de crecimiento que a su vez estimulan
la activacién, duplicacion y crecimiento de las células mesenquimales (osteoblastos, fibroblastos
y células endoteliales). Los estudios preclinicos con PDGF-BB han demostrado mejorar la
angiogénesis y estimular la reparacion de las fracturas.

Actualmente esta disponible en su forma recombinante para el tratamiento de defectos 6seos

periodontales y para la artrodesis de pie y tobillo.

PTH, PTHrp y osteostatina

En la busqueda de moléculas que permiten la modulacion celular para inducir la formacion de
tejido déseo se ha investigado mucho acerca de la PTH. Esta hormona es un péptido de 84
aminoacidos cuya secrecion esta regulada por la concentraciéon de calcio sérico. El calcio en
sangre aumenta sus niveles cuando existe hipocalcemia. A nivel 6seo su accion es compleja y
dependiente de las dosis puesto que puede activar a los osteoblastos y a los osteoclastos. La
exposicion intermitente lleva a un aumento neto de la formacion de hueso mientras que la
exposicion continua produce la pérdida 6sea (Lozano et al, 2014). Su accion se lleva a cabo
eliminando hueso a través del aumento de la reabsorcion por parte de los osteoclastos que
expresan RANK-L disminuyendo asi la OPG. Junto a otros factores como las citoquinas o los
factores de crecimiento, podria ser una sefial clave en el &mbito de la ingenieria tisular. De ahi el

estudio especifico de sus acciones y su composicion.
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En la actualidad ya se estan utilizando en la clinica dos PTH anélogas, la PTH 1-34 (teriparatida)
y la PTH 1-84, como agentes anabolizantes para la osteoporosis grave. El péptido PTHrp es un
agente regenerador 6seo cuyo fragmento N-terminal es analogo a la PTH y su porcion C-terminal
incluye la fraccion 107-111 llamada osteostatina. Esta molécula ha mostrado su eficacia en cuanto
a la capacidad de inducir proliferacion y calcificacion sobre hueso sano, asi como en modelos de
hueso osteopénico. La administracion intermitente del fragmento N-terminal de la PTHrp actla
bloqueando el receptor PTH1R y produciendo la activacion de la PKA de la misma manera que
hace el mismo fragmento de la PTH. En hueso osteoporotico de roedores y humanos se ha visto
cémo produce un aumento del volumen del hueso esponjoso y el grosor cortical ademas de
mejorar su resistencia (Lozano et al, 2012). El fragmento C-terminal tiene capacidad
antirresortiva pero también actividad osteogénica. Esta porcidn no interacta con el PTH1R pero
podria activar la PKA en las células osteoblasticas produciendo una sefial al abrir los canales de
calcio. En estudios recientes de hecho se ha demostrado su accidn por la activacion del VEGFR2.

En el siguiente esquema se representa la actividad relacionada con la osteostatina (figura 5).

OSTEOSTATINA
(Thr = Arg = Ser-Ala = Trp)

< PTHrP(107-111) T Dsteoblastos Efecto ostecinductor
TRSAW IVEGF |:> Anabbtico
Anticatabolico
- Dsteoclastos Antiadipogénico

Fig 5. Acciones de la osteostatina, pentapéptido fragmento del PTHrp

Teniendo en cuenta la variedad de moléculas que permiten la modulacién de las células para
inducir la formacion de tejido 6seo, la eleccion en este proyecto de la osteostatina se baso en su
eficacia demostrada en estudios previos como modulador 6seo. Esta molécula, es en concreto la
fraccion 107-111 del PTHrP, péptido recombinante humano anélogo. Tras ensayos en modelos

experimentales de reparacion de defectos cavitarios en hueso largo ha mostrado su eficacia en
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cuanto a la capacidad de inducir proliferacion y calcificacion sobre hueso sano, asi como en
modelos de osteoporosis (Trejo et al, 2010). Tras sus buenos resultados, utilizarla para un defecto

critico nos parecia una buena propuesta para continuar demostrando sus beneficios.

2.5 Eleccion del tema vy estado actual

La actuacion terapéutica en el campo de la cirugia ortopédica y de la traumatologia se asienta
sobre los principios bioldgicos de la regeneracion 6sea, en los que estan implicadas las células, la
matriz extracelular y las sefiales osteoinductoras. En la actualidad, disponemos de mudltiples
estrategias para superar las condiciones inadecuadas que dificultan el proceso de reparacion de
un hueso dafiado. Si bien la utilizacion de injertos dseos aut6logos, aloinjertos 6seos, andamios
osteoconductores sintéticos o procedimientos como la osteogénesis con membranas son cada vez
méas empleados, seguimos teniendo un numero creciente de pacientes con grandes defectos
estructurales de huesos largos por accidentes, tumores, infecciones o aflojamientos protésicos que
nos generan un desafio constante. A pesar de las innovaciones tecnolégicas tendremos que estar
preparados para su incremento en los préximos afios. La utilizacion de implantes de cadera en
paises desarrollados contindla aumentando con una tasa de crecimiento anual del 1.2%, lo que
supone un aumento de 1.8 millones por afio (dato de 2015) a 2.8 millones (2.6-2.9) en el afio 2050.
En cuanto a la artroplastia de rodilla, la mas utilizada en la actualidad, se espera un aumento a
nivel mundial del 143% para el afio 2050. Por tanto, no s6lo hablamos de los recambios futuros
de las protesis ya implantadas sino también de un aumento exponencial tanto de cirugias primarias
como de revisiones en los préximos afios. En el campo de la cirugia tumoral hemos pasado de la
cirugia mutilante a la cirugia conservadora, sin duda, debido a las mejoras en la tecnologia de
imagen, los avances en los protocolos oncolégicos y el desarrollo de prétesis tumorales asociadas
al uso de homoinjertos. En el campo de las infecciones, cada vez optamos méas por la cirugia de
preservacion del miembro gracias a los tratamientos con antibioterapia cronica. En cuanto a los
traumatismos de alta energia, los protocolos de control de dafios estdn aumentando la

supervivencia de muchos pacientes con defectos 6seos por impactos de alta energia al igual que
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ocurre con el aumento de la supervivencia gracias a la menor muerte fetal y al diagndstico precoz,
de nifios con deformidades que precisan correcciones. Esto convierte este campo en un reto actual
y creciente, donde se necesitaran equipos multidisciplinares para el manejo de las cirugias de
revision y el tratamiento de los defectos 0seos.

Predecir el futuro siempre es algo arriesgado. Pero la tendencia que podemos observar desde hace
afios es que casi con toda seguridad primara lo biol6gico sobre lo quirdrgico. El traumat6logo del
futuro pasara del bisturi y las tijeras a la pipeta, el microscopio, las placas de cultivo y las
impresoras 3D.

El desarrollo y puesta en el mercado de los materiales que hoy en dia empleamos es un proceso
tan largo que los que se estdn utilizando en la actualidad estdn fabricados con materiales
desarrollados en los afios ochenta y noventa como la hidroxiapatita y BMP (Salinas et al,2013).
Las limitaciones principales se deben a que los biomateriales disponibles presentan una capacidad
escasa para promover la regeneracién y sustituirse por tejido resultante; la logistica para la
produccién celular autéloga es compleja; la variabilidad celular asociada a la genética y a la edad
es aun desconocida; y la combinacion célula y material para conformar el producto final y obtener
la autorizacion de las agencias regulatorias, supone un proceso lento y complejo. Nos queda la

opcion de seguir investigando y estar preparados para ese futuro...ya casi presente.
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3. HIPOTESIS DE TRABAJO Y OBJETIVOS

Hipotesis de trabajo
Los vidrios mesoporosos bioactivos combinados con zinc, osteostatina y células madre
mesenquimales constituyen un nuevo equivalente tisular que puede llegar a utilizarse en clinica

humana.

Objetivo principal

Analizar la reparacion 6sea de un defecto critico de conejo a nivel radiocubital a través de un
analisis histologico y de imagen, tras implantar un equivalente 6seo fabricado a partir del VM
bioactivo 76%Si0,-15%Ca0-5%P,0s-4%2Zn0 enriquecido con osteostatina y/o células

mesenquimales.

Objetivos secundarios

1. Validar el conejo como modelo animal para estudiar los defectos Gseos criticos.

2. Caracterizar estructuralmente tanto el vidrio de partida como los soportes fabricados
adecuando la cantidad y la forma ideal de adsorcion de los componentes, de forma que sean
aptos para el defecto creado y resistentes biomecanicamente.

3. Ensayar in vivo la biocompatibilidad y aplicabilidad de los soportes implantados.

4. Realizar un seguimiento de 6 y 12 semanas con controles de imagen e histopatoldgicos.

5. Validar una metodologia para la cuantificacion 6sea integrada en una herramienta software,
BoneAnalytics, que permita realizar distintas medidas para el estudio de hueso trabecular y

cortical.
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4. MATERIAL Y METODOS

4.1 Sintesis del material

La sintesis y caracterizacion fisicoquimica e in vitro de los materiales implantados, paso previo a
su implantacién y estudio de su comportamiento in vivo que constituyen el objetivo de esta tesis,
son parte de la tesis de Clara Heras que sera presentada en los préximos meses en la Facultad de
Farmacia de la UCM y que han sido publicados por el grupo de investigacion en la revista Acta
Biomaterialia (Heras et al, 2020). Sin embargo, es necesario incluir aqui una breve descripcién
de los principales resultados en este sentido para conocer mejor los materiales implantados: como
se sintetizaron los vidrios y su composicién, cOmo se cargaron con osteostatina y cdmo se decord

su superficie con células mesenquimales que penetraron hasta el interior de los poros.

¢ Sintesis del vidrio mesoporoso bioactivo
Se han fabricado soportes bioceramicos a partir de un vidrio mesoporoso bioactivo que presenta
una alta superficie especifica y un gran volumen de poros. Estos soportes, que tienen una
composicion 76%Si0,-15%Ca0-5%P,0s-4%2Zn0 (% en moles), se denominan 4ZN a lo largo de
esta memoria por su contenido en ZnO. El método de preparacién ha sido una combinacion sol-
gel con el autoensamblaje inducido por evaporacién del disolvente, método EISA.

En la figura 6 se expone un esquema del proceso de sintesis.

e Caracterizacion quimico-fisica del vidrio mesoporoso bioactivo
Para controlar y poder reproducir sus propiedades finales se realizd una exhaustiva
caracterizacion estructural y textural de los vidrios empleando técnicas como el analisis quimico
con fluorescencia de RX y plasma ICP, el analisis elemental CHN (CAI de la UCM), el andlisis
térmico diferencial y analisis termogravimétrico (TGA) o la microscopia electrénica de barrido

(CAI CNME de la UCM).
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Fig 6. Proceso de sintesis del VM

e Fabricacion de andamios macroporosos por impresion 3D

Los soportes con macroporosidad interconectada (10-1200 wm) se han fabricado por prototipado
rapido, proceso asistido por ordenador que imprime en 3D el modelo disefiado utilizando a modo
de tinta una pasta con el VM. Asi hemos realizado los soportes con la morfologia adaptada al
tamafio y forma del defecto 6seo. El tamafio final fue de 15mm de longitud por 6-7 mm de
didmetro.

Para la fabricacion de los andamios, los vidrios obtenidos se trituraron y tamizaron en una malla
de 40 um para obtener los polvos de vidrio. Luego se dispersaron en diclorometano (DCM),
seguido de la adicion de e-policaprolactona (PCL). La mezcla se agité a temperatura ambiente
hasta conseguir la consistencia para la manipulacion en una impresora 3D, BioplotterTM
(EnvisionTEC, Gladbeck, Alemania), equipo de prototipado rapido. Los andamios se secaron a
37° C durante 24 horas para evaporar el DCM y luego se trataron a 700° C durante 6 horas para
eliminar la PCL. Los armazones resultantes 4ZN se recubrieron con gelatina entrecruzada con
glutaraldehido (GA) (2,4% peso/volumen) para mejorar sus propiedades mecénicas (ver figura

7).
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Fig 7. Imagenes 3D de un corte y de la superficie de los andamios con zinc (4ZN)

e Ensayos de degradacion y bioactividad en disoluciones acelulares
Este apartado se realizé sumergiendo los materiales en el fluido corporal simulado (SBF)
propuesto por Kokubo a 37°C. Las variaciones idnicas en la solucién se analizan en un sistema
ILyte. Para asegurar una correcta osteointegracion del implante se estudié asimismo su cinética
de degradacién en condiciones in vitro. Para ello, los sistemas se sumergen en disoluciones
acelulares que simulan las condiciones fisioldgicas (pH, flujo y temperatura) y se determinan los
iones (Si, Ca, P y Zn) y otras especies liberadas al medio utilizando técnicas de electrodo de ion

selectivo (ILyte), plasma ICP y técnicas espectroscopicas.

e Adsorcion de agentes osteogénicos
Una vez fabricados y esterilizados con luz ultravioleta, algunos de estos andamios, piezas B+O,
fueron cargados con osteostatina a una concentracion de 100 nM junto a solucion de PBS o medio
de cultivo y con agitacién continua durante 24 horas a 4°C. La osteostatina se incorpora por
impregnacion a nuestro VM. Previamente se habia realizado el estudio con diferentes

concentraciones, disolventes, tiempos de impregnacion, cinéticas de liberacion, etc.
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En los grupos B+C y B+C+0, se cultivaron las células madre mesenquimales humanas en medio
basal, medio que contiene suero bovino fetal al 10%, L-glutamina 1 mM y un 1% de penicilina-
estreptomicina a 37 °C en un ambiente humidificado con atmosfera de CO, al 5%. La siembra se
realizé con una concentracion de 350000 células por pieza. La unién celular a los andamios fue
estudiada por microscopia de fluorescencia. Su crecimiento se determin6 después de 4 dias de
cultivo mediante el método Alamar Blue (AbD Serotec, Oxford, Reino Unido), siguiendo las

instrucciones del fabricante.

e Estudios de biocompatibilidad in vitro
Gracias a la disponibilidad en el laboratorio de células osteoblésticas y osteoblastos humanos de
donantes sanos suministrados por Lonza, pudimos realizar estudios de biocompatibilidad. En
ellos, valoramos la extension y colonizacion celular (por SEM, ESEM y microscopia confocal),

la proliferacion celular, la diferenciacion celular, la sintesis de colageno y la citotoxicidad.

e Eleccion del biomaterial definitivo

Tras los estudios in vitro y los resultados iniciales se opté por el VM 76%Si02-15%Ca0-5%
P,0s con 4% de ZnO (4ZN). Al afadir los iones de Zn?* a esas dosis, las piezas mostraron
caracteristicas analogas en el tipo y la forma de los poros presentes sin sufrir modificaciones en
su estructura.

Los andamios se recubrieron por inmersion en gelatina al 2,4% en peso/volumen. La gelatina se
eligio como polimero endurecedor por ser una forma hidrolizada de colageno, componente
principal de la matriz extracelular de la mayoria de los tejidos, biocompatible y con baja
antigenicidad ademas de por su alta bioabsorcidn in vivo.

Respecto a la impregnacién del VM con osteostatina, se comprob6 que el mecanismo de difusion
através de los mesoporos considerando la baja solubilidad de los vidrios al pH medio (7.4), ocurre
siguiendo el comportamiento de la liberacion de péptidos descrita por la ecuacion de Noyes-
Whitney siendo la liberacion mas répida en las primeras 24 horas y alcanzando una fase

estacionaria después de 48 horas (figura 8). Pequefias desviaciones podrian deberse a factores
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como el volumen peptidico, la distorsion de los canales mesoporosos o la liberacion de moléculas
peptidicas adsorbidas en la superficie externa de las matrices antes y después de la osteostatina.
Por ello se decidi6 afiadir una segunda impregnacion 100 nM en las 24 horas previas a la

implantacion definitiva de las piezas.
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Fig 8. Porcentaje de liberacion de osteostatina en el tiempo

Respecto a la eleccién definitiva de las MSCBM de Lonza, realizamos un estudio para confirmar
su biocompatibilidad al observarlas con microscopio electrénico, viendo que presentaban su tipica
morfologia fusiforme y estaban adecuadamente esparcidas sobre la superficie del andamio (figura

9).

100 um

Fig 9. MSCBM cultivadas en los andamios a los 4 dias observadas con microscopia de barrido laser confocal. Se

realizé la tincion de los microfilamentos de F-actina para visualizar el citoesqueleto
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4.2 Eleccidn del animal

Seleccionar un modelo animal adecuado para crear un defecto dseo implica elegir aquel que
refleje la biomecanica y la fisiologia como ocurriria en el mismo escenario en humanos
asumiendo las limitaciones existentes. Debemos tener en cuenta las siguientes consideraciones:

o Laanalogia entre el modelo a utilizar y el sistema a investigar.

o La homogeneidad genética del animal para garantizar la reproducibilidad de los

resultados.
o Aspectos de disponibilidad, coste y facilidad de manipulacion experimental.
o Aspectos éticos relacionados con el uso de animales que impliquen la utilizacion de la

menor cantidad posible garantizando el minimo sufrimiento.

Teniendo en cuenta estas premisas y cumpliendo los requisitos que se establecen en la orden
ECC/566/2015 y sus actualizaciones, por la que se establecen los requisitos de capacitacién y
funciones para el cuidado de los animales, eutanasia, realizacion de procedimientos y disefio de
proyectos para todas las especies del anexo Il de dicha ley, consideramos que el conejo era el
modelo ideal.

El conejo tiene un sistema haversiano en el hueso trabecular semejante al nuestro, cuyo recambio
06seo es entre 2 y 3 veces mas rapido que el humano, lo que permite analizar cambios importantes
en tiempos més cortos de estudio (Mills y Simpson, 2012). Su tamafio hace que la cirugia sea algo
mas sencilla que en roedores sin complicar su alojamiento, estabulacion y cuidados. La rata, sin
embargo, ademas de un manejo quirurgico mas limitado para grandes defectos dseos, tiene menor
cantidad de hueso cortical y su estructura tiene una separacion entre trabéculas muy pequefia, lo
gue no la hace apta para valorar los efectos de biomateriales activos (Park et al, 1999). Aunque
para defectos criticos los animales grandes como el perro y la oveja han demostrado ser superiores
a los animales mas pequefios por su semejanza en cuanto a grosor y separacion trabecular,

presentan el problema del coste y la estabulacion.
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En este proyecto se utilizaron conejos hembras adultas ex-reproductoras de aproximadamente 4-
5 kg de peso (+/- 500 g), de raza “Conejo gigante de Nueva Zelanda” y méas de 18 semanas (figura
10). La eleccion de la edad adulta pero no avanzada se debe a la relacién demostrada entre la
misma y una disminucion de la calidad 6sea, con una menor tasa de reparacion ademas de menor
capacidad celular de proliferacion y mitosis. La eleccion de hembras se debe a su manejo méas
facil por su menor agresividad y la posibilidad de tener que albergarlas en corrales, aunque
finalmente se pudo realizar en todas ellas un cuidado en jaulas individuales. La densidad mineral
Osea y el crecimiento encondral se encuentran claramente disminuidos durante los ciclos de

reproduccién y postparto, de ahi la eleccion de hembras ya reproducidas.

Fig 10. Conejos hembra en proceso de transporte desde jaulas hasta el quiréfano experimental

En el proyecto se siguieron las normas de la Propuesta Europea (junio de 2010) de proteccion
animal, modificacién de la Directiva Europea de 1986 (63/2010/UE, Espafia RD 53/2013).
Aprobado por el Comité de ética de experimentacion animal y siguiendo las normas de transporte,
reglamento CE 1/2005, RD 751/2006; de alojamiento, convenio ETS 123 Del Consejo de Europa
(recomendacion 2007/526/CE); de bienestar animal, anexo Il y Ill; sanidad, ley 8/2003; y
sacrificio, reglamento CE 1009/2009 y de capacitacion y formacion del personal con las funciones

B, Cy D en el centro registrado del Hospital Universitario Doce de Octubre.
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4.3 Eleccién del defecto 6seo

Una vez decidido el animal, raza y tamafio, necesitdbamos definir el defecto dseo a realizar y en
qué hueso.

La definicion de defecto 6seo critico en un modelo animal es la de aquel defecto en el que la
cantidad de pérdida dsea no consolidaria ni se repararia en la vida de ese animal. Hollinger and
Kleinschmidt lo definieron como un defecto con menos del diez por ciento de regeneracion ésea
(Hollinger y Kleinschmidt, 1990). El primer modelo propuesto en 1934 por Key, hipétesis de
Key, lo describe como el defecto que supone la pérdida de un segmento 6seo de tamafio 1.5 veces
mayor al diametro del hueso donde se produce (Ford y Key, 1956). Por consenso y tras multiples
estudios se han definido los defectos criticos en algunas especies animales experimentales siendo
su tamarfio de 25 a 30 milimetros en la oveja, de 21 a 30 milimetros en el perro y en el conejo 15
milimetros tanto en el radio como en el clbito y la tibia. Menos clara esta aldn la medida en el
gato y el raton.

La eleccion de la pata delantera para realizar el defecto a nivel de la sinostosis radiocubital, se
realizé planteando el problema de la estabilidad 6sea. La manera de fijar el defecto nos llevo a
elegir esta region por dos motivos. El radio y el cubito, con sus dos articulaciones proximal y
distal, forman un anillo estabilizado y reforzado con la membrana interdsea dispuesta entre ellos.
En humanos esta disposicion permite el movimiento de pronosupinacion, y para que esta unidad
se altere, el anillo debe romperse en dos puntos. En el conejo el movimiento de pronosupinacion
no existe, al poseer una sinostosis natural radiocubital, por lo que esa estabilidad como unidad
incluso se veria aumentada, motivo por el que la eleccion se realiz6 pensando en esta region como
una unidad estable evitando asi la necesidad de fijacion con dispositivos externos, placas 0 yesos.
La fijacion con agujas, aunque realizada en las pruebas preliminares como se puede apreciar en
la figura 11, fue descartada por su posibilidad de migracién e infeccion ademés de por el dafio

que producia su paso por el material.
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Fig 11. Pruebas de fijacion de la bioceramica.

El fijador externo, ademas de poder producir fracturas suponia un estrés afiadido para el animal
permitiendo igualmente micromovimientos e inestabilidad con la carga. El yeso, a pesar de ser
menos invasivo, se descartd dada la frecuencia de casos por parte del animal de morderlo y
comerlo hasta su retirada.

Entre ambos huesos, la eleccién fue la de realizar de forma preferente el defecto en el clubito por
su facil acceso y su disposicion, mas recta. El radio presenta dos curvas, supinadora y pronadora,
que podrian complicar la introduccion de forma estable de nuestro material. Esta eleccion,
quedaba supeditada a la presencia de la variante anatdbmica que encontramos en estos animales,
la sinostosis, donde el limite entre un hueso y otro no es homogéneo en todos ellos.

La realizacion del defecto se cre6 mediante una osteotomia diafisaria con una sierra oscilante y
sustraccién de 15 milimetros tras medicidn directa. Cuando se realiza una osteotomia, el defecto
realizado es mas preciso y controlado que si se realiza una fractura manual, con sierra de guillotina
0 impacto, en cuyo caso existira mas inestabilidad tanto por la separaciéon 6sea como por la
afectacion de partes blandas. Ambas técnicas, osteotomia y fractura cerrada, fueron comparadas
por Park (Park et al, 1999) encontrando un retraso de consolidacion, disminucion del hematoma
y mayor dafio periostico en el segundo caso. Por tanto, la técnica de osteotomia abierta y
sustraccion del defecto nos permitia ademas de la visualizacion directa del hueso para la toma
exacta de medidas, un mejor control sobre los tejidos circundantes y mejor alineacion de los

fragmentos y estabilizacion 6sea tras introducir la ceramica (figura 12).
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Fig 12. Realizacion de defecto mediante osteotomia con sierra y sustraccion dsea

4.4 Instalaciones

El animalario donde se realiz6 toda la parte experimental se encuentra en la planta baja del edificio
de docencia e investigacion del Hospital Universitario Doce de Octubre. Esta situacion le confiere
el aislamiento del resto del complejo hospitalario, asi como un eficaz control sobre las entradas y
salidas de material y personas que son independientes y propias. De su mantenimiento se encarga
el servicio técnico integrado en la plantilla organica del hospital y, en casos especiales, empresas
especializadas ajenas al mismo.

El nimero de habitaciones disponibles permiten alojar de forma separada las distintas especies
que habitualmente se emplean (ratas, conejos y cerdos), y destinar una de ellas para establecer
cuarentenas en animales de nueva recepcion u observaciones especiales. Dichas habitaciones
estan revestidas por pinturas plasticas en techos y paredes, asi como suelos antideslizantes
impermeables en PVC con juntas soldadas que permiten limpiezas regulares con productos
adecuados. Las puertas con acabado en acero inoxidable y tensor de cierre poseen juntas de
estanqueidad perimetral y Oculo con contraventana también en acero. Las ventanas estan
protegidas con telas metalicas de malla fina para evitar el paso de otros animales, principalmente,

de insectos.
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El area quirdrgica cumple con los requerimientos de la normativa vigente. Esta separada del
estabulario, cuenta con vestuarios de doble acceso, un antequiréfano comun y dos quiréfanos uno
preparado con dos dobles tomas de gases para dos mesas (con oxigeno, protoxido, aire medicinal
y aspiracién centralizada), preinstalacion de brazo quirdrgico, equipos anestésicos y respiradores,
pulsioximetro, bombas de infusién, monitores, bisturi eléctrico, medidor de flujos con sondas y
otros dispositivos quirirgicos y anestésicos como respiradores para roedores y aparato de RX.

El instrumental se esteriliza y se lleva a un almacén de quir6fano que se encuentra en
comunicacién con ambas salas. La limpieza de utensilios, jaulas, rejillas y biberones se efectla
en una zona especifica y equipada con una maquina de lavado. Los cadaveres de animales muertos
o0 sacrificados son congelados hasta su retirada por parte del Servicio Municipal de recogida de
animales en una nevera que se encuentra fuera de las salas quirdrgicas.

Respecto a las condiciones ambientales, el tratamiento del aire se realiza con climatizadores y
cajas terminales controlados desde una central informatizada que permite regular la temperatura
y humedad de forma diferenciada, con renovaciones segin locales y éareas, y presiones
diferenciales (hasta 10 pascales en quir6fanos y sobrepresion en la zona de barrera del
animalario). La filtracion del aire tiene dos niveles (filtros tipo G-4 y F-9) y un nivel en la salida
del aire en el area especifica del animalario. En quir6fanos ademas hay un tercer nivel (F-6) y un
filtro absoluto HEPA H-14 en los difusores. Existen reguladores luminosos para ciclos dia-noche
con controladores individuales en cuadro eléctrico especifico. El aislamiento aclstico dada la
localizacion y construccion es suficiente para no ser causa de molestia en los animales alojados.
Respecto al cuidado de los mismos, las condiciones de salud y alojamiento son verificadas por

una veterinaria (Dra. Montserrat Grau Sanz).

Las jaulas donde alojabamos a los conejos, con unas dimensiones de 730 x 730 mm, presentaban
las siguientes caracteristicas:
o Bandejas de recogida de excrementos en acero inoxidable.

o Comederos—tolvas de acero inoxidable AlISI 304.

58



Material y métodos

o Soportes para biberén completos con biberon de 750 ml de policarbonato, aro de silicona
y tetina de acero inoxidable con canula cierre a bola.

Los alimentos se proporcionaban secos (piensos granulados) y especificos si asi lo necesitaban
con formulacién adecuada para su especie, conocida y certificada. El agua procede de la red
publica y como medida complementaria es acidificada (pH 3) o esterilizada en autoclave. Como
cama se emplea viruta comercial de gran absorbencia que se acompafa periddicamente de un
analisis quimico y bioldgico. Aunqgue es infrecuente su empleo, existe una zona acotada exterior
que posibilitaria el ejercicio de los animales en caso de largas estancias.
El personal asignado al animalario es estable y esta entrenado en el manejo y cuidado de los
animales, siendo su labor dirigida y supervisada por la veterinaria encargada.
Los animales nuevos se recibian en la fecha pactada para su recepcidn, inspeccion y verificacién
del estado de salud, estableciendo cuarentenas y dias de aclimatacion antes de ser utilizados en
experimentos. Para garantizar la calidad zoosanitaria, la procedencia de animales es siempre de
centros de criay suministradores registrados. En nuestro caso, la Granja San Bernardo, que trabaja
conforme a estandares de calidad reconocidos internacionalmente, segun normativa ISO y con la
acreditacion de la Asociacién Internacional para la evaluacion y acreditaciéon del cuidado de
animales de laboratorio (AAALAC) concedida desde el afio 2006.
Tras la eleccion del animal, el transporte se realizé en cinco envios previa eleccion de fechas, con

cajas de tamafio grande y transporte climatizado (figura 13).

Fig 13. Cajas de transporte del animal
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Registro
Datos del centro como centro usuario de animales de experimentacion Hospital Universitario 12

de Octubre. Numero de Registro: ES28079000116.

4.5 Protocolo anestésico

Después de al menos 24 horas de aclimatacion en las instalaciones, y tras pesar a los ejemplares,
se inicia la etapa quirdrgica comenzando con el protocolo anestésico.

El protocolo se inicia con sedacion preanestésica, beneficiosa para reducir las dosis de anestésicos
generales y minimizar el estrés posterior en los animales. Para ello, se administra via
intramuscular ketamina (4 mg/kg), xylacina (25 mg/kg) y atropina (1 mg/kg), a dosis ajustadas
segun el peso del animal. Una vez sedado se procede a la preparacion y rasurado de las zonas de
intervencidn; la oreja, donde se coloca un catéter en la vena marginal para la medicacion y la pata,
zona a intervenir.

El marcaje del animal se realiza con la introduccién de un microchip utilizando el dispositivo
Lector Avid Minitracker 3 o, en caso de tenerlo, empleando el nimero tatuado en la oreja que

traen desde la granja como se puede apreciar en la imagen de la figura 14.

=
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Fig 14. Clasificacion de animales: tatuaje en oreja vs lector microchip Avid
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Para el inicio de la cirugia y afiadida a la sedacion inicial, se emple6 ketamina con dosis de 1-1.5
mgr y halotano al 3-4% de mantenimiento con mascarilla (figura 15). Las intervenciones se
llevaron a cabo bajo profilaxis antibiética mediante cefazolina intravenosa (50 mg/kg), en dos
dosis. La primera se administrd tras la induccién anestésica y la segunda transcurridas 12 horas.
Para el tratamiento del dolor se emple6 meloxicam 5 mg/ml.

Durante todo el procedimiento, la monitorizacion bésica de las variables fisioldgicas se realizd
vigilando la frecuencia del pulso periférico y la frecuencia respiratoria, ademas de controlar la
saturacion a través de un pulsioximetro colocado en la oreja del animal. Para minimizar el dolor
y el estrés postquirdrgico y conseguir una rapida recuperacion se administré buprenorfina

intravenosa a dosis de 0,01 mg/kg.

Fig 15. Conejo anestesiado con mascarilla de mantenimiento y pata rasurada

Antes y después de la intervencion también se evaluaron otras variables como la temperatura o la
ingesta, mas importantes en los dias posteriores postoperatorios para descartar cualquier
complicacion.

Para el sacrificio se emple6 el método de la sobredosis anestésica. Para una sedacion inicial las
dosis equivalentes dado el peso de los animales equivalian a 1.5 mL de equipromacinay 2 mL de

tiopental diluido en 100 mL de suero. Se inyectaron lentamente, con intervalo de tiempo entre
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ellos hasta producirse la parada cardiorrespiratoria y conseguir una muerte sin sufrimiento y

cumpliendo las normas de la Legislacién aplicable: RD 53/2013.

4.6 Protocolo quirdrgico

31 conejos fueron intervenidos mediante el siguiente protocolo quirdrgico y cumpliendo con las
maximas condiciones de esterilidad.

El biomaterial que se iba a emplear en cada dia quirdrgico se recibia la misma mafana de la
intervencion y se guardaba en neveras hasta su implantacion. La impregnacion de osteostatina se
realizaba 24 horas antes de la cirugia (figura 16). Hasta el momento del transporte, las piezas se

conservaban en una estufa de CO2 y con luz UV.

Fig 16. Piezas de bioceramica sumergidas en solucion PBS, impregnadas en osteostatina y colonizadas por MSC

La eleccion de la pata delantera derecha o izquierda se realizé de forma aleatoria.

Tras la preparacion de la zona quirdrgica con rasurado con maquinilla eléctrica y la preparacion
del campo estéril (figuras 17 y 18), realizamos un abordaje directo sobre el tercio medio de la pata
delantera, preferentemente a nivel cubital y provocando un defecto éseo mediante osteotomia y

sustraccion de 15 mm a nivel del tercio medio diafisario (figuras 19 y 21).
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Fig 17. Eleccion y preparacion de la pata. Desinfeccion con povidona yodada

Fig 18. Preparacion de campo estéril. Fig 19. Abordaje directo sobre clbito tras diseccion por planos

La osteotomia la realizamos con una sierra oscilante y separadores automaticos para evitar el dafio

sobre las partes blandas circundantes. Previamente tomabamos las medidas del tamafio elegido

para crear el defecto (figuras 20, 22 y 23).
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Fig 20. Mediciones para la creacion del defecto 6seo

Fig 21. Osteotomia con sierra oscilante y escoplos

Tras la extraccion se realizaba un lavado abundante con suero fisiol6gico y povidona yodada para
la implantacion del material correspondiente segun el grupo asignado (figura 24). Posteriormente,
y tras la comprobacién de la estabilidad, se realizaba el cierre por planos, con Vycril de 3.0 para

el tejido subcutaneo y con sutura monofilamento no reabsorbible en la piel (figuras 25 y 26).
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Fig 22. Extraccion del fragmento de cubito de 15x6.5mm

e

Fig 24. Implantacion de la bioceramica en defecto diafisario
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Fig 25. Cierre por planos, tejido subcutaneo

Fig 26. Cierre de piel

Tras la intervencion, los animales permanecian en observacion y después eran trasladados a sus
jaulas para el seguimiento correspondiente durante 6 o 12 semanas, plazos en los que se vigilaba
su evolucion, cambios de comportamiento y posibles complicaciones.

Cada uno de ellos estaba identificado por nimero de chip o tatuaje, pata intervenida, material

implantado y fecha de la cirugia como se muestra en la figura 27.
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Fig 27. Jaula con detalle de animal: chip, grupo y lateralidad

Tras cumplir el seguimiento, se realizaba el sacrificio segn la técnica anestésica detallada
previamente y se procedia a la extraccion de la pata y preparacion de la muestra para su
conservacion en el congelador (figuras 28 y 29). El cuerpo del animal se envolvia una vez retirada

la via para introducirlo en la nevera hasta la recogida por parte del servicio de mortuorio.

Fig. 28. Cubito diseccionado con defecto en su parte media diafisaria

Fig 29. Preparacion de piezas y almacenamiento para su andlisis
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4.7 Grupos experimentales

Se crearon tres grupos experimentales:

o Grupo B+O: biocerdmica y osteostatina

o Grupo B+C: bioceramica y células

o Grupo B+C+0: bioceramica, células y osteostatina
Cada uno de los grupos contaba al menos con nueve conejos inicialmente divididos en dos
tiempos de seguimiento, 6 y 12 semanas. Y cada uno de los tiempos, tenia asignado un control
con bioceramica sin sefiales ni células afiadidas (B control).
La inclusion de cada animal en su grupo correspondiente se realizd de forma aleatoria al igual

que el tiempo asignado de seguimiento.

4.8 Analisis histoldgico

Tras la toma de muestras 6seas una vez sacrificados los animales de experimentacion, éstas
continuaban conservadas en etanol de 96° para su fijacién y conservacion. Al tratarse de muestras
Oseas no descalcificadas, fueron lavadas con agua y serradas para delimitar macroscopicamente
las zonas de la lesion. Posteriormente, las piezas fueron deshidratadas mediante inmersién en
soluciones de etanol de gradacién creciente (70°, 80°, 90° y 959), estando embebidas durante 24
horas en cada una de las disoluciones hasta llegar a etanol absoluto, donde permanecieron 2 dias.
A continuacion, las muestras fueron incluidas en metilmetacrilato liquido durante 15 dias a 4°C
en agitacion. De forma paralela, se prepararon los cilindros de vidrio con base de metilmetacrilato
polimerizado que se usaron como soporte para la posterior inclusion de las muestras dseas. Para
ello, tras los 15 dias de inclusion, las piezas 6seas fueron transferidas a los cilindros de vidrio
recubriéndolas de nuevo con metilmetacrilato liquido. Los tubos fueron sellados con parafilm y
mantenidos en estufa a 32° C durante 5-6 dias hasta su polimerizacion. Seguidamente, el bloque
polimerizado con la muestra dsea fue cortado con el micrétomo (Microm HM 350S). Los

primeros cortes se realizaron con un grosor de 30 um hasta llegar a la zona de la lesion donde se
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realizaron cortes de 5um que fueron colocados sobre portaobjetos gelatinizados recubiertos con

film de polietileno y prensados y secados a 60° C durante 24 horas.

Para la realizacion de las tinciones histolégicas, los cortes fueron desplastificados mediante

inmersion en metil-acetato durante 55 minutos. Posteriormente, se lavaron en soluciones

decrecientes de alcohol hasta agua destilada. Los protocolos de tincion empleados fueron

Tricromico de Goldner y Von Kossa, que permiten distinguir el osteoide del hueso calcificado,

asi como la morfologia y distribucion de las células en el tejido. La interpretacion de estas dos

tinciones se resume en que la tincion de Tricromico de Goldner en hueso mineralizado adquiere

coloracion azul y la matriz ésea sin calcificar, el osteoide, en rojo. Mientras que en la tincion de

VVon Kossa, el hueso mineralizado adquiere una coloracion negra.

Protocolos de tincién

o Tricrémico de Goldner:

Pasos protocolo de tincion

Componentes

Hematoxilina férrica de Weigert 5

Weigert A (concentrada x 2): Hematoxilina
(2gr) + Alcohol 96° (100mL)

Weigert B: Percloruro de hierro (1,16gr)

HCI (10 mL) + Agua destilada (5mL): 1mL

Agua destilada 98mL

Mezclar a partes iguales las soluciones A y B s6lo antes de su uso

Agua corriente 10

Ponceau de xilidina 40

200 mL agua destilada + 2 gr Ponceau de
xilidina + 0,4 mL acido acético glacial +
1 gr fucsina &cida

Lavado rapido en &cido acético al 1%

Lavado rapido en agua destilada

Diferenciar en acido fosfotungstico-Orange G
10

200 mL agua destilada + 2 gr A&cido
fosfotungstico + 1 gr orange G

Lavado rapido en &cido acético al 1%

Lavado répido en agua destilada

Verde luz 15

200 mL agua destilada + 0,4 gr verde luz + 0,4
mL acido acético glacial

Lavado rapido en acido acético al 1%

Lavado répido en agua destilada

Deshidratar y montar
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o Von Kossa:

Pasos protocolo de tincion Componentes
Nitrato de plata al 3%, 5 minutos
Agua destilada x 2 veces, 5 minutos
Formol-carbonato de sodio, 5 minutos 10 mg de carbonato de sodio + 150 mL de
agua destilada + 50 mL de formaldehido al
37%

Agua corriente 10 minutos

Sulfato de sodio al 5%, 5 minutos
Agua corriente, 10 minutos

Ponceau de xilidina 45 minutos
Lavado réapido en &cido acético al 1%
Lavado réapido en agua destilada
Diferenciar en acido fosfottngstico-Orange G
15 minutos

Lavado réapido en acido acético al 1%
Lavado réapido en agua destilada
Deshidratar y montar

Las imagenes microscopicas de las muestras histoldgicas se captaron utilizando una méaquina
fotografica Nikon digital Sight DS-smc acoplada a un microscopio éptico Nikon eclipse 90i, y
digitalizadas directamente por un programa capturador de imagenes MetaMorph Meta Imaging

Series 6.1.

4.9 Analisis de imagen

Inicialmente se realizaron en las primeras intervenciones radiografias como control
postoperatorio para valorar el material implantado y vigilar la aparicién de fracturas o
desplazamientos secundarios.

El aparato utilizado en el experimental era un modelo CCX digital de ortopantomografia, que
necesitaba para su revelado placas kodak RX i0-41 insight oclusales (figuras 30 y 31). Tras el
revelado de las primeras piezas, el aparato se estroped asi que optamos por la solucion de realizar
laradiografia tras el sacrificio, antes de la imagen de micro-TC en el mismo laboratorio de imagen

donde ibamos a realizar ese estudio.
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Fig 30 y 31. Aparato de rayos de ortopantomografia CCX digital.

A continuacion, pueden ver algunas de esas primeras imagenes radioldgicas realizadas (figuras

32y 33).

Fig 32. Control del defecto y bioceramica implantada. Fig 33. Fractura de radio y clbito

El revelado de estas imagenes iniciales lo realizamos de forma manual en una sala del centro

experimental con liquido revelador y fijador.
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Una vez sacrificados y extraida la pata, los especimenes se almacenaban en congelador. Para su
traslado se procedia a realizar un protocolo que consistia en la descongelacion durante 24 horas y
mantenimiento de la pata en alcohol de 96° para la fijacion necesaria en el posterior estudio
histolégico. El protocolo incluia un cambio de alcohol diario durante la primera semana y
posteriormente una vez cada cinco dias.

Las piezas se trasladaron al Laboratorio de imagen del Hospital Universitario Gregorio Marafion
para la adquisicion de las imagenes de los huesos con el escaner de pequefio animal SuperArgus
(Sedecal). Realizar el analisis estructural sin necesidad de destruir la muestra era necesario porque
después teniamos que realizar el estudio histolégico. En la bibliografia se describen métodos de
andlisis 2D y 3D de estas imagenes para hueso trabecular (Hildebrandt et al,1999), basados en
modelos para la microestructura del hueso de plates o rods (Feldcamp et al, 2009). Estos modelos
establecen férmulas que relacionan los parametros trabeculares (nlmero, grosor y separacion de
las trabéculas) con la superficie y el volumen ocupado por el tejido 6seo y el volumen total de la
muestra. En cuanto al software comercial, encontramos dos opciones: 3D Suite, comercializado
por Bruker y VivaCT40, comercializado por Scanco. Estos paquetes software estan desarrollados
para los equipos de rayos X comercializados por dichas compafiias no permitiendo adaptaciones
a formatos de imagen diferentes, y son cerrados, dificultando la incorporacién de nuevas medidas
que puedan ser necesarias en un experimento concreto. Por ello, para el estudio de las imagenes
finalmente disefiamos un software con la colaboracion del equipo del Instituto de Investigacion
Sanitaria Gregorio Marafién y el departamento de Bioingenieria e Ingenieria Aeroespacial de la
Universidad Carlos I11 de Madrid. El objetivo era crear un sistema para la cuantificacion del tejido
6seo, integrada en una herramienta software disefiada para seguir un enfoque modular con el fin

de permitir flexibilidad para afiadir nuevas funcionalidades.

Todas las muestras fueron escaneadas con un voltaje de 65 kV y una corriente de 600 YA,

cubriendo 360 grados con un total de 720 proyecciones. El tamafio de pixel en proyeccion fue de

0.075 mm y el tamafio de vdxel en reconstruccion de 0.058 mm isotrépico.
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Analizamos las caracteristicas del hueso neoformado mediante distintas variables (Bouxsein et

al, 2010):

o Volumen de hueso en el area a estudio: BV/ITV

Volumen de hueso/volumen total del &rea de interés.

Para el calculo del aumento de volumen de hueso mediamos:

1. Elcociente entre el volumen de hueso y el volumen total en toda la zona del defecto (BV/TV).

2. El cociente entre la superficie de hueso y superficie total en un corte axial representativo de
la regeneracion de hueso (BS/TS).

La segmentacion de hueso se hacia por umbralizacién asegurando la eleccién de un umbral que

seleccionase s6lo el hueso trabecular y cortical formados.

o Estudio trabecular

Para el estudio trabecular se calculaban tres valores:
- El grosor trabecular (Tb.Th, trabecular thickness).
- El nimero trabecular (Th.N, trabecular number).

- Laseparacion trabecular (Th.Sp, trabecular separation).

Fig 34. Representacion esquematica de los parametros del estudio trabecular. Hueso representado en gris
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En la figura 34 se expone una representacion esquematica de los mismos.
Estos pardmetros se calculan en una ROI que s6lo contenga hueso trabecular, tras la segmentacion
del hueso por umbralizacion. Para facilitar la umbralizacion, se hace un realce de los bordes del

hueso con un paso de “unsharp masking”.

El calculo de los pardmetros se expone en la tabla 2.

Tabla 2. Estudio trabecular.

Grosor trabecular (Th.Th) Tbh.Th=2 BP/BV BP (bone perimeter) perimetro de hueso trabecular,
suma de todos los pixeles con valor 1 de la imagen
calculada a partir de la resta de la imagen dilatada con
un elemento estructurante y de la imagen segmentada
BV (bone volume)

N? trabecular (Tbh.N) Tb.N =(BVTV)/Tbh.Th N° de trabéculas por unidad de longitud (unidades de
mm-1)

Separacion trabecular (Tb.Sp) Tb.Sp=1/Tb.N —Tb.Th Diametro de las cavidades que contienen médula dsea

o Estudio cortical
El grosor cortical producido en los bordes del defecto, area de estudio, se calcula como la anchura
del perfil a la mitad del méximo (FWHM) en un perfil en esa regién que contenga s6lo hueso
cortical (linea azul discontinua en la figura 35). Como dentro del hueso los valores son superiores
a los de fuera, ajustamos la curva a trazos a un perfil simétrico (linea sélida azul). Tras normalizar

el perfil, el FWHM se calcula como se muestra en la figura 35.
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Fig 35. Grosor cortical en un extremo del defecto creado

En cada extremo del defecto se calculaban los siguientes valores:
- Ct.Ar (cortical bone area/cortical volumen, mm?)
- Ct.Ar/Tt.Ar (cortical area fraction, %)

- Ct.Th (average cortical thickness, mm)

Todos los parametros descritos previamente se integraron en una interfaz, BoneAnalytics,
desarrollada en MATLAB siguiendo un enfoque modular y basada en la programacion orientada

a objetos.
BoneAnalytics se maneja a traves de su interfaz grafica de usuario. Como se muestra en la figura
36, la interfaz de usuario permite cargar un estudio de TAC en unidades Hounsfield y variar el

nivel y ventana de las imagenes, asi como seleccionar el nimero de corte en las distintas vistas

arrastrando el ratén en cada imagen.
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XY view: 432

& INTERFACE FOR BONE STUDIES: CT_0047.

YZ view: 350
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Fig 36. Interfaz de usuario
YZ view XZ view

Fig 37. Localizacion del defecto. Para segmentar el hueso aparece una ventana en la que el usuario selecciona el

umbral

Para el calculo de la relacién BV/TV se pueden seleccionar dos tipos de regiones de interés

(ROISs), definidas por nosotros y que corresponden a los botones “Locate defect” y “Locate

customized area”, siendo la region seleccionada en el segundo el doble de la del primero. La ROI
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de la seleccion “Locate defect” tiene un tamafo igual que el tamafio del defecto creado en el
cubito del conejo, 15 milimetros. La de mayor tamafo, la realizamos para evitar errores de
posicion con la ROI inicial respecto al defecto y valorar si podia suponer algin sesgo en las

mediciones (figura 37).

Para realizar el estudio trabecular, el usuario debe posicionar una ROI rectangular de tamafio
variable en una regién de hueso trabecular y seleccionar un umbral para segmentar el hueso
(figura 38). Para facilitar la visualizacion de los bordes del hueso, la herramienta ofrece la opcién

del boton “sharpen”.

Slice: 581

Fig 38. Corte para estudio trabecular. Seleccion de ROl y modo sharpen a la derecha

El estudio cortical se realizaba en ambos extremos del defecto creado seleccionando un perfil en
el borde para medir el grosor del hueso cortical como se muestra en la figura 39. La medicion
calculaba una media de dos valores de grosor cortical en cada uno de los extremos para valorar

asi la respuesta 6sea generada por el material implantado.

Una vez realizadas todas las medidas y dentro de cada carpeta de imagen de estudio, se generaba
un archivo de Excel y se guardaban las imagenes de las distintas ROIs y segmentaciones
realizadas. Cada medida, tiene un identificador (“id” y “study name”) que relaciona los valores

con la imagen a partir de la cual se obtuvieron (tabla 3).
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Fig 39. Estudio cortical en un extremo del defecto éseo creado

Tabla 3. Registro de estudio C13: CT 61208.

Pixel size (m 0,058
|id StudynamelROI position ROI size -X Y BV(px) Tv(px) BV/TV Threshold  Radio
0 CT_61208 id 581110.5158 1 2200 2891 0,76098236  110,09376
1CT_61208 id 652 1131754 140.807 466.6667 466.6667
2 CT_61208 id 652113.1754  140.807 466.6667 466.6667
3 CT_61208 id 4121512456 1315965 466.6667 466.6667
4 CT_61208 id 412 119.3158 1254561  466.6667 4666667
5 CT_61208 id 3702954759 3 1108615 2456296 045133608
& CT_61208_id 3702689517 2 3963858 8749230 045304962

RO trabecul ROI cortical s To.N

Th.Th(mm) Th.Sep(mm) Cortical.Th(n Profile

31755172 178.868 48, 004260334 1,09059829 0,2707973

348.3509 359.4035 287.5614 366.1579
349.5789 355.7193 395.6316 448.4386
301.6842 340.9825 327.4737 358.1754
364.3158 387.6491 371.6842 392.5614

2,9770193 -935 -934 -517 -92
1,42313273 -193 -182 -148 -11
1,58639386 433 -333 -23 272
0,34945422 -30 -23 -38 -22

4.10 Analisis estadistico

Para el andlisis estadistico empleamos el programa SPSS en su version 15.0. En las

comparaciones de los parametros 6seos entre grupos empleamos el test no paramétrico de Kruskal

Wallis para muestras independientes con el factor de correccion de Dunn. Para la comparacion

intragrupo entre los dos tiempos de seguimiento empleamos el test no paramétrico U de Mann

Whitney. Valordbamos el efecto mediante la diferencia de medias y la precision mediante el

intervalo de confianza del 95%. En todos los casos, como grado de significacion estadistica se

consideré un valor de p < 0,05.
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5. RESULTADOS

Las piezas analizadas en este proyecto fueron evaluadas macroscépicamente, histolégicamente y
con un analisis de imagen mediante radiografia y micro-TC.

A continuacién, pasamos a detallar los resultados obtenidos.

5.1 Resultados macroscopicos

31 conejos fueron intervenidos registrando las incidencias quirdrgicas y los hallazgos
macroscopicos tras el sacrificio. El registro se realizaba en una tabla de Excel (tabla 4), segiin su

correspondencia con nimero de tatuaje o chip.

El nimero total de biocerdmicas implantadas fue de 31. Once del grupo B+C, seis en el tiempo
de seis semanas y cinco en el de doce. Nueve en el grupo B+0O, con cinco con seguimiento de seis
semanas Yy cuatro en el de doce semanas. Y nueve en el grupo B+C+O, con cuatro y cinco
respectivamente.

Hubo seis pérdidas durante el seguimiento; ninguna de ellas en el postoperatorio inmediato. Dos
por infeccién de la herida quirdrgica de los grupos B+C+0 y B+C (seis semanas). Dos por fractura
de radio y cubito; una en el grupo B+C (seis semanas) y otra en el grupo B+C+0O (doce semanas).
Una muerte por un cuadro de inanicion en el grupo B+0O (seis semanas) que no mejoro tras tomar
las medidas de tratamiento adecuadas para evitar el sufrimiento animal y mantener durante dias
nutricion enteral. Fallecio tres dias antes de cumplir su seguimiento por lo que decidimos analizar
su resultado teniendo en cuenta su pérdida en la interpretacion de los mismos. Y una muerte cuya
causa fue desconocida en el grupo de B+O (seis semanas).

En las figuras 40 y 41 pueden ver casos con alguna de estas complicaciones.
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Tabla 4. Registro quirtrgico

Resultados

Chip N° Material Pata | Incidencias cirugia Observaciones Semanas
C1 H1062 B+C | Sin incidencias Completo 6
Buena consistencia
c2 577639 B+C Se rompe BC en 2 Parcial 12
C3 573807 B+C+0O Sin incidencias Completo 6
Buena consistencia
c4 577277 B+O | Sin incidencias Parcial 12
C5 CONTROL | Sin incidencias Sin relleno 12
Fibrosis
C6 H61401 B+C+0O | Tamafio defecto 18 Completo 12
mm Hipertréfico
Fibrosis
c7 H81260 B+C+0 | Sin incidencias Relleno ideal 12
Completo
Resistente
Homogéneo
c8 106580057 B+O Sin incidencias Parcial 6
Cc9 H51328 B+C+0O Tamafio defecto Completo 12
18mm Consistencia media
C10 594547 B+O | Sin incidencias Completo 12
Buena consistencia
C11 H119 CONTROL Sin incidencias Sin relleno 6
C12 H60945 B+C Sin incidencias Completo 6
Fibrosis
C13 H61208 B+C D Sin incidencias Parcial 12
C14 H81143 B+O | Sin incidencias Completo 6
Buena consistencia
Homogéneo
C15 900046000192222 B+O | Sin incidencias Parcial 12
Fibroso
Movilidad del foco
C16 900046000192230 B+O D Sin incidencias Parcial 6
Fibrosis
C17 900046000192221 B+C D BC maés pequefia que | Completo 6
defecto Consistencia media
C18 900046000192224 B+C+0O D Sin incidencias Completo 6
Fibrosis
C19 900046000192223 B+C | Sin incidencias Completo 12
Fibrosis
C20 900046000192226 B+C | BC mas pequefia que | Completo 12
defecto Fibrosis media
C21 900046000192227 B+C+0O D Sin incidencias Completo 12
Consistencia media
Cc22 900046000192229 B+C+0 | En sacrificio, Parcial 6
granuloma
Cc23 H71624 B+C | Sin incidencias Completo 12
Fibrosis
C24 H61074 B+O | Sin incidencias Completo 12
Fibrosis
C25 H31088 B+C | Sin incidencias Completo 6
Buena consistencia
C26 H71088 B+C | Sin incidencias Infeccién + fractura 6
Visto en sacrificio.
c27 H71431 B+C | Se rompe BC en 2 Sacrificado por
fractura radio
C28 567858 B+C+0O D Sacrificado por
fractura radio
C29 591844 B+C+0 D Sacrificado por
infeccién
C30 900046000192214 B+O Sangrado/hemostasia | Hallado muerto
C31 H71544 B+O Inanicién 55
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Fig 40. Infeccion de la herida quirlrgica caso C26. Fig 41. Fractura de antebrazo caso C28

La distribucion por grupos y tiempos de seguimiento tanto inicial como final una vez excluidos

los casos de complicaciones se expone en las tablas 5 y 6.

Tabla 5. Distribucién inicial de casos

DISTRIBUCION INICIAL
31 conejos
Grupo 6 semanas 12 semanas Pérdidas
-1 infeccion
+
B+C 0 3 -1 fractura
- 1 inanicion
+
B+0 > 4 -1 desconocida
B+C+0O 4 5 -1 ) ﬁact‘u_r’a
-1 infeccion
Controles 1 1
Tabla 6. Distribucion final excluidas las pérdidas de seguimiento
DISTRIBUCION FINAL
25 conejos
Grupo 6 semanas 12 semanas TOTAL
B+C 4 5 9
B+O 3 4 7
B+C+0 3 4 7
Controles 1 1 2
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En el anélisis macroscépico, observamos buenos resultados con defectos rellenos por completo
con una consistencia dura o media en 10 casos y con algo mas de fibrosis, pero también con una
cobertura completa en otros 6 casos mas.

En el grupo de B+C+0, 4 de los casos presentaban un relleno completo del defecto con buen
aspecto, 3 de ellos con 12 semanas de seguimiento, C7, C9 y C21, y una con 6 semanas de
seguimiento, C3. Esto ocurria de forma similar en dos de los casos de B+O, C10y C14, con 6y
2 semanas respectivamente de seguimiento y en cuatro del grupo B+C, C1, C17 y C25, de 6
semanas y C20, de 12 semanas. Estos defectos que considerabamos con buen resultado
macroscépico por su relleno completo, se veian como los expuestos en las figuras 42 y 43, con

una cobertura completa y un aspecto o consistencia homogéneos en todo el hueso.

Fig 42. Imagen macroscoépica caso C21

Fig 43. Imagen macroscopica caso C17
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En el resto de casos, destaca un relleno completo pero fibroso en las piezas C6 y C18 del grupo
B+C+0; C12, C19y C23 del grupo B+C y C24 del grupo B+O.

La figura 44 representa una imagen perteneciente a esta descripcion previa.

Fig 44. Imagen macroscépica caso C24

En 7 casos el resultado macroscépico no fue el esperado. Encontramos un relleno parcial del
defecto con procesos de fibrosis y poca homogeneidad con el resto del tejido 6seo en las piezas
C2y C13 del grupo B+C; C4, C8, C15y C16 del grupo B+O y C22 del grupo B+C+O.
También encontramos este resultado en los dos controles, piezas C5y C11, en estos casos como
era de esperar.

Ejemplos de este Gltimo grupo se exponen en las figuras 45 y 46.

Fig 45. Relleno parcialmente cubierto con tejido fibroso, caso C15
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Fig 46. Relleno parcialmente cubierto con tejido fibroso poco homogéneo, caso C16

En las tablas 7, 8 y 9 se representa de forma esquematica la clasificacion de los resultados

macroscopicos.

Tabla 7. Distribucidn de casos con relleno completo, buen aspecto y resistencia

Completo. Buen aspecto
Caso Material
C1 B+C

C17 B+C
C20 B+C
C25 B+C
C3 B+C+O
C7 B+C+0O
C9 B+C+0O
C21 B+C+0O
Cc10 B+O
Ci14 B+O

Tabla 8. Distribucién de casos con relleno completo y fibrosis

Completo. Fibrosis
Caso Material
Ci12 B+C
C19 B+C
Cc23 B+C

C6 B+C+0O
C18 B+C+0O
C24 B+O
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Tabla 9. Casos con relleno parcial

Parcial
Caso Material
C2 B+C
C13 B+C
C22 B+C+0
C4 B+O
C8 B+O
C15 B+O
C16 B+O
C5 Control
Cl1 Control

Por tanto, y a modo de resumen, obtuvimos buenos resultados macroscépicos en 16 de los 23
casos (70%) excluyendo los controles, siendo este resultado méas frecuente en los grupos de

B+C+Oy B+C.

5.2 Resultados del analisis histoldgico

El estudio histoldgico lo desarrollaremos a continuacién en funcién del tiempo de seguimiento, 6

y 12 semanas, y material implantado.

5.2.1 Andlisis detallado de las muestras
o Seguimiento de 6 semanas

Grupo control: B (una Gnica muestra)

En el grupo control de 6 semanas observamos un defecto dseo sin regenerar, que se encuentra
totalmente ocupado por tejido de granulacion. Hallamos grandes restos de material, delimitados
por tejido conectivo organizado con la formacion de una capsula que los engloba de forma
conjunta (figura 47). En su mayoria, los numerosos restos de material no han desencadenado

reaccion tisular, aparecen quiescentes (figura 48). No obstante, en la interfaz entre los restos y el
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tejido conectivo que lo delimita, es donde encontramos una reaccion celular de tipo inflamatorio,

compuesta en su mayoria por numerosos macrofagos, fibroblastos y monocitos (figura 49).

Fig 47. C11. Tejido de granulacién. Formacion de tejido conectivo a modo de capsula delimitando los restos de

material. 2x

Fig 48. C11. Restos de material sin reaccion celular asociada, rodeados por tejido conectivo. 4x
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Fig 49. C11. Reaccion celular de tipo inflamatorio en la interfaz entra los restos de material y el tejido conectivo que

lo delimita. 10x

Grupo B+C

La respuesta mayoritaria en este grupo es la de la formacion de un tejido de granulacion asociado
a procesos de fibrosis. No se produce regeneracion 6sea del defecto en general, salvo en uno de
los casos. El hueso neoformado presenta un entramado 6seo de finas trabéculas anastomosadas y
desorganizadas (figura 50). Es inmaduro, con zonas no mineralizadas ademas de gruesos ribetes
de osteoide, asociados a hileras de osteoblastos y zonas de reabsorcion (figura 51).

Sin embargo, en su mayoria el defecto se encuentra ocupado por la formacion de tejido conectivo
asociado a un elevado componente celular, compuesto por un gran nimero de macrofagos,
monocitos y células plasmaticas, signo de una respuesta inflamatoria de tipo crénico (figuras 52
y 53). Con relacion a los restos de material, estos pueden aparecer de forma dispersa, sin reaccion

celular, mientras que otros se encuentran en asociacion a células multinucleadas (figura 54).
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Fig.50. Panoramica que refleja procesos de neoformacion 6sea, constituida por hueso trabecular desorganizado e

inmaduro. a) TG, b) VK. 2x.

Fig 51. Detalle del hueso regenerado constituido por hueso trabecular inmaduro, anastomosado, con gruesos ribetes
de osteoide en asociacion a hileras de osteoblastos con gran actividad sintética. Se aprecia la presencia de

osteoclastos. 10x
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on de tejido granulomatoso. 2x.

0. Formaci

Fig 52. Defecto 6seo no regenerad

Fig 53. Desarrollo de tejido conectivo desorganizado junto con restos de material asociados a una moderada

respuesta tisular inflamatoria. 10x.
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Fig 54. Reaccion fibrosa englobando restos de material, que se encuentran en asociacién con numerosos macréfagos

y alguna célula multinucleada. 20x

Grupo B+O:

En este grupo encontramos respuestas tisulares algo heterogéneas entre los diferentes
especimenes con relacion al material. En tres de los cuatro casos se aprecian discretos procesos
de regeneracion Gsea. Existe una reaccion del tejido 6seo adyacente al defecto, de forma que
encontramos procesos de osificacion (figuras 55 y 58). Existe un hueso inmaduro con grandes
cavidades vasculares y una gran actividad sintética (figuras 56, 59 y 60), en cuya matriz 6sea
primitiva encontramos englobados osteocitos inmaduros (figura 57). ElI hueso trabecular
regenerado en algunas zonas estd formado por finas trabéculas que presentan gruesos ribetes de
osteoide, matriz ésea organica, sintetizada por las hileras de osteoblastos presentes (figura 58).
Asi mismo en la superficie 6sea encontramos osteoclastos relacionados con los procesos de
reabsorcion (figuras 59, 61 y 62). En relacion a la reaccion tisular desencadenada en la cavidad

del defecto, encontramos respuestas muy diversas.
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Fig 55. Hueso trabecular inmaduro. Disposicion irregular de las trabéculas 6seas, anastomosadas y con superficies

6seas con gruesos depdsitos de osteoide. 4x

Fig 56. Imagen panoramica de hueso trabecular regenerado con numerosas y amplias cavidades vasculares y gran

actividad sintética, reflejada por los gruesos ribetes de osteoide. 4x
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Fig 57. Detalle del proceso de osificacion. Se distinguen los osteocitos englobados por una matriz 6sea inmadura, no
mineralizada (color rojo), Gran actividad osteoblastica asociada a ribetes de osteoide y presencia de procesos de

reabsorcion mediada por osteoclastos. 20x

Fig 58. C14. Panoramica que refleja una reaccién de formacién de hueso inmaduro, desorganizado en el hueso

adyacente a la cavidad del defecto. Ademas, se aprecian grandes depdsitos de material, rodeados por tejido

conectivo fibroso 2x. TG y VK
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Fig 59. Hueso trabecular inmaduro. Presencia de osteocitos en cavidades alin no mineralizadas y gruesos ribetes de
osteoide. 10x. Fig 60. Hueso trabecular inmaduro con gruesos ribetes de osteoide en la superficie trabecular 6sea.

4x VK

Fig 61. a) Hueso trabecular inmaduro, con zonas de matriz ésea ain no mineralizadas. Presencia de osteocitos

inmaduros y osteoclastos en las lagunas de reabsorcion dsea. 10x. Fig 62. Hueso inmaduro con aspecto apolillado
debido a la presencia de osteocitos rodeados por matriz ésea no mineralizada (rojo). Presencia de matriz no

calcificada 10x. VK

Grupo B+C+0O:
Este grupo compuesto por 3 casos presenta una respuesta relativamente homogeénea, encontrando
tejido de granulacion en la cavidad del defecto dseo (figura 63). Respecto a la celularidad existe

un predominio de macrdfagos y fibroblastos, encontrando alguna célula multinucleada y focos de
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células plasmaticas (figura 64). El desarrollo de tejido conectivo es notable, encontrando tanto de
tipo laxo como denso, con una distribucion muy organizada de las fibras colagenas.

Por otro lado, se ha encontrado reaccion del hueso adyacente a la cavidad del defecto en dos de
los casos, apareciendo hueso desorganizado, con lagunas vasculares, en los extremos 6seos (figura
65). La mayor diferencia esta en relacion con reaccion tisular desencadenada frente a los restos

de material y la cantidad de éste (figura 66).

Fig 63. Panoramica de la cavidad del defecto donde se ha desarrollado granulomas. 2x
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Fig 64. Tejido de granulacién donde distinguimos macréfagos, fibroblastos, células multinucleadas y células

plasmaticas. Presencia de escasos restos de material. 10x

Fig 65. Panoramica de la reaccion 6sea producida en al hueso adyacente al defecto dseo. a) TG y b) VK. 2x.
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Fig 66. Detalle de células multinucleadas englobando restos de material. 40x.

o Seguimiento de 12 semanas
Grupo control: B (una Gnica muestra)
En el grupo control de 12 semanas el defecto dseo no estd regenerado. En este tiempo de
experimentacion encontramos numerosos restos de material con escasa 0 practicamente nula
respuesta celular (figura 67). El tejido conectivo, levemente desarrollado, presenta escaso
componente celular, compuesto por fibroblastos y algin macrofago (figura 68). La respuesta
tisular se encuentra en un estadio quiescente. No encontramos respuesta inflamatoria asociada a

la presencia de material (figura 69).
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Fig 67. C5. Defecto 6seo sin regenerar. Restos de material sin reaccion celular asociada. 2x.

Fig 68. C5. Tenue desarrollo de tejido conectivo que delimita los restos de material. Componente celular escaso, con

presencia de escasos macrofagos y fibroblastos. 20x
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Fig 69. C5. Restos de material quiescentes. Ausencia de respuesta inflamatoria. 4x

Grupo B+C

En dos de los casos encontramos cierta reaccion 6sea con la formacion de un saliente 6seo (figura
70). El hueso regenerado es inmaduro, con numerosas lagunas vasculares, gruesos ribetes de
osteoide en la superficie Osea y zonas de reabsorcion Gsea donde se aprecian osteoclastos.
Ademas, los osteocitos se encuentran englobados en matriz 6sea ain no calcificada (figuras 71y
72). En el resto del defecto se ha desarrollo un tejido conectivo vascularizado con un elevado
nimero de macrofagos y algunas células plasmaticas (figura 73). Existen zonas con tejido
adiposo.

En tres de los casos, la reaccion tisular desencadenada esté constituida por tejido de granulacion,
compuesto por células multinucleadas, macréfagos y focos de células plasmaticas (figura 74). El
tejido conectivo se dispone en forma de tabiques o glomérulos que rodean al componente celular.
De forma generalizada, en este grupo, en relacion con los restos de material o bien son escasos y

se encuentran en asociacion con el componente celular, o bien no hay.
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Fig 70. Panoramica de zona de hueso regenerado, inmaduro, desorganizado y con zonas no mineralizadas. 2x

Fig 71. Panoramica de hueso neoformado: desorganizado, con numerosas lagunas vasculares, ribetes de osteoide y

zonas no calcificadas. 2x
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Fig 72. Hueso trabecular inmaduro, desorganizado con zonas ain no mineralizadas. 2x

Fig 73. Detalle de tejido conectivo con la presencia de macroéfagos y focos de células plasmaticas.20x
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Fig 74. Panoramica de la cavidad del defecto con el desarrollo de una reaccion granulomatosa. 2x

Grupo B+O

De los cuatro casos que constituyen este grupo, tres presentan una formacién similar a la que
observamos en un caso del mismo grupo a las 6 semanas. Lo que encontramos es una formacion
conjuntiva de aspecto fibroso denso, en la vecindad de tejido éseo normal. Se encuentra entre
medias de formaciones Gseas, que presenta tanto hueso compacto como trabecular (figuras 75y
76). El hueso limitante a esta formacién fibrosa presenta cierto grado de madurez al presentar
médula 6sea hematopoyética (MOH). Debido a esto, se podria considerar que corresponde al
hueso esponjoso que se encuentra entre las dos placas de hueso compacto. Esta formacion
conectiva, presenta una morfologia similar al fibrocartilago, con gruesas fibras coldgenas y
elevado componente celular, que recuerda los condrocitos, aunque como no presentan grupos
isogénicos quizas debamos pensar en fibroblastos (figura 77). El hueso estd desorganizado,
presenta cavidades vasculares de gran tamafio y en la superficie dsea trabecular inmadura se

aprecian gruesos ribetes de osteoide, ademés de zonas no mineralizadas.
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Con relacion a la reaccion tisular desencadenada en el centro de la cavidad del defecto
encontramos granulomas de componente celular formado por macréfagos, con un amplio
citoplasma, células plasmaticas, fibroblastos y escasas células multinucleadas (figura 78). Los

restos de material son escasos.

Fig 75. Panoramica de la formacién fibrosa entre dos formaciones 6seas. El hueso se muestra desorganizado con

numerosas y amplias lagunas vasculares. 2x
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Fig 76. Hueso trabecular inmaduro, en transicion con tejido conectivo denso. Presencia de médula 6sea

hematopoyética en la cavidad medular. 4x

Fig 77. Detalle de la formacion fibrosa con elevado componente celular en vecindad de tejido 6seo. 10x

103



Resultados

Fig 78. Tejido de granulacion desarrollado en la cavidad del defecto. 4x

Grupo B+C+0

Este grupo compuesto por cuatro casos, uno de los cuales no se ha podido valorar en su totalidad,
presenta respuestas muy dispares, no pudiendo encontrar un comportamiento similar entre ellos.
Por ello, se exponen imagenes individualizadas tanto a continuacion, como en anexo de
resultados.

A modo de resumen, en uno de los casos se ha podido apreciar una amplia reaccién inflamatoria.
En otro, encontramos fendmenos de regeneracion 6sea, con formacioén de hueso trabecular
inmaduro, con grandes cavidades vasculares distribuidas de forma muy heterogénea (figura 79).
Una de las respuestas mas dispares, y no encontrada previamente, es en otro de los casos de este
grupo en el que la cavidad del defecto presenta tejido adiposo (figuras 80 y 81). No hay restos de

material y aparece un escaso componente celular.
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Fig 79. C7. Panoramica de la cavidad del defecto que refleja un hueso regenerado, con disposicion irregular de las
trabéculas y zonas adn no totalmente mineralizadas. En la parte inferior derecha se aprecia un granuloma en

asociacion al hueso. TG y VK. 2x

Fig 80. C6. Panoramica que refleja una cavidad del defecto ocupada en su mayoria por tejido adiposo, con focos de

células gigantes multinucleadas. TG. 4x, Fig 81. TAC correspondiente.

En el Gltimo caso, aparece la misma formacion que en tres de los casos del grupo anterior (B+O),
en la encontramos una formacion conectiva entre dos formaciones 6seas (figura 82). No obstante,
la respuesta tisular mayoritaria es la de formacion de granulomas con abundantes restos de

material en asociacion a macréfagos, células gigantes multinucleadas y células plasmaticas.
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Fig 82. C21. Panoramica que hace evidente la formacion fibrosa entre dos fragmentos 6seos. 2x

5.2.2. Resumen de resultados histolégicos
Seguimiento de 6 semanas
Con relacion a la respuesta 6sea, hay mas reaccion del hueso adyacente a la cavidad del defecto
en los casos del grupo B+O, encontrando procesos de formacion 6sea més activos, que presentan
hueso regenerado.
En referencia a los restos de material, en funcion de que haya o no invasion celular de los mismos,
la respuesta es heterogenea. En algunos casos no hay reaccion celular asociada, encontrando
grandes cimulos de material en el centro del defecto. En otros, existe una gran reaccion tisular
asociada constituida sobre todo por macrofagos y células gigantes multinucleadas. En un ultimo
grupo de casos, los restos de material son muy dispersos y se han degradado desapareciendo casi
en su totalidad.
Tenido en cuenta el factor de maduracion del tejido conectivo desarrollado en la cavidad del
defecto, el grupo B+C presenta una mayor maduracion del tejido conectivo, con mas areas de

coloracion roja.
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Un caso del grupo B+O presenta la formacion de hueso més tejido conectivo més hueso; podria

ser quiza un signo de osificacion endocondral.

Seguimiento de 12 semanas

De forma muy similar a la respuesta tisular encontrada a las 6 semanas de experimentacion, tras
12 semanas de evolucién el grupo que presenta mas procesos de formacion 6sea es el B+O.
Ademas, es el grupo con una respuesta mas homogénea, ya que el caso del grupo B+C+0 hay
grandes diferencias entre los casos.

Respecto a la presencia de restos de material, de forma generalizada en todos los grupos, estos, 0
bien son pocos o estan ausentes, lo que implica una degradacion de material.

En el resto de la cavidad del defecto encontramos en general tejido de granulacion, fibrosandose
y colagenandose. El tejido conectivo se encuentra mas desarrollado, en diferentes estadios de
maduracion y méas extendido, no en forma solo de tabiques, sino con una distribucién de fibras
mas heterogénea. En asociacion encontramos un componente celular mas o menos marcado

compuesto por macrofagos, células plasmaticas y células gigantes.

5.3 Resultados del analisis de imagen

5.3.1 Andlisis detallado de las muestras

25 muestras fueron analizadas con radiografia y escaneadas con el micro-TC de pequefio animal
SuperArgus (SEDECAL) con un voltaje de 65 kV y una corriente de 600 pA, cubriendo 360
grados con un total de 720 proyecciones. El tamafio de pixel en proyeccion fue de 0.075 mmy el

tamano de voxel en reconstruccion de 0.058 mm isotrdpico.
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Con el micro-TC, analizamos las caracteristicas del hueso neoformado mediante las variables
descritas previamente en el apartado de material y métodos.
o Volumen de hueso en el area a estudio: BV/TV
o Estudio trabecular
- Grosor trabecular (Th.Th)
- Ndmero trabecular (Th.N)
- Separacién trabecular (Th.Sp)
o Estudio cortical
- Ct.Ar (cortical bone area/cortical volumen, mm?)
- Ct.Ar/Tt.Ar (cortical area fraction, %)

- Ct.Th (average cortical thickness, mm)

Los pardmetros se integraron en la interfaz, BoneAnalytics, que se maneja a través de su interfaz

grafica de usuario expuesta como van a ver a continuacion.

Ejemplos de resultados obtenidos:

A continuacion, se exponen tres resultados pertenecientes a cada uno de los grupos de estudio,
B+C+0, B+O y B+C. En anexo de resultados se presenta el resto de casos.

En cada uno de ellos veran las medidas del volumen de hueso en las dos ROIs elegidas, el estudio
trabecular y el estudio cortical en ambos extremos del defecto y realizando dos medidas en cada
uno de ellos (figuras 83 a 107). Al final de cada caso, se expondré la tabla de Excel con el registro

de las medidas realizadas (tablas 10-12).
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CASO C10

Datos: Tatuaje H594547. Grupo B+0. 12 semanas.

Volumen de hueso en el area a estudio: BV/TV

Slice: 350 YZ view XZ view

Fig 83. BV/TV ROIp

Slice: 350 ~ YZ view XZ view

Fig 84. BV/TV ROIg
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Estudio trabecular

Slice: 436

Estudio cortical

Fig 85. Corte axial estudio trabecular con y sin contraste
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Fig 86. Estudio cortical en extremo de defecto creado

Slice: 219

3000

2500 -

2000 -

1500 -

1000 -

500 -

-500

20

30

40

Fig 87. Estudio cortical en extremo de defecto creado
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Slice: 519
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Fig 88. Estudio cortical en extremo de defecto creado
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Fig 89. Estudio cortical en extremo de defecto creado

Tabla 10. Registro de medidas C10

Pixel size (m 0,058

id Study name ROl position ROl size -X Y BV(px) TV(px) BV/TV Threshold  Radio ROl trabecul ROI cortical s Th.N Th.Th(mm) Th.Sep(mm) Cortical.Th(r}
0 CT_594547 it 436 108.8531 1 1509 1820 0,82912088  86,803992 3180.5054 200.8158 64 0,02816824 1,76812121 (0,29093548
1 CT_594547 it 5191217719  129.1404  466.6667 466.6667 374.1404 368 349.5789 476.0702 5,47013341
2 CT_594547 it 5191217719 1291404  466.6667 466.6667 402.386 380.2807 299.2281 342.2105 1,65566656
3 CT_594547 it 2191162456 1377368  466.6667 466.6667 263 298.614 337.2983 374.1404 1,23164089
4 CT_594547 it 2191162456  137.7368  466.6667 466.6667 320.7193 320.7193 403.614 446.5965 1,24624649
5 CT_594547 it 3503038759 2 392013 1587060 0,24700578
6 CT_594547 it 3502857517 1 2308065 7351930 0,31394001
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CASO C1

Datos: Tatuaje H1062. Grupo B+C. 6 semanas.

Volumen de hueso en el &rea a estudio: BV/TV

Slice: 371 YZ view XZ view

7

Fig 90. BV/TV ROIp

Slice: 371 YZ view XZ view

j

Fig 91. BV/TV ROIg
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Estudio trabecular

Slice: 527

Estudio cortical

Fig 92. Corte axial estudio trabecular con y sin contraste.
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Fig 93. Estudio cortical en extremo de defecto creado
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Fig 94. Estudio cortical en extremo de defecto creado
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Slice: 613
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Fig 95. Estudio cortical en extremo de defecto creado
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Fig 96. Estudio cortical en extremo de defecto creado

Tabla 11. Registro de medidas C1

Resultados

Pixel size (m 0,058

id Study name ROl position ROI size -X Y BV(px) TV(px) BV/TV Threshold  Radio ROl trabecul ROI cortical s Th.N Tb.Th(mm) Th.Sep(mm) Cortical.Th(n|
0 CT_1062_id_ 527 107.1904 1 951 1932 0,49223602 125,635893 31775125 2182754 45 0,06612485 0,4377619  0,4393668
1CT_1062_id_ 6131162456 118.7018 466.6667 466.6667 379.6667 378.4386 391.9474 458.2632 2,91710999
2 CT_1062_id_ 613 116.2456 118.7018 466.6667 466.6667 369.8421 366.1579 318.2632 366.1579 1,71639441
3CT_1062_id_ 2861205439  116.8596 466.6667 466.6667 368 336.0702 392.5614 449.0526 2,27664987
4 CT_1062_id_ 2861205439  116.859 466.6667 466.6667 391.3333369.2281 350.807 388.8772 0,76029834
5 CT_1062_id_ 3713010759 3 361523 2834828 (0,12752908
6 CT_1062_id_ 3712745517 1 2871489 16349470 0,17563193
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CASO C9

Datos: Tatuaje H51328. Grupo B+C+0. 12 semanas.

Volumen de hueso en el &rea a estudio: BV/TV

Slice: 350 YZ view

Fig 97. BV/TV ROIp

Slice: 350

Fig 98. BV/TV ROIg
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Estudio trabecular

Slice: 332

Estudio cortical

Fig 99. Corte axial estudio trabecular con y sin contraste
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Fig 100. Estudio cortical en extremo de defecto creado

Slice: 422
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Fig 101. Estudio cortical en extremo de defecto creado
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Slice: 422
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Fig 102. Estudio cortical en extremo de defecto creado
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Fig 103. Estudio cortical en extremo de defecto creado

Tabla 12. Registro de medidas C9

Pixel size (m 0,058

id Study name ROl position ROl size -X Y BV(px) TV(px) BV/TV Threshold  Radio ROl trabecul ROI cortical < Th.N To.Th(mm) Th.Sep(mm) Cortical.Th(n|
0T 51328 id 33297.76841 1 1401 262 0,6193634 140 312563 159.9132 56.¢  0,05724 0,64876647 0,36451095
1CT_51328 id 4229107018 1113333  466.6667 466.6667 279.579 290.6316 233.5263 319.4912 2,73135865
2 CT_51328 id 4229107018 1113333  466.6667 466.6667 272.2105 273.4386 345.2807 390.7193 1,14045383
3CT_51328 id 100 101.5088  91.68421 466.6667 466.6667 304.7544 310.8947 312.1228 378.4386 2,10631149
4CT 51328 id 100 101.5088  91.68421  466.6667 466.6667 270.3684 294.9298 281.4211 304.7544 0,62478315
5 CT_51328_id 3502226759 1 1658533 2812160 0,58977192
6 CT_51328_id, 3501737517 2 5749659 22410596 0,25655984
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Tras realizar la adquisicion de todas las imagenes y variables de la manera expuesta previamente,
realizamos un andlisis dependiente del tiempo, asi como un analisis segun tipo de material

implantado.

o Anélisis dependiente del tiempo
A continuacién, se representan el analisis de los parametros 6seos de todos los grupos analizados

segun el tiempo de seguimiento.

BS/TS

1 - 1
6 semanas 12 semanas Control 6 semanas  Control 12 semanas

Fig 104. BS/TS por tiempos de seguimiento vs controles

En la figura 104, podemos observar como el aumento de volumen es practicamente inexistente en
los controles; de hecho, en el control de 12 semanas el cociente de aumento de hueso vale 0. Sin
embargo, al analizar todos los grupos vemos como tanto para 6 como para 12 semanas la cifra del
volumen total es mayor que en los controles, y esa cifra ademas aumenta con el tiempo de

seguimiento.
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Fig 105. BV/TV ROIp por tiempos de seguimiento vs controles

Cuando estudiamos sélo el area del defecto creado, figura 105, los valores iniciales a las 6

semanas son parecidos a los del control. Sin embargo, estos aumentan al llegar a las 12 semanas

de seguimiento. Este dato podria justificarse con la necesidad de un mayor tiempo de regeneracion

6sea en defectos criticos de gran tamafio.
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Fig 106. BV/TV ROIg por tiempos de seguimiento vs controles
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Los valores de 6 y 12 semanas cuando cambiamos la ROI para evitar sesgos de medicién del
defecto, siguen aumentando con el tiempo. Sin embargo, al incluir hueso sano, se asemejan méas
a los controles. EI material, en muchas de las piezas, produce una reaccion dsea en los bordes del

defecto que se incluyen en esta ROI, de ahi el aumento de todos los valores representados.
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Fig 107. TbN por tiempos de seguimiento vs controles

Tanto para 6 como para 12 semanas el nimero aumenta y en ambos casos, es mayor que en los
controles. A las 12 semanas el nimero trabecular del grupo control vale 0. Sin embargo, vemos
como el valor es menor a las 12 semanas.

Este hecho quiza podria tener relacion con el proceso de remodelado en el que el hueso formado
se vuelve mas compacto y, por tanto, podria disminuir el nimero de trabéculas y su separacion o

que su medicion fuera mas imprecisa.
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Grosor cortical

Resultados

Grosor cortical - Media de los cuatro valores
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Fig 108. CtTh por tiempos de seguimiento vs controles

Los valores de la media de las medidas corticales a ambos lados del defecto creado aumentan

tanto a las 6, como a las 12 semanas. Sin embargo, puede que el célculo de la media con 2 medidas

por extremo nos lleve al error de obtener mas grosor en las medidas de la semana 6, que como se

puede apreciar son mayores que los de la semana 12.

Para entender este dato, realizamos el andlisis dividido entre los dos extremos 6seos del defecto

a nivel proximal y distal.

Grosor cortical - Media cada 2

& semanas UP 6 semanas D

12 semanas UP 12 semanas D Contrel 6 s UP  Control 6 s D Conirel 12 s UP Control 12s D

Fig 109. CtTh media entre los valores proximales y distales por separado
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Los valores tanto a las 6 como a las 12 semanas siguen aumentando, pero seguimos observando
como son mayores en la semana 6 que en la 12. Sucede como en el caso anterior.
Ademas, parece que el cociente del grosor cortical de la parte proximal es mayor que el distal,

dato que consideramos un hallazgo casual.

o Andlisis por grupos
A continuacion, se representa en las proximas figuras el analisis de los pardmetros 6seos dividido

por grupos de estudio y tiempo de seguimiento.
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Fig 110. BS/TS por grupos y tiempos de seguimiento

Tanto para 6 como para 12 semanas los valores en los tres grupos de estudio aumentan y son
mayores que en los controles. El que tiene mayor BS/TS a las 6 semanas es el grupo B+C+0,
mientras que a las 12 semanas es el de B+C. También observamos individualmente un aumento
de volumen entre las 6 y 12 semanas en todos los grupos a excepcion del grupo B+0, que parece

gue presenta una disminuciéon del valor a las 12 semanas.
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Fig 111. BV/TV por grupos y tiempos de seguimiento

Centrandonos en el defecto, a las 6 semanas observamos como los valores de BV/TV aumentan
en todos los grupos, pero son similares respecto al control, mas en los grupos B+O y B+C+0. A
las 12 semanas todos presentan un aumento de este valor, que en este caso si supera a los

encontrados en los controles.
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Fig 112. BV/TV por grupos y tiempos de seguimiento
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Al igual que en las medidas previas en el analisis por tiempo, el afiadir superficie 6sea sana nos

lleva a la semejanza en los datos, tanto entre grupos como respecto a los controles.
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Fig 113. TbN por grupos y tiempos de seguimiento

En todos los grupos observamos un aumento del nimero trabecular respecto a los controles. Este

valor vuelve a ser inferior a las 12 semanas.
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Fig 114. CtTh por grupos y tiempos de seguimiento
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El grosor cortical medio, aumenta en todos los grupos. Mas en el grupo de B+C+0O en ambos

tiempos de seguimiento.

CtTh medio entre los valores superiores y los inferiores por separado

Grosor cortical- Media cada 2
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Fig 115. CtTh por grupos y tiempos de seguimiento

Los valores de 6 y 12 semanas siguen siendo mayores que los del control, mayores en la semana

6 y en los extremos proximales que en los distales.

5.3.2 Resumen de resultados de analisis de imagen
o Hay un claro aumento de volumen total de hueso en todos los grupos y en ambos tiempos
de seguimiento. Este valor, como era esperable, es mayor a las 12 semanas. Los grupos
con mejores resultados son el de B+C+0 y B+C. Este hecho podria tener relacion con la
presencia de las células como sefial osteogénica.
o EI valor de la presencia y separacion trabecular aumenta en todos los grupos.
Encontramos que a las 12 semanas es menor que a las 6. Es posible que haya méas

trabéculas a las 6 semanas y a medida que avanzamos en el tiempo éstas disminuyan
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dando lugar a un hueso méas compacto y por eso su valor sea menor o sean mas dificiles

de cuantificar.

O El grosor cortical aumenta en todos los grupos, mas a las 6 semanas de seguimiento y en

los casos con B+C+0. La explicacion puede tener relacion con el remodelado éseo que

tiene lugar en el hueso a medida que pasan las semanas para conseguir la consolidacion.

El hecho de ser mayor en el grupo con mas sefiales afiadidas coincide con el

planteamiento de presentar una mejor respuesta osteoinductora y osteoconductora.

5.4 Analisis estadistico

El andlisis estadistico de los resultados se ha realizado Illevando a cabo las comparaciones entre

los parametros 6seos medidos entre los tres grupos estudiados y respecto a los dos tiempos de

seguimiento, 6 y 12 semanas, en cada uno de ellos. Al haber sélo un control por tiempo, no se

pueden comparar los grupos con dicho control, pero obviamente hay un aumento en todos los

parametros de todos los grupos estudiados respecto al mismo.

El planteamiento de los parametros estudiados respecto a nuestra hipotesis inicial lo mostramos

en la siguiente tabla.

Tabla 13: Hipdtesis inicial respecto a los valores de medicion 6sea

BT/TV: bone volume/tissue volume

Mayor serd la regeneracion/formacion Osea
cuanto mayor sea este parametro.

Tb.Th: trabecular thickness

Mayor serd la regeneracion/formacion Osea
cuanto mayor sea este pardmetro.

Tb.N: trabecular number

Mayor serd la regeneracion/formacion oOsea
cuanto mayor sea este parametro.

Th.Sep: trabecular separation

Mayor serd la regeneracion/formacion Osea
cuanto menor sea este pardmetro.

Cortical Th: cortical thickness

Mayor serd la regeneracion/formacién Osea
cuanto mayor sea este parametro.
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5.4.1. Anélisis estadistico detallado por tiempos y grupos

Resultados

Para el andlisis comparativo de los valores de los pardmetros éseos medidos en los tres grupos de

estudio se empleo el test no paramétrico de Kruskal Wallis para muestras independientes con el

factor de correccion de Dunn.

Para la comparacién dentro de cada grupo de dichos valores 6seos con respecto al tiempo de

seguimiento empleamos el test no paramétrico U de Mann Whitney.

En todos los casos, como grado de significacion estadistica se consideré un valor de p < 0,05.

Tiempo de seguimiento: 6 semanas

En los datos obtenidos observamos:

o Tendencia no significativa en el aumento del BV/TV de los grupos B+O y B+C+0O vs

B+C.

o Aumento significativo del Th.Th de los grupos B+O y B+C+0 vs B+C.

o Tendencia no significativa en la disminucién del Th. Sep de los grupos B+O y B+C+0O

vs B+C.

o Tendencia no significativa en el aumento del Th.N de los grupos B+O y B+C+0O vs B+C.

o Aumento significativo del Cortical.Th del grupo B+C+0O comparado con B+C. Tendencia

no significativa del grupo B+0O vs B+C.

Los datos se representan en las tablas 14 a 18 y en las figuras 116 a 120.

Tabla 14. Comparacion BV/TV

BVITV SD Error Statistics
Control 0,00750208 0 0
B+C 0,155919439 0,1069184 | 0,04781536
B+O 0,243873835 0,06452533 | 0,03226267 | 0,235787645
B+C+0O 0,227210275 0,01661989 | 0,00830994 | 0,482341876
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Fig 116. Representacion gréfica de la comparacion BV/TV

Tabla 15. Comparacion Th.Th.

Tb.Th(mm) SD Error Statistics
Control 0,136173913 0 0
B+C 0,412425227 0,11781816 | 0,05890908
B+O 0,762056982 0,09687957 | 0,04332586 | 0,002486568
B+C+O 0,791961121 0,19979969 | 0,08935314 | 0,035176885
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Fig 117. Representacion grafica de la comparacion Th.Th.

Tabla 16. Comparacion Th.Sep.

Th.Sep(mm) SD Error Statistics
Control 34,52933333 0 0
B+C 0,617453108 0,35038625 | 0,08759656
B+O 0,478293271 0,11796209 | 0,04815782 | 0,400243857
B+C+O 0,394245333 0,10842133 | 0,04426282 | 0,506785567
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Fig 118. Representacion grafica de la comparacion Tb.Sep.

Tabla 17. Comparacion Th.N.

Th.N SD Error Statistics
Control 0,001673133 0 0
B+C 0,04321737 0,0096443 0,00482215
B+O 0,051738924 0,00525821 | 0,00214665 | 0,081103345
B+C+O 0,050703586 0,00412039 | 0,00168214 | 0,199853224
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Fig 119. Representacion gréafica de la comparacion Th.N.
Tabla 18. Comparacion Cortical Th.
Cortical. Th(mm) | SD Error Statistics
Control 0,758902252 0 0
B+C 1,620986379 0,8188933 | 0,20472332
B+O 1,956743708 0,90539871 | 0,22634968 | 0,114255786
B+C+O 2,263638898 0,82289708 | 0,20572427 | 0,042556331
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Tiempo de seguimiento: 12 semanas

Resultados
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Fig 120. Representacion gréfica de la comparacion Cortical Th.

En los datos observamos:

o Aumento significativo en el BV/TV del grupo B+C+O vs B+C. Tendencia no

significativa en el aumento del grupo B+O vs B+C.

o Aumento significativo del Th.Th del grupo B+C+O vs B+C. Tendencia no significativa

en el aumento del Th.Th del grupo B+O vs B+C.

o Tendencia no significativa en la disminucion del Tb.Sep de los grupos B+O y B+C+0 vs

B+C.

o Aumento significativo en el Tb.N del grupo B+C+0Q vs B+C. Tendencia no significativa

del grupo B+0O vs B+C.

o Aumento significativo del Cortical.Th de los grupos B+O y B+C+0O vs B+C.

Los resultados se representan en las tablas 19 a 23 y en las figuras 121 a 125.

Tabla 19. Comparacion BV/TV

BVITV SD Error Statistics
Control 0,180364097 0 0
B+C 0,233926141 0,03655458 | 0,01492334
B+O 0,281334094 0,04176614 | 0,01705095 | 0,091224891
B+C+0O 0,365990946 0,13902331 | 0,05675603 | 0,020114578
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Fig 121. Representacion gréfica de la comparacion BV/TV

Tabla 20. Comparacion Th.Th.

Tb.Th(mm) SD Error Statistics
Control 0 0 0
B+C 1,198279497 0,32286067 | 0,13180732
B+O 1,472374599 0,29574661 | 0,14787331 | 0,281866334
B+C+O 2,850792009 0,87374853 | 0,21843713 | 0,010214028
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Fig 122. Representacion grafica de la comparacion Th.Th.

Tabla 21. Comparacion Th.Sep.

Th.Sep(mm) Error Statistics
Control 0 0 0
B+C 0,332652188 0,0696297 | 0,03481485
B+O 0,278674903 0,01226058 | 0,00613029 | 0,122358803
B+C+O 0,259588808 0,10492214 | 0,04283428 | 0,335968465
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Fig 123. Representacion grafica de la comparacion Tb.Sep.

Tabla 22. Comparacion Tb.N.

Th.N. Error Statistics
Control 0 0 0
B+C 0,033073275 0,00879221 | 0,0035894
B+O 0,041484188 0,01143612 | 0,00571806 | 0,200129876
B+C+O 0,052506829 0,00473317 | 0,00236659 | 0,008978998
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Fig 124. Representacion gréafica de la comparacion Th.N.
Tabla 23. Comparacion Cortical Th.
Cortical. Th(mm) Error Statistics
Control 0,790540283 0,36994674 | 0,09248669
B+C 1,496669498 0,77810493 | 0,19452623
B+O 1,994986306 1,19526184 | 0,29881546 | 0,041224923
B+C+0O 2,562646056 0,48163924 | 0,12040981 | 0,003661839
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Fig 125. Representacion gréafica de la comparacion Cortical Th.

Los resultados en la comparacion entre grupos de los parametros de medicion Gsea indican que
se encontraron 8 resultados significativos en diferentes parametros trabeculares y corticales a las
6y 12 semanas, siendo mayores en el caso de las 12 semanas. De estos 8 resultados significativos,

6 fueron en el grupo B+C+0 vs B+C y 2 en el grupo B+0O vs B+C.

Comparacion 12 semanas vs 6 semanas

Los valores absolutos de todos los pardmetros son mayores en el caso de las 12 semanas
comparados con los de 6 semanas, como era previsible (tabla 24). Segun avanza el tiempo, la
regeneracion y formacion 6sea es mayor y por lo tanto estos pardmetros también (en el caso de la

Th.Sep disminuye, como también era esperable).

Los parametros donde este cambio fue significativo son los siguientes:
o BV/TV: en el caso del grupo B+C+O.
o Th.Th: en el caso de los tres grupos B+C, B+O y B+C+O.

o Th. Sep: en el caso de B+O.
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Tabla 24. Datos estadisticos 12 semanas vs 6 semanas

5.4.2 Resumen de resultados estadisticos

O

O

12 vs 6 semanas

BVITV

B+C 0,45129678
B+O 0,25331043
B+C+0O 0,01856563
Thb.Th(mm)

B+C 0,001023512
B+O 0,001707528
B+C+0 0,005448632
Th.Sep(mm)

B+C 0,155213406
B+O 0,021478654
B+C+0 0,142236974
Th.N.

B+C 0,803459831
B+O 0,125479843
B+C+0 0,584654897
Cortical. Th(mm)

B+C 0,499515436
B+O 0,687810299
B+C+0 0,659314674

se produce tanto en hueso trabecular como en hueso cortical.

clara respecto al grupo B+C, se encuentra el grupo B+O.

Resultados

Podemos concluir que el grupo B+C+0O es el grupo que induce una mayor formacion y

regeneracion Osea en este estudio (sobre todo a las 12 semanas), con un mayor BV/TV,

Th.Th, Th.Ny grosor cortical. Es importante sefialar que este efecto positivo significativo

En segundo lugar, con menos resultados significativos, pero con una tendencia positiva

En tercer lugar, el grupo B+C es en el que se observa una menor regeneracion dsea.
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6. DISCUSION

Para el tratamiento de los defectos 6seos, un buen material debe proporcionar tres caracteristicas
bésicas, osteogenicidad, osteinduccion y osteoconduccion, y con esta base poder actuar como
andamio para el crecimiento dseo, proporcionando estabilidad mecénica y porosidad suficiente
para albergar moléculas en sus canales. Sus propiedades vendran determinadas por su
configuracion tridimensional y su capacidad de reabsorcion.

Sin embargo, cuando hablamos de defectos criticos, estas Ultimas cualidades, la estabilidad y la
porosidad, se convierten en el caballo de batalla de cualquier investigador. Los pilares basicos
descritos dentro del concepto de diamante y definidos por Giannoudis (Andrzejowski y
Giannoudis, 2019), incluyen la presencia de células, factores de crecimiento para su
diferenciacion y una estructura donde se fijen, proliferen y se desarrollen esos componentes
celulares; todo ello en un correcto entorno mecénico que proporcione estabilidad. En estos
defectos no tendremos ni entorno estable, ni buena vascularizacion, ni estructura sobre la que
generar hueso. Por ello, la busqueda de materiales que cumplan con esas condiciones bien en
forma de injertos o de sustitutos 6seos no es sencilla. También Shors hablaba sobre esta idea
cuando describia los tres requisitos de la "triada de osteoconduccién™: estabilidad, viabilidad y
proximidad (Shors,1999).

Los defectos criticos suponen un profundo impacto clinico y econdmico, tanto por sus malos
resultados funcionales como por las elevadas tasas de complicaciones y reintervenciones que
presentan (Nauth et al, 2018). Afadido a esto, hay ademé&s una falta de consenso respecto a su
definicion y una ausencia de modelos reproducibles para la toma de decisiones que se basen en
evidencias cientificas. Hasta ahora, en la bibliografia encontramos pocos modelos animales con
defectos criticos que cumplan con los criterios tal y como se definen. En general, un defecto
mayor a 2 centimetros o que supere el cincuenta por ciento del didmetro del hueso en el que se
produce se considera critico. Pero esta definicion depende en parte del hueso del que hablemos,
de su localizacion y del estado de los tejidos que lo rodean (Reichert et al, 2009). De ahi la falta

de consenso y de unificacion de criterios. Y es que, en la reparacion de estos defectos, factores
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como la ubicacién anatomica (diafisaria, metafisaria o articular), el entorno de los tejidos blandos
o la carga a la que estén sometidos, van a influir de forma decisiva en la capacidad de reparacion
de los mismos. Por eso, uno de nuestros objetivos era definir un modelo de defecto critico
correcto, en el hueso y animal adecuados. El conejo cumplia con los requisitos por su tamafio y
su recambio 0seo, tres veces mas rapido que el humano, pero muy parecido en sus procesos de
reparacion. Necesitdbamos un hueso largo que soportara un defecto diafisario de tales
caracteristicas y, si era posible, sin necesitar fijacion. En estudios previos como el de Haines, se
demuestra como la ubicacion anatémica es clave en la evolucion; defectos de menor tamarfio en
la tibia tenian peores resultados que defectos mayores y a priori con peor prondstico en el fémur
(Haines et al, 2016). Respecto a esa ubicacion, necesitabamos tener en cuenta también que los
huesos estan sometidos a cargas que hacen que sea imprescindible que el sustituto presente una
alta resistencia mecénica, tanto a la compresiéon como a la traccién. Estas propiedades son
necesarias hasta que el tejido regenerado posea suficiente resistencia por si mismo (Gugala y
Gogolewski,1999). Considerando la sinostosis fisioldgica que presentan los conejos entre radio y
cubito y que el apoyo es mayor en las patas traseras, la eleccion de la ubicacion estaba clara,
evitando asi inmovilizaciones, fijaciones y una carga excesiva. Nuestro defecto cumplia con los
requisitos estandar descritos en trabajos similares. Asi lo podiamos confirmar en una de las
revisiones mas amplias sobre regeneracion dsea en modelos animales donde encontrdbamos
estudios con defectos segmentarios y criticos de 15 a 20 mm en cubito de conejo o de 14 mm en
tibia (Mills y Simpson, 2012).

Una vez definido y validado nuestro modelo de defecto, la seleccion del tratamiento debia basarse
en las caracteristicas del mismo. La reconstruccion de los defectos 6seos la podemos realizar con
una variedad de estrategias que incluyen la utilizacion de injerto dseo de cresta iliaca autdgena,
injerto 6seo procedente de RIA, sustitutos de injerto 6seo, hueso obtenido mediante técnicas de
transporte o cualquier combinacién de estas. En esa busqueda del sustituto ideal, el patron oro
hasta ahora ha sido el injerto de cresta iliaca. Pero existen numerosos inconvenientes del injerto
0seo autogeno, principalmente la limitacion de su disponibilidad. Respecto a este ultimo punto,
encontramos la misma desventaja con el injerto procedente de RIA. Entre los sustitutos sintéticos,
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las BMP también han demostrado una efectividad reducida y un aumento significativo de posibles
complicaciones principalmente por el desconocimiento de sus concentraciones ideales para evitar
efectos deletéreos en el organismo. Esas complicaciones parecen ser dosis dependientes y de
momento se necesita mas investigacion para determinar los sistemas de administracion 6ptimos
y la dosificacién precisa para ampliar su uso seguro.

Las limitaciones principales, por tanto, se deben a que los biomateriales y sustitutos actuales
presentan una disponibilidad reducida; poca capacidad para promover la regeneracion y
sustituirse por tejido resultante; una logistica para la produccion celular autéloga compleja; un
proceso lento en cuanto a la combinacion célula y material para conformar el producto final y
obtener la autorizacion de las agencias regulatorias y unas propiedades biomecanicas escasas para
soportar las cargas necesarias en grandes defectos 6seos.

En este campo y en los Gltimos afios nuestro grupo de investigacién ha desarrollado los vidrios
mesoporosos, biocerdmicas que generan la respuesta in vitro mas rapida descrita por un
biomaterial y que presentan un elevado volumen de poros y canales para albergar moléculas
osteogénicas (Gomez-Cerezo et al, 2015; Vallet-Regi, 2019). El potencial regenerativo de estos
vidrios bioactivos depende en parte de sus productos de disolucién idénica (Si, Ca, P). Y sus
capacidades antimicrobianas, de los iones afiadidos como el zinc. Simultdneamente a través de un
equipo conjunto de investigacion, se ha demostrado el gran potencial osteoinductor de la
osteostatina cuando se afiade sobre una bioceramica con ventajas sobre las BMP (Lozano et al,
2012). Este péptido presenta una actividad anabdlica, anti catabolica y anti adipogénica ademas
de osteoinductora, que consigue aumentando la accién de los osteoblastos y el VEGF y
disminuyendo la actividad de los osteoclastos. Estos efectos positivos son especificos de las
células Oseas y los queratinocitos al contrario que los generados por las BMP, cuyo efecto es
pleiotrépico pudiendo actuar en muchos tejidos e incluso activar el sistema inmune. En estudios
previos de nuestro grupo, demostramos in vitro por primera vez un efecto sinérgico del zinc y la
osteostatina para mejorar el crecimiento de células MSC y su diferenciacion osteogénica (Heras
et al, 2019). Uno de nuestros objetivos era valorar si ese efecto se confirmaba también en un
modelo animal. Para ello, este proyecto ha sido el primero centrado en investigar en un defecto

137



Discusion

critico in vivo esta combinacion de vidrios mesoporosos bioactivos, mejorados por afiadir un ion
osteogénico y bactericida como el zinc y un pentapéptido osteogénico y antirresortivo, la
osteostatina, ademas de las células mesenquimales. La gelatina afiadida para proporcionar
resistencia dada la necesidad por el gran defecto, se eligié como polimero endurecedor ya que es
una forma hidrolizada de coladgeno, biocompatible in vitro (M. Cicuéndez et al, 2012) y con alta
bioabsorcion in vivo (Gil-Albarova et al, 2012; Perut et al, 2011).

Nuestros resultados sugieren que los VM cargados con células y osteostatina, grupo B+C+0O,
mejoran significativamente la curacion debido a la induccion de una mayor formacién 6sea (sobre
todo a las 12 semanas), obteniendo mejores resultados en todos los parametros 6seos medidos,
tanto en el volumen como en los valores trabeculares y corticales. Estos resultados estan en
concordancia con estudios previos donde la carga de osteostatina en diferentes biocerdmicas y
otros biomateriales mejora la reparacion de defectos criticos y parcelares de huesos largos tanto
en ratas como en conejos adultos sanos y osteopordticos (Trejo et al, 2010; Lozano et al, 2012;
Van der Stok et al, 2015). Al afadir células se produce un aumento de la angiogénesis y de la
maduracion del tejido creado. Y la liberacidn de iones zinc, estimula el proceso de formacion de
hueso osteoblastico y reduce el proceso de resorcion osteoclastica.

A nivel macroscépico 16 de los 23 casos presentan un buen resultado en la reparacién del defecto
tanto por su aspecto, como por su resistencia y homogeneidad. 10 de ellos presentan un relleno
completo con buena consistencia del tejido regenerado. Si incluimos aquellos en las que el defecto
se repara por completo con mas procesos de fibrosis asociados, incluimos 6 muestras mas. En
total, encontramos que los grupos B+C+0O y B+C, inducen una mejor reparacion del defecto a
nivel macroscépico, algo que apreciamos en 6 y 7 de sus muestras respectivamente, seguidos del
grupo B+0O con solo 3 de sus casos en el grupo de buenos resultados.

A nivel histoldgico, la formacion dsea aumenta en los grupos de B+C+0 y B+0, en este Gltimo
de forma mas homogénea. Estos datos son consistentes con nuestra teoria inicial sobre la
capacidad de las sefiales osteoinductoras puesto que con ellas obtendremos una mejor respuesta
en el proceso de consolidacion. En la mayoria de las muestras se cumple con las fases esperadas
a nivel histoldgico de la consolidacion indirecta o secundaria, presente en los casos de defectos
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con movilidad interfragmentaria o amplio espacio entre los fragmentos. Este tipo de
consolidacion tiene un proceso de reparacion en el que, tras una fase de inflamacion, se forma un
callo blando o fibroso por activacion de los osteoblastos que da lugar a una osificacion encondral
con formacion de hueso inmaduro fibrilar y posteriormente hueso maduro tras la fase final de
remodelacion. En un trabajo con imégenes histoldgicas similares a las encontradas en el nuestro,
describen procesos de osificacion encondral partiendo de un modelo cartilaginoso (Rai et al,
2015). Encontraban hueso inmaduro sin hueso laminar ni formacién de canales o sistemas de
Havers, sino con lagunas vasculares de gran tamafio. Ese hueso neoformado e inmaduro se
terminaria remodelando, pero no llegaria a cerrar el defecto. Parece que en los primeros estadios
a las 6 semanas de nuestro estudio estan més activados o inducidos los procesos de formacién
Osea, pero a las 12 semanas no hay material cerdmico y el proceso de formacion se detiene. La
formacion Gsea que se ha detectado en algunas muestras no es suficiente como para conseguir la
reparacion del defecto 6seo por su gran tamafio. Lo que encontramos en su lugar, es una formacion
conjuntiva de aspecto fibrocartilaginoso en la vecindad del tejido 6seo normal. Se encuentra en
un terreno intermedio del hueso, que presenta tanto una parte compacta como una parte trabecular.
El hueso limitante a estas formaciones fibrosas presenta cierto grado de madurez al presentar
médula 6sea hematopoyética (MOH), por lo que se podria considerar que corresponde al hueso
esponjoso que se encuentra entre las dos capas de hueso compacto en condiciones normales.
Puede ser que, al tratarse de un defecto critico, los tiempos de reparacion sean insuficientes y de
ahi su reparacion incompleta. Otra opcion a nivel histol6gico podria ser que la reaccién 6sea
desencadenada se deba a una alteracion de la capa del periostio. Esto ha llevado a la formacion
Osea a través de la diferenciacion de células mesenquimales procedentes del tejido del periostio a
células osteogénicas partiendo de condrocitos. La formacion ésea se encuentra rodeada por tejido
conectivo denso, con fibras muy organizadas y compactadas. El hueso regenerado por eso es
inmaduro con cavidades osteocitarias aun no calcificadas y con la presencia de MOH en ellas.
Estas dos opciones podrian tener que ver con la pérdida de aporte vascular y, por tanto, con la
disminucién de la tensién local de oxigeno que afectaria a la actividad celular y a su sefializacion
con una activacion de osteoblastos o condroblastos, alta en el primer caso, baja en el segundo.
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Hasta hace unos afios, esta histologia era la referencia principal para la evaluacion de la
regeneracién dsea. Pero hoy en dia, gracias al micro-CT obtenemos informacion precisa acerca
de la estructura del hueso, observando modificaciones en distintos pardmetros como el grosor
trabecular, separacion trabecular o la densidad mineral. Esta informacién no corresponde
exclusivamente a una zona de la pieza analizada como ocurre en la histologia, sino a toda la
muestra. Estos hechos hacen que ambas pruebas sigan siendo necesarias para obtener unos datos
completos de las muestras analizadas.

Crear nuestro software de cuantificacion 6sea fue imprescindible ante la ausencia en el mercado
de un formato libre no sujeto a los equipos de rayos X comercializados por determinadas
compafiias que no permiten adaptaciones a formatos de imagen diferentes. Los resultados
obtenidos con esta herramienta, BoneAnalytics, nos mostraban un claro aumento del volumen
total de hueso en todos los grupos de estudio y en ambos tiempos de seguimiento. Este valor,
como esperdbamos encontrar, era mayor a las 12 semanas. Al realizar el analisis estadistico
comparativo entre los grupos, encontramos los mejores resultados en el grupo B+C+0O con 6
resultados significativos (p<0.05). Este hecho confirma nuestra hipétesis inicial en la que
plantedbamos que al afiadir células y osteostatina en un equivalente tisular, éste generaria una
mejor respuesta osteoinductora y osteogeneradora con una mayor formacion 6sea como resultado
final.

Tanto los hallazgos histolégicos como las iméagenes de micro-CT apuntan a una degradacion de
los implantes parcial a las 6 semanas y completa en la mayoria de los casos a las 12 semanas. La
evidencia de degradacion y absorcion de los materiales implantados se observo en los estudios de
Bauer, mostrando un crecimiento progresivo de hueso y tejido fibroso sobre un sustituto de injerto
6seo sintético (Bauer y Muschler, 2000). Este efecto positivo sobre el crecimiento 6seo y la
remodelacion se observé previamente con andamios de biovidrio similares que contienen
polipéptidos in vivo (Liu et al, 2014), y con otros materiales en defectos 6seos criticos y parcelares
(Gil-Albarova et al, 2004 y 2005), lo que podria sugerir un proceso de reclutamiento de células
mesenquimales de tejidos circundantes y posterior transformacion en células formadoras de
hueso. En los casos en los que la reparacion se ve insuficiente podria ocurrir que al reabsorberse
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el material por completo a las 12 semanas se paren dichos procesos de reclutamiento y de
formacion Osea.

Nuestros resultados, en resumen, sugieren que los VM que contienen zinc con células
mesenquimales y osteostatina mejoran significativamente la reparacion en defectos criticos
debido a la induccion de la regeneracién 6sea a la vez que se produce la degradacion de los
implantes. Ademas de caracterizar estructuralmente tanto el vidrio de partida como los soportes
fabricados de forma que sean adecuados para el defecto creado y resistentes biomecanicamente,
hemos demostrado su biocompatibilidad tras ensayar in vivo con un modelo validado de defecto
critico en conejo. Sin embargo, serdn necesarios mas estudios que incorporen un ndmero de
controles mayor para permitir una comparacion con una significacion suficiente, cumpliendo con
las normas éticas en animales superiores como ovejas o cerdos y con tiempos experimentales mas

prolongados, necesarios antes del uso clinico de estos materiales.
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7. CONCLUSIONES

1. EIl grupo con mejores resultados es el que contiene los tres componentes, vidrio
mesoporoso bioactivo enriquecido con zinc, células mesenquimales y osteostatina
(B+C+0), mejorando significativamente la reparacién en defectos criticos debido a la

induccidn de una mayor formacién o6sea.

2. El modelo experimental en cubito de conejo es un modelo adecuado por su coste,

estructura dsea y disponibilidad.

3. El material producido y caracterizado estructuralmente es biocompatible, reproducible,
aplicable y apto para su uso en defectos dseos criticos sin observar procesos adversos que

puedan comprometer la formacion de hueso.

4. En el andlisis histolégico hemos observado un aumento de la formacion dsea en los

grupos de B+C+0 y B+0O, mas homogéneo en este Gltimo.

5. En el andlisis de imagen, los pardmetros 6seos presentan una clara tendencia a la mejoria
con respecto al tiempo en todos los grupos, siendo el grupo B+C+0 el que alcanza mas
valores significativos a las 12 semanas en todos ellos, tanto en el volumen como en los

valores trabeculares y corticales.

6. Validar una metodologia para la cuantificacion 6sea integrada en la herramienta software

BoneAnalytics ha sido un objetivo afiadido que sin duda se utilizara en estudios futuros

que precisen una adaptacion para la medicion de parametros en defectos 0seos.
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9. DIFUSION CIENTIFICA DE LA TESIS

Los resultados producidos hasta el momento actual con relacidn a esta tesis son:

- Congreso de la Sociedad Europea de Biomateriales 2019 (Dresden, Alemania).

Bone regeneration capacity of bioactive glasses containing zinc, osteostatin and mesenchymal
cells for the treatment of critical defects in rabbit ulna. B. Bravo-Giménez, C. Heras, L. Benito-
Garzon, D. Lozano, G. Luengo-Alonso Lozano, S. Sanchez-Salcedo, A. J. Salinas, M. Vallet-
Regi.

- Congreso Anual de la Sociedad Espafiola de Ingenieria Biomédica, 2019 (Santander, Espafia).
BoneAnalytics: software para cuantificacién 6sea en imagenes de TAC. P.M. Berdén, N.

Ballesteros, B. Bravo, D. Lozano, C. Heras, A. Salinas, M. Desco, M. Abella.

En ambos casos, nos encontramos en proceso de preparacion de dos articulos cientificos para la

revista Acta Biomaterialia y Materials respectivamente.
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10.ANEXO DE RESULTADOS

Analisis macroscopico

A continuacion, se adjuntan imagenes del analisis macroscopico de casos de los tres grupos de
estudio.

Caso C6: H61401

Fig M1. Relleno completo del defecto con zona hipertréfica de tejido fibroso

Caso C7: H81260

Fig M2. Relleno completo con buena consistencia y aspecto similar al hueso normal

Caso C15: 900046000192222

Fig M3. Relleno parcial del defecto con zona de tejido fibroso y movilidad interfragmentaria
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Caso C16: 900046000192230

Fig M4. Relleno parcial fibroso

Caso C17: 900046000192221

Fig M5. Relleno completo de consistencia media y buen aspecto

Caso C18: 900046000192224

Fig M6. Relleno completo de aspecto fibroso y poco homogéneo
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Caso C20: 900046000192226

Fig M7. Relleno completo de consistencia media

Caso C21: 900046000192227

Fig M8. Relleno completo con aspecto homogéneo

Caso C22: 900046000192229

Fig M9. Relleno parcial con reaccion granulomatosa y fibrosis
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Caso C23: H71624

Fig M10. Relleno completo con zonas de fibrosis

Caso C24: H61074

Fig M11. Relleno completo fibroso

Caso C25: H31088

Fig M12. Relleno completo con buena consistencia y aspecto
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Caso C31: H71544

Fig M13. Relleno parcial con mal aspecto macroscopico

Analisis histologico

A continuacidn, se exponen el resto de imégenes del estudio histolégico, desarrollado en funcién

del tiempo de seguimiento, 6 y 12 semanas, y material implantado.

Seguimiento de 6 semanas

o Grupo control: B (una Gnica muestra)

Fig H1. C11. En el defecto 6seo sin regenerar, apreciamos formaciones a modo de tabiques que delimitan de manera

algo més individualizada algunos de los restos de material.
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Fig H2. C11. Panoramica de la reaccion de formacion 6sea encontrando hueso inmaduro y desorganizado. 2x

o Grupo B+C

Fig H3. Detalle a gran aumento de células multinucleadas englobando restos de material. 40x
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Fig H4. Defecto 6seo ocupado en su mayoria por restos de material.2x

Fig H5. Formacion fibrosa que rodea los restos de material. Destaca la presencia de macréfagos y células

plasmaticas. 20x

163



Fig H6. C25. a) Restos de material sin presencia de células. b) Tejido necrético con procesos de cariorrexis entre los

restos de material. 20x.

o Grupo B+O

Fig H7. C14. Hueso quiescente adyacente al defecto ocupado por formacioén de tejido conectivo y restos de

material.2x

164



Anexo

Fig H9. C16. Reaccion inflamatoria crénica junto a restos de material y tejido conectivo inmaduro en forma de

tabiques. 10x
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Fig H10. Formacidn de una capsula fibrosa alrededor de los numerosos restos de material. 2x

Fig H11. Respuesta inflamatoria crénica formada predominantemente por células plasmaticas y macréfagos, con

alguna célula multinucleada. Presencia de tejido conectivo inmaduro a modo de tabiques. 10x
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Fig H12. Reaccion inflamatoria cronica caracterizada por la presencia de células plasméticas y macrofagos en

asociacion con restos de material delimitados por tejido conectivo. 20x

o Grupo B+C+0

Fig H13. Hueso regenerado inmaduro, con aspecto apolillado con extensas lagunas vasculares. Se aprecian

osteocitos inmaduros y procesos de remodelacion. a) TG 10x, y b) VK 4x
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Fig H14.Panoramica del tejido de granulacion y grandes acimulos de restos de material sin reaccion celular
asociada. 2x. (En dos de los casos de este grupo, encontramos grandes acimulos de material en la zona central del
defecto, sin ningun tipo de interaccion celular)

Seguimiento de 12 semanas

o Grupo control: B (una Unica muestra)

Fig H15. C5. Restos de material quiescentes. Ausencia de respuesta inflamatoria. Escasa o nula celularidad. 4x
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o Grupo B+C

Fig H16. Tejido conectivo en asociacion a macrdfagos y células multinucleadas englobando restos de material. 10x

Fig H17. Restos de material presentes en el defecto Gseo que adquieren coloracion negra por presencia de calcio en

su composicion (TVK) 4x
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Fig H18. C20. Panoramica de la cavidad del defecto ocupa en su totalidad por células, siendo macrofagos y células

multinucleadas. Escaso desarrollo de tejido conectivo. 4x

o Grupo B+O

Fig H19. C24. Panoramica de la cavidad del defecto donde encontramos tejido necrético en asociacion con restos de

material que presentan escasa coloracion negra, debido a la ausencia de calcio en su composicion. VK 4x
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Fig H20. Panoramica de la formacion de un puente 6seo continuo entre los extremos dseos del defecto. 2x

Fig H21. Tejido de granulacion con gran presencia de celularidad, sobre todo macréfagos y células gigantes

multinucleadas. 4x

171



Anexo

o Grupo B+C+0O

Fig H22. C7. Hueso regenerado inmaduro, con aspecto apolillado por falta de calcificacién en las cavidades de los

osteocitos. Superficies 6seas con ribetes de osteoide y zonas de reabsorcion. 10x

Fig H23. Granuloma en vecindad a una formacion ésea. Con gran componente celular, destacando macréfagos y

plasmaticas. 10x
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Fig H24. C21. Panoramica de la cavidad del defecto con desarrollo de tejido de granulacion. Se aprecian

formaciones fibrosas a modo de tabiques junto a una notable reaccion celular y restos de material. 2x

Fig H25. C21. Detalle de asociacion de células multinucleadas con restos de material rodeados por tejido conectivo.

20x
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ANALISIS DE IMAGEN

A continuacion, se exponen iméagenes de radiografia y micro-CT disponibles de todas las piezas
estudiadas.

o Grupo B+0O. 6 semanas

C8: H106580057

BVITV

Slice: 315 YZ view XZ view

Slice: 315 ~ YZ view
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Slice: 434
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Slice: 633
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id Study name ROl position ROI size -X Y BV (px) TV(px) BV/TV Threshold  Radio ROI trabecul ROI cortical sTh.N Th.Th(mm)  Tb.Sep(mm) Cortical.Thin|
0CT_0057_id_ 434192548 2 4365 7108 0,56629476 136,402863 32553272 1733823 92 0,04769268 0,69314168 0,52297775
1.CT_0057_id_ 6331101053 129.4474 467.8947 467.8947 267.0963 343.437 254.4245 313,527 3,63109762
2 CT_0057_id_ 6331101053 129.4474 467.8947 467.8947 359.4439.406.2334 334.4591 398.4868 2,60425217
3.CT_0057_id_ 194 100.8947 7264912 466.6667 466.6667 401.1579337.2982 220.6316 28,1754 1,73935105
4 CT_0057_id_ 194100.8947 7264912 466.6667 466.6667 306.5965 288.1754 356.9474 379.0526 0,69521826
5 CT_0057_id_ 3152982759 2 184298 2487163 0,07409969
6 CT_0057_id_ 3152661517 1 2630847 11927434 0,22057108

C14: H81143
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Estudio cortical
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Slice: 352
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id Study name ROl position ROI size -X Y BV(px) TV(px) BV/TV Threshold  Radio ROI trabecul ROI cortical < Th.N Th.Th(mm) Th.Sep(mm) Cortical.Th(n
0 CT_h81143 | 607 90.56334 1 516 918 0,5620915 131,82776 32004579 1933348 25 0,0393683 0,8256 0,64766667
1CT_h81143 655 131.5965 130.9825 466.6667 466.6667 349.5789 288.1754 405.4561 458.2632 2,7000958
2 CT_h81143 655 131.5965 130.9825 466.6667 466.6667 361.8596401.1579 395.6316 378.4386 1,18222668
3CT_h81143 | 352 101.5088  123.614 466.6667 466.6667 285.1053 3219474 4349298 389.4912 1,66150479
4 CT_h81143 i 352 101.5088  123.614 466.6667 466.6667 351.421 336.6842 355.1053 393.1754 1,12918564
5CT_h81143 350 2814759 3 250534 1790025 0,13996117
6 CT_h81143 3502717517 1 1716814 8643311 0,19862921

C16: 900046000192230
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YZ view
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Anexo

Slice: 652
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Anexo

Pixel size (m 0,058

id Study name ROl position ROl size -X Y BV(px) TV(px) BV/TV Threshold  Radio ROI trabecul ROI cortical s To.N Th.Th(mm) Th.Sep(mm) Cortical.Thn|
0CT_2230.id_ 5005 05 rn) 1457 0,63280714 135,857084 31540172 1843966 29 0,05768313 06663676 0,33912568
1CT_2230.id_ 652 1113333 129.1404 466.6667 466.6667 264.2281 341.5965 304.1404 364.3158 3,17083717
2CT_2230.id_ 6521113333 129.1404 466.6667 466.6667 336.6842 367.386 376.5965 429.4035 2,02781404
3CT_2230.0d_ 3179045614 1254561 466.6667 466.6667 297.386 291.2456 375.3684 425.7193 1,62523566
4.CT_2230.0d . 317 9045614 125451 466.6667 466.6667 325.6316 360.0175 327.4737322.5614 0,88960811
5CT_2230.id_ 350 273.0759 3 179682 2123326 0,0846229
6 CT_2230_id_ 3502605517 2 1853424 8552867 0,21670207
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Estudio trabecular

Slice: 511
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Anexo

Slice: 602
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Pixel size (m 0,058
id Study name ROl position ROl size -X Y BV(px) TV(px) BV/TV Threshold  Radio ROl trabecul ROI cortical sTo.N Tb.Th(mm)  Th.Sep(mm) Cortical.Th(n)
0 CT_71544 id 511 86.68369 1 439 672 0,65327381 140 3159.5552 216.2802 27 0,04579472 0,86311864 0,40340299
1CT_71544 id 602 115.6316  122.386  466.6667 466.6667 257.4737 345.8947 334.2281 355.1053 3,52748086
2 CT_71544 id 602 115.6316  122.386  466.6667 466.6667 348.3509 388.8772 355.1053 372.2982 1,18668191
3 CT_71544 id 279 108.8772 1217719  466.6667 466.6667 336.6842 328.0877 274.6667 339.7544 2,25410941
4 CT_71544_id 279 108.8772 1217719  466.6667 466.6667 302.2982 298.614 380.2807 423.2632 1,28320016
5 CT_71544_id 350 270.2759 3 219313 1853992 0,11829231
6 CT_71544 id 3502521517 1 2129501 6270745 0,33959298
o Grupo B+0. 12 semanas

C4: H5777277
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BVITV
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Anexo

Estudio cortical
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C15: 900046000192222

Anexo
Slice: 405
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Pixel size (m 0,058
id Study name ROI position ROl size -XY BV(px) ~ TV(px) BV/TV Threshold  Radio ROI trabecul ROI cortical <Th.N Th.Th(mm)  Th.Sep(mm) Cortical.Th{n
0 CT_577277 i 610 134.343 1€ 634 1240 051129032 58438776 31864911 1958277 29 0,05609147 0,55089139 0,48313402
1CT 577277 65396.59649  126.6842 466.6667 466.6667 319.4912 375.9825 325.0175 391.3333 2,35062339
2 CT 577277 i 65396.59649  126.6842 466.6667 466.6667 379.6667 415.2807 402.386 450.2807 1,74156772
3 CT_577277 i 4054501754 75.7193  466.6667  466.6667 293,7018 353.8772 324.4035 382.1228 2,2079813
4 CT 577277 405 45.01754 757193  466.6667 466.6667 371.0702 371.0702 384.5789 415.2807 0,52989664
5 CT_577277 i 3503004759 3 541903 1913695 0,28317104
6 CT_577277 it 350280.1517 2 3158575 9901170 0,31901028
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Anexo
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Slice: 610
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Anexo

Pixel size (m 0,058

id Study name ROl position ROl size -X Y BV(px) TV(px) BV/TV Threshold  Radio RO trabecul ROI cortical sTo.N Tb.Th(mm)  Th.Sep(mm) Cortical.Th(n|
0CT_2222 id_ 432 124.3717 1 0 1728 0 120 31755172 229.7469 47 0 0 0
1CT_2222_id_ 610 208.1462 2114211 3111111 3111111 383.7602 398.4971 342.0058 374.7544 1,19222118
2CT_2222 id_ 610 208.1462 211.4211 3111111 3111111 423.8772 439.4327 407.5029 424.6959 0,33433345
3CT_2222 id_ 2922189941 2415088 311.1111 311.1111 403.614 379.0526 411.3918 435.1345 0,80845288
4 CT_2222 id_ 2922189941 2415088 311.1111 311.1111 370.8655 356.9474 452.3275 463.7895 0,30957679
5CT_2222 id_ 350 340.2759 3 8763 642809 0,01363235
6CT_2222 id_ 3502857517 1 1368484 5839639 0,234343%
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C24: H 61074

BVITV

Slice: 350

YZ view
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Anexo

Estudio trabecular
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Slice: 690
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Pixel size (m 0,058
id Study name ROl position ROl size -X Y BV(px) TV(px) BV/TV Threshold  Radio ROI trabecul ROI cortical sTb.N Th.Th(mm) Th.Sep(mm) Cortical.Thn|
0 CT_61074_id 632112.7328 1 1486 1935 0,76795866 113,315297 31984626 206.8015 42 0,04019286 1,17662799 0,26641432
1CT_61074_id 690 138.3509 147.5614 466.6667 466.6667 382.1228 373.5263 380.2807 442.9123 2,34453214
2 CT_61074_id 690 138.3509 147.5614 466.6667 466.6667 356.3333 379.6667 327.4737 370.4561 1,69578342
3 CT_61074_id 317 119.9298 138.9649 466.6667 466.6667 299.8421 335.4561 370.4561 393.7895 0,98844997
4 CT_61074_id 317 119.9298 138.9649 466.6667 466.6667 362.4737 342.8246 425.7193 439.2281 0,58042211
5 CT_61074_id 350317.8759 4 321311 1610225 0,19954416
6 CT_61074_id 3502941517 2 2149914 8331639 0,25804215

o Grupo B+C 6 semanas
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Slice: 350

YZ view
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Estudio cortical
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Anexo

Slice: 293
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Pixel size (m 0,058
id Study name ROl position ROl size -X Y BV(px) TV(px) BV/TV Threshold  Radio ROl trabecul ROI cortical < Th.N Th.Th(mm) Th.Sep(mm) Cortical . Th(n|
0 CT_60945_id, 567 89.45486 1 1371 2736 0,50109649 140 3166.5386 151.9322 5% 0,05660494 0,51551378 0,50913183
1 CT_60945_id. 662 91.07018 1101053  466.6667  466.6667 302.9123 293.0877 314.5789 398.0877 3,35237361
2 CT_60945_id 662 91.07018 110.1053  466.6667 466.6667 301.6842 312.7368 245.807 296.1579 1,6971701
3 CT_60945_id 293 105.193 1027368 466.6667 466.6667 287.5614 248.2632 318.2632 358.7895 1,38896581
4 CT_60945_id, 293 105.193 102.7368 466.6667 466.6667 323.1754 350.193 277.7368 256.8597 0,7638682
5 CT_60945_id, 350 228.2759 3 704644 1956099 0,36022921
6 CT_60945_id 3502241517 1 2853081 10149048 0,28111809
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Anexo

Slice: 341
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Anexo

Slice: 632
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Pixel size (m 0,058
id Study name ROI position ROl size -X Y BV(px) TV(px) BV/TV Threshold  Radio ROl trabecul ROI cortical < Th.N Th.Th(mm) Th.Sep(mm) Cortical.Th(n
0CT_2221 id_ 547 152.2683 1 912 1155 0,78961039 135,582458 3162.0172 220.8966 31 0,03426559 1,38290196 0,30975824
1CT_2221 id_ 632 97.21053  105.807 466.6667 466.6667 331.1579 329.9298 372.9123 434.3158 2,6433726
2CT 2221 id_ 632 97.21053  105.807 466.6667 466.6667 342.2105 340.9825 299.2281 344.6667 1,38431184
3CT_2221 id_ 304 97.82456  111.9474  466.6667 466.6667 259.3158 307.2105 317.6491 352.0351 2,01801403
4.CT_2221 id_ 304 97.82456  111.9474  466.6667 466.6667 307.2105 330.5439 361.8596 386.4211 0,8763129
5CT_2221 id_ 341 295.4759 3 129919 2646880 0,04908383
6 CT_2221 id_ 3412773517 1 1360099 8304543 0,16377771
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C25: H31088
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Estudio cortical

Slice: 339
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Anexo

Slice: 339
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Pixel size (m 0,058
id Study name ROl position ROl size -X Y BV/(px) TV(px) BV/TV Threshold  Radio ROl trabecul ROI cortical s Th.N Th.Th(mm) Th.Sep(mm) Cortical.Th(n)
0 CT_31088_id 61405 05 7 306 0,23202614 135,208783 3183.0172 219.8966 16 0,03878158 0,284 1,21155556
1CT_31088_id 659 118.0877 134.6667 466.6667 466.6667 387.6491422.0351 411.5965 443.5263 1,19687876
2 CT_31088_id 659 118.0877 134.6667 466.6667 466.6667 396.2456 385.193 348.9649 388.2632 0,81431702
3CT_31088_id 339 126.0702 147.5614 466.6667 466.6667 341.5965 380.8947 434.3158 442.9123 1,33368321
4 CT_31088_id 339 126.0702 147.5614 466.6667 466.6667 270.3684 304.7544 410.9825 399.9298 0,79606139
5 CT_31088_id 350 312.2759 3 211083 1685911 0,12520412
6 CT_31088_id 350 274.5517 2 2154977 8814931 0,244468%

o Grupo B+C 12 semanas
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Anexo

Slice: 350
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Anexo

Slice: 603
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Anexo

Pixel size (m 0,058

id Study name ROI position ROI size -X Y BV(px) TV(px) BV/TV Threshold  Radio ROI trabecul ROI cortical s Tb.N Th.Th(mm) Th.Sep(mm) Cortical.Th(n)
0 CT_577639 it 535113.8412 1 544 646 0,84210526 140 3186.0172 177.3966 32 0,02393479 2,10346667 0,31978378
1 CT_577639_ii 603 118.0877 121.7719 466.6667 466.6667 383.9649 307.8246 371.6842 409.7544 2,59560097
2 CT_577639_ii 603 118.0877 121.7719  466.6667 466.6667 390.1053 441.6842 358.1754 352.0351 1,95451828
3 CT_577639_it 285 105.807 103.3509 466.6667 466.6667 293.0877 313.9649 273.4386 343.4386 3,05389726
4 CT_577639_ii 285 105.807 103.3509 466.6667 466.6667 313.9649 327.4737 347.1228 387.6491 0,75606944
5 CT_577639_ii 350 301.0759 3 365426 1443435 0,25316415
6 CT_577639 _ii 350 282.9517 1 2409217 6724868 0,35825491
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Estudio trabecular
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Anexo

Slice: 652
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Pixel size (m 0,058
id Study name ROl position ROl size -X Y BV(px) TV(px) BV/TV Threshold  Radio ROI trabecul ROI cortical < Tb.N Tb.Th(mm) Tb.Sep(mm) Cortical.Th(n|
0 CT_61208_id, 581 110.5158 1 2200 2891 0,76098236 110,09376 31755172 178868 48 0,04260334 1,09059829 0,2707973
1CT_61208 id. 652 113.1754  140.807 466.6667 466.6667 348.3509 359.4035 287.5614 366.1579 2,9770193
2 CT_61208_id, 652 113.1754  140.807 466.6667 466.6667 349.5789 355.7193 395.6316 448.4386 1,42313273
3 CT_61208 id. 412 151.2456  131.5965 466.6667  466.6667 301.6842 340.9825 327.4737 358.1754 1,58639386
4 CT_61208_id 412 119.3158  125.4561 466.6667  466.6667 364.3158 387.6491 371.6842 392.5614 0,34945422
5 CT_61208_id, 3702954759 3 1108615 2456296 0,45133608
6 CT_61208_id. 370 268.9517 2 3963858 8749280 0,45304962
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Slice: 343
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Estudio cortical

Anexo

Slice: 283
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Anexo

Slice: 283
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id Study name ROI position RO size -X Y BV(px) TV(px) BV/TV Threshold  Radio ROl trabecul ROI cortical s Tb.N Th.Th(mm) Tb.Sep(mm) Cortical . Th(n
0CT_2223 id_ 533111.0701 1 698 817 0,85434517  145,60418 3177.0172 201.8966 41 0,02367582 2,15914667 0,29061053
1CT_2223 id_ 606 123.614 118.0877 466.6667 466.6667 355.1053 360.0175 321.3333 374.1403 1,28367383
2CT_2223 id_ 606 123.614 118.0877 466.6667 466.6667 364.9298 323.1754 409.7544 435.5439 1,24567408
3CT_2223 id_ 283 115.6316 135.2807 466.6667 466.6667 313.9649 317.6491 277.1228 332.386 1,39579599
4.CT_2223 id_ 283 115.6316 135.2807 466.6667 466.6667 327.4737 318.8772 361.8596 396.2456 0,61035624
5CT_2223 id_ 343 306.6759 3 464611 1610052 0,28856894
6 CT_2223 id_ 3432829517 1 2214786 6142500 0,36056752
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Anexo

Slice: 406 ~ YZ view
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Slice: 597
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id Study name ROl position ROl size -X Y BV(px) TV(px) BV/TV Threshold  Radio ROl trabecul ROI cortical < Th.N Th.Th(mm) Th.Sep(mm) Cortical. Th(n)
0 CT_2226_id_ 432 93.33452 1 1453 1740 0,83505747 140 3142.0172 202.8966 27 0,03112193 1,63638835 0,22724915
1CT_2226_id_ 597 117.4737  115.6316  466.6667 466.6667 367.386 317.0351 435.5439 463.7895 1,64548015
2CT_2226 id_ 597 117.4737 115.6316 466.6667 466.6667 394.4035 421.4211 424.4912 408.5263 0,70218649
3 CT_2226_id_ 236 111.3333  151.2456  466.6667 466.6667 222.4737 275.2807 418.3509 402.386 2,09426852
4 CT_2226_id_ 236 1113333 151.2456  466.6667 466.6667 293.7018 329.3158 415.8947 407.2982 0,88930303
5 CT_2226_id_ 406 306.6759 2 64844 2000839  0,0324084
6 CT_2226_id_ 406 271.7517 1 1820596 8749578 0,20807815

210

Anexo



C23: H71624
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Anexo

Estudio trabecular

Slice: 606

¢

Estudio cortical

Slice: 341
3000

T

2500 -

2000 | \

T

1500 | \

1000 J \

500 - —

Slice: 672
3500

"y

3000

2500 r / \

2000 /

1500 /

T

T

1000

500 f ] \

-500 \

-1000
0

212



Anexo

Slice: 672
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Anexo

BVITV

Slice: 350 YZ view

Slice: 350 YZ view
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Slice: 554
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Estudio cortical

Slice: 292
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Anexo
Slice: 292
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Pixel size (m 0,058
id Study name ROl position ROl size -X Y BV(px) TV(px) BV/TV Threshold  Radio ROl trabecul ROI cortical s Th.N Tb.Th(mm) Th.Sep(mm) Cortical.Th(n
0 CT_573807_it 554 124.3717 1 1196 2184 0,54761905  121,5926 3171.5267 192.8348 41 0,05263357 0,59929158 0,50266667
1 CT_573807_it 631 119.3158  104.5789 466.6667 466.6667 354.4912 364.3158 331.1579 414.6667 3,37518912
2 CT_573807 _it 631 119.3158  104.5789 466.6667 466.6667 342.2105 350.807 239.0526 312.7368 2,74893974
3 CT_573807_it 292 103.9649 107.6491 466.6667 466.6667 340.3684 418.9649 297.386 266.6842 2,92182686
4 CT_573807 _it 292 103.9649 107.6491 466.6667 466.6667 304.7544 282.6491 345.2807 383.3509 0,96614433
5 CT_573807 _it 350 281.4759 3 247763 2380602 0,10407578
6 CT_573807_ii 350 249.3517 1 2640209 11237096 0,23495474
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Anexo

Slice: 350

YZ view
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Anexo

Slice: 623
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Pixel size (m 0,058

id Study name ROl position ROl size -X Y BV(px) TV(px) BV/TV Threshold  Radio ROl trabecul. ROI cortical s Th.N Th.Th(mm) Th.Sep(mm) Cortical.Th(n)
0 CT_2224 id_ 526 86.68369 1 359 513 0,69980507 156,668551 3141598 181.3633 18.C 0,05450019 0,77839252  0,285824
1CT 2224 id_ 623 107.6491 102.1228 466.6667 466.6667 263 303.5263 320.1053 320.1053 1,73424979
2 CT_2224 id_ 623 107.6491 102.1228 466.6667 466.6667 321.9474 339.1403 337.2982 366.7719 0,81181377
3CT_2224 id_ 312 104.5789 104.5789 466.6667 466.6667 288.1754 259.9298 334.8421 370.4561 1,21876167
4 CT_2224 id_ 312 104.5789 104.5789 466.6667 466.6667 286.9474 293.0877 248.8772 283.2632 1,12226366
5CT_2224 id_ 350 267.4759 3 262726 2325907 0,11295636
6 CT_2224 id_ 350 221.3517 1 2705907 11343403 0,23854455
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C22: 900046000192229

BVITV

Anexo

Slice: 419

YZ view

XZ view
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Estudio trabecular

Slice: 432

Estudio cortical

Anexo
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Anexo

Slice: 679
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ROI trabecul ROI cortical sTh.N
31585576 2157802 33 0,044977 0,99819926 0,29134884
368.614 384.579 308.4386 395.6316
394.4035395.6316 398.0877 461.9474
334.8421 360.6316 441.6842 504.3158
275.8947 291.8597 363.0877 409.7544

Th.Th(mm) Tb.Sep(mm) Cortical. Th(nProfile

Pixel size (m 0,058
id Study name ROl position ROI size -X Y BV(px) TV(px) BV/TV Threshold  Radio
0CT_2229id | 432949973 1 1166 1598 0,72966208 133,084507
1CT_2229 id_ 679132.2105 1199298 466.6667 466.6667
20T 229 id_ 679132.2105 1199298 466.6667 466.6667
312229 0d_ 395110.7193  130.3684  466.6667 466.6667
4CT_2229 id 395110.7193 130.3684 466.6667 466.6667
5CT_2229 id_ 419 315.0759 4 211344 2521892 0,08380375
6 CT_2229 id_ 4192745517 2 2738619 13158117 0,20813153

3,23206402 -796 -588 -3]
2,77902139 -34 -28 -11
2,23454263 -302 -238 -1
1,26953011 102 124 174

o Grupo B+C+0O 12 semanas
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BV/TV
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YZ view

Slice: 350
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Slice: 578
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Anexo

Estudio cortical

Slice: 281
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Slice: 281
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Pixel size (m 0,058
id Study name ROI position ROl size -X Y BV(px) TV(px) BV/TV Threshold  Radio ROl trabecul ROI cortical sTb.N Th.Th(mm) Th.Sep(mm) Cortical.Th(n|
0 CT_61401 id 578 304.4984 1 1372 1749 0,78444826  139,38635 3270.2916 160.9108 5z 0,02330694 1,97704348 0,51148538
1CT_61401 id 695 1303684 129.7544  466.6667 466.6667 386.421336.0702 321.9474 395.6316 3,08000269
2 CT_61401_id 695 1303684  129.7544  466.6667 466.6667 417.1228 406.0702 281.4211 310.8947 0,74009157
3 CT_61401id 281 1431754 117.4737  466.6667 466.6667 437.386490.193 360.0175 358.7895 1,72239729
4 CT_61401_id 281 148.1754  117.4737 466.6667 466.6667 350.193 375.9825 320.7193 346.5088 0,54785205
5CT_61401 id 350 331.8759 3 76734 1262841 0,06076299
6 CT_61401_id 3503137517 2 1438952 7748955 0,18569626
C7: H81260
BVITV

Slice: 378
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Anexo

Slice: 378
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Anexo

Slice: 642
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Anexo

Pixel size (m 0,058
id Study name ROI position ROl size -X Y BV/(px) TV(px) BV/TV Threshold  Radio
0 CT_81260_id 459 107.7447 1 509 1150  0,4426087  120,10265
1 CT_81260_id 642 118.7018 142.0351 466.6667 466.6667
2 CT_81260_id 642 118.7018 142.0351 466.6667 466.6667
3 CT_81260_id 331105.193 132.8246 466.6667 466.6667
4 CT_81260_id 331105.193 132.8246 466.6667 466.6667
5 CT_81260_id 378 259.0759 3 760924 2240151 0,33967532
6 CT_81260_id 378 243.7517 2 3909371 9895114  0,39508095

ROl trabecul ROl cortical < Th.N Tb.Th(mm) Th.Sep(mm) Cortical.Th(n

31755172 165.8989 22 0,04777366 0,54418433 0,66987387
315.807 256.8596 403 431.2456
340.3684 377.2105 393.1754 398.0877
312.1228 344.0526 407.2982 395.0175
296.1579 263 410.9825 426.9474

2,56264606
0,96238309
1,12482283
1,15459659

C21: 900046000192227

BVITV

A

Slice: 350 YZ view

Slice: 350 YZ view
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Estudio trabecular

Slice: 522
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Anexo

Slice: 621
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Pixel size (m 0,058

6 CT_2227 id_ 350 249.3517

id Study name ROI position ROI size -X Y BV(px) TV(px)
0CT_2227 id_| 522 93.33452 1 594
1CT_2227id_ 621 114.4035 121.7719  466.6667
2CT_2227 id_ 621 114.4035 121.7719  466.6667
3CT_2227 id_ 325 127.2982 1107193  466.6667
4CT_2227 id_ 325127.2982 110.7193  466.6667
5CT_2227 id_ 350 281.4759

BV/TV Threshold  Radio
638 0,93103448 166,639012
466.6667
466.6667
466.6667
466.6667

3 307812 2575340 0,11952286
1 2649094 10644630 0,24886671

ROI trabecul ROI cortical sTh.N Tb.Th(mm) Th.Sep(mm)
3150.0172 180.3966 20 0,01495151 3,72454054 0,15466667
348.3509 352.0351 333.614 392.5614
326.2456 347.1228 285.7193 312.7368
345.2807 412.8246 313.9649 312.7368
301.0702 330.5439 318.8772 336.0702

Cortical. Th(n|

1,81962879
1,13160581
2,77808657
0,69613997

o Grupo control
Control de 6 semanas

BVITV

229



Anexo

Slice: 343
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Anexo

Estudio cortical

Slice: 166
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Anexo

Slice: 166
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Pixel size (m 0,058
id Study name ROl position ROl size -X Y BV(px) TV(px) BV/TV Threshold  Radio RO trabecul:ROI cortical sTo.N Th.Th(mm)  Th.Sep(mm) Cortical.Th(n|

0(T_119.id_0 361 106.6362 S 27 3599 0,00750208 155,568625 3207.0172 165.896 57 0,00167313 0,13617391 34,5293333
1CT_119id_1 516 97.82456  111.3333  466.6667 466.6667 287.5614 331.7719 414.0526 379.6667 2,0518822
2CT_119id_2 516 97.82456  111.3333  466.6667 466.6667 348.9649 382.1228 366.1579 348.9649 0,82085093
3(T_119.id_3 166 124.8421 119.3158  466.6667 466.6667 340.3684 355.1053 369.2281 396.2456 0,83582701
4CT119id 4 166 124.8421 119.3158  466.6667 466.6667 324.4035 341.5965 334.8421 356.9474 0,62002881
5CT_119.id 5 343 295.4759 1 302001 2299960 0,13130707
6CT_119.id 6 343 243.7517 € 2774053 10102247 0,27459762
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Slice: 350

YZ view

Anexo

Estudio trabecular

Slice: 569
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Anexo

Slice: 667
2000
1500 |-
1000 ‘
500 /N
/ “
0 ///r" \
— ’ \
500 \\\
\\\
-1000 —
0 5 10 15 20 25 30
Slice: 667
3500
3000 | ~_
// \\
N
2500 | / \.
| N
2000 f | \
| \
i \
1500 - | \
| \
| \
1000 | / \
fl‘ I\'\
500 / \
/ \\
or / )
500 /
S
-1000
0 10 20 30 40
Slice: 344
3500
3000 | //////\
2500 / \
/ \
| |
2000 | |
i |
| |
1500 | | |
| 1
| |
1000 | | '
500 | / \
| \
/ \
or / .
_ —
-500 f \\\
-1000 -
0 10 20 30 40 50

Pixel size (m 0,058

id Study name ROI position ROl size -X Y BV(px) TV(px) BV/TV Threshold  Radio RO trabecul ROI cortical s Th.N Th.Th(mm) Th.Sep(mm) Cortical.Th(n
0 CT_control_i 569 121.6006 1 0 1768 0 49967553 3170591 217.7754 33 0 0 0
1 CT_control_ 667 93.52632 133.4386 466.6667 466.6667 339.7544 326.2456 362.4737 398.0877 1,15766066
2 CT_control_i 667 93.52632 133.4386 466.6667 466.6667 311.5088 3115088 453.3509 481.5965 0,28018605
3 CT_control_i 344 984386  135.2807 466.6667 466.6667 270.9825 311.5088 412.2105 407.2982 0,91258039
4 CT_control_i 344 98.4386  135.2807 466.6667 466.6667 326.2456 368 397.4737 396.2456 0,81173403
5 CT_control_i 350289.8759 3 152704 846643 0,1803641
6 CT_control_i 350260.5517 2 1949330 5938437 0,32825641
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