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1. RESUMEN

INTRODUCCION: La regeneracién 6sea es un campo en plena expansion, debido a
las implicaciones que la reseccion total o parcial de hueso tiene en pacientes que
han sufrido traumas, tumores o infecciones éseas. Hay indicios en la literatura de
que la deferoxamina, quelante del hierro, utilizada en intoxicaciones férricas entre
otros, podria tener efecto sobre la regeneracion 6sea activando la via del HIF-1a.
Las técnicas de imagen se desarrollan a gran velocidad, encontrando técnicas mas
precisas y sensibles en el estudio de la regeneracién dsea. La microtomografia
computerizada (microCT) es un valioso método no invasivo, que combina el
estudio de los datos anatomicos y funcionales a la vez, permitiendo una mejor
caracterizacién y localizacién de las lesiones 6seas. El microscopio de barrido
(SEM-EDX) nos permite obtener imagenes muy detalladas de cada uno de los
defectos asi como llevar a cabo un microanalisis de los elementos fundamentales
en la formacion de hueso, el calcio, el fosforo y el oxigeno.

OBJETIVOS: Este estudio tendra una doble vertiente. Por un lado examinar
cualitativamente la idoneidad de diferentes técnicas de imagen (fotografia,
radiografia de rayos X, microCT y SEM) en el estudio de la regeneracién 6sea. Por
otro lado, el estudio cuantitativo del efecto de la DFO como posible activador en la
formacién de nuevo hueso en defectos de tamafio critico en un modelo de roedores
in vivo.

MATERIALES Y METODOS: Las ratas Wistar utilizadas en este trabajo se han
dividieron en dos grupos, uno que fue tratado con DFO durante 3 semanas y el
segundo durante 6 semanas. Se realizaron dos defectos de 3 mm en la calota de
cada rata, uno control con una esponja de colageno y el otro con la esponja de
colageno y la DFO. En primer lugar se comparé cualitativamente la idoneidad y
precision de la fotografia, radiografia de rayos X, la microCT y el SEM-EDX como
técnicas de imagen. Posteriormente se ha utilizado la microCT, a través del
porcentaje de hueso formado y de los porcentajes del tipo de hueso, y el EDX, a
través del porcentaje de oxigeno y del ratio Ca/P, como técnicas para cuantificar la
cantidad de hueso formado y la calidad de este.

RESULTADOS: Cualitativamente hablando, solo la microCT permite ver diferencias
en el crecimiento 6seo entre los defectos tratados con DFO y los defectos control a
cualquier tiempo. Con todas las técnicas se aprecia resorcion 6sea a las 6 semanas
de tratamiento. Cuantitativamente, con microCT se encuentran porcentajes de
crecimiento 6seo mayores en los defectos tratados con DFO tanto a las 3 como a las
6 semanas respecto de los controles. Sin embargo el porcentaje de hueso formado
es mayor a las 3 semanas frente a las 6 en los defectos con DFO. El porcentaje de
hueso de mayor calidad lo encontramos en las muestras tratadas con DFO a las 6
semanas. Con EDX encontramos que no hay diferencias en el porcentaje de oxigeno
entre los defectos control y los tratados ni a las 3, ni a las 6 semanas. Pero si es
mayor a las 6 semanas frente a las 3. El ratio Ca/P nos indica que la calidad del
hueso formado es mayor conforme avanza el tiempo.

Técnicas de imagen aplicadas al estudio de la regeneracién ésea y del efecto de la
deferoxamina en un modelo in vivo de ratas wistar,



DISCUSION Y CONCLUSIONES: Aunque el SEM permite llegar a ver estructuras
mas pequefias, s6lo la microCT es suficientemente completa para el estudio de la
regeneracion dsea. Las demas técnicas pueden ser complementarias a otras. La
DFO tiene un efecto positivo sobre la formacién de hueso a las 3 semanas y un
efecto inhibitorio a las 6 semanas. Sin embargo, la calidad del hueso formado es
mayor, cuanto mas tiempo pasa.

PALABRAS CLAVE: deferoxamina, regeneracion 6sea, tomografia computerizada,
SEM-EDX

ABSTRACT

INTRODUCTION: Bone regeneration is a research field of increasing interest due
to the physical and emotional implications that total or partial bone resection have
in patients who suffered traumas, tumors or bone infections. There are indications
in the literature that deferoxamine, iron chelator, used in ferric intoxications
among others, could have an effect on bone regeneration by activating the HIF-1a
pathway. Furthermore, imaging techniques are developing at high pace, enabling
more precise and more sensitive ways to study bone regeneration. Computed
microtomography (microCT) is a valuable non-invasive method that combines the
study of anatomical and functional data at the same time, allowing enhanced
characterization and localization of bone lesions. The scanning microscope (SEM-
EDX) makes it possible to obtain very detailed images of each bone’s defect as well
as carry out a microanalysis of the fundamental elements in the bone formation
such as calcium, phosphorus and oxygen.

OBJECTIVES: This study will be targeting two aspects. On one hand, it will
qualitatively assess the suitability of different imaging techniques (photography, X-
ray radiography, microCT and EDX) in the study of bone regeneration. On the other
hand, it will quantitatively study the effect of DFO as a possible activator in the
formation of new bone in critical size defects in a rodent model in vivo.

MATERIALS AND METHODS: In this work, Wistar rats were divided into two
groups: one that was treated with DFO for three weeks and another one for six
weeks. Two defects of 3 mm were made in the calvaria of each rat, one control with
a collagen sponge and another with a collagen sponge and DFO. At first, suitability
qualitative comparison of photography, X-ray radiography, microCT and SEM-EDX
was performed. Subsequently, microCT and SEM-EDX were used to carry out a
quantitative analysis of regenerated bone and to assess its quality. Hence, microCT
was used for its capacity to provide the percentage of new formed bone as well as
the breakdown percentage of every bone type. SEM-EDX was rather used to
measure the percentage of oxygen and the Ca/P ratio.
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RESULTS: Qualitatively, only microCT allowed us to see differences in bone
regeneration when comparing defects treated with DFO to control at both 3 weeks
and 6 weeks. With all techniques, bone resorption was observed at 6 weeks of
treatment. Quantitatively, using microCT, bone growth percentages were higher in
defects treated with DFO both at 3 and 6 weeks compared to controls. However,
the percentage of bone formed is greater at 3 weeks compared to 6 weeks in DFO
defects. Higher quality bone percentage was found in the group treated with DFO
at 6 weeks. Using SEM-EDX, we found no differences in the percentage of oxygen
between DFO and control groups neither at 3 nor at 6 weeks. However, oxygen
percentage was greater at 6 weeks than at 3 weeks. The Ca/P ratio indicated that
the quality of the new formed bone formed was getting greater as time goes by.

DISCUSSION AND CONCLUSIONS: Although the SEM-EDX allowed us to see
smaller structures, only microCT was complete enough for the study of bone
regeneration. Other techniques (photography, X-Ray radiography) can be used to
complement the assessment provided by microCT and SEM-EDX but can’t
substitute them. DFO had a positive effect on bone formation at 3 weeks and an
inhibitory effect at 6 weeks. However, the quality of the bone formed is greater as
time goes by.

KEY WORDS: deferoxamine, bone regeneration, computerized tomography, SEM-
EDX
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2. INTRODUCCION

Ha existido, a lo largo de la historia de la humanidad, una preocupacién por la
reparacion, regeneracion y formacion de hueso de forma local para solventar
problemas tan frecuentes como traumas, tumores, infecciones o resecciones de
hueso, que generan importantes dificultades fisicas y emocionales en los pacientes
que lo sufren. Disciplinas tan variadas como la cirugia ortopédica y traumatologia,
neurocirugia, cirugia maxilofacial y odontologia, encuentran un interés comun en
el estudio de las ventajas e inconvenientes de biomateriales, de la regeneraciéon
6sea y de los métodos de analisis de esta.

Desde hace mas de un siglo numerosas técnicas y materiales han sido
experimentados y llevados a la clinica en forma de alguna de las modalidades de
injerto. Se ha hecho habitual el uso de biomateriales y sustancias aceleradoras de
la formacién de hueso, etc... pero, a menudo, conllevan efectos adversos de gran
importancia. En esta parte del trabajo, vamos a repasar las caracteristicas propias
del hueso, asi como el proceso de destruccién/generacién de hueso fisiologico y
patoldgico. Veremos también qué técnicas conocemos para la reparacion del hueso
dafnado y biomateriales conocidos.

A - EL TEJIDO OSEO

1- ESTRUCTURA Y FUNCION

Un total de 206 huesos conforman el tejido 6seo de un esqueleto humano adulto
(1). Es un tejido conjuntivo especializado cuya matriz extracelular se haya
mineralizada en su mayor parte. Tiene unas funciones de vital importancia, como:

- Soporte de la musculatura y otros tejidos blandos, con una funcién
protectora, especialmente de 6rganos vitales.

- Permite el movimiento y la locomocidn, siendo anclaje para los musculos.

- Alojamiento de la médula 6sea hematopoyética.
Mantenimiento de la homeostasis mineral y del equilibrio acido-basico.

- Reserva de factores de crecimiento y citoquinas.

Cada uno de los huesos esta en constante remodelamiento durante toda la vida,
para adaptarse a los cambios de las fuerzas biomecanicas, renovar hueso
envejecido o dafado, remplazandolo por tejido nuevo, mecanicamente mas fuerte

(2).

Esta compuesto por un 50-70% de mineral, 20-40% de matriz organica, 5-10% de
agua y < 3% de lipidos. En esta matriz extracelular ademas de las fibras de
colageno también se alojan los diferentes tipos celulares especificos del tejido
0seo.
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1.1 TIPOS DE HUESO:

Histol6gicamente existen dos clases de hueso (3), ambos estan compuestos por
osteones, que son:

0]

0]

Hueso compacto: Es denso y soOlido. Rodea la médula oOsea
hematopoyética. Estd formado por osteonas o sistema de Havers, unidad
anatomica y funcional del tejido 6seo compacto, sistema de cilindros
concéntricos en torno a un canal central, donde se encuentran los vasos
sanguineos, linfaticos y los nervios. Suele ser metabdlicamente menos
activo que el hueso esponjoso. La porosidad suele ser de menos del 5%,
aunque depende de la proporcion de remodelacion del hueso. La actividad
de la superficie del periostio es importante para la reparacién de fracturas y
el remodelamiento 6seo. Normalmente la formacion de hueso es mayor que
la resorcion en el periostio. El endostio tiene una mayor actividad
remodeladora, en la que la resorcidon es mayor que la formacion de hueso,
esto es debido a la mayor exposicion a citoquinas de la médula 6sea
adyacente y al estrés biomecanico.

Hueso esponjoso: Formado por una red de trabéculas dispuestas en placas
y barras intercaladas de compartimentos de médula Osea. Por su
proximidad a esta, la tasa metabdlica y de remodelacién es mucho mas alta
en el hueso esponjoso que en el hueso compacto. La porosidad es mucho
mas importante que en el hueso compacto.

El esqueleto humano esta compuesto por un 80% de hueso compacto y un 20% de
hueso esponjoso (4). Tanto el hueso compacto como el hueso esponjoso siguen un
patron de laminas concéntricas, en las cuales se depositan fibras de colageno con
orientaciones alternas (4).

Compact Bone & Spongy (Cancellous Bone)

Lacunae containing osteocytes Osteon of campact hane

Lamellae -
med : Trabeculae of spongy
Canaliculi bone
Ostenn ~ Haversian
canal

FPeriosteumn

wolkmann's canal

Fig.1- Esquema de la estructura del hueso, tanto del hueso compacto como del esponjoso.
(http://doctorsgates.blogspot.com.es/2010/11/compact-and-spongy-bones.html)
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Teniendo en cuenta la orientacion de las fibras de coldgeno podemos hacer otra
clasificacion de los huesos (3):

0]

Hueso primario o reticular: Las fibras de colageno estan depositadas de
forma aleatoria y desordenada. Es el que se forma en el periodo
embrionario, en la denominada osificacién primaria, que seran
reemplazados por hueso laminar en la osificacion secundaria. El hueso
reticular o no laminar es mecanicamente débil. Las fibras de colageno estan
desordenadas a causa de la rapidez del proceso de osificacion, también es
comun este tipo de hueso en la reparacion de fracturas y en los
osteosarcomas, enfermedad de Paget u osteogénesis imperfecto (huesos de
cristal). El numero de células, especialmente de osteocitos es superior que
en el hueso laminar, también estan dispuestos de forma aleatoria y son
irregulares en tamafio y forma y no presentan una disposicidon regular ni
con las fibras de coldgeno, ni con los vasos sanguineos. Tiene menor
cantidad de calcio.

Hueso secundario o laminar: Las fibras de colageno son paralelas y estan
ordenadas en forma de laminillas. Las laminillas vecinas se disponen
paralelas entre si y las fibras de colageno de una laminilla respecto a la
siguiente, cambian bruscamente la direccion, con una angulacién de casi
90c. Las células se disponen entre las laminillas. Hay canales que atraviesan
las laminillas. Mucho mas resistente mecanicamente que el hueso primario.

Segun su morfologia podemos determinar los siguientes tipos:

0]

Largos: Sus extremos (epifisis) estdn formados por hueso esponjoso,
rodeados por una delgada capa superficial de tejido 6seo compacto. La
parte central (diafisis) esta formada en su practica totalidad por hueso
compacto, confiriéndole gran resistencia a la torsion. Ejemplos de huesos
largos son el himero, radio, fémur y tibia, entre otros.

Cortos: La diafisis esta formada por hueso esponjoso y esta rodeada en toda
su superficie por hueso compacto. Carpo, tarso, rétula y los huesos
sesamoideos son ejemplos de huesos cortos.

Planos: Compuestos por dos capas de hueso compacto separadas por hueso
esponjoso. Ejemplos: craneo, mandibula, escapula, esternén y costillas.

Irregulares: Los que por su forma no pueden clasificarse en ninguno de los
otros grupos. Suelen formar cavidades en el cuerpo. En este grupo
encontramos a vértebras, sacro, coccix y el hueso hioides.
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1.2 PERIOSTIO Y ENDOSTIO

Diferenciamos en los huesos un revestimiento interno llamado endostio y otro
externo llamado periostio, compuestos de tejido conjuntivo con células
osteogénicas y altamente vascularizados. La nutricion del tejido 6seo y el
suministro de células para su crecimiento y regeneracién son sus principales
funciones (4).

0 Periostio: Es la capa de tejido conjuntivo que estd en la parte exterior de
todos los huesos excepto, las fracturas en estas zonas se recuperan con
mayor dificultad:

- Las articulaciones
- Los huesos intraarticulares (rétula, huesos sesamoideos...)
- Enlos cuellos del fémur y del humero.

Es tejido fibroso denso en coldgeno no ordenado. Las células se encuentran
mayoritariamente en la cara interna que es por donde crecera el hueso. La
cara mas externa es mas fibrosa, aunque también esta altamente
vascularizada. Presenta fibras de coldgeno perpendiculares que desde esta
capa se insertan al sistema circunferencial externo para anclarse. En
algunas ubicaciones se pueden ver al microscopio ya que se mineralizan,
son las llamadas fibras de Sharpey.

0 Endostio: Es tejido conjuntivo laxo, fino y delicado. Es el que recubre la
parte interna. Posee muchas células indiferenciadas preparadas para el
crecimiento.

1.3 CELULAS DEL TEJIDO OSEO:

El tejido 6seo posee diferentes tipos de células especificas que permiten la
creacion, remodelacién y reparacién del hueso a lo largo del tiempo. Podemos
diferenciar los siguientes tipos celulares (10,11):

0 Células Osteoprogenitoras: Derivan de las células mesenquimales
indiferenciadas, presentan una morfologia fusiforme mononuclear con finas
prolongaciones citoplasmaticas. Son células poco activas. A pesar de ser
indiferenciadas ya tienen la capacidad de formar hueso. Son mas numerosas
durante el desarrollo fetal y en periodo de crecimiento activo, también se
encuentran activas en el adulto en caso de fractura. Se localizan en la cara
interna del periostio, endostio, rodeando los conductos de Havers y a nivel
de las metafisis, rodeando las cavidades que deja el cartilago cuando
degenera.

0 Osteoblastos: Son las células formadoras de hueso, provienen de las células
osteoprogenitoras que se redondean y forman nucleos de osificacion, que
formaran después los osteoides. Constituyen una capa unica con disposicion
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epiteloidea. Estan unidas mediante nexos. Su morfologia es ctbica, con un
nucleo con cromatina laxa, sefial de que estdn activas. Secretan colageno
tipo I para la formacion de fibras, proteinglicanos y glucosaminglicanos,
glucoproteinas para la adhesién, factores de crecimiento y citocinas.
Presentan receptores para la paratohormona (PTH) y la vitamina D, en su
superficie.

Fig.2- Tipos de células dseas y la evolucion que siguen (51)

0 Osteocitos: Son los osteoblastos rodeados totalmente de matriz
intercelular. Sobre la matriz se va depositando el componente mineral y se
calcifica. Son las células principales del hueso completamente formado.
Tiene morfologia lenticular, adaptandose al espacio denominado osteocele
y emite prolongaciones que discurren a través de conductos calcoforos,
comunicandose asi, a través de nexos, con células vecinas (6). También
estdn conectadas con el periostio desde donde les llegan las sustancias
nutritivas. Los osteocitos, unidos entre si mantienen la estructura del hueso
pero no sintetizan mas.

0 Células de la superficie dsea: Son células inactivas que se originan a partir
de osteoblastos u osteocitos que han finalizado la formacién de hueso. Son
células aplanadas y fusiformes que revisten las superficies dseas tanto
internas como externas que no tienen actividad. Si se necesita mas hueso se
vuelven a convertir en osteoblastos.

0 Osteoclastos: No proceden de las células mesenquimales, si no del sistema
monocito-macréfago, es decir, de una célula madre hematopoyética.
Inicialmente se forma una célula sanguinea, el monocito, que pasa al tejido
conjuntivo convirtiéndose en un macroéfago especializado y este da lugar
finalmente al osteoclasto. Son las encargadas de la reabsorcién de hueso.
Son células gigantes, multinucleares y polarizadas, ya que los nucleos se
sittan en el punto mas alejado de donde se reabsorbe hueso. Tiene
multiples prolongaciones digitiformes de la membrana plasmatica en el
lado donde se reabsorbe el hueso, se denomina borde fruncido o canto
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plegado. Se sitian en cavidades formadas por ellas mismas, denominadas
lagunas de Howship. No tiene receptores para la PTH, pero si para la
calcitonina (que inhibe la accidon de los osteoclastos). Llevan a cabo el
proceso de reabsorciéon 6sea por mecanismos quimicos principalmente
(favoreciendo un entorno acido), aunque también se ha observado cierta
actividad fagocitica. El final de vida de estas células se lleva a cabo por
apoptosis o migracion.

Fig.3- Imagen de microscopia electrénica de un osteoclasto activado.
(http://boneresearchsociety.org/resources/gallery/40/#top )

1.4 MATRIZ EXTRACELULAR Y MINERALIZACION:

Estd constituida por fibras y sustancia fundamental. Primero los osteoblastos
sintetizan la parte organica. Debido a su alta mineralizacion tiene alta resistencia y
estabilidad, mientras que la parte organica le confiere elasticidad y flexibilidad.
Tiene dos componentes:

0 Componente organico: El 90% son fibras de colageno tipo I (coldgeno
nativo), aunque existen pequeias cantidades del tipo V y XII (7). E1 10% que
no corresponde al coldgeno corresponde a:

- Proteoglicanos: Incluyen acido hialurénico, condroitin sulfato y
keratan sulfato.

- Glucoproteinas: Son las encargadas de unir el componente organico
al inorganico. Encontramos la osteocalcina, osteonectina y
sialoproteina.

- Factores de crecimiento: Intervienen en la actividad celular.

0 Componente inorganico: Formado por trifosfatos calcicos que forman
cristales de hidroxiapatita, tienen forma de baston, pero son de mucho
menor tamafo que los que se encuentran en la naturaleza, lo que las hace

Técnicas de imagen aplicadas al estudio de la regeneracién dsea y del efecto de la
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mas solubles. Se encuentran embebiendo a las moléculas de colageno.
También actila como reservorio para iones de magnesio, sodio y fluor.

Los osteoblastos sintetizan vesiculas extracelulares que generan un micro entorno
en el cual las concentraciones de calcio y fésforo aumentan lo suficiente para
provocar la precipitacion de los cristales. Proteinas como la osteocalcina o
sialoproteina ayudan a regular la cantidad y tamafio de los cristales de
hidroxiapatita depositados. Estas vesiculas contienen un nucleo compuesto de
proteinas, fosfolipidos, calcio y fésforo inorganico.

La mineralizacion del hueso empieza en las zonas huecas del final de las fibras de
colageno (8). Aunque el colageno tipo [ no es un promotor de la mineralizacion.
También existen enzimas que participan en la regulaciéon de este proceso, como
las fosfoproteinquinasas y la fosfatasa alcalina, la cual aumenta las concentraciones
locales de fésforo.

La vitamina D juega un papel indirecto en la estimulacion de la mineralizacion del
hueso. Una vez metabolizado por higado y rifiones y transformado en 1,25-(0H)2D
sérico, es el responsable del mantenimiento de los niveles séricos de calcio y
fésforo. Estimula la absorcién intestinal de ambos iones, también promueve la
diferenciacion de los osteoblastos y la segregacion por parte de estas células de la
fosfatasa alcalina especifica de hueso, osteocalcina, osteonectina y numerosas
otras citoquinas.

2 - OSIFICACION, REMODELADO Y REPARACION OSEA

El hueso experimenta crecimiento longitudinal y radial, remodelado y reparacién a
lo largo de toda la vida. Los crecimientos longitudinales y radiales ocurren sobre
todo en la infancia y adolescencia.

2.1 OSIFICACION

Se denomina asi al proceso de creacion de tejido 6seo nuevo a partir bien de un
molde conjuntivo o de un molde cartilaginoso. Es el tipo de proceso que ocurre en
el periodo fetal y en crecimiento de largura o anchura del hueso. Podemos
diferenciar dos tipos de osificacién:

0 Intramembranosa o directa: Muchos de los huesos que se forman mediante
este tipo, son huesos planos del craneo como los huesos frontal, occipital,
temporal y también la clavicula y la mandibula. Se forman inicialmente nucleos
de tejido conjuntivo fetal rico en células mesenquimales y se produce un
aumento de vascularizacidon. A distancia equidistante de los vasos sanguineos
se forman masas eosinofilicas. Comienza la diferenciacién de células
mesenquimales en células osteoprogenitoras y posteriormente estas en
osteoblastos. Se sintetiza matriz 6sea y se forman espiculas 6seas que se van
desarrollando y fusionando con otras dando lugar a trabéculas. Conforme van
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aumentando las trabéculas se van interconectando entre si. La siguiente fase es
la de la mineralizacién, con el depédsito de sales calcicas y otros minerales,
endureciendo la matriz. Todo este proceso da lugar a tejido 6seo esponjoso con
un borde pseudoepiteloideo donde encontramos osteoblastos y algunos
osteoclastos. A este conjunto se le denomina nucleo de osificaciéon primario y es
hueso no laminar con organizacién trabecular.

Este tejido es también denominado primario o inmaduro ya que las fibras de
colageno no tienen el mismo orden que podemos encontrar en el tejido mas
antiguo.

La accién conjunta de osteoblastos y osteoclastos remplazara este tejido por
secundario maduro (9).

0 Endocondral o indirecta: Determinante en la formaciéon de los huesos largos,
cortos y la mandibula. Se lleva a cabo sobre un modelo de cartilago hialino, el
cual va siendo paulatinamente eliminado y sustituido por tejido 6seo (Fig.4). Es
un proceso que se desarrolla desde el interior hacia el exterior. El molde
cartilaginoso esta recubierto de pericondrio, una capa de tejido conectivo
denso, salvo en la superficie de las articulaciones.

En la primera fase el cartilago es calcificado. El siguiente paso es el desarrollo
de la diafisis 6sea a través de la invasién de capilares sanguineos y células
osteogénicas, que se extienden por el espacio previamente ocupado por los
condrocitos. Se produce la diferenciacién a osteoblastos que secretan matriz
6sea sobre el cartilago. Las primeras trabéculas tendrdn un eje central de
cartilago recubierto por hueso. Después se produce la migracion de los
osteoblastos hacia los extremos, dando lugar al cartilago de crecimiento,
responsable del crecimiento en longitud del hueso, y zona de alta actividad
celular.

Desarrollo endocondral del hueso
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Fig.4- Tipos de células 6seas y la evolucién que siguen. Atlas de Histologia. Biologia tisular
y celular (51).
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Lo siguiente es el desarrollo de la epifisis 6sea. Aparecen los centros secundarios,
denominados también placas de crecimiento o epifisarias. Este proceso se lleva a
cabo en la época perinatal, en las que las diafisis de los huesos largos principales ya
estan formadas, estableciendo el tejido 6seo compacto, mientras que en las epifisis
se formara el tejido 6seo esponjoso. El pericondrio no se transforma en periostio.

2.2 REMODELADO OSEO

El remodelado es el proceso por el cual el hueso cambia como respuesta a
influencias fisiolégicas o fuerzas mecanicas, para mantener la resistencia y la
homeostasis mineral. Es un proceso que se extiende a lo largo de toda la vida,
aunque su actividad estd aumentada en el periodo perimenopausico y
postmenopausico temprano en las mujeres y después va disminuyendo.

o Fases:
- Quiescente: Es la fase en la que el hueso esta en reposo.

- Activaciéon: Se llama asi a la retraccién de los osteoblastos de la
superficie endostica y la digestion de la membrana por accién de las
colagenasas, dejando expuesta la superficie mineralizada, lo que atrae a
los osteoclastos circulantes.

- Reabsorcién: Los osteoclastos comienzan a disolver la matriz mineral y
a descomponer la matriz osteoide, proceso continuado por los
macrofagos. Se produce la liberacion de factores de crecimiento
contenidos en la matriz: TGF-B (Factor transformante del crecimiento
B), PDGF (Factor de crecimiento derivado de las plaquetas) e IGF-1 y II
(factor analogo de la insulina I y II), principalmente.

- Formacién: Los preosteoblastos se agrupan en las zonas reabsorbidas,
atraidos por los factores de crecimiento, sintetizan una sustancia
cementante sobre la que se va adherir tejido nuevo y expresan BMPs
(proteinas morfogenéticas éseas) responsables de la diferenciacién. Las
zonas huecas se rellenaran con la sustancia osteoide sintetizada por los
osteoblastos ya diferenciados. El coldgeno se polimeriza rapidamente
formando las fibras de coldgeno, dando lugar al tejido osteoide que es
similar al colageno pero que permite la precipitacion en su interior de
las sales de calcio. Los osteoblastos que quedan en el interior, pasan a
denominarse osteocitos.

- Mineralizacion: Tras 30 dias, aproximadamente, del depdsito de la
sustancia osteoide, comienzan a precipitar las sales de calcio en la
superficie de las fibras colagenas, creciendo y dando lugar a cristales de
hidroxiapatita. Existe un 20-30% que puede quedar en forma amorfa, lo
que permite una rapida disoluciéon para pasar al liquido extracelular si
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es necesario. Este proceso dura 130 dias en hueso cortical 90 en hueso
trabecular (10)

Fases:

Células limitantes —_— ,ﬁm

Membrana endastica Quiescente
—_
Hueso mineralizado L y
Retraceion de eélulas i ™
Reabsorcion de membrana Activacién
e -
Osteoclastos L ]
Reabsorcion
\, v
Ostenblastos -
Matriz Osteoide
Formacion

l'ejido dseo nenformado > W Mineralizacidn

mineralizado

5 7
Unidad dsea estructural W\ Quiescente
. 7

Fiz, 1. Fases del remodelado dseo
{Modificado de Compston) (2)

Fig.5- Fases del Remodelado 6seo (10)

0 Factores Reguladores:

- Genéticos: Son determinantes en el pico de masa dsea, ya que entre el 60
y el 80% de ésta se encuentra determinada genéticamente. La masa 6sea
se transmite de padres a hijos, por ello la predisposicion a padecer
osteoporosis es mayor en hijas de madres que la padecen (10).
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- Mecanicos: La actividad fisica es imprescindible para el correcto
desarrollo del hueso. Existe la hipotesis de que la accién muscular
transmite al hueso una tension que es detectada por la red de osteocitos
incluida en el interior del fluido 6seo. Estos osteocitos producen
mediadores como prostaglandinas, 6xido nitrico e IGF-I, que estimulan
tanto su actividad como la de los osteoblastos y originan una mayor
formacién 6sea. Y por el contrario, la falta de actividad muscular, el
reposo o la ingravidez, tienen un efecto perjudicial sobre el hueso,
acelerando la reabsorcion (10).

- Vasculonerviosos: El sistema vascular aporta células, oxigeno,
minerales, iones, glucosa, hormonas y factores de crecimiento, es, por
tanto, un elemento clave. Es el primer paso para la osificacidn, los vasos
sanguineos invaden el cartilago y posteriormente se produce la
reabsorcién ésea por los osteoclastos. El hueso es inervado por el
sistema autéonomo y por fibras nerviosas sensoriales, en todos los
estratos y tipos de hueso (10).

- Nutricionales: Existe una cantidad minima de calcio que es necesario
ingerir para permitir la correcta mineralizacion. Hasta los 25 afios es de
1200 mg al dia, hasta los 45 no debe ser inferior a 1 gramo y tras la
menopausia aumenta hasta 1,5 g. También ciertas sustancias provocan
un efecto nocivo sobre el hueso: tabaco, cafeina, alcohol y exceso de sal,
siendo factores de riesgo en la aparicion de osteopenia.

- Hormonales: El desarrollo normal del esqueleto esta condicionado de
forma muy importante por el sistema hormonal, tanto de forma
endocrina (mensajeros sistémicos a distancia del lugar de produccién),
como autocrina y paracrina (accion local sobre la sintesis y efecto de los
factores que intervienen directamente en el metabolismo celular). Las
mas importantes son:

»  Hormonas Tiroideas: Poseen dos acciones contrapuestas. Por un
lado, a través de la sintesis de IGF-I, estimulan la sintesis de la
matriz osteoide por los osteoblastos y su mineralizacién. Y por el
otro, se estimula la reabsorcién al aumentar el nimero y funcién
de los osteoclastos.

» Parathormona (PTH): Controla la homeostasis del calcio a través
de su accidn directa sobre el hueso y el rifion e indirecta en el
intestino. Cuando existe un descenso en la calcemia se segrega en
las glandulas paratiroideas, es la hormona hipercalcemiante por
excelencia, al favorecer la reabsorcion.

» (alcitonina: Producida en las células parafoliculares del tiroides,
inhibidora de la reabsorciéon 6sea, reduciendo el nimero y
actividad de los osteoclastos. Es una accion transitoria, pues se

Técnicas de imagen aplicadas al estudio de la regeneracién ésea y del efecto de la

22

deferoxamina en un modelo in vivo de ratas wistar,



produce una tolerancia de los osteoclastos a la calcitonina en
pocos dias.

» Calcitriol (1,25(0H); vitamina D3): Favorece la absorcién
intestinal del calcio y fésforo y por tanto la mineralizacion 6sea.
Podria ser producida por células linfociticas o monociticas del
hueso, ejerciendo un papel importante como regulador local de la
diferenciacién de los osteoclastos (12).

» Andrégenos: Tienen un efecto anabolizante sobre el hueso, a
través del estimulo de los receptores de los osteoblastos.
También actian de mediadores en el pico de hormona del
crecimiento durante la pubertad (12).

» [Estrdgenos: Son esenciales para el cierre de los cartilagos de
conjuncion. Tienen un doble efecto sobre el metabolismo 6seo,
por un lado favorecen la formacién dsea al aumentar el nimero y
funcion de los osteoblastos y por el otro disminuyen la
reabsorcion. Existen receptores estrogénicos en osteoblastos,
osteocitos y osteoclastos (12).

* Progesterona: También tiene efecto anabolizante, directamente a
través de los osteoblastos que poseen receptores o
indirectamente, mediante la competiciéon por los receptores
osteoblasticos de los glucocorticoides (13).

» Jnsulina: Estimula la sintesis de la matriz directa e
indirectamente a través del aumento de la sintesis hepatica de
IGF-1 (13).

» Glucocorticoides: Inhiben la sintesis de IGF-I y suprimen la BMP-
2, con lo que tienen efecto catabdlico a dosis altas. Sin embargo a
dosis fisiolégicas tienen capacidad osteogénica favoreciendo la
actividad osteoblastica (13).

» Hormona del Crecimiento (GH): De forma directa actua sobre los
osteoblastos, aumentando la sintesis de colageno, osteocalcina y
fosfatasa alcalina. Indirectamente, es a través del aumento de la
sintesis de IGF-1 y Il por los osteoblastos (13).

- Locales:

» Factores de Crecimiento: Son polipéptidos producidos por las
propias células dseas o en tejidos extra-6seos. Modulan las
funciones celulares de crecimiento, diferenciacién y proliferacion
celular. Las mas importantes son:
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* IGF-1 y II: Los factores de crecimiento andlogos a la
insulina, son estructuralmente similares a esta y se
sintetizan en el higado y en los osteoblastos. Estdn en gran
concentracion en la matriz osteoide. Incrementan el
numero y la funcién de osteoblastos, favoreciendo la
sintesis de colageno. Median en la interaccion osteoblasto-
osteoclasto e intervienen de forma activa en la
remodelacion dsea.

* TGF-B: Los factores transformantes del crecimiento § son
una superfamilia de proteinas muy abundantes en el
tejido 6seo. Se activan durante la reabsorcion
osteoclastica. Es un potente estimulador de la formacion
6sea, inhibiendo la sintesis de proteasas y potenciando la
diferenciacion osteoblastica y la sintesis de la matriz
osteoide. También reduce la formacion y diferenciacién de
osteoclastos, asi como la actividad de los osteoclastos
maduros y estimula su apoptosis.

* BMPs: Las proteinas morfogenéticas 6seas estdn dentro
de la familia de las TGF-f3. Son capaces de transformar el
tejido conjuntivo en tejido 6seo. Son los factores mas
potentes de diferenciacién osteoblastica.

* PDGF: El factor de crecimiento derivado de las plaquetas
estimula la sintesis proteica de los osteoblastos y también
favorece la reabsorcion o6sea. Tiene efecto sobre la
neovascularizacion y la sintesis del colageno, por lo que
favorece la cicatrizacion.

% FGF: El factor de crecimiento fibroblastico es anabolizante
6seo. Es mitégeno de los osteoblastos, de las células
endoteliales vasculares y de los fibroblastos.

* EGF: El factor de crecimiento epidérmico es un potente
mitéogeno de las células de origen mesodérmico y
ectodérmico. Tiene doble accion formadora y destructora
de hueso.

* VEGEF: El factor de crecimiento vascular endotelial induce
la angiogénesis y la proliferacion endotelial vascular.
Produce vasodilatacibn y wun incremento de la
permeabilidad vascular. Se secreta en situaciones de
hipoxia. Uno de los factores clave en el desarrollo de las
primeras fases del proceso de reparacion de fracturas y
regeneracion 0sea, asi como en el desarrollo tumoral.
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* M-CSF: El factor estimulador de colonias de macréfagos es
producido por los osteoblastos. Es un factor principal en
las primeras fases de la osteoclastogénesis, para la
formacién de células gigantes multinucleadas, pero no
tiene efecto sobre la actividad osteoclastica.

* TNF: El factor de necrosis tumoral in vitro estimula la
reabsorcion.

» Proteinas de la Matriz: Actian como moduladores de los factores
de crecimiento, ya que estdn en una concentracion mil veces
mayor que estos. También participan en la regulacién de la
diferenciacion celular de las células contenidas en la matriz.

» (itoquinas: Son polipéptidos sintetizados en células linfociticas y
monociticas. Tienen accidn paracrina y autocrina en multitud de
funciones celulares como la respuesta inmunoldgica, inflamacién
y hematopoyesis. Las mas importantes en el hueso son: las
prostaglandinas (PGs), Interleuquina 1 (IL-1), 6 (IL-6) y 11 (IL-
11).

0 Marcadores Bioquimicos: Son interesantes desde el punto de vista clinico.

- Marcadores de formacién ¢ésea: Fosfatasa alcalina, osteocalcina y
procolageno 1.

- Marcadores de reabsorciéon: Hidroxiprolinuria y fosfatasa acida
resistente a tartrato.

2.3 REPARACION OSEA

El hueso, a diferencia de otros tejidos, es capaz de regenerarse mayoritariamente
tras una fractura sin la formacién de cicatrices, con las mismas propiedades que
tenia antes de la fractura y, eventualmente, es indistinguible del hueso adyacente
no fracturado (14). Aunque en algunas situaciones, esta reparacion se lleva de
forma andmala, por ello desde hace décadas se han llevado a cabo investigaciones
en modelos animales y humanos que han aportado entendimiento sobre las vias
bioldégicas que regulan estos procesos.

Podemos distinguir principalmente dos vias de reparacién 6sea:

0 Reparacion Indirecta: Es la mas comtn, implica osificacién intramembranosa
y endocondral, no requiere condiciones de rigidez y estabilidad anatémica (19).
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» Fase Inflamatoria Aguda:

Inmediatamente tras la fractura se produce un hematoma, que
delimita la zona de la herida para la formacién posterior del callo.
Esta compuesto de células provenientes de sangre intramedular
y periférica, asi como células de la médula 6sea. Tanto las
plaquetas como los macr6fagos van a segregar citoquinas
proinflamatorias, TNF-q, IL-1 e IL-6, principalmente. Con un pico
entre las 24 primeras horas y hasta 7 dias después.

El TNF-a media su efecto induciendo sefiales inflamatorias
secundarias y actuando como agente quimiotactico. Induce la
diferenciacién osteogénica de las células madre mesenquimales
(MSCs), a través de la activacion de los receptores TNFR1 y
TNRF2, expresados ambos en osteoblastos y osteoclastos.
TNFR1 se expresa siempre en el hueso, mientras que TNRF2
solamente en hueso dafado.

La IL-1 se expresa a la misma vez que el TNF-q, es segregado por
los macrofagos, induce la producciénde IL-6 en los osteoblastos,
promueve la produccion del callo cartilaginoso y la angiogénesis
por activacién de sus receptores IL-1RI y IL-1RII.

Por otro lado la IL-6 solo es segregada durante la fase aguda y
estimula la angiogénesis, la produccion de VEGF y Ila
diferenciacién de osteoblastos y osteoclastos.

» Fase de Formacion de Cartilago:

Debido a la baja concentraciéon de oxigeno que se produce en la
zona fracturada, la formacién de cartilago esta favorecida. Las
MSCs tienen la habilidad de poder diferenciarse tanto en
osteoblastos como en condrocitos. La isquemia local favorece la
secrecion de la familia de TGF-3 que promueve la diferenciacion
de MSCs en condrocitos. Los condrocitos van a formar
inicialmente una estructura celular que aumentara con la
producciéon de colageno tipo II y proteoglicanos formando
cartilago. Conforme el espacio de la fractura se va rellenando con
cartilago, la estabilidad mecadnica aumenta y los condrocitos se
vuelven hipertroficos y en la matriz extracelular se empieza a
acumular calcio.

Pero mas importante que esto, los niveles de HIF-1a se elevan
induciendo la producciéon de VEGF favoreciendo la angiogénesis.
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Al final de esta fase, los macréfagos y osteoclastos son atraidos a
la zona y hay un incremento en la produccién de BMPs, que
reclutardn osteoblastos, para la degradacion del cartilago y
formacién de hueso.

=  Fase de Callo Duro:

TNF-a comenzara un proceso de apoptosis de los condrocitos. El
mecanismo de calcificacion involucra a las mitocondrias que
acumulan granulos que contienen calcio, los cuales se han creado
en el ambiente hipdxico de la fractura. Estos granulos son
vertidos hacia la matriz extracelular en donde precipitan con el
fosfato y forman depdsitos minerales. Esto ocurre
aproximadamente en el dia 14 desde la fractura. Conforme la
mineralizacién y la formacién del callo duro avanzan, este se
vuelve mas sélido y mecanicamente rigido.

=  Remodelado:

Aunque la estructura de callo duro posee una estructura rigida y
biomecanicamente estable, no tiene las mismas propiedades que
el hueso de origen, con lo cual comienza la fase de remodelado.
Con una segunda fase de resorcion dsea.

En esta ocasion los factores que orquestaran este proceso son la
IL-1, el TNF-a y la BMPs, especialmente la BMP2. Un equilibrio
entre resorcién por osteoclastos y formacién de hueso por
osteoblastos se establece.

El proceso empieza entre las 3-4 semanas post-trauma, pero
puede durar afios hasta la finalizacién completa.

Aunque existen factores individuales para que este proceso se
complete mas o menos rapido, como la edad, la toma de cierto
tipo de medicamentos, etc... lo que si resulta imprescindible es
un adecuado flujo sanguineo y un aumento gradual de la
estabilidad mecanica para alcanzar el éxito.

Técnicas de imagen aplicadas al estudio de la regeneracién ésea y del efecto de la
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Fig.6- Fases de la reparacion 6sea indirecta con la formacion de cartilago y posterior callo

duro (https://www.orthobullets.com/basic-science/9009/fracture-healing).

0 Reparacion Directa: Es la menos frecuente y ocurre cuando no hay formacion
intermediaria de callo cartilaginoso.

Fases: Inmediatamente después de la fractura se forma un hematoma
con respuesta inflamatoria. Plaquetas y macréfagos acceden al lugar de
la fractura y secretan citoquinas, como IL-1, IL-6, TNF-a, PGE, las cuales
atraeran a las células progenitoras que se diferenciardn en osteoblasto,
osteoclastos y células endoteliales. En este tipo de reparacion, la
mediacién estara a cargo de los tejidos endosteales, el sistema
haversiano y el periostio (19).

Otra diferencia frente a la reparacion secundaria es que no existe
resorcion de los extremos de la fractura, si no que estos extremos son
recanalizados por los sistemas haversianos. Cuando los extremos estan
suficientemente cerca, los canales haversianos pueden cruzar al
extremo opuesto. Esto es gracias a una interaccién simultanea entre
osteoblastos y osteoclastos. Estos ultimos forman conos o canales donde
los osteoblastos forman osteones. Se producen un aumento de factores
como VEGF, TGF- y BMPs que estimulan la formacién de nuevos vasos
sanguineos por las células endoteliales y hueso por los osteoblastos.

2.4 ESTRATEGIAS ACTUALES PARA LA REGENERACION OSEA

Cuando la fractura supera un cierto tamafio (defecto critico), el hueso no es capaz
de regenerarse por si solo. En estas situaciones, se han establecido una serie de
técnicas que puedan aportar una estructura soporte sobre la que crecer el hueso,
utilizando diferentes tipos de materiales que deben de cumplir al menos una de
estas propiedades:

Técnicas de imagen aplicadas al estudio de la regeneracién ésea y del efecto de la
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Los materiales utilizados en regeneracién 6sea deben de actuar a través de uno o
varios de los siguientes mecanismos de accion:

e Osteogénesis: Implica la formaciéon y desarrollo de hueso incluso en
ausencia de MSCs locales indiferenciadas.

e Osteoinduccion: Es la transformacién de MSCs indiferenciadas en
osteoblastos o condroblastos a través de factores de crecimiento existentes
Unicamente en hueso vivo.

e Osteoconduccion: Es el proceso que provee un soporte bio-inerte, o una
matriz fisica aptos para la deposicion de nuevo hueso proveniente de
huesos de alrededor, o para promover el crecimiento de MSCs diferenciadas
alo largo del injerto.

Las principales estrategias que se siguen hoy en dia son:

0 Regeneracién Osea Guiada:

Es un método quirurgico que utiliza barreras fisicas en forma de membranas con o
sin particulas 6seas o sustitutos del hueso (22). Es una técnica ampliamente
utilizada en cirugia maxilofacial e implantologia.

El éxito de la GBR depende de la migracion de células osteogénicas y
pluripotenciales a la zona del injerto y a la exclusion de células que impidan la
formacién de hueso como los fibroblastos o células epiteliales. El ratio de
formacién de hueso en los margenes del defecto debe superar el ratio de
fibrogénesis creciendo en los tejidos blandos que lo rodean. Por ello para una
buena GBR es necesario cuatro factores: Exclusiéon de epitelio y tejido conectivo,
mantenimiento del espacio, estabilidad del hematoma y cierre de la herida
primaria (23).

La secuencia de eventos en la GBR es la siguiente: En las primeras 24 horas tras el
injerto, se forma un hematoma en el defecto, con la segregacion de factores de
crecimiento y citoquinas que atraeran a macrdéfagos y neutrofilos. El hematoma es
absorbido y se reemplaza por un tejido granular rico en vasos sanguineos de nueva
formacién. A través de estos nuevos vasos sanguineos van llegando nutrientes y
MSCs que podran dar lugar a nuevo hueso, tal como hemos visto en los apartados
anteriores.

Si una membrana de barrera se coloca en contacto directo con la superficie del
hueso que rodea al defecto, solo las células 6seas de los alrededores asi como la de
la médula 6sea pueden migrar hasta el defecto, sin competir con las células
tisulares de la mucosa (24).

Técnicas de imagen aplicadas al estudio de la regeneracién ésea y del efecto de la
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Las membranas tienen que cumplir las siguientes caracteristicas:

Adherirse al tejido sin moverse,

Impedir el crecimiento de tejido mucoso,
Facil de usary

Biocompatible

Tipos de membranas para GBR:

Membranas Reabsorbibles: No sera necesario una intervencién posterior
para eliminarlas, por lo que disminuye la morbimortalidad del paciente y
tiene un mayor ratio coste-efectividad.

= Membranas poliméricas: Acido polilactico o acido poliglicélico.
» Membranas de coldgeno.

Membranas No Reabsorbibles: Permiten el modelado creando el espacio
fisico y la atracciéon de las células osteoprogenitoras necesarias para la
formacién de nuevo hueso en el defecto. El mayor inconveniente es que se
requieren una segunda intervencién para su extraccion y las probabilidades
de infecciones son altas. Existen de varios tipos:

= Politetrafluoroetileno expandido (e-PTFE).
» Politetrafluoroetileno de alta densidad.

* Malla de titanio.

» PTFE reenforzado con titanio.

0 Osteodistraccion:

Es una técnica quirurgica utilizada bastante en cirugia maxilofacial e implantologia,
la cual esta basada en el desplazamiento gradual y controlado de una fractura dsea
realizada quirdrgicamente. El espacio creado entre los segmentos va rellenandose
del coagulo de fibrina (callo), para crear un puente dseo, que permita la formacién
de nuevo hueso.

Este método consta de 3 etapas:

Latencia: Comienza inmediatamente tras la corticotomia y dura entre 3 y 10
dias. Empieza con la respuesta inflamatoria y termina con el principio de la
elongacion del hueso. La respuesta molecular durante esta fase es similar a
la de la osificaciéon endocondral.

Distraccién: La angiogénesis es directamente estimulada por la fuerza
mecanica que se aplica en este método. La expresion de BMP-2 y BMP-4 se
eleva y los osteoblastos comienzan a formar osteoides paralelos al vector
creado por la corticotomia. No existe la formacién de un callo cartilaginoso.
Este proceso es muy sensible a la velocidad de distraccion.

Técnicas de imagen aplicadas al estudio de la regeneracién ésea y del efecto de la
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- Consolidacién: Los osteoides mineralizan y el hueso formado comienza el
proceso de remodelacidn.

0 Ingenieria tisular:

Esta nueva técnica combina células progenitoras o células maduras para la
osteogénesis, sembradas en una matriz (scaffold) biocompatible, tridimensional y
altamente porosa, para la osteoconduccidn y crecimiento vascular. También se
afiade factores de crecimiento para la osteoinduccién. Util sobre todo para defectos
grandes. Es una técnica que compite con los autoinjertos.

0 Terapia Génica:

Implica la transferencia de material genético en el genoma de las células diana,
permitiendo la expresion de factores bioactivos en las mismas células osteogénicas
durante un periodo prolongado de tiempo.

La transferencia génica se puede llevar a cabo utilizando un vector viral
(transfeccion) o no viral (transduccidén) y en ambos casos in vivo o ex vivo. El
método mas sencillo es in vivo, el material genético se transfiere directamente al
huésped, pero existen problemas a nivel de la seguridad. El método indirecto, ex
vivo, requiere una recoleccion previa de las células y su modificacion genética in
vitro antes de transferirlas de nuevo al huésped. Técnicamente es mas demandante
esta técnica pero es mucho mas segura, ya que se pueden elegir las células con
mayor ratio de expresion génicay descartar las células anormales (14).

O Injertos:

Son fragmentos de tejido o material viable que se transfiere del lugar donante al
receptor con el propdsito de reconstruir la fractura o defecto.

Existen varios tipos de injertos, pudiendo ser utilizados de forma independiente o
en conjunto:

e Autoinjertos: Es tejido transferido desde una determinada localizacién a otra
del mismo individuo. Las zonas mas frecuentes desde las que se puede obtener
el material suelen ser la cresta iliaca y la tibia. Este tipo de injertos son
considerados el “estandar de oro” de los materiales injertables, pues son
altamente osteogénicos, osteoconductivos y osteoinductores. Aportan
proteinas, factores de crecimiento, minerales, células vitales y el substrato
necesario para la generacion de hueso. Es histocompatible y no inmunogénico.

Sin embargo tiene limitaciones bastante importantes:

- Se necesita un segundo acto quirurgico para recoger el material con el
aumento de la morbimortalidad en el paciente.

Técnicas de imagen aplicadas al estudio de la regeneracién ésea y del efecto de la
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- Esun procedimiento caro.
- La cantidad que se puede obtener es limitada.
- Posibilidad de anquilosamiento y resorcién radical.

Aloinjertos: Es tejido transferido desde un individuo a otro, genéticamente
diferente, pero de la misma especie. Se solucionan los problemas de una
segunda operacién, reduciendo los riesgos de morbimortalidad y de la
limitacion de cantidad de material obtenido. Sin embargo no esta libre de
limitaciones:

Propiedades osteoinductivas y osteogénicas reducidas.

Problemas de inmunogenicidad, de rechazo.

Posibilidad de infecciones.

Alto costo.

Xenoinjertos: Es tejido que se transfiere desde una especie a otra diferente. Los
mas representativos son la hidroxiapatita natural extraida de huesos animales

Materiales Aloplasticos o Biomateriales: Materiales sintéticos o naturales que
promueven la migracién, proliferaciéon y diferenciaciéon de las células éseas.
Idealmente deben ser materiales firmes, maleables, osteoconductivos,
osteoinductivos, reabsorbibles, inexpansivos y faciles de usar (25). Existe una
amplia gama de biomateriales con caracteristicas que estdn resumidas en la
tabla 1. Nos interesa particularmente el colageno, utilizado como estructura de
soporte para el crecimiento dseo. La mayoria de los que estan disponibles
comercialmente son una combinacion del tipo I junto al IIl y su procede de los
tendones, dermis, piel o pericardio bovino mayoritariamente (54). Entre las
numerosas ventajas que tiene, podemos destacar la baja inmunicidad, facil
manipulacién y adaptacion y habilidad para aumentar el espesor del tejido y su
efecto directo sobre la formacion de hueso (55). Es rapidamente degradado
gracias a la actividad enzimatica de macréfagos y leucocitos
polimorfonucleados a diéxido de carbono y agua (56) lo que le confiere la
caracteristica de reabsorbilidad.
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Tipo

Composicion

Origen

Aplicaciones clinicas

Propiedades

Ceramicos

Fosfatos de calcio:
+ Hidroxiapatita

Regeneracion dsea de sitios sin

Adhesion de tejido dseo.

. e Sintético carga mecdnica. m Biodegradable.
I Fosfato tricilcico - -
: : = Relleno de defectos dseos. = Tasa de degradacién variable.
+ Fosfato de octacalcio
Alta resistencia a la tensidn.
: S o : : Alta resistencia a la fatiga.
Oxido de Aluminio Sintético = Reemplazo de articulaciones. DAL R

Sin adhesion de tejido dseo.
Baja friccién.

Biovidrios

[Fosfatos de cilcio con
base de silicio

Sintético

Regeneracién dsea de sitios sin
carga mecanica.
Relleno de defectos dseos.

Adhesion de tejido 6seo.
Biodegradable.

Titanio y sus aleaciones

Sintético

Reemplazo de hueso en sitios con
carga mecénica.

Pritesis dentales.

Protesis de cadera.

Protesis vertebrales.

Adhesién de tejido dseo.
Resistente a la corrosion.
Alta resistencia mecénica.

Metélicos =
= Reemplazo de hueso en sitios con
Acero inoxidable carga mecanica.
Aleaciones de cobalto Sintético = Prétesis dentales. = Corrosidn alargo plazo.
Cromo = Protesis de cadera.
= Prétesis vertebrales.
= Reemplazo de hueso en zonas con
: : z carga mecdnica.
Polimetilmetacrilato i : : .
omeimetacriia Sintético = Relleno de defectos dseos. m No biodegradable.
(PMMA) o o
= Fijacion de prétesis de cadera.
= Vertebroplastia
IPoliesteres: = Fijacion degradable de hueso.
. L Acido polilactico = Hilo de sutura. = Latasa de degradacién y las propiedades
Polimeros R s e T . 5 ;
I Acido poliglicélico Sintético = Relleno de defectos dseos. mecénicas se pueden controlar variando
I Policaprolactona = Regeneracién tejido blando su peso molecular.
I Poliuretano. = Liberacién controlada de firmacos
m La tasa de degradacion y las propiedades
Tereftalato de Sintético = Cemento y relleno de defectos mecanicas se pueden controlar variando
polietileno T G5e0s. su peso molecular.
= Bioactivo
Matriz 6sea = Relleno de defectos. P Blodegradable.
. 4 Natural (humano) i = Fuente natural de proteinas
desmineralizada = Regeneracion de cartilago. g 2
Protoinas osteoinductivas (BMPs)
= Reparacién de tejidos duros y
Colageno Matural (bovino) blandos. = Biodegradable
= Relleno de defectos dseos.
Minerales Coral Natural (animal) [ Relleno de defectos dseos [ Altainterconexin.

Biodegradable

Tabla.1- Resumen de algunos de los principales biomateriales utilizados en
regeneracion 0sea en distintos campos médicos (52).

2.5 - ESTUDIO DE LA DENSIDAD OSEA A TRAVES DE LAS TECNICAS DE IMAGEN

La medida de la densidad 6sea es fundamental para diagnosticar y tratar diversas
enfermedades como la osteoporosis e igualmente, para llevar a cabo diversas
cirugias, especialmente las de ambito maxilofacial como los implantes.

Se ha demostrado que la densidad mineral 6sea es el factor predictivo mas
importante del riesgo de fractura (26).

Por lo tanto conseguir una medida lo mas exacta y fiable posible, tanto de la
densidad 6sea, de la calidad del hueso e incluso de la estructura es de gran
relevancia. Las técnicas de imagen son, sin duda, las mas utilizadas para ello. A
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continuacién voy a detallar las mas comunes, incidiendo especialmente en la
tomografia computerizada, objeto de este trabajo.

o0 Radiografia de rayos X convencional:

La menos sensible de todas las técnicas. Solo capta disminuciones importantes de
la densidad dsea, superiores al 30%. La representacidn de las imagenes es en 2D,
con superposicién de estructuras. Se puede diferenciar solamente entre aire, grasa,
hueso y metal. Factores como el tiempo de exposiciéon, el miliamperaje, el
kilovoltaje, la distancia tubo-pelicula, el tamafio del punto focal, la colimacioén, la
filtracion, el tipo de pelicula, las pantallas intensificadores, la técnica de revelado y
fijado, influyen notablemente en la sensibilidad de la imagen, lo que lo hace una
técnica poco precisa y algo subjetiva.

0 Absorciometria:

Basadas en el principio de atenuacién que sufren los rayos X o los fotones de rayos
gamma al atravesar los tejidos, la cual se relaciona con el grosor y composicion de
los tejidos que atraviesa (26). Existen varios tipos:

e Absorciometria foténica simple (SPA): Fue la primera que se desarrollo.
Una fuente radioactiva emite un fotdn que atraviesa el hueso y el
densitémetro mide la atenuacién de los rayos X que atraviesan el tejido
0seo. No se puede separar la atenuacion producida por el tejido 6seo de
la de los tejidos circundantes, por lo que es una técnica muy limitada y
actualmente en desuso.

e Absorciometria foténica dual (DPA): El desarrollo de la absorciometria
siguié con el uso de dos fotones diferentes, en este caso el densitémetro
si puede diferenciar entre tejido 6seo y tejidos blandos, pero fue
sustituido por la DXA.

e Absorciometria dual de rayos X (DXA): Es el método mas usado en
clinica. No precisa de ninguna fuente isotopica, si no que se utiliza una
de rayos X, consiguiendo asi una mayor precision. La atenuacién de los
tejidos blandos se corrige con el cruce de dos haces de rayos X de
distinta energia.

o Ultrasonografia (BUA):

Es una técnica no invasiva y sin radiaciéon, que aporta datos cuantitativos de
densidad y también cualitativos como la estructura y la elasticidad del hueso.
Miden fundamentalmente hueso trabecular. Es una técnica prometedora, limitada
actualmente al campo de la investigacion, especialmente de la osteoporosis.

Técnicas de imagen aplicadas al estudio de la regeneracién ésea y del efecto de la
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Tiempo de
Radiacion (mRem) Precision (%) Exploracién Coste
(minutos)
SPA 10-20 1-2 15 +
DXA 1-5 0.5-2 3-7 ++
TC 60 2-5 10-15 +++
BUA 0 0.4-4 3.7 +
RX Simple 700 +

Tabla.2 - Resumen de las caracteristicas principales de las distintas técnicas de medicién de la
masa oOsea. SPA: Absorciometria foténica simple, DXA: Absorciometria dual de rayos X, TC:
Tomografia Computerizada, BUA: Ultrasonografia, RX SIMPLE: Radiografia de rayos X simple (26).

0 Tomografia Computerizada (CT):

En 1972 esta técnica fue presentada y descrita por el britdnico Houndsfield, lo que
le valié el premio Nobel. Se pretendia resolver 3 limitaciones de la radiologia
convencional:

- Evitar la superposicion de capas, pudiendo obtener una imagen
tridimensional y exacta.

- Diferenciar los tejidos blandos del tejido éseo. Incluso se puede
distinguir entre hueso cortical y trabecular.

- Cuantificar las densidades.

Se utiliza una fuente de rayos X que emite de forma rotatoria alrededor del objeto
de estudio, para obtener imadgenes en secciones transversales que permiten la
reconstruccion de una imagen mas precisa que con las radiografias clasicas. Desde
1972 la técnica ha ido evolucionando y existen actualmente tres tipos de CT: la
meédica, la dental o CBTC y la microCT.

Estamos hablando de un método cuantitativo, que hace uso de la escala
Houndsfield, que es una escala de grises que viene dada por los grados de
atenuacién de los rayos X al atravesar el hueso. Esta escala estd directamente
correlacionada con la densidad Osea. Son valores que van de -1000 (que
representaria el aire) a +1000 que seria hueso. Aunque en los aparatos de ultima
generacion el intervalo se ha ampliado a 4100 grados, con un intervalo
comprendido desde el -1024 HU a +3076 HU (27).

Técnicas de imagen aplicadas al estudio de la regeneracién ésea y del efecto de la
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Fig.7- Escala de Houndsfield clasica medida desde -1000, que representa el aire, a +1000 que seria
hueso compacto y donde 0 representa al agua (33).

De la misma forma que en la radiologia clasica obtenemos imagenes planas que se
constituyen en pixeles, la CT es la Unica técnica tridimensional volumétrica para
medir densidad ésea de la que se dispone, obteniendo imagenes tridimensionales
constituidas por voxels, minima unidad volumétrica procesable. Cada uno de estos
voxels nos aporta un valor numérico, dataraw, que podra ser procesado
matematicamente gracias al software incluido con el tomdgrafo, para después
poder obtener una imagen completa y cuantificar.

Voxel Pixel

Fig.8- Diferencia entre la unidad en dos dimensiones, el pixel y el mismo concepto teniendo en
cuenta el volumen, el voxel.
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A lo largo del tiempo se han utilizado diferentes escalas de densidad 6sea para
predecir el riesgo de fractura o la probabilidad de éxito de un implante, pero estas
escalas estaban basadas en el conocimiento clinico y empirico, como lo son las
clasificaciones de Lekholm-Zarb y la de Misch (27), pero se necesita mayor
precision y objetividad.

A Quality _ _ Bi
> )
o
X - . . D1 D2 D3 n

Fig.9- Clasificaciones de la calidad 6sea basadas en la observaciéon empirica. A - Clasificacién de
Lekholm-Zarb (27): 1- Hueso compacto homogéneo, 2- gruesa capa cortical rodeando al hueso
trabecular denso, 3- fina capa de hueso cortical rodeando al hueso trabecular de resistencia
favorable, 4- fina capa de hueso cortical rodeando un ntcleo de hueso trabecular de baja densidad
con volumen de médula ésea pequefio. B - Clasificaciéon de Misch (29): D1- Densidad 6sea cortical
densa, D2- cortical porosa y trabéculas finas, D3- cortical porosa (delgada) y trabéculas finas, D4-
trabéculas finas.

Se han llevado a cabo numerosos estudios posteriores, tomando como base las
clasificaciones de calidad ésea vistas previamente de Lekholm-Zarb y la de Misch.
Asi Kwon et alt. (30) propusieron un mapa de densidades en maxilar y mandibula
con CBCT para ayudar en el tratamiento implantolégico. Aranyarachkul et alt. (31)
utilizaron la QTC y la clasificacion de Lekholm-Zarb en mediciones densitométricas
sobre cadaveres humanos, observando que para cada una de las 4 clases, hay un
amplio rango de valores UH. Lee et alt. (32) compararon las mediciones hechas con
QTC con la clasificacion de Misch y la de Lekholm-Zarb en mandibulas de
cadaveres humanos (27).

En el 2001 Norton y Gamble (34) llevaron a cabo un estudio en el que
correlacionaron la clasificacion llevada a cabo por Lekholm-Zarb, con las unidades
Houndsfield haciendo de esta escala, y posteriormente la escala de Misch, unas
herramientas mucho mas utiles, precisas y objetivas.
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Calidad Rango de densidad 6sea Region de interés
(Lekholm and (HU) (Norton and g (ROI)
Zarb) Gamble)

Calidad 1 > 850 Mandibula Anterior

. Mandibula Posterior/
Calidad 2/3 500-850 Maxilar Anterior
Calidad 4 0-500 Macxilar Posterior
CAlidad 4* <0 Regidn tuberosa

Tabla.3- Relacion entre la clasificacién de Lekholm-Zarb y las HU, gracias al estudio de Norton y
Gamble (34).

También Misch en el 2009 correlacioné su primera clasificacién de 1990 con las
HU, gracias a la CT en hueso plano. Esta serd la clasificacién que usaremos para
este trabajo. Muchos estudios de histologia han corroborado el valor de la CT como
técnica predictiva de la calidad 6sea.

D1: =1250UH

D2: 850A 1250 UH
D3: 350 A 850 UH
D4: 150 A 350 UH
D5: <150 UH

Tabla.4- Determinacién de la densidad 6sea mediante TC (29).

0 Microscopia electréonica de Barrido (SEM-EDX):

En la microscopia electrénica de barrido un haz de electrones primarios incide
sobre la superficie de una muestra provocando la emisién de electrones
secundarios debido a la dispersidn inelastica entre el haz de electrones incidentes
y los electrones de los &tomos de la superficie de la muestra. Detectores sensibles a
electrones captaran estas emisiones transformandolas en imagenes. De esta forma
podemos observar y caracterizar la superficie de materiales tanto organicos como
inorganicos con una muy alta resolucidn. Si se mueve el haz de electrones sobre la
superficie que se quiere estudiar, se obtendra un mapeo, o lo que es lo mismo, un
barrido de dicha superficie.

También podemos llevar a cabo microanadlisis de elementos, como el calcio o el
féosforo en secciones determinadas gracias a la técnica de espectroscopia de
energia dispersiva de rayos X. En el caso del estudio de la densidad 6sea y de la
regeneracion, nos interesan los porcentajes de calcio y fosforo, pues son
indicadores de la formacién ésea, de la misma forma el oxigeno indica el grado de
actividad de los osteoblastos, a mayor porcentaje de oxigeno, mayor nivel de
actividad osteoblastica.

Técnicas de imagen aplicadas al estudio de la regeneracién ésea y del efecto de la
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B - DEFEROXAMINA

La deferoxamina (DFO), también conocida como desferrioxamina o desferal, es un
acido trihidroxamico que produce de forma natural la bacteria Streptomyces
pilosus. Es un quelante del hierro, al que se une con gran afinidad en proporcién
1:1, formando un complejo hexadentado.

aH [} [+ OH
1 i ,JL H
H?NVZM/M/NW;M"»NJW‘\H/H_N e ,N‘v,f\"_/\v,ﬂ.\_n/-
] i |
Q L OH Q [+]

Fig.10- Imagen tridimensional y férmula quimica de la Deferoxamina

1 - DESCRIPCION FARMACOLOGICA

1.1 MECANISMO DE ACCION:

La deferoxamina como quelante es bien conocida. Se une al hierro libre en sangre
(i6n férrico Fe3+), a través de sus grupos hidroxilo formando un complejo estable e
inerte. Una de las mayores ventajas, ademdas de que no forma quelatos con el
calcio, es que se une al Fe3* de la ferritina y siderina, formando un quelante
denominado ferrioxamina que puede ser facilmente excretado via renal y fecal,
pero no afecta al hierro de la hemoglobina, mioglobina o de los citocromos.

(0]
N HN
/ ﬁ
HO o)
NH \\
0

|: 3+ HO
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I

N
CH,
NH,
Fig.11- Quelacion de la Deferoxamina a través de los grupos hidroxilo (OH-) al ién férrico (Fe3+).
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1.2 FARMACOCINETICA:

Se absorbe mal por via digestiva, aunque esta es mayor en intoxicaciones por
hierro. La eliminacién es a través de la orina, por lo tanto estd contraindicada en
insuficiencia renal. Solo es quelado el metal mas accesible y varia de unos
individuos a otros. La cantidad de hierro eliminado es maxima al principio de
tratamiento (15).

1.3 VIAS DE ADMINISTRACION:

0 Via intramuscular: Es la de eleccién en las intoxicaciones agudas por
hierro. No se debe de usar si existe shock. También se puede usar en la
sobrecarga crénica de hierro

0 Infusidn intravenosa lenta: Cuando existe shock o fallo cardiovascular en
las intoxicaciones agudas, pero se debe sustituir por i.m lo antes posible.

0 Infusiéon subcutanea mediante bombas portatiles: Método de eleccion
en el tratamiento de la sobrecarga cronica por hierro.

1.4 - INDICACIONES:
Las indicaciones clasicas se dividen en dos grandes bloques:
0 Sobrecarga cronica de hierro:

- Anemias hemoliticas hemoglobinopdticas: Debidas a la aparicion
de hemoglobinas anormales: drepanocitosis, talasemia mayor.

- Hemocromatosis primaria: Acumulacién de hierro en distintos
organos, lo que provoca su alteracién funcional.

O Sin sobrecarga de hierro:

- Darnio tisular mediado por radicales libres: Efecto antioxidante
de la deferoxamina. Artritis reumatoide, toxicidad cardiaca de
antraciclinas.

- Quelacion del aluminio por fallo renal.

- Otras aplicaciones: Efectos antiproliferativos in vitro, malaria,
mielofibrosis y sindrome mielodisplasico, esclerosis maultiple,
propiedades inmunomoduladoras, preservacién de Organos
para trasplantes, glomerulonefritis y anillos oxidados
corneales.

Técnicas de imagen aplicadas al estudio de la regeneracién ésea y del efecto de la
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1.5 - EFECTOS ADVERSOS:
Es poco téxica. Los principales son los siguientes:

0 Eninyeccidon rapida: Eritema, urticaria, hipotensién y shock.

o0 En tratamientos cronicos: Prurito, rash, reaccion anafilactica, molestias
abdominales, diarreas, calambres musculares, taquicardias y fiebre.

0 Ocasionalmente: toxicidad ocular y 6tica

0 Aumento de la susceptibilidad a la infeccion por Yersinia enterocolitica.

2 - PAPEL DE LA DEFEROXAMINA EN LA REGENERACION OSEA

Tal como hemos visto, el hueso tiene la habilidad Unica de regenerarse y repararse
por si mismo. Sin embargo del total de las fracturas, alrededor de un 10% curan de
forma incorrecta (16).

El acoplamiento angiogénesis-osteogénesis es vital para el inicio, mantenimiento y
reparacién del tejido éseo y la hipoxia es la mayor fuerza estimuladora, regulando
la actividad genética (17). Sin embargo este proceso puede verse alterado tanto
genéticamente como farmacolégicamente.

2.1 VIADEL FACTOR INDUCIBLE POR HIPOXIA 1a (HIF-1a)

Es la principal via de deteccion y regulacion de la respuesta adaptativa local a la
baja disponibilidad de oxigeno, ante las fracturas y el requerimiento principal para
el normal desarrollo del esqueleto.

El HIF es un complejo proteico heterodimérico, sintetizado por multiples células en
el organismo. Esta compuesto por dos subunidades:

0 Subunidad HIF-a: Ubicacion citosolica. Tiene tres variables HIF-1a, HIF-2a
y HIF-3a, la mas conocida y estudiada es la HIF-la. Es sensible a la
presencia de oxigeno.

0 Subunidad HIF-1B: Ubicacién nuclear. Su regulacién no depende de los
niveles de oxigeno.

Técnicas de imagen aplicadas al estudio de la regeneracién ésea y del efecto de la
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Es un factor de transcripcién del tipo hélice-lazo-hélice basico (bHLH). Regula la
transcripciéon de multiples genes, siendo uno de los mas importantes y que tiene
relacién directa con la angiogénesis el VEGF.

La regulacion del HIF-1a es enzimatica y dependiente del nivel local de oxigeno. En
estado de normoxia, las enzimas propil-hidroxilasa (tipo PHD-2) y la asparagil-
hidroxilasa (FIT-1) son las encargadas de su hidroxilacién, este complejo
hidroxilado se une a la proteina de von Hippel-Lindau (pVHL) y es degradado
proteosémicamente, disminuyendo los niveles de HIF-1a. Tanto la PHD como la
FIT necesitan para su funcionamiento de oxigeno, hierro y 2-oxoglutarato.

Sin embargo, en situaciones de hipoxia, tanto la PHD como la FIT se encuentran
inactivadas, con lo que los niveles de HIF-1a se elevan rapidamente. Se desplaza al
nucleo donde se une a la subunidad HIF-1f3, que se expresa de forma
independiente al nivel de oxigeno. Este dimero ya unido es el encargado de regular
la transcripcién génica (17).
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Fig.12- Regulacién del HIF-1a en funcién de los niveles de oxigeno (18).

HIF o

Por su parte, el complejo HIF-1 va actuar sobre la estimulacion de la transcripcién
de los siguientes genes:

e Transcripcion de los genes del factor VEGF y de angiopoetinas, factores
clave de la angiogénesis.

e Transcripcion de los genes de transportadores de glucosa, favoreciendo el
metabolismo celular.

Técnicas de imagen aplicadas al estudio de la regeneracién ésea y del efecto de la
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e Promoverda el reclutamiento factores inflamatorios y células
mesenquimales.

e Influira en la diferenciacion celular.

Al ser, la DFO, un quelante del hierro y este un cofactor imprescindible para la
funcién de las PHD y FIT, inactiva estas enzimas favoreciendo la acumulacién de
HIF-1 y de la misma forma favoreciendo la sintesis de factores de crecimiento,
como el VEGF, y el resto de moléculas que ya hemos visto. Sin embargo, algunos
estudios han observado in vitro que este aumento de la actividad angiogénica seria
Unicamente inicial, de menos de 14 dias, provocando una desaceleracién posterior
a este tiempo, debido al efecto inhibidor de la sintesis del colageno, donde también
intervienen las PHD (16).
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Técnicas de imagen aplicadas al estudio de la regeneracién ésea y del efecto de la
deferoxamina en un modelo in vivo de ratas wistar.
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3. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

A - JUSTIFICACION

El tejido dseo tiene la asombrosa capacidad de regeneracion, con la caracteristica
de que no deja cicatriz y recupera todas las propiedades previas a la lesién. Sin
embargo existen ciertos casos, debidos principalmente a traumas extensos,
infecciones, tumores o problemas musculoesqueléticos congénitos en los que esta
lesidn supera un tamafio critico a partir del cual la recuperacién no es espontanea,
es incompleta o incorrecta. En estos casos, la utilizacion de implantes,
biomateriales y técnicas que puedan reparar el hueso dafiado en condiciones de
seguridad se vuelven imprescindibles.

Desde hace décadas este es un campo en expansion. Con la aparicion de nuevos
biomateriales y sustancias activadoras, se precisa del establecimiento de
protocolos para el andlisis de la eficacia y seguridad de estos. Ademas de los
ensayos in vitro, el uso de modelos animales se ha mostrado como uno de los mas
eficaces en el estudio de la regeneracion 6sea, concretamente el modelo en ratas,
facilmente controlable y poco oneroso, es ampliamente utilizado.

Se han utilizado numerosas técnicas en el estudio de la densidad 6sea y la
neoformaciéon 6sea en defectos de tamafio critico, pero en este trabajo hemos
querido ir mas alla y comparar diferentes técnicas de imagen entre si y estudiar la
idoneidad al estudio del tejido 6seo y la regeneracién y reparacién tras fractura.

Para ello, se han utilizado técnicas de imagen segin su escala de precision,
empezando por la mas evidente y sencilla como es la observaciéon macroscopica. A
continuacién la radiografia de rayos X, técnica basica y clasica. Pero se ha
pretendido explorar también técnicas que nos permitan no solamente “observar”
si no cuantificar. Para ello se ha utilizado la microtomografia computerizada que
aporta numerosas ventajas a las imagenes radioldgicas clasicas, destacando
principalmente la posibilidad de cuantificacion de la densidad 6sea gracias al
desarrollo de software que nos permite relacionar directamente la atenuacién de
rayos X, expresada a través de una escala de grises (escala de unidades
Houndsfield) con la densidad 6sea, obteniendo resultados mucho mas precisos que
los usados hasta ahora. También es una técnica que se puede utilizar in vivo y que
nos da imagenes en 3 dimensiones. Por udltimo, la técnica mas precisa es la de
microscopia de barrido SEM-EDX, pudiendo llegar a la observacién de estructuras
imposibles de ver con otras técnicas, pero que también nos permite cuantificar y
apreciar diferencias en la formacién y calidad de hueso a través de parametros
tales como el ratio Ca/P o el porcentaje de oxigeno.

La deferoxamina es el principio activo de medicamentos ya comercializados para
tratar las intoxicaciones por hierro, ya que es un quelante de este. Precisamente
esta caracteristica hace que pueda intervenir en la via del factor inducible de
hipoxia (HIF-1a), via que se activa en las fracturas 6seas y que estimula
potentemente la angiogénesis, la diferenciaciéon osteoblastica y finalmente la
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regeneracion ésea. Es, por tanto, muy interesante estudiar a través de las técnicas
de imagen mencionadas, como se comportara la DFO en un modelo animal, in vivo,
en un defecto de tamafo critico, que no seria posible su correcta cicatrizacion en
condiciones fisioldgicas.

Este trabajo tiene por lo tanto dos vertientes, por un lado el estudio de la
sensibilidad de diferentes técnicas de imagen y su comparacion entre ellas y en
segundo lugar, el analisis del efecto que la DFO puede provocar en un defecto 6seo
de tamanio critico.

B - OBJETIVOS

Para este trabajo se ha definido un objetivo general que es el estudio de la
regeneracion 0sea en defectos de tamafio critico en un modelo in vivo de ratas
Wistar.

Para ello se han definido los siguientes objetivos especificos:

[.  Comparar cualitativamente diferentes técnicas de imagen (fotografia,
radiografia de rayos X, microCT y SEM) y determinar la idoneidad de cada
una de ellas para el estudio de la reparacién y cicatrizacién 6sea

[I. Evaluar cuantitativamente el efecto de la deferoxamina sobre la formacion
de nuevo hueso a través del porcentaje de hueso formado con microCT.

III.  Evaluar cuantitativamente el efecto de la deferoxamina sobre la formacién
de nuevo hueso a través del porcentaje de oxigeno medido con EDX.

IV.  Evaluar cuantitativamente el efecto de la deferoxamina sobre la calidad del
hueso formado con microCT.

V.  Evaluar cuantitativamente el efecto de la deferoxamina sobre la calidad del
hueso formado a través del ratio Ca/P con EDX.

Técnicas de imagen aplicadas al estudio de la regeneracién ésea y del efecto de la
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4. MATERIALES Y METODOS

A - MATERIALES

Todo lo utilizado en este trabajo se puede dividir en diferentes secciones:

VI.

Animales de experimentacion:

Se ha trabajado con ratas Wistar albinas macho de entre 300-500 gramos y
entre 8-10 semanas de edad, cada ejemplar. Procedentes del Servicio de
Experimentacion Animal de la Universidad de Murcia (SEA), con nimero de
Registro de Explotacién Ganadera (REGA) ES 300305440012).

VII.

Técnicas de imagen aplicadas al estudio de la regeneracién ésea y del efecto de la

Fig.13- Rata Wistar albina. Ejemplar de la especie animal utilizada en este estudio

(https://www.roedores.org/rata-Wistar/)

Farmacos:

Deferoxamina: Desferin 500mg (Novartis Farmacéutica, S.A. Barcelona.
Espana).

Clorhidrato de ketamina: Ketamidor 100 mg/ml (Richter Pharma AG. Wels.
Austria).

Xilacina: Xilagesic 2%. (Laboratorios Calier, S.A. Barcelona. Espafia).

Hidrocloruro de buprenorfina: Bupaq 0.3 mg/ml (Richter Pharma AG. Wels.
Austria).
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- Enrofloxacino: Syvaquinol 25 inyectable (Laboratorios Syva S.A.U. Ledn.
Espana).

- Formaldehido al 4% (Merck KGaA, Darmstadt, Alemania).

Fig.14- Farmacos utilizados en este estudio.

VIII. Material quirdrgico:
- Trefina de 3 mm de diametro.

- Bisturis, pinzas, tijeras, agujas e hilo de sutura.

Técnicas de imagen aplicadas al estudio de la regeneracion ésea y del efecto de la
deferoxamina en un modelo in vivo de ratas wistar.

49



IX. Aparatos:
- Camara de fotos Canon EOS 600D (Tokio, Jap6n).

- Equipo de radiologia intraoral Elitys® (Trophy Dental, Texas, USA) con un
captador digital mediante el sistema RVG 6000 (Kodak Dental System,
Madrid, Espana).

- Escaner multimodal SPECT/CT Albira II ARS (Oncovision/Gem Imaging
S.A. Valencia. Espaifia).

Fig.15- SPECT CT Albira Il ARS (Oncovision/Gem Imaging S.A. Valencia. Espafia)

- Evaporador de metales por emision idnica Biorad-Polaron (Hércules,
California, USA).

Técnicas de imagen aplicadas al estudio de la regeneracién ésea y del efecto de la 50
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- Microscopio de Barrido JEOL-6100 y microanadlisis por dispersiéon de Rayos
X INCA (Oxford Instrument, Abingdon-on-Thames, Reino Unido).

Fig.16- Microscopio JEOL-6100 (Oxford Instrument, Abingdon-on-Thames, Reino Unido)
del Servicio de Microscopia de la UMU.

X. Software:

- Procesador de imagenes radiologicas digitales: Trophy Windows 5.06
(Trophy Dental, Texas, USA).

- Tratamiento EDX: INCA energy software (Oxford Instrument, Abingdon-on-
Thames, Reino Unido).

- Tratamiento TC: Albira software suite (Oncovision/Gem Imaging S.A.
Valencia. Espafa).

- Programa de andlisis de imdagenes  tomograficas: Amide
(http://amide.sourceforge.net/).

- Programa de anadlisis de imagenes tomograficas: Volview
http://kitware.com/opensource/volview.html).

Técnicas de imagen aplicadas al estudio de la regeneracién ésea y del efecto de la
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B - MODELO ANIMAL

En la eleccién del modelo animal se han tenido en cuenta factores tales como que el
costo no fuera elevado, el facil manejo y mantenimiento, el tamafo del esqueleto y
el elevado metabolismo 6seo que permite llevar a cabo los estudios en un breve

periodo de tiempo.

Para el desarrollo del estudio se utilizaron 18 ratas Wistar, macho, de 8-10
semanas de edad al inicio del estudio, procedentes del Servicio de
Experimentacion Animal de la Universidad de Murcia (SEA), con nimero de

Registro de Explotacion Ganadera (REGA) ES 300305440012).

Fig.17- Sistema de alojamiento mediante rack ventilado

Técnicas de imagen aplicadas al estudio de la regeneracién ésea y del efecto de la
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Los animales fueron alojados en mini aisladores de 48*27*20 cm, en grupo de 3-4
por jaula, situadas en racks ventilados y utilizados siguiendo las normas de la UE
para la proteccion de animales utilizados en experimentaciéon (EU/63/2010). Las
condiciones ambientales se mantuvieron de manera constante a lo largo de todo el
estudio, consistiendo en ciclos de 12 horas de luz y 12 de oscuridad, temperatura
estable entre 22-24°C, humedad constante entre 55%-10% y con acceso ad
limitum al agua y comida comercial estandar para roedores (Panlab S.L.U.

Barcelona, Espana).

Todos los experimentos fueron aprobados por el comité ético de experimentacion
animal (CEEA) de la UM, y la Autoridad Competente de la Regiéon de Murcia, con el

numero de autorizaciéon A13150603.

B.1. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

Los 18 animales utilizados se repartieron en 2 grupos de 9 animales cada uno,
sacrificados a dos tiempos (3 y 6 semanas). En el grupo sacrificado a las 3
semanas, murié6 uno de ellos antes de finalizar el periodo de tratamiento,

quedando la n de este grupo en 8.

En ambos grupos se valoré tanto a las 3 como a las 6 semanas de tratamiento, el
crecimiento de nuevo hueso y la calidad, con las diferentes técnicas de imagen

usadas en este trabajo.

La anestesia fue realizada mediante administracion intramuscular de Clorhidrato
de Ketamina a dosis de 0,75 mg/kg; (Ketamidor 100 mg/ml, Richter Pharma AG,
Wels, Austria) junto con Xilacina; a dosis de 0,25 mg/kg (Xilagesic al 2%.
Laboratorios Calier, S.A., Barcelona, Espafia). Localmente se realiz6 infiltracion de

lidocaina en la zona de la intervencion.

Como analgesia previa a la cirugia y post quirurgica se empleé Hidrocloruro de
buprenorfina 0,3mg/ml (Bupaq 0.3 mg/ml, Richter Pharma AG., Wels, Austria), 30
minutos antes de la cirugia y cada 12 horas las siguientes 48-72 horas. Se
administr6 también antibioterapia, Enrofloxacina 25mg; (Syvaquinol 25

inyectable, Laboratorios Syva S.A.U. Ledn. Espaiia).
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Fig.18- Esquema de la intervencion en la calota de cada uno de los ejemplares. El control estaba
compuesto por una esponja de colageno y la parte test era una esponja de colageno embebida en

DFO.

Tras la anestesia y desinfeccion de la zona a intervenir, se realiz6é una incisiéon por

planos: piel, musculo y periostio. En cada animal se realizaron dos defectos en la

Calota de 1,5 mm de profundidad, mediante una trefina de 3mm.

AT

Fig.19- Procedimiento quirdrgico. A- Trefina de 3 mm utilizada para realizar el defecto de tamafio

critico. B- Realizacién de los dos defectos en la calota. C- Relleno de los defectos con la esponja de

colageno como control y con la esponja embebida en deferoxamina como test.

Técnicas de imagen aplicadas al estudio de la regeneracion ésea y del efecto de la
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La derecha del animal servia para colocar el control (esponja de colageno) y el lado
izquierdo para el test (esponja de colageno empapado en deferoxamina). Se
empled DFO: Desferin 500mg (Novartis Farmacéutica, S.A. Barcelona. Espafia), en
2ml de agua. Se sutur6 a cada uno de los animales y se les traté con Enrofloxacina
25mg; (“ALSIR” 2,5%, Veterinaria - Esteve. Barcelona. Espafia) y se puso
Amoxicilina en el agua de bebida en la dosis de 10 mg/kg. Esto evité infecciones
post quirurgicas, los animales llegaron en buen estado hasta el periodo de

sacrificio.

Fig.20- Pasos de la cirugia A- Test y control colocados en ambos defectos tal como se disef6. B-

Sutura de la herida y tratamiento antibi6tico preventivo.

Una vez finalizados los distintos periodos de estudio (3 y 6 semanas), se procedid
al protocolo de eutanasia de los animales mediante sobredosis de CO:liberado de
forma progresiva mediante una mezcla al 70% con Oxigeno. Tras comprobar la
muerte del animal, se realizaron abordajes quirurgicos ampliados en la calota de la
misma forma que los realizados para la implantaciéon de los materiales para

obtener la zona de interés.

Técnicas de imagen aplicadas al estudio de la regeneracion ésea y del efecto de la
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Fig.21- Imagenes post-eutanasia. Calota extraida a las 3 o a las 6 semanas en cada uno de los

ejemplares para posterior analisis.

C - RADIOGRAFIA DE RAYOS X

El andlisis radiolégico se llevé a cabo con un equipo de radiologia intraoral
Elitys® (Trophy Dental, Texas, USA) con un captador digital mediante el sistema
RVG 6000 (Kodak Dental System, Madrid, Espafia).

Las imagenes obtenidas fueron procesadas mediante un ordenador convencional a
través del software Trophy Windows 5.06 para Windows (Trophy Dental, Texas,
USA).

Se utilizé esta técnica para determinar la capacidad de neoformacién 6sea tras
tratamiento de 3 y 6 semanas respectivamente con DFO en un defecto de tamafio
critico creado en los huesos parietales. Tras el sacrificio de los animalesalas 3y 6
semanas, cada calota fue disecada y seccionada y posteriormente se realizaron las
radiografias digitales para llevar a cabo el estudio morfométrico radiolégico.

Técnicas de imagen aplicadas al estudio de la regeneracién dsea y del efecto de la
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D - TOMOGRAF{A COMPUTERIZADA

Las muestras fueron analizadas mediante un escaner multimodal SPECT/CT Albira
I ARS (Oncovision/Gem Imaging S.A, Valencia, Espafia) perteneciente a la
Universidad de Murcia. Los parametros de adquisicion fueron 45 Kv, 0,2 mA, voxel
de 0.05 mm. Los cortes de adquisicion fueron axiales de 0,05 mm de espesor y de
cada pieza se obtuvieron de 800 a 1000 imagenes a través de un detector digital

flat panel 2400 x 2400 pixels y un FOV de 70 x 70 mm.

Con el microCT se estudiaron los cilindros de material implantado valorando su
capacidad de absorcion del haz de rayos X en funcién de su contenido en material
(reabsorcidon y remodelaciéon de la misma) y buscando la formaciéon de nuevo

tejido Oseo.

D.1 ANALISIS DE IMAGENES

Las imagenes adquiridas con el microCT fueron reconstruidas en los tres planos
del espacio mediante un algoritmo FBP (Filtered Back Projection) o programa de
retroproyeccion filtrada, y se sometieron a una reconstruccién avanzada mediante
el programa de andlisis de imagen Amide (http://amide.sourceforge.net/) y a una
reconstruccion en 3D mediante el programa de andlisis de imagen Volview

http://kitware.com/opensource/volview.html).

transverse 1 coronal 1 sagittal 1

Fig.22- Imagen captada y reconstruida en los tres planos y exportada al programa de tratamiento

matematico AMIDE (http://amide.sourceforge.net/).
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ROI (region of interest) es el término utilizado para asignar a zona de la imagen
captada y reconstruida en la que se va a medir cuantitativamente la atenuacion de
cada uno de los voxels que lo comprenden. Se pensaron en diferentes rois, como
cubos o a mano alzada, segun permitia el programa, la figura mas proxima al
defecto realizado en los animales y que permitia establecer un patréon regular y
homogéneo para todos los defectos fue el de un cilindro de 3,5 mm de diametro y

1,5 mm de profundidad.

A Modification Dialog: cilindro control

Dimensions | Rotate  Color

Basic Info  Center

Dimensions (mm) wrt to ROIL

x |35 I
AEE <
z [15 2

Fig.23- Medidas del ROI elegido para el estudio, en mm.

Una vez determinado el roi obtuvimos las imagenes trasversal, sagital y coronaria

de cada uno de los defectos tanto a las 3 como a las 6 semanas.

transverse 1 coronal 1 sagittal 1

vV

Fig.24- Roi aplicado sobre uno de los defectos, en este caso el correspondiente al que lleva la

esponja de colageno embebida en DFO y sacrificada a las 6 semanas.
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Una vez posicionado el roi, el programa AMIDE nos permite obtener los datos, bien
en forma de estadistica, bien como dataraw, que son la totalidad de los datos de

cada uno de los voxels incluidos en el roi.

En este caso hemos trabajado con los dataraw, pues de esta manera podiamos
seleccionar y discriminar los datos y clasificarlos en funcién de la escala que ya se
menciono en la introduccidn, la escala de Misch actualizada con las HU (29), ya que
esta escala estaba construida sobre hueso plano, que es el tipo de hueso con el que
se ha trabajado en este estudio. Asi se podria entender cuanto hueso de nueva
formaciéon habia en cada voxel y en qué estado se encontraba, si ya totalmente

consolidado o en otro estadio de la formacién 6sea.

Clasificacion Misch “ Tipo de hueso

D1 > 1250 Hueso compacto
D2 850 - 1250 Hueso poroso y
trabecular
D3 350 - 850 Hueso poros.o y
trabecular fino
D4 150 - 350 Trabéculas finas
D5 <150 Tejido conectivo

Tabla.5- Clasificacién de Misch actualizada con las HU con CT (29).

A amide Roi Analysis: Study Unknown e n . | ® X
[Rol statistics | A B C
ROIL Data Set Median Mean Var Std Dev | Min Max Size (mm~3) Hrac. Voxel§ Voxels
cilindro control 1.5.img - Unknown, or no, algorithm typq 0.0130793 0.0733517 0.0841886 0.29015] -0.471224 0.99751¢{ 14.4316 15453 122335
D
& Ayuda 4 Guardar como ! Copiar Save Raw Values b4 Cerrar

Fig.25- Datos que se obtienen con el programa Amide de cada uno de los defectos. A- Valores
estadisticos. B- Tamarfo del ROI, en este caso del cilindro. C- Numero de voxels contenidos en el

ROI. D- Comando que permite obtener los dataraw, la totalidad de valores individuales en HU.
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HEEE = Tratamiento Dataraw - Microsoft Excel
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Fig.26- Dataraw exportados a hojas excel para la seleccién y discriminacién por intervalos.

En cada ROI teniamos mas de 120 000 voxels con un valor de HU en cada uno.
Todos estos valores los llevamos a tablas excels, para poder clasificarlos. Se calcul6
el nimero de voxels perteneciente a cada intervalo, y se calcul6 el porcentaje que
representaba frente al total de voxels que componian el ROIL. Y por udltimo se
comparo estos porcentajes entre los defectos control y los defectos test a las 3
semanas, también a las 6 semanas y la formacion de nuevo hueso a las 3 semanas
respecto de las 6 semanas, resultados que se veran en el capitulo correspondiente.

E - MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO Y MICROANALISIS DE
ELEMENTOS. SEM-EDX

El procedimiento se llevé a cabo en el Servicio universitario de microscopia de la
Universidad de Murcia. Se utilizé el Microscopio de Barrido JEOL-6100 y el
sistema de Microanalisis por dispersion de Rayos X INCA (Oxford Instrument,
Abingdon-on-Thames, Reino Unido) con detector de Rayos X y de electrones
retrodispersados y un sistema de captacion de imagenes digital.

Las muestras fueron fijadas por inmersion en una solucién al 4% de formaldehido,
deshidratadas con etanol y cubiertas con una capa de carbon con el evaporador de
metales por emisién i6nica Biorad-Polaron (Hercules, California, USA).
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Fig.27- Muestras deshidratadas, cubiertas con carbén y etiquetadas para la observacién y
microanadlisis de elementos.

Tanto para las muestras recogidas a las 3 semanas, como a las 6 semanas, los
parametros de trabajo fueron de una distancia de trabajo de 39 mm, un voltaje de
aceleracion de 20kv y una magnificacion de 10X.

Fig.28- Imagen de la seleccion de las areas, de igual tamafio, en los defectos para el posterior
analisis de elementos.

Como ya he comentado previamente, a cada animal se le realizaron dos defectos,
uno con la esponja de colageno como control y otro con la esponja embebida en
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deferoxamina. En cada defecto se realizaron tres medidas de analisis de elementos,
gracias al espectrofotometro con dispersion de rayos X INCA (Oxford Instrument,
Abingdon-on-Thames, Reino Unido) acoplado al microscopio de barrido, después
se obtuvo la media en cada uno de los defectos. Los elementos analizados fueron el
calcio, el fésforo y la relacion entre ellos. Este proceso se llevo a cabo tanto en las
muestras a las 3 semanas como a las de las 6 semanas. La neoformacién dsea y su
calidad seran analizadas calculando los parametros del porcentaje de oxigeno,
indicador de la actividad osteoblastica del hueso y de la vascularizacion y del ratio
Ca/P, indicador de la calidad del hueso formado.
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Fig.29- Obtencion del porcentaje de cada elemento gracias al detector INCA X-stream (Oxford
Instrument, Abingdon-on-Thames, Reino Unido).

F - ANALISIS ESTADISTICO

Los datos fueron estudiados estadisticamente utilizando la media, la desviacion
estandar (SD), la mediana, intervalo de confianza del 95% (CI) (SPSS, SPSS Inc.,
Chicago, IL, USA). Se analiz6 mediante el test de la t de Student apareada
considerando significativos los resultados con p<0,05.
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Técnicas de imagen aplicadas al estudio de la regeneracién dsea y del efecto de la
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5. RESULTADOS

A. OBSERVACION MACROSCOPICA

El primer paso en cualquier investigacién, en donde se haga un analisis de
imagenes, es la observacion macroscépica, con el ojo desnudo, donde se observa
qué aspecto tiene cada una de las muestras.

Para poder trasladar los resultados de esta observacion a papel, se ha utilizado una
camara réflex, la Canon EOS 600D (Tokio, Japén).

En todas las muestras se observa hueso formado, ya que los defectos estan en
todos los casos mas cerrados que de origen, pero también existe presencia de
tejido no 6seo (conjuntivo, vascular, etc...) y en algunos casos el defecto de origen
es mas evidente que en otros.

A.1 - OBSERVACION MACROSCOPICA A LAS 3 SEMANAS

En la tabla 6, vemos las muestras tras 3 semanas de tratamiento. Todos los
defectos estan cerrados, tanto los controles como los tratados con DFO. Y no se
puede llegar a apreciar diferencias significativas entre los defectos tratados, que
son los de la derecha de cada muestra, respecto de los defectos control, los de la
izquierda. De las 8 muestras, 4 aparecen bastante osificadas. Y en 5 de las 8
muestras el defecto realizado originalmente es muy evidente atn.

A.2 - OBSERVACION MACROSCOPICA A LAS 6 SEMANAS

En la tabla 7 tenemos las muestras tras 6 semanas de tratamiento, clasificadas
segun el nivel de osificacion, la presencia de tejido no 6seo y la visibilidad o no del
defecto original.

En este caso en casi ninguna muestra esta completamente cerrado el defecto, pero
en casi todas, el didmetro de este, es mucho menor que el del defecto de origen,
observandose una capa muy fina, casi membranosa en el centro. Solo hay dos
muestras en las que se aprecia una osificaciéon evidente y cierre casi total de los
defectos. De nuevo no es posible diferenciar grados de osificacion distintos entre
los defectos control y los defectos tratados con DFO.

La presencia de tejidos no 6seos es también menor que en las muestras tratadas
durante 3 semanas. Y la visibilidad del defecto de origen casi no es visible en
ninguna muestra y en todos los casos es de diametro menor.
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Tabla.6- Clasificacién macroscépica de las muestras tratadas durante 3 semanas con DFO en el
defecto de la derecha (T) y sin tratamiento en el defecto de la izquierda (C).

Técnicas de imagen aplicadas al estudio de la regeneracion ésea y del efecto de la
deferoxamina en un modelo in vivo de ratas wistar.
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Tabla.7- Clasificaciéon macroscépica de las muestras tratadas durante 6 semanas con DFO en el
defecto de la derecha (T) y sin tratamiento en el defecto de la izquierda (C).

Técnicas de imagen aplicadas al estudio de la regeneracion ésea y del efecto de la
deferoxamina en un modelo in vivo de ratas wistar.
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B. RADIOLOGIA DE RAYOS X

El siguiente nivel de precision, tras la observacion visual directa, seria el de la
radiologia clasica de rayos X.

B.1 - RADIOGRAFIAS A LAS 3 SEMANAS DE TRATAMIENTO

Resulta dificil apreciar diferencias significativas entre los defectos control y los
defectos tratados con DFO. Aparece en todas las muestras un leve crecimiento 6seo
por toda la superficie del defecto creando lo que parece como una membrana que
rellena el espacio total. Por otro lado, el defecto original es muy visible y no se
aprecia disminucidn en el didmetro de este.

Fig.30- Radiografias tomadas a las 3 semanas de tratamiento con DFO. C - Defecto control. T-
Defecto test tratado con DFO. El diametro de los defectos originales practicamente no se ha
modificado y se observa un crecimiento desigual entre las diferentes muestras.
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B.2 - RADIOGRAFIAS A LAS 6 SEMANAS DE TRATAMIENTO

Al igual que en las fotografias, lo mas llamativo es que el diametro del defecto
original es menor, observandose un crecimiento 6seo desde el borde hacia el
interior, pero existe un espacio central completamente sin hueso a diferencia de lo
que ocurre a las 3 semanas, donde observdbamos como una especie de membrana
6sea. Tampoco se pueden apreciar diferencias muy importantes entre las muestras
control y las muestras tratadas.

Fig.31- Radiografias tomadas a las 6 semanas de tratamiento con DFO. C - Defecto control. T-
Defecto test tratado con DFO. El didmetro de los defectos originales ha disminuido
significativamente. No se pueden apreciar diferencias entre los defectos control y los tratados.

Técnicas de imagen aplicadas al estudio de la regeneracién ésea y del efecto de la
deferoxamina en un modelo in vivo de ratas wistar.
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C. MICROTOMOGRAFIA COMPUTERIZADA

A continuacién vamos a presentar los resultados encontrados utilizando la técnica
de microtomografia computerizada, comparando el efecto de la deferoxamina
expresado en porcentaje de hueso formado a las 3 semanas entre defecto control y
defecto tratado. Se hizo una comparativa también a las 6 semanas y una ultima
comparando las medias de los porcentajes de crecimiento 6seo de las 3 y las 6
semanas entre si.

También se ha estudiado la calidad del hueso formado calculando los porcentajes
de cada tipo de hueso formado, utilizando la escala de Misch actualizada con las
unidades Houndsfield.

C.1- RESULTADOS A LAS 3 SEMANAS DE TRATAMIENTO

La tomografia computerizada nos permite, a nivel de imagen, observar con mucha
mas precision que a simple vista o con radiografias, podemos observar diferentes
planos del hueso (transversal, sagital y coronal), ademas nos muestra una escala o
bien de grises o bien de color relacionada directamente con la densidad 6sea, lo
que nos llevara a poder cuantificar la cantidad de hueso formado, gran diferencia
con ambas técnicas utilizadas previamente.

Otra caracteristica de las imagenes tomograficas es la posibilidad de ver la imagen
en 3 dimensiones.

Volume lumen.img

10

Wollzw 3.2

Fig.32- Imagen en 3 dimensiones de una muestra a las 3 semanas de tratamiento. En esta imagen el
defecto control es el de la derecha y el defecto tratado con DFO es el de la izquierda. Imagen
obtenida con el software volview.
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Fig.33- Imagen de una muestra a las 3 semanas de tratamiento y los diferentes planos en los que la
podemos observar, coronal, sagital y transversal. En esta muestra el defecto control se sitia a la
izquierda y el tratado con DFO a la derecha. La densidad 6sea se ve representada como una escala
de grises en la primera imagen y como una escala de colores en la segunda, donde cuanto mas se
acerca al rojo, mayor es la densidad 6sea.

Visualmente se aprecia mayor crecimiento en la mayoria de defectos tratados con
DFO que en los defectos control. Y el diametro original de los defectos sigue
estando muy presente. Pero esta técnica, nos permite ademads cuantificar y
confirmar lo que nos muestran las imagenes.

Técnicas de imagen aplicadas al estudio de la regeneracién ésea y del efecto de la 70
deferoxamina en un modelo in vivo de ratas wistar.



El porcentaje de hueso nuevo que se ha formado en todos los defectos tratados con
DFO durante 3 semanas es superior y, en algunos casos, muy superior llegando a
diferencias del 33,95%, respecto al porcentaje de hueso que se ha formado en el
defecto control como podemos ver en la tabla 8, donde ademas del porcentaje de
hueso formado aparece la diferencia de ambos porcentajes (test menos control). El
estudio estadistico dio una t de Student con p<0.05.
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Fig.34- Comparativa del porcentaje de hueso formado en cada uno de los defectos de cada muestra
a las 3 semanas, tanto en el tratado con DFO como en el control.

Muestras 1,1 2,2 3 4 5,5 6 7,7 8

Test % 21,64 15,47 2799 27,92 48,22 50,26 50,48 15,06

Control % 12,22 3,89 19,33 15,83 13,07 16,32 32,16 10,51

Diferencia% 9,42 11,58 8,65 12,10 35,15 33,95 18,31 4,55

Tabla.8- Porcentajes de crecimiento en los defectos tratados con DFO, en los defectos control y la
diferencia entre ambos en cada una de las muestras.
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Organizando los dataraw siguiendo la clasificacion de Misch (tabla 5) podemos
obtener los porcentajes de cada etapa de formacion del hueso en cada uno de los
defectos tanto en el control como en el tratado con DFO, resultados que podemos
ver en la fig.35. Observamos que el mayoritario tanto en el grupo tratado con DFO
como en el control es el D5 que corresponde a tejido conjuntivo, llegando a superar
en algunas muestras el 75% del tejido formado y siendo inexistente la presencia de
hueso compacto (D1).

DFO - 3 Semanas

100%

90%

80%

@ 70%
‘T 60% mD5
E 50% D4

O 40
2 :g;‘: HD3
w D2

20%
10% mD1

0%

1,1 2,2 3 4 5,5 6 7,7 8
Muestras

Fig.35- Grafica de porcentajes del tipo de tejido formado, segin la clasificacién de Misch,
encontrado en los defectos tratados durante 3 semanas con DFO. D1 corresponde a hueso
compacto, D2 es hueso poroso y trabecular, D3 es hueso poroso con trabéculas finas, D4 representa
hueso trabecular y D5 es tejido conjuntivo.

En la grafica que representa los defectos control (Fig.36) encontramos resultados
similares, aunque con mayor presencia ain de tejido conectivo con muestras con
un porcentaje de este tejido conectivo (D5) superando el 90% del tejido formado.
También es importante sefialar que ademds de que la formacién de hueso
compacto (D1) es inexistente, también lo es el hueso poroso y trabecular (D2).
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Control - 3 Semanas

100%
80%
s0% mD5
D4
40% mD3

Porcentajes

20% mD2

0% _----.-'D1

1,1 2,2 3 4 5,5 6 7,7 8
Muestras

Fig.36- Grafica de porcentajes del tipo de tejido formado, segin la clasificacion de Misch,
encontrado en los defectos control sin tratar durante 3 semanas. D1 corresponde a hueso
compacto, D2 es hueso poroso y trabecular, D3 es hueso poroso con trabéculas finas, D4 representa
hueso trabecular y D5 es tejido conjuntivo.

C.2 - RESULTADOS A LAS 6 SEMANAS DE TRATAMIENTO

Tal como habiamos visto en las fotografias y en las radiografias, parece que a las 6
semanas existe un retroceso en la formacion de hueso, ya que, aunque los
didmetros son algo menores que a las 3 semanas, el hueco central tanto del defecto
control como del defecto tratado estan en la casi totalidad de las muestras, vacio.
En este caso si se puede apreciar un ligero aumento de la masa 6sea en los defectos
tratados con DFO respecto de los defectos control. Queda confirmar o no con la
cuantificacion.
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Fig.37- Imagen en 3D de una muestra tras 6 semanas de tratamiento. No se observan grandes

diferencias entre el defecto control (izquierda) y el defecto tratado con DFO (derecha). Y se aprecia
un gran hueco vacio en ambos defectos.

Fig.38- Imagen tomografica de una muestra a las 6 semanas de tratamiento, donde se pueden
observar los diferentes planos y la escala de densidades 6seas tanto en grises como en color.
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A las 6 semanas de tratamiento sigue siendo el grupo tratado con DFO el que
presenta mayores porcentajes de crecimiento 6seo, pero las diferencias son
menores respecto del control como podemos ver en la tabla. Encontramos
muestras donde no hay diferencia entre defecto tratado con DFO y defecto control,
e incluso en la muestra 1.2, en el control hay ligeramente mayor crecimiento éseo
que en el tratado con DFO. El estudio estadistico dio una t de Student con p<0.05.
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Fig.39- Comparativa del porcentaje de hueso formado en cada uno de los defectos de cada muestra
a las 6 semanas, tanto en el tratado con DFO como en el control.

Muestras 1,1 1,2 1,3 14 1,5 1,6 1,7 1,8 1,9

Test % 22,27 16,01 17,88 24,91 3541 4596 19,79 13,51 26,13
Control % 11,69 16,04 12,84 16,73 22,07 32,66 19,23 12,89 14,87

Diferencia% 10,58 -0,03 503 817 13,34 13,30 0,56 0,62 11,26

Tabla.9- Porcentajes de crecimiento en los defectos tratados con DFO, en los defectos control y la
diferencia entre ambos en cada una de las muestras, a las 6 semanas.
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A las 6 semanas de tratamiento, en los defectos tratados con DFO la configuracion
del tipo de tejido formado y sus porcentajes cambia mucho respecto de las 3
semanas. Observamos que aunque el tejido conjuntivo (D5) sigue siendo
mayoritario, ahora no supera en ninguna muestra el 60%, la presencia de hueso
trabecular (D4) y hueso poroso con trabéculas finas (D3) también aumenta
significativamente y hace su apariciéon de forma importante en todas las muestras
el hueso poroso y trabecular (D2). Sigue, sin embargo, sin haber presencia de
hueso compacto (D1).
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Fig.40- Grafica de porcentajes del tipo de tejido formado, segin la clasificacion de Misch,
encontrado en los defectos tratados durante 6 semanas con DFO. D1 corresponde a hueso
compacto, D2 es hueso poroso y trabecular, D3 es hueso poroso con trabéculas finas, D4 representa
hueso trabecular y D5 es tejido conjuntivo.

En el grupo control ocurre lo mismo pero de forma menos marcada que en el
grupo tratado con DFO durante 6 semanas. Aqui los porcentajes de tejido
conjuntivo (D5) estan ligeramente por debajo del 70% y el hueso poroso y
trabecular (D2) tiene porcentajes menores que en el grupo tratado.
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Fig.41- Grafica de porcentajes del tipo de tejido formado, segin la clasificacion de Misch,
encontrado en los defectos tratados durante 3 semanas con DFO. D1 corresponde a hueso
compacto, D2 es hueso poroso y trabecular, D3 es hueso poroso con trabéculas finas, D4 representa
hueso trabecular y D5 es tejido conjuntivo.

C.3 - COMPARACION DE LA REGENERACION OSEA A LAS 3 SEMANAS
FRENTE A LAS 6 SEMANAS.

Sacando las medias de todas las muestras, tanto control como tratadas con DFO,
podemos ver la diferencia de crecimiento 6seo a las 3 semanas frente a las 6
semanas. Comparando por una parte los grupos tratados con DFO y por el otro los
grupos control entre si.

En el grupo tratado existe mayor crecimiento 6seo durante las primeras 3 semanas
con una diferencia del 16,71%, diferencia estadisticamente significativa, gracias a
la prueba t de Student que nos arroja una p<0,05. Lo que es justamente lo
contrario en el grupo control con un crecimiento del 6,98% mayor a las 6 semanas,
con una diferencia estadisticamente significativa con una t de Student p<0.05. Las
desviaciones estandar nos muestran una amplia dispersion de datos.

También vemos una mayor diferencia del porcentaje de crecimiento 6seo entre el
grupo tratado con DFO frente a su control a las 3 semanas, diferencia, que también
es estadisticamente significativa con p<0.05, que entre el grupo tratado con DFO y
su grupo control a las 6 semanas, cuya t de Student también es estadisticamente
significativa (p<0.05).
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Fig.42- Comparativa de las medias de crecimiento 6seo entre las 3 y las 6 semanas de tratamiento.
Las desviaciones estandar muestran una amplia dispersién de datos. Y las diferencias observadas
en esta grafica son estadisticamente significativas, pues en todos los casos tenemos una p<0.05.

D. MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO Y MICROANALISIS DE
ELEMENTOS. SEM-EDX

En este apartado se va a comparar la calidad con la que va formandose el hueso en
cada uno de los defectos de cada rata a través del calculo y comparacién del ratio
Ca/P a las 3 semanas de tratamiento con deferoxamina, a las 6 semanas y
finalmente una comparativa entre el efecto de la deferoxamina a las 3 frente alas 6
semanas. A través del porcentaje de oxigeno estudiaremos la actividad celular de
todos los defectos.

D.1- COMPARATIVA ENTRE EL GRUPO TRATADO CON DFO Y EL GRUPO
CONTROL A LAS 3 SEMANAS.

Con el SEM hemos podido hacer una observaciéon microscopica de los defectos. A
las 3 semanas ambos se ven perfectamente, con los bordes muy definidos. En
ambos defectos hay crecimiento, pero se aprecia que no es total.
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Control

Fig.43- Imagen captada por el SEM JEOL-6100 (Oxford Instrument, Abingdon-on-Thames, Reino
Unido). De los defectos, tanto control como del tratado con DFO, de una de las muestras a las 3
semanas, con un aumento de 10X.

Cuando vemos la muestra con mayor aumento (2500X), podemos observar ademas
de ldminas, ya que es hueso plano, un incipiente sistema trabecular.

Fig.44- Imagen captada en uno de los defectos a 3 semanas de tratamiento con un aumento de
2500X, con el JEOL-6100 (Oxford Instrument, Abingdon-on-Thames, Reino Unido).

Técnicas de imagen aplicadas al estudio de la regeneracién ésea y del efecto de la 79
deferoxamina en un modelo in vivo de ratas wistar.



En la fig.45 se compara la calidad del hueso a través del ratio Ca/P de cada una de
las muestras en el defecto que fue tratado con DFO y su control a las 3 semanas.
Aunque los valores fueron mayores en todas las muestras tratadas con DFO que en
las muestras control, cuando se utiliz6 la prueba estadistica t de Student (p< 0.05),
no se encontraron diferencias significativas en ninguna de las muestras. También
se puede observar que la dispersion de datos es bastante importante.
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Fig.45- Comparativa del ratio Ca/P entre cada una de las muestras tratadas con DFO y su control a
las 3 semanas de tratamiento. Se han indicado las desviaciones estandar de cada muestra con las
barras de error.

Para el estudio de la actividad celular se utilizé el porcentaje de oxigeno
encontrado en el grupo tratado con DFO frente a su control a las 3 semanas. Los
valores encontrados fueron mayores en la casi totalidad de las muestras tratadas
con DFO, salvo en una de ellas. Pero al realizar la prueba t de Student (p<0.05)
volvemos a encontrar que no existen diferencias estadisticamente significativas. La
dispersion de datos es bastante menor que en la grafica del ratio Ca/P.
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Fig.46- Comparativa de los porcentajes de oxigeno entre cada una de las muestras tratadas con
DFO y su control a las 3 semanas de tratamiento. Se han indicado las desviaciones estandar de cada
muestra con las barras de error.

D2 - COMPARATIVA ENTRE EL GRUPO TRATADO CON DFO Y EL GRUPO
CONTROL A LAS 6 SEMANAS.

A las 6 semanas, los bordes y los defectos son mucho mas dificiles de diferenciar
del resto del hueso de la calota, tal como podemos ver en la figura 47. En todas las
muestras menos 2, los defectos estan incompletos, aunque con los bordes menos
marcados como se puede ver en la tabla 7.

Fig.47- Imagen de uno de los defectos tratados con DFO durante 6 semanas, en el que se ve

claramente el centro sin osificar, como en la mayoria de las muestras.
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Aunque en todas las muestras salvo dos, aparece el centro sin osificar, existen dos
muestras totalmente osificadas y donde parece observarse una mejor calidad del
hueso, ya que es practicamente indiferenciable del resto de hueso que lo rodea,
este caso lo podemos ver en la figura 48.

CONTROL

I Zmm

Fig.48- Imagen de una de las dos muestras osificadas casi por completo, con un aumento 10X,
donde es dificil diferenciar los defectos y podemos pensar que la calidad del hueso es similar al
circundante.

En la grafica 49 podemos ver que el valor numérico del ratio Ca/P es mayor en
todas las muestras tratadas con DFO frente a las muestras control, analizadas a las
6 semanas. Al hacer la prueba estadistica t de Student (p<0.05), encontramos
diferencias estadisticamente significativas tan solo en dos muestras, la nimero 3y
la nimero 5, no encontrando mas diferencias estadisticamente significativas en el
resto de muestras.

Técnicas de imagen aplicadas al estudio de la regeneracién ésea y del efecto de la
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Fig.49- Comparativa del ratio Ca/P entre cada una de las muestras tratadas con DFO y su control a
las 6 semanas de tratamiento. Se han indicado las desviaciones estdndar de cada muestra con las
barras de error. El asterisco indica las muestras en las que se ha encontrado diferencias
estadisticamente significativas (p<0.05).
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Fig.50- Comparativa de los porcentajes de oxigeno entre cada una de las muestras tratadas con
DFO y su control a las 3 semanas de tratamiento. Se han indicado las desviaciones estandar de cada
muestra con las barras de error. El asterisco indica las muestras en las que se ha encontrado
diferencias estadisticamente significativas (p<0.05).

En la grafica comparativa del porcentaje de oxigeno entre los defectos tratados con
DFO y su control (fig.50), encontramos que los valores numéricos son mayores en
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el test frente al control en 5 muestras, lo que representa algo mas de la mitad de las
muestras. Sin embargo, al realizar la prueba t de Student (p<0.05) hay 3 muestras,
la 3,1a 4 yla 5, donde existen diferencias estadisticamente significativas a favor de
los defectos tratados con DFO, sin embargo en la muestra 7 esta diferencia de
p<0.05 es a favor del control. La dispersion de datos es mucho menor que en las
graficas.

D.3 - COMPARATIVA DEL EFECTO DE LA DFO A LAS 3 SEMANAS FRENTE A
LAS 6 SEMANAS.

La primera comparativa fue entre los ratios Ca/P. El valor numérico de la media
del ratio Ca/P del grupo tratado con DFO frente al grupo control a las 3 semanas es
mayor en el grupo tratado con DFO, lo que se confirma al realizarle la prueba t de
Student (p<0.05). También existen diferencias estadisticamente significativas
(p<0.05) a favor del grupo tratado con DFO y el grupo control a las 6 semanas.

Comparativa del ratio Ca/P
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Fig.51- Comparativa de las medias de los ratios Ca/P de las muestras tratadas con DFO alas 3y 6
semanas y de las muestras control a los mismos periodos. Se han indicado las desviaciones
estdndar de cada muestra con las barras de error. El asterisco indica que se ha encontrado
diferencias estadisticamente significativas (p<0.05).

Se aprecia claramente que los valores numéricos, respaldados por la t de Student
(p<0.05) son mayores y tienen significado estadistico a las 6 semanas tanto en el
grupo tratado con DFO, como en el grupo control, frente a dichos grupos a las 3
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semanas. La dispersién de datos es bastante amplia en el grupo DFO a las 6
semanas, en el resto es moderada.

A continuacién se compararon las medias de los porcentajes de oxigeno. Dentro
del periodo de las 3 semanas no se han encontrado diferencias estadisticamente
significativas entre el grupo tratado con DFO y el grupo control (en azul en la
fig.52), ni tampoco entre ambos grupos a las 6 semanas (barras en rojo en la
fig.52). Sin embargo se han encontrado valores mayores con t de Student (p<0.05)
a las 6 semanas frente a las 3, en los dos tipos de defecto, el tratado con DFO y el
control. En este caso la dispersion de datos es muy pequeiia.

Comparativa Porcentaje de Oxigeno
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Fig.52- Comparativa de las medias de los porcentajes de oxigeno de las muestras tratadas con DFO
a las 3 y 6 semanas y de las muestras control a los mismos periodos. Se han indicado las
desviaciones estindar de cada muestra con las barras de error. El asterisco indica que se ha
encontrado diferencias estadisticamente significativas (p<0.05).

Técnicas de imagen aplicadas al estudio de la regeneracién ésea y del efecto de la
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Técnicas de imagen aplicadas al estudio de la regeneracién dsea y del efecto de la
deferoxamina en un modelo in vivo de ratas wistar.
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6. DISCUSION

Este estudio tiene una doble vertiente, una de ellas es la comparacién cualitativa
de diferentes técnicas de imagen y la determinacion de su idoneidad como
métodos diagnoésticos y predictivos en los procesos de reparacion y regeneracion
6sea y, por otro lado, el estudio cuantitativo del efecto de un fArmaco determinado
in vivo, la DFO, en este mismo proceso. Para ello usamos un modelo animal.

La eleccion del modelo animal se debe principalmente a que las ratas albinas
Wistar son de facil manejo, econémicas y tienen un metabolismo adecuado para el
estudio del tejido dseo. Al mismo tiempo se tuvo en cuenta que fueran macho para
que los estrégenos no alteraran los resultados, pues estos influyen en el
remodelado 6seo (35).

Una de las posibles aplicaciones de la DFO seria en el campo de la odontologia, por
lo tanto estudiar hueso plano se ha revelado como interesante. En las ratas Wistar,
la mandibula es de un tamafio demasiado pequeiio que hace dificil trabajar sobre
él, por eso se ha llevado a cabo la eleccidon de la calota como lugar donde realizar
los defectos, pues también se trata de hueso plano y podemos esperar un
comportamiento similar al de la mandibula.

Se han usado diferentes técnicas de imagen en este trabajo. Se ha comenzado por
utilizar las menos precisas, en este caso la fotografia y la radiografia de rayos X,
que nos permiten hacer una clasificacién macroscépica. A continuacién la microCT,
con los tamafios de voxels tan pequefios, nos ha ofrecido una vision mucho mas
precisa. Pero sin duda alguna, la técnica con mayor resolucién y precision es el de
la microscopia de barrido, llegando a ver la estructura del hueso.

Tanto en la observacién visual directa, como en las radiografias, no es posible
diferenciar cambios importantes entre las muestras control y las muestras
tratadas con DFO, y esto ocurre tanto a las 3 como a las 6 semanas. Ambos defectos
parecen similares en todos los casos. No son, por tanto, técnicas que por si solas
puedan aportar suficiente informacién. Son utiles como primer contacto con los
resultados, pero requieren de técnicas de mayor precision.

Sin embargo esto es completamente diferente si comparamos en el tiempo. A las 3
semanas se aprecia crecimiento en todas las muestras en mayor o menor medida.
Mientras que a las 6 semanas es lo contrario, apreciandose que mientras que el
borde de las muestras se difumina y se ve mas consolidado, el centro esta
recubierto por una muy fina membrana o directamente hueco, dando a pensar que
ha habido un retroceso en la formacion de hueso e incluso destruccion de parte del
tejido 6seo, resultado inesperado y que se confirmara con el resto de técnicas
utilizadas.

Ademas de poder hacer estudios in vivo, la microCT tiene la ventaja de poder llevar
a cabo la reconstruccion de la imagen en 3D, lo que nos permite una mayor
comprension de las estructuras estudiadas. También se observa cada una de las
muestras desde tres planos diferentes: transversal, coronal y sagital. Nos permite
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también poder distinguir las diferencias de forma mucho mas precisa. De esta
forma vemos que tanto a las 3 como a las 6 semanas, se observa mayor nivel de
osificacidn en las muestras test frente a las muestras control. Es la primera, de las
técnicas usadas hasta ahora, que nos permite percibir esta diferencia. También
confirma lo ya observado tanto en fotografia como en radiografia, que hay un
aparente retroceso y destruccion del tejido 6seo en las muestras a las 6 semanas
frente a las de 3 semanas.

Encontramos resultados muy interesantes en las imagenes tomadas con el
microscopio electrénico de barrido, SEM. A las 3 semanas los bordes de los
defectos estan muy marcados, aprecidandose claramente donde fueron realizados.
La totalidad de las muestras se ven osificadas, aunque no completamente, pero no
se aprecian huecos. Cuando se elevan los aumentos a 2500X (Fig.44) se observa
una estructura trabecular incipiente. A las 6 semanas los bordes de los defectos
estdn mucho mas difuminados y ya nos es imposible ver la misma estructura
trabecular, que podemos pensar que ha quedado oculta tras el hueso compacto
laminar que se estd formando en este tipo de hueso, que recordamos es hueso
plano. Sin embargo en la casi totalidad de las muestras el centro esta hueco, el
tejido 6seo que se ha visto a las 3 semanas, desaparece, lo que confirma lo visto con
las técnicas de imagen anteriores, la existencia de un posible proceso
osteoclastico.

Todas las técnicas de imagen son concordantes entre si y lo mas significativo es la
aparente destruccidon de hueso a las 6 semanas. Algo que se aprecia ya con el uso
de la técnica menos precisa, la fotografia. Sin embargo, ninguna de las técnicas es
capaz de marcar la diferencia entre los defectos control y los tratados con DFO,
salvo la microCT. Teniendo todo esto en cuenta nos encontramos dos técnicas, la
fotografia y la radiografia de rayos X, que son de facil acceso, baratas y no operador
dependientes, que aportan una informacién valida pero insuficiente. Mientras que
el SEM es una técnica de acceso mas dificil, operador dependiente y mucho mas
cara, que a nivel cualitativo tampoco nos aporta suficiente informacién. Sin
embargo, la microCT si que nos aporta informacién cualitativa mas util, al ser
posible observar las estructuras en 3 dimensiones y desde diferentes planos
(coronal, sagital y transversal). Con microCT no sdlo se ven diferencias
significativas a lo largo del tiempo, entre las muestras a las 3 semanas, frente a las
muestras a las 6 semanas. Si no que se pueden ver diferencias entre los defectos
control y test dentro de una misma muestra. A pesar de ser una técnica cara, de
dificil acceso y que necesita de personal cualificado para su uso, es la técnica de
imagen mas completa, y por lo tanto la mas adecuada en el estudio cualitativo de la
regeneracion 0sea a través de defectos criticos en un modelo animal de roedores in
vivo. El resto de técnicas utilizadas en este estudio pueden utilizarse de forma
complementaria a la microCT, pero no de forma exclusiva.

Hasta ahora, todo lo comentado sobre las técnicas de imagen reviste de un caracter
cualitativo. Pero hay que tener en cuenta que de todas ellas, dos nos aportan no
s6lo informacion cualitativa, sino que es posible cuantificar en qué medida se ha
producido la reparacién y regeneracion ésea de los defectos. Y también cuantificar
la calidad del hueso formado. Estas dos técnicas son la microCT y el EDX. Para ello
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se han utilizado diferentes parametros e indicadores en funciéon de la técnica
aplicada.

En el caso de la microCT, se ha utilizado el parametro del porcentaje de hueso
formado en el ROI para cuantificar el crecimiento dseo. Los resultados observados
nos arrojan un claro efecto de la DFO sobre los defectos no tratados, tanto a las 3
como a las 6 semanas. En ambos casos hay mayor crecimiento 6seo que en los
defectos control en todas las muestras.

Sin embargo se observa en la fig.42 un efecto inesperado y es que a las 3 semanas,
el crecimiento 6seo es mayor que a las 6 semanas, existiendo incluso un retroceso
en el porcentaje de hueso formado a las 6 semanas, lo que nos indica que ha habido
un proceso de resorcién dsea. Teniendo en cuenta que este efecto se esta viendo
confirmado por el resto de técnicas, nos puede llevar a pensar en una hipétesis.
Parece que conforme avanza el tiempo se activa una via osteoclastica, lo cual si
estudiamos mas a fondo la via del HIF-1a, nos damos cuenta que es una hipoétesis
razonable.

Tal como se habia visto en la introduccion, la via del HIF-1a activa la angiogénesis,
la diferenciacién y la activaciéon de osteoblastos, lo que lleva a la osteogénesis. Sin
embargo, tal como demuestra en su trabajo, Chen D et alt (2013) (46), también
activa la expresion del gen SOST en osteoblastos, aumentando los niveles de
esclerostina, la cual inhibe la formaciéon de hueso (45). Esta proteina juega un
papel fundamental en la homeostasis del hueso, ya que es un potente antagonista
de la via de senalizacion wnt, via que regula la diferenciacién de células madre
mesenquimales (MSC), restringiendo la diferenciaciéon de condrocitos y adipocitos
y favoreciendo la de los osteoblastos. También favorece su maduracién y
supervivencia e inhibe a los osteoclastos (44). En condiciones normales la
esclerostina sélo es secretada a partir de osteocitos maduros (47), pero Chen D et
alt.(2013) (46), demuestra que el HIF-1a es capaz de estimular los osteoblastos
para que la secreten.

Aunque los mecanismos por los cuales el HIF-1a activa la expresion del gen SOST y
por tanto la produccién de esclerostina no son aun bien conocidos, lo que si esta
claro es que la sobreexpresion de esta proteina inhibe potentemente la formacion
de hueso (46, 48) y estimula la resorciéon 6sea disminuyendo la osteoprotegerina,
proteina inhibidora de la resorcidon dsea (49), e incrementando la diferenciacion
osteoclastica (50). Seria posible pensar que estos procesos son los que tomarian el
rol principal pasadas las primeras semanas en los defectos realizados en la calota
de las ratas Wistar que se han utilizado en este trabajo.

El parametro utilizado en EDX para medir la neoformacién 6sea, es un parametro
indirecto, el porcentaje de oxigeno, que mide la actividad celular en los defectos y
vascularizacion, pues tal como se ha visto en la introduccién y esta ampliamente
estudiado (42), el papel del oxigeno, para la diferenciaciéon de los osteoblastos y su
actividad formadora de hueso, es imprescindible. La técnica de EDX nos permite
medir el porcentaje de oxigeno en diferentes puntos de todas las muestras.

Técnicas de imagen aplicadas al estudio de la regeneracién ésea y del efecto de la

89

deferoxamina en un modelo in vivo de ratas wistar,



En la fig.46, de las 3 semanas de tratamiento, no se observa diferencias entre los
defectos tratados y los defectos control en ninguna muestra, se puede entender
que la DFO no ha tenido ningin efecto remarcable sobre la vascularizaciéon o
activacién osteoblastica.

Sin embargo a las 6 semanas hay algunas muestras donde vemos un valor mas alto
del porcentaje de oxigeno en los defectos tratados, podriamos pensar que se
empieza, por tanto a ver el efecto de la DFO. Pero cuando observamos la grafica
resumen (fig.52), a las 6 semanas no existen diferencias significativas entre la
media del porcentaje de oxigeno en los defectos control respecto de la de los
defectos tratados. Si existiendo una gran diferencia en ambos defectos relacionada
con el tiempo, mayor porcentaje de oxigeno a las 6 semanas frente a las 3 semanas.
A priori podemos pensar que la DFO no tiene efecto sobre la vascularizacion y
actividad osteoblastica y la diferencia debida al tiempo es debido al proceso
natural de cicatrizacién del hueso, pero tras lo observado gracias a la microCT, este
significativo aumento del porcentaje de oxigeno a las 6 semanas podria estar
indicandonos una alta vascularizacion y alta actividad celular, pero no
osteoblastica como podriamos haber esperado, si no osteoclastica. Al no poder
dilucidar claramente este aspecto nos hace cuestionarnos si la técnica y este
marcador concretamente, es el adecuado para medir crecimiento 6seo.

Tanto la microCT como el EDX nos permiten no solo cuantificar el crecimiento
0seo, si no también qué tipo de hueso se esta formando, es decir, la calidad del
mismo.

En microCT el total del porcentaje de hueso formado se ha clasificado segun las
unidades Houndsfield, siguiendo la clasificaciéon de Misch (tabla.5), lo que nos ha
dado el porcentaje de cada tipo de hueso formado.

Si comparamos los defectos control frente a los tratados con DFO, vemos que tanto
alas 3 como a las 6 semanas, la calidad del hueso es mejor en los defectos tratados.
Ya que el porcentaje de tejido conjuntivo no 6seo (D5) es menor en estos defectos
y el porcentaje del hueso de mayor complejidad aparecido, en este trabajo el D2
(hueso poroso y trabecular) y D3 (hueso poroso y trabecular fino) es mayor en los
defectos tratados.

Comparando en el tiempo mientras que a las 3 semanas solo hay una muestra que
tenga hueso D2, a las 6 semanas esto ocurre en todas las muestras, al igual que el
porcentaje de tejido no 6seo es mucho menor a las 6 semanas. Por lo tanto se
puede decir que aunque tal como hemos visto en la cantidad de hueso formada, a
las 6 semanas se produce un retroceso, el hueso que se forma es de mejor calidad.

Es ampliamente conocido el papel del Ca y del P en el metabolismo 6seo y su
importancia en la formacion de este tejido en cualquier estadio, bien sea por
neoformacién, por reparacion de una fractura, como por remodelado. La
codependencia de estos dos elementos entre si (36) ha llevado a numerosos
investigadores a utilizar el valor del ratio Ca/P como indicador de la calidad del
hueso formado (37, 38, 39, 40), es por tanto el parametro que se ha utilizado para
medir la calidad del hueso con EDX.
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En este caso si son claramente coincidentes ambas técnicas y se ve claramente que
la calidad del hueso es mas alta en las muestras tratadas con DFO frente a las
muestras control tanto a las 3 como a las 6 semanas. Y también es mejor la calidad
de este hueso a las 6 semanas frente a las 3, de forma estadisticamente
significativa. Apoya pues el resultado ya anunciado de que aunque a las 6 semanas
se ha destruido hueso y hay menos, la calidad de este es mayor. También se podia
intuir en las fotografias y radiografias, donde a pesar de ver la parte centrales
huecas a las 6 semanas, los bordes eran practicamente indistinguibles del tejido
6seo circundante. Hace pensar en un remodelado 6seo que va desde la periferia
hacia el centro.

Aunque lleva afios siendo estudiada, la importancia de la hipoxia (36) y de la via
del factor inducido por hipoxia 1a (HIF-1a) en el proceso de reparacion ésea, es
poco conocida y muy compleja (37), asi como de qué forma pueden afectar
modificaciones farmacolégicas sobre esta via y finalmente qué efecto puede tener
sobre la formacidon de nuevo tejido dseo. De ahi la importancia de este estudio
donde pretendemos observar cémo afecta el uso de la DFO en esta via y como se ve
reflejado a través de distintas técnicas de imagen con distinta precision conocida.

En cuanto a las limitaciones del estudio, la principal ha sido el pequeiio nimero de
muestras utilizadas, lo que en técnicas como el EDX nos ha llevado a una
dispersion de datos bastante elevada. Sin embargo este es un factor que en
microCT se ha compensado gracias al sistema de vdxels que utiliza esta técnica,
pudiendo considerar cada uno de ellos como una n y por lo tanto elevar este
parametro a valores que superan los cien mil por muestra.

También se ha podido observar que la maduracién del hueso no ha sido completa,
no encontrando ningun defecto con hueso consolidado en él, que tuviera valores de
HU superiores a 1250, lo que indicaria maduracién total del hueso.

La gran mayoria de estudios que se llevan a cabo sobre regeneraciéon 6sea en
modelos animales utilizan la histologia como metodologia de base, sin embargo, tal
como hemos podido ver en este estudio y tal como Del Rosario et alt (2015) (43),
dice en su estudio, la microCT es una alternativa completa y suficiente para evaluar
la formacidn 6sea en defectos de tamafio critico.

Estas limitaciones nos llevan a pensar en posibles direcciones a las que se pueden
dirigir estudios futuros. Seria muy interesante llevar a cabo un estudio longitudinal
de mayor duracion donde pudieran estudiarse en un mismo individuo in vivo a lo
largo del tiempo cémo se produce dicha reparacién 6dsea utilizando esta
caracteristica de la microCT.

Explorar nuevas vias de administraciéon de la DFO, para que se produzca de forma
controlada en el tiempo como puede ser a través de andamios vascularizados
impresos en 3D (58), en nanoesferas (59) u otro tipo de estructuras que aseguren
una liberacion prolongada.

Finalmente de manifiesto la via osteoclastica desencadenada por la DFO a través
de la esclerostina se revela sumamente interesante, asi pues, habria que planificar
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estudios en esa direccion que pudieran confirmarla asi como dilucidar los
mecanismos que la dirigen.
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7. CONCLUSIONES

Tras el estudio sobre la regeneracion 6sea con diferentes técnicas de imagen y del
efecto de la DFO en defectos de tamafio critico realizados en un modelo in vivo de
ratas Wistar, las conclusiones que se han obtenido son las siguientes:

I1.

I1L.

IV.

Técnicas de imagen aplicadas al estudio de la regeneracién ésea y del efecto de la

Desde el punto de vista cualitativo, la microCT es la técnica de imagen mas
adecuada al estudio de la reparacién y cicatrizacién del tejido 6seo. La
fotografia, radiografia de rayos X y el SEM-EDX se pueden usar de forma
complementaria.

Evaluando cuantitativamente el porcentaje de hueso formado con microCT,
la deferoxamina tiene un efecto positivo sobre la formacion de nuevo hueso
a las 3 semanas y un efecto inhibitorio a las 6 semanas.

Evaluando cuantitativamente la formacién de hueso con el porcentaje de
oxigeno medido en los defectos con EDX, se concluye que no es un
parametro adecuado para el estudio de la regeneracion dsea.

Tanto el parametro de los porcentajes por tipos de tejido formados medidos
con microCT, como el ratio Ca/P medido con EDX confirman el efecto
positivo tiempo-dependiente de la deferoxamina sobre la calidad del hueso
formado en los defectos.
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