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1. Memoria
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1.1. Introduccién y objetivos

En el marco de colaboracion entre la Universidad de Cantabria y la
Fundacion Marqués de Valdecilla, se lleva varios afios trabajando con el fin
de conseguir comprender de forma mas precisa el comportamiento
mecanico de materiales biolégicos. Para ello, el Laboratorio de la Division de
Ciencia e Ingenieria de los Materiales (en adelante, LADICIM) y la Unidad
de Metabolismo Oseo y Mineral (MOM) del hospital universitario Marqués de
Valdecilla han trabajado juntos; intentando de alguna manera trasladar el
conocimiento empirico del cuerpo humano, a parametros con los que operar

reduciendo la especulacion.

La caracterizacibn de materiales biolégicos es inherentemente
compleja, debido a que no se pueden hacer ensayos en tejidos de pacientes
vivos y a la gran dispersion de los resultados. Teniendo esto en cuenta, se
trabaja bajo la premisa de que los materiales biolégicos responden a las
estimulaciones mecanicas siguiendo los mismos principios en que se basa
la caracterizacion de materiales inertes. La consecuencia directa de esta
premisa es que se acepta que las técnicas de ensayo utilizadas para
caracterizacion de materiales inertes, es valida también para la
caracterizacion de materiales bioldgicos. Esta idea es extendida mas

adelante en el estudio de antecedentes.

Este proyecto aborda el comportamiento de huesos de ratas Sprague-
Dawley a las que se somete a una cirugia llamada osteotomia de
sustraccién (simulando una circunstancia anatémica conocida como
pseudoartrosis) con el objetivo de estudiar el comportamiento mecénico del
callo 6seo formado durante la curacién, considerando para ello el efecto de
diversos medicamentos. Para evaluar esta respuesta, los huesos son
sometidos a ensayos de flexion en cuatro puntos, ultra-micro indentacion e

impacto (ensayos Charpy).
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Hasta ahora LADICIM habia obtenido resultados muy positivos al
estudiar muestras biolégicas con los ensayos de flexion y ultra-micro
indentacioén, de manera que se tomo la decision de avanzar un poco mas en
estos estudios tratando de validar los ensayos de impacto Charpy como

meétodo de estudio de materiales biologicos.

El interés de validar este tipo de ensayo responde al hecho de que
reproduce de forma mas realista una situacion en la que se presenten
esfuerzos dindmicos (a diferencia de los ensayos estaticos de flexion e
indentacion). Segun un estudio consultado, las roturas de tibias estan
causadas en un 99'8% de los casos por situaciones en las que hubo
impactos sobre la pierna [1]. De esto se deduce que, si bien los ensayos
estaticos son tremendamente Utiles para hallar algunas de las propiedades
del material, los ensayos de impacto (en caso de ser validados) nos daran
una perspectiva mas realista de cual es el comportamiento del hueso en el

momento en el que se produzca una rotura.

En lo referente al estudio de huesos sometidos a la osteotomia de
sustraccion, su motivacion se justifica en el subapartado “pseudoartrosis y

osteotomia de sustraccion” (dentro del punto 1.2.2.).

1.2. Antecedentes

1.2.1. Estudios previos

LADICIM ha llevado a cabo una serie de estudios que han conducido
a este proyecto final de carrera. Para llegar a este punto, se debia demostrar
en primer lugar que los métodos de analisis utilizados para materiales
inertes, son validos también para materiales biolégicos. Esto suponia un
reto, puesto que las muestras de los materiales a ensayar (huesos de ratas
en su mayoria) tienen unas dimensiones mucho mas reducidas que las
probetas habitualmente utilizadas en el laboratorio. Ademas, la geometria es

compleja; hecho que conlleva una dificultas afiadida a la hora de mantener
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la estabilidad de la muestra durante el ensayo. Ademas, los resultados
suelen ofrecer grandes dispersiones debido a lo heterogéneo de las
muestras, por su componente genética; lo que supone una dificultad
anadida.

Por estas razones, los primeros pasos que se dieron fueron en la
direccién de tratar de conseguir formas de ensayar las muestras, de manera
que los ensayos pudieran ser considerados equivalentes a los usados en
materiales inertes, dando lugar a resultados comparables entre si. Este
estudio dio lugar al disefio de los utillajes necesarios para hacer los ensayos

de caracterizacion.

Una vez los utillajes fueron validados, se pasé a estudiar si los
resultados ofrecidos por los ensayos podian ser considerados validos. Para
ello se llevé a cabo un amplio estudio en el que se utilizaron 30 ratas que
cumplian con una serie de caracteristicas comunes (hembras, peso
comprendido entre 250 y 350 gramos y de edades similares), con el fin de
tener una poblacién de estudio suficiente para el andlisis a la vez que se
trataba de disminuir la dispersion. Se hicieron cinco grupos de estudio

sometidos a distintos tratamientos:

e Un grupo de control

e Un grupo con osteoporosis inducida y sin tratar

e Un grupo con osteoporosis inducida tratada con farmaco 1
e Un grupo con osteoporosis inducida tratada con farmaco 2

e Un grupo con osteoporosis inducida tratada con ambos farmacos

Se hicieron ensayos de flexion de los fustes de las tibias, los fémures
y los humeros; asi como ensayos de nanoindentacion de los mismos,
distinguiendo entre hueso cortical y trabecular. El analisis de los resultados
de esos ensayos llevo a la conclusion de que este tipo de ensayos, propios
de materiales inertes, resulta valido para el estudio de materiales biol6gicos

y como método para evaluar el efecto comparativo de medicamentos.
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1.2.2. El tejido 6seo

El hueso es un tejido conjuntivo rigido e inflexible en el que la matriz
extracelular se ha impregnado de sales de calcio y fosfato en un proceso
denominado mineralizacion. Las funciones del hueso son: el soporte y
proteccion del cuerpo y sus 6rganos, y el actuar como reservorio para los
iones de calcio y fosfato [2]. La funcidn que buscamos estudiar es la

primera.

Como todos los demas tejidos conectivos, el hueso se compone de
células y una matriz intercelular en la que estan embebidas la gran mayoria
de sus células (osteocitos). Aunque existen diferencias entre huesos, estos
estan generalmente constituidos por un 25% de agua, un 40 % de minerales
(sales inorganicas ricas en calcio y fosfato) y un 35 % de material organico

en el que destaca el colageno [3].
Segun sus dimensiones, los huesos pueden ser clasificados en:

e Huesos largos: En ellos se distingue un cuerpo (o diafisis) y
dos extremidades. El crecimiento se hace, predominantemente
en una direccion.

e Huesos planos: Compuestos por dos laminas compactas entre
las que se dispone material esponjoso. Crecen en dos
direcciones.

e Huesos cortos: Formados por tejido esponjoso, rodeado de
una cubierta compacta.

e Huesos irregulares: Comprende huesos que no pueden ser
comprendidos en los grupos anteriores.

e Huesos neumaticos: Poseen cavidades tapizadas de mucosa

gue contienen aire. Se encuentran en el craneo.

10
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e Huesos sesamoides: Se trata de un hueso incrustado en un

tendon, p. ej.: la rétula [4].

En este proyecto se estudian Unicamente huesos largos, debido a que
son los que presentan la geometria mas propicia para la realizacion de
estudios de impacto y, sobre todo, a que son huesos que se rompen, en la
mayoria de los casos, en plena actividad y como consecuencia de acciones

violentas aplicadas sobre la extremidad [5].

1.2.2.1. Estructura macroscopica de huesos largos

Como se ha mencionado anteriormente, en los huesos largos pueden
distinguirse con facilidad un cuerpo central (conocido como diafisis) y unas
extremidades (epifisis). La diafisis esta constituida por hueso compacto (o
cortical) que forma un cilindro hueco con un espacio medular central llamado
cavidad medular, mientras que la epifisis esta formada por hueso esponjoso
(o trabecular); las diferencias entre estos tipos de huesos se explican mas
adelante. Los huesos se encuentran mayoritariamente recubiertos (salvo en
las superficies articulares y en los lugares de insercion de tendones y
ligamentos) de una capa de tejido conjuntivo con capacidad osteogénica
llamada periostio. La cavidad medular de la diafisis y los espacios dentro del
hueso esponjoso estan revestidos por endostio, que tiene también
capacidad osteogénica (requerida para que pueda darse el proceso de
remodelacion 6sea que se explica méas adelante) [6].

- Hueso cortical

Esta formado por columnas Oseas paralelas se disponen siguiendo el eje
mayor (en los huesos largos), es decir, las lineas de tension a que el hueso
esta sometido. Estas columnas constan de capas 0seas concéntricas
dispuestas alrededor de un canal central que contiene vasos sanguineos,

linfaticos y nervios.

11
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- Hueso trabecular

Formado por una red de trabéculas 6éseas separadas por espacios
laberinticos comunicantes que contienen la médula ésea. Las trabéculas son
finas y estan formadas por laminillas irregulares de hueso con lagunas en

las que se encuentran los osteocitos.

Epiphyseal disks

Articular cartilage —-
Spongy bone = GP';?;;‘?;L
Space containing il
red marrow
Compact bone
Medullary cavity
Yellow marrow — Diaphysis
Periosteum
— Distal
epiphysis

Figura 1 - Estructura macroscoépica de un fémur [7]
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1.2.2.2. Remodelacidon 6sea

Es importante entender que los huesos no son estructuras estaticas.
Al contrario, estan cambiando continuamente (no sélo en la infancia con su
crecimiento). Para entender el proceso de remodelacion ésea es necesario
conocer dos tipos de células que participan en el mismo: los osteoclastos y

los osteoblastos.

Los osteoclastos son las células responsables de la reabsorcion del
hueso. En la cara del osteoclasto que se apoya sobre la matriz 6sea, se
produce una reduccién del pH que hace que el mineral se disuelva. Tras la
disolucion de la parte mineral y mediante la actuacion de enzimas, se
degrada la componente; con lo que la reabsorcion queda completa. Este
proceso se da a una velocidad de decenas de micras por dia. Una vez la

reabsorcion se ha completado, los osteoclastos mueren

Los osteoblastos por su parte son las células que forman el nuevo
hueso. Su funcién principal es la de segregar las proteinas que forman la
matriz organica. Estas proteinas se apoyan sobre una superficie de hueso
antiguo, dando lugar al osteoide. Este contiene colageno, proteinas,
proteoglicanos y agua, pero no mineral (que sera adquirido una vez haya
terminado el proceso de formacién). El crecimiento del hueso debido a la
actuacion de osteoblastos de da a una velocidad de un micra diario

aproximadamente.

Hay un ultimo tipo de de célula llamada osteocito. Los osteocitos son
osteoblastos que han quedado atrapados en la matriz 6sea, dejando de
cumplir con sus funciones de formacion de hueso para convertirse en
células que se comunican entre si, trasladando informacion sobre posibles
roturas, por ejemplo. Hay que tener en cuenta que, si bien el 70% de la
remodelacion es aleatorio como “mantenimiento” de nuestro sistema 6seo,
un 30% esta dirigida a reparar microfracturas, y ahi es donde entra en juego

la comunicacion entre osteocitos.

13
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Figura 2 - Corte horizontal de un hueso largo. Los husos negros son osteocitos. [8]

Las distintas etapas de la remodelacion son:

e Activacion: Esta fase comienza con el reclutamiento de pre-
osteoclastos, que se diferencian y fusionan dando Ilugar a
osteoclastos maduros. No se conoce bien el desencadenante de la
fase de activacion, pero se cree que puede estar ligada a parametros
mecanicos, endocrinolégicos y a otros parametros propios de la
estructura 6sea (como el envejecimiento o sufrimiento de algun
dafo).

e Resorcion: Durante esta fase, los osteoclastos se fijan al hueso que
va a ser renovado para disolverlo. El remanente de hueso es
absorbido por el propio osteoclasto hasta que llega al limite de la
zona que va a ser renovada. Una vez alcanzada esta zona los
osteoclastos desaparecen por apoptosis.

e Inversion: Esta es una fase de aparente inactividad durante la cual
se desencadenan las sefiales que reclutan a los osteoblastos que

terminaran por formar el hueso.
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e Formacion: Durante esta etapa, los osteoblastos sintetizan vy
depositan la matriz osteoide, que se mineralizar4 posteriormente.
Como ya se ha dicho, la formacién de osteocitos es consecuencia de
gue hay osteoblastos que quedan atrapados en la matriz que se va
depositando. Se calcula que aproximadamente la mitad de los
osteoblastos que forman la matriz inicialmente acaban convirtiéndose
en osteocitos. El resto puede terminar convirtiendose en célula de

borde o bien puede morir por apoptosis.

1.2.2.3. Pseudoartrosis y osteotomia de sustraccion

La pseudoartrosis es una complicacion de las fracturas que se
enmarca dentro de las que se consideran tardias. Se denomina
pseudoartrosis a la falta total de consolidacion de una fractura, que da lugar
a la formacion de una falsa articulacion a nivel del foco de la fractura. Desde
un punto de vista clinico, si a las 9 meses de que se produjera la lesion
persiste movilidad en el hueso, se considera que se esta ante un caso de
pseudoartrosis. En el desarrollo de la pseudoartrosis influyen factores
generales (no relativos a la lesion o habitos del paciente), locales (derivados
de las complicaciones propias de la lesion en concreto y de la forma en que
el paciente reacciona a la misma) y debidos al tratamiento.

Si bien la pseudoartrosis tiene una tasa de incidencia del 3-4% sobre
el total de fracturas que se tratan, no debemos caer en el error de pensar
gque su importancia es pequefia. Los casos de pseudoartrosis tienen
consecuencias muy graves para los pacientes que las experimentan
(llegando a la necrosis del tejido periférico, que puede conducir en ultima
instancia a la necesidad de sustituir parte del tejido 6éseo por un implante), lo
gue hace basico el conocer a fondo la mecanica del hueso tanto sano como
afectado; y de la misma manera, de los farmacos que se pueden emplear

para evitar que esta condicion se produzca.

En este estudio, la pseudoartrosis de los fémures de las ratas se ha

simulado mediante un procedimiento conocido como osteotomia de
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sustraccion. Este método consiste en el sometimiento del animal a una
intervencion quirdrgica en la que parte de la diéfisis del hueso es retirada (en
este estudio se ha buscado obtener una separacién entre las partes
restantes del fémur de 2 mm). Una vez ese trozo de hueso es retirado, se
introduce un tornillo por la cabeza inferior del fémur en sentido axial. La
funcién de este tornillo es la de impedir que las partes superior e inferior del
hueso se acerquen mas de lo deseado (0 entren en contacto en ultima
instancia), de manera que se pueda simular correctamente una situacion de

pseudoartrosis [9].

1.3. Metodologia

En este apartado se explican los procedimientos que se llevaron a
cabo y se presenta el equipo que fue utilizado para la realizacion de los
ensayos. También se explica el procedimiento seguido para la obtencion de

las muestras, debido a su naturaleza biologica.

1.3.1. Obtencién de muestras

1.3.1.1. Tratamiento de los animales

Para la obtencion de los resultados, 12 ratas Sprague-Dawley (todas
hembras) fueron criadas en condiciones idénticas, en términos de dieta,
temperatura y humedad. Las ratas fueron aleatoriamente divididas en cuatro
grupos a cada uno de los cuales se asigno un procedimiento quirdrgico y un
tratamiento especifico. Los tratamientos proporcionados a las ratas se
basaron en su peso y sus dosis especificas pueden ser consultadas en el

apeéndice.

El estudio se divide en cuatro partes, cada una de las cuales involucra

a cuatro ratas. Las fases son consecutivas en el tiempo en intervalos de tres
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meses, que es a su vez el tiempo que se tardd en obtener cada grupo de
muestras. De cada rata se obtienen 4 muestras: los fémures y tibias
derechas e izquierdas, que son preparadas y conservadas para la futura

realizacion de los ensayos biomecanicos.

Las ratas son sometidas a una intervencion quirirgica a los seis
meses de vida, aproximadamente. La edad media de las ratas Sprague
Dawley es de unos 2.5-3.5 afios, pero a los seis meses el animal ha
alcanzado su tamafo adulto y plena madurez. Cuando el periodo de
tratamiento de doce semanas acaba, las ratas son sacrificadas para la
extraccion de los huesos. El sacrificio de las ratas se hizo siguiendo el
procedimiento ético propio del sacrificio de animales empleados para la

experimentacion.

Como ya se ha dicho, las ratas fueron divididas en cuatro grupos:
fractura normal, grupo de control, farmaco 1 y farmaco 2. La nomenclatura
utilizada para referirse a cada uno de estos grupos se presenta a

continuacion.

Descripcion del grupo Nomenclatura | Nombre del
grupo

Fractura normal con suero fisioldgico F+S Fractura normal

Osteotomia de substraccion con suero | OS+S Grupo de control

fisiolégico

Osteotomia de substraccion con farmaco 1 OS+F1 Farmaco 1

Osteotomia de substraccion con farmaco 2 OS+F2 Farmaco 2

La aplicacion de suero fisioldgico tiene su razdn de ser en que actua
como placebo, puesto que todas las ratas deben estar sometidas a

condiciones de estrés semejantes y por lo tanto todas deben ser inyectadas.

El procedimiento llevado a cabo fue el mismo para los grupos OS+S,
OS+F1 y OS+F2. En la figura siguiente, se recoge un diagrama que

representa la progresion de acontecimientos que ocurre en el fémur
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(intervencion y tedrica evolucion del tejido). A las ratas del grupo F+S se les
sometia a una intervencion similar, pero no habia extraccion de tejido 6seo

puesto que se queria simular una fractura simple.

La intervencion consiste en la realizacion de una incisién que da
acceso al hueso para poder extraer después un trozo del fémur de dos
milimetros de espesor. Este procedimiento se conoce como osteotomia de
sustraccion. Una vez la separacion de dos milimetros habia sido hecha, y
con la intencidon de que este “hueco” se mantuviera en el tiempo; se
introducia un tornillo por el extremo inferior del fémur derecho de la rata. Los
tornillos empleados fueron adquiridos a Traor Norte y su tamafio era de 2

mm X 24mm.

Para tener la certeza de que el callo 6seo se formaba correctamente

durante el tratamiento, las ratas fueron monitorizadas a intervalos regulares.

Blood 1 '\
Vessel o — |
y [ —
Generated
Subtraction ~~.~)1y 19 External Callus
Osteotomy I . ‘n A Internal Callus (cartilage) V)
(2mm) e T B 'y (fibrous tissue NewBibod ] s i
Fractured A\ oy .. o] / Vessel (4 (formed from
Bone _ﬁ ' r‘.\f“n Soft Bone soft bone callus)
{hy) - ; Trabeculae ¢
4 4
) )
4 4
Screw
i |l
0 WEEKS 3-6 WEEKS +8 WEEKS

Generated Osteotomy and > Fibrocartilaginous Callus ;

Siegel, P. (2012). ANAT 416: Development, Disease and Regeneration, Lecture: Bone Remodeling and Fracture Repair. [Class handout]. Retrieved from hitps://shibboleth megill ca/idp/Authn/UserPassword
Palmer, C. 1. (1949). Library of Practical Electricity: Practical Mathematics For Home Study. New York: McGraw-Hill

Hardening of Soft Callus

Figura 3 - Diagrama del proceso de curacion durante el tratamiento
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1.3.1.2. Monitorizacién de los animales

La monitorizacion es muy importante, pues sirve para detectar
complicaciones en las primeras etapas del tratamiento; pero ademas, la
monitorizacion tiene el propoésito afiadido de servir como herramienta para
comprobar que la separacion de las partes superior e inferior del fémur se
mantiene. Para conseguir esto, se toman imagenes peridédicas del fémur
derecho mediante el uso de rayos X. Para la obtencion de la imagen es
necesario que la rata esté quieta, de manera que los animales son
anestesiados antes. La primera imagen se toma a los siete dias de la
intervencidén, para comprobar que ésta ha tenido éxito y que no hay
complicaciones. A las seis semanas se lleva a cabo otra prueba de rayos X
como comprobacién de que el callo se esta formando correctamente y que
la separacion se mantiene. Por ultimo, la decimosegunda semana se hace
una ultima prueba antes del sacrificio. En las tres ocasiones, se toman
imagenes desde dos angulos: lateral y antero-posterior. A continuacion se
presenta un ejemplo de las imagenes tomadas.

Emisor de rayos X

Receptor de rayos

Figura 4 - Placa anterio-posterior del fémur derecho previa al sacrificio
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Los resultados de las pruebas de rayos X se guardan como un
archivo de imagen que es posteriormente analizado en AutoCAD (medir la
distancia entre partes superior e inferior y evolucion de la misma a lo largo

del tratamiento).

vicm IA" .

Figura 5 - Medicion de la separacion en dos muestras distintas: a) vista lateral, b) vista anterio-posterior

Como se muestra en la figura anterior, se emplea AutoCAD para
medir la separacion media del fémur. Puede apreciarse que en la foto b)
también se ha medido el tornillo para verificar que la escala empleada es la
correcta y asegurar la precision de las mediciones. El tamafio de estas
separaciones se recogido como dato para poder emplearlo posteriormente en
un diagrama de comparacion de fuerzas maximas frente a tamafio de la

separacion.

Una vez se ha hecho la dltima placa de los fémures, se procede a la

extraccion de los huesos.
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1.3.1.3. Extraccion de los huesos

Los huesos de las ratas deben ser extraidos de sus cuerpos para
poder llevar a cabo los experimentos. El procedimiento seguido consistié en
la anestesia subcutanea de la rata mediante una mezcla de ketamina y
medetomidina, tras lo cual las ratas fueron sacrificadas mediante la

inhalacion de CO..

Figura 6 - Proceso de extraccion de un fémur

Los huesos fueron extraidos mediante un procedimiento quirdrgico

llevado a cabo por personal médico.
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En primer lugar, se realiza una incision en la piel utilizando un
escalpelo. Una vez el hueso ha sido localizado, se cortan los musculos y
ligamentos que lo rodean; tras lo cual el fémur y la tibia son separados de
los elementos anatdmicos que los rodean (cadera y peroné). Con el hueso
fuera del cadaver, lo Unico que queda por hacer es retirar el exceso de tejido
y cartilago. La tibia queda asi lista para ser ensayada, pero el fémur lleva

asociado un procedimiento adicional.

Como se aprecia en la segunda foto del collage que precede a estos
parrafos, el tornillo debe ser extraido del fémur derecho. Para ello se utiliza
un destornillador especialmente disefiado para la operacion. Esta es la parte
mas dificil del procedimiento de obtencidon de las muestras, ya que el callo

normalmente crece alrededor del tornillo y dificulta la extraccion.

En la tercera foto puede verse la cabeza del tornillo aun dentro de la
rata junto con la hoja de datos de la rata. Durante todo el proceso se puso
especial cuidado en que todas las ratas fueran etiquetadas correctamente,
pues errores de ese tipo pueden conducir a errores importantes a la hora de

analizar los resultados.

Hay que tener en cuenta que la extraccién de los huesos y su ensayo
no se produjeron de forma consecutiva, con lo cual los huesos debian ser
conservados en solucién salina para evitar que se secaran. Esta solucion
salina que contenia el hueso era después situada en un contenedor
herméticamente sellado que se mantenia a 4° C hasta el momento en que el

hueso era ensayado.

1.3.2. Ensayo de flexién en cuatro puntos

1.3.2.1. Preparaciéon de las muestras

Una vez los huesos son extraidos, se limpian con la intencion de

eliminar cualquier exceso de cartilagos, ligamentos o tejido muscular que
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hayan podido quedar. Los ensayos de flexion en cuatro puntos fueron
llevados a cabo en la diafisis de los fémures, usando para ello una maquina
Servosis ME-405/1 con una célula de carga de 1250 N. La imagen que sigue
a continuacién deja ver el procedimiento seguido para eliminar los extremos
de los fémures. Para ello, se utilizaron una sierra, una pinza mecanica y una
cobertura para proteger al hueso de cualquier dafio que pudiera afectar a
los resultados. Es muy importante poner un gran cuidado a la hora de
manejar las muestras (especialmente los fémures derechos), pues son

fragiles y dafarlas podria invalidarlas para el estudio.

Figura 7 - Obtencion de la cabeza superior de un fémur durante la preparacion de muestras

Una vez se ha limpiado el hueso y se han separado los extremos

superior e inferior, el aspecto que presentan las muestras es el siguiente.
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B F2R - ¥T

Figura 8 - Muestra preparada para la realizacion del ensayo de flexion

En la foto se aprecia una regla graduada para poder tener una idea
del tamafo de las muestras. Ademas, cada muestra estd nombrada con la
nomenclatura que se empled para identificarlas antes de ser ensayadas. Los
extremos (también llamados cabezas) se guardaban en contenedores
marcados hasta el momento en que se hacian los ensayos de ultra-micro

indentacion.

Para obtener unos resultados que se acercaran a la realidad, los
ensayos se realizaron, por lo general, en las 24 horas que siguieron a la
extraccion. Antes de realizar el ensayo, la temperatura de los huesos se
elevaba hasta alcanzar los 37° C. Para conseguir esto, el hueso era
sumergido en una solucién salina cuya temperatura se mantenia constante
mediante el uso de una bafera de agua digital (Shel Lab Digital H,O). El
objetivo de esta operacion es simular las condiciones en las que se

encuentra el hueso en el cuerpo del animal.

1.3.2.2. Procedimiento de ensayo

El equipo debe ser preparado antes de ejecutar los ensayos. Los

principales pasos de la preparacion del ensayo son los siguientes:
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1. Montar los componentes de la maquina (brazo con actuador y
sistema de medida)

2. Montar el soporte de la muestra y el contenedor (contenedor de
metacrilato y puntos de presion)

3. Montar el calentador y la conduccion de agua (bafio de agua, bomba
y calibrar la temperatura)

4. Calibrar el sistema de recogida de datos (formato de los datos y

parametros)

Una vez se han completado los pasos mencionados, se puede
proceder a la realizacion de los ensayos. Se colocaba la muestra en el
contenedor de metacrilato y se iniciaba un bafio de agua a 37° C. Mediante
la ayuda de una bomba, se mantenia un flujo de agua caliente en torno a la
muestra, recreando las condiciones in vivo. En la foto que sigue se observan

los principales elementos del ensayo.

Figura 9 - Instalacion empleada en la realizacion del ensayo de flexion en cuatro puntos
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El ensayo de flexion en cuatro puntos es importante en el estudio
biomecanico de los huesos, puesto que permite la aplicacion de una carga
de flexién, simulando asi las condiciones en las que la diéfisis de los
fémures suele romperse. Durante el ensayo, la carga era aplicada mediante
un piston hidraulico, a través de dos puntos que entraban en contacto con el
hueso. La muestra era apoyada sobre dos cilindros metélicos, separados 15
milimetros entre si. La carga era aplicada a velocidad constante hasta que
los dos puntos del brazo hidraulico entraban en contacto con la superficie
del hueso. En la figura que sigue, se ve el actuador antes de que entre en
contacto con la muestra. F representa la fuerza aplicada por el actuador.
Tanto esta fuerza como el desplazamiento eran medidas por un sistema

informatizado acoplado a la maquina.

Figura 10 - Un fémur izquierdo a punto de ser ensayado

La muestra actia como una viga en este ensayo. La parte superior
trabaja a compresion, mientras que la inferior trabaja a traccion. En la figura
anterior se aprecian los cuatro puntos que dan nombre al ensayo (cilindros
metalicos).
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A partir de los datos recogidos durante los ensayos y mediante el uso
de Excel, también se obtuvieron las graficas de fuerza-desplazamiento.
Mediante estas graficas se obtienen tres propiedades mecénicas: fuerza
maxima (Fmax), energia absorbida hasta fuerza maximas (E,) y rigidez. A
continuacion se muestra un ejemplo de curva fuerza-desplazamiento

estandar obtenida en el ensayo de flexion en cuatro puntos.
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Desplazamiento (mm)

Figura 11 — Gréfica que fuerza-desplazamiento tipica

De cada ensayo realizado, se obtiene una grafica fuerza-
desplazamiento asociada a cada fémur obtenido. Los tres parametros
calculados se presentan en la grafica anterior. La fuerza maxima esta
seflalada mediante una flecha sobre el punto de fuerza maxima. En esta
caso, la fuerza maxima coincide con el punto de fractura. Fmax es la fuerza
maxima que pueden soportar las muestras, y por lo tanto es simplemente

una carga axial medida en newtons (N). Se ha medido la fuerza maxima de
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cada muestra y con la intencién de poder aportar un valor preciso de este
paradmetro, se ha hecho la media de los valores obtenidos durante las cuatro

fases.

La energia absorbida hasta fuerza maxima es el &rea sombreada en
gris sobre la gréfica. Se trata del area comprendida entre el eje X y la
gréfica, desde el origen hasta el punto en el que se obtiene la Fmax. La

energia absorbida se mide en julios (J).

La rigidez se obtiene de calcular la pendiente de la curva fuerza-
desplazamiento en su régimen lineal (zona elastica). Como se aprecia en la
grafica, esta zona corresponde a la parte inicial de la misma. La rigidez ha

sido medida en N*mm™.

1.3.3. Ensayo de ultra-micro indentacion

1.3.3.1. Preparaciéon de las muestras

En primer lugar, las cabezas de los fémures son sumergidas en una
resina acrilica de dos componentes (Viafix liquid y Viafix poder, adquiridos a
Struers). Esta operacion tiene su razéon de ser en el hecho de que las
muestras necesitan un soporte con geometria apta para la realizacién del
ensayo. Para ello, se requiere una base que pueda ser pulida y después
colocada en la maquina de ensayo. Se muestra una foto de las muestras en

la resina.
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Figura 12 - Inmersion de las cabezas de los fémures en las resinas

Una vez las muestras estan completamente recubiertas por la resina,
ésta se pule hasta que se obtiene una superficie uniforme que se pueda
analizar en la maquina. El proceso de pulido no es constante, ya que esta

supeditado al espesor y la consistencia de la resina.

Una pulidora automatica de la marca Struers (figura siguiente) fue la
empleada para pulir las superficies de la resina. El molino fija la muestra
mediante la generacién de una depresion, y un disco que gira a 150 rpm

pule la superficie. La maquina utiliza agua como lubricante.
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Figura 13 - Pulidora de muestras embutidas

El pulido es progresivo, por ello se usaron cuatro tipos distintos de
papel recubierto de carburo de silicio para pulir las muestras. Los discos de
pulir fueron adquiridos a Struers y tenia los tamafios de grano siguientes:
500, 1200, 2400 y 4000. En la foto que sigue se muestran los discos

empleados.

R NSRS .

Figura 14 - Muestras de algunos de los discos de carbonato de silicio empleados

30



Aitor Zabala Septién Metodologia

Por dltimo, se usaba un disco de terciopelo para obtener un acabado
suave antes de examinar las muestras. Es importante asegurarse de que las
muestras tienen el acabado adecuado, pues la precision de los resultados
depende de que este proceso se haya llevado a cabo correctamente. A
continuacién se muestra una foto con las muestras ya pulidas.

Figura 15 - Muestras pulidas

Una vez el proceso de pulido habia sido terminado, las muestras se
guardaban en una solucién salina a 5°C, con la intencion de que la
superficie pulida no se deteriorara. En el momento en que se iban a realizar
los ensayos, las muestras se precalentaban a 37°C en una bafio por
solucién salina controlado de forma digital, de manera que se reprodujesen

las condiciones in vivo.

1.3.3.2. Procedimiento de ensayo

Los ensayos se llevaron a cabo mediante el uso de una maquina
Shimadzu DUH-211 y un indentador piramidal Berkovitch. El test consiste en

un proceso de carga hasta alcanzar los 150 mN y la posterior descarga.

31



Aitor Zabala Septién Metodologia

Después de cada una de estas fases sigue un periodo de reposo durante el
qgue la carga se mantiene constante. EIl periodo de reposo tras la carga es
de diez segundos, mientras que tras la descarga es de cinco. La velocidad
de carga y descarga es la misma: 2’6648 mN/s. A continuacion se presenta

una gréafica estandar para este ensayo.
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Figura 16 - Grafica habitual obtenida en los ensayos UMI

En la gréfica anterior, se ven claramente la fases de carga (load) y
descarga (unload). h;, h,, hs, hc y hy representan distintos valores de
profundidad de indentacion que se dan a lo largo del ensayo y que son
representativos. La linea discontinua morada, cuya pendiente es S, se

emplea en el calculo del modulo elastico de indentacion.

En cada cabeza de cada fémur se deben analizar tanto el hueso
cortical como el trabecular. Para cada uno de los tipos de hueso se
realizaron catorce ensayos de indentacién, con el objetivo de obtener

valores de dureza y modulo de elasticidad. En la foto que sigue se puede ver
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la maquina de ultra-micro indentaciébn en pleno ensayo a una de las

muestras de hueso.

Figura 17 - Ejemplo de un ensayo de indentacion

La lectura de resultado se llevd a cabo mediante el uso del software
de la maquina de indentacién. Los datos eran exportados a un ordenador y

posteriormente analizados usando el programa Origin.

La dureza calculada en estos ensayos queda definida como la
relacion entre la fuerza aplicada por el indentador y el area proyectada por el
mismo. El indentador empleado para llevar a cabo estos ensayos fue de tipo
Berkovich. A continuacion se incluye una foto con la geometria del

indentador.
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Projected area

Figura 18 - Esquema de la geometria de un indentador Berkovich

El &rea proyectada por el indentador se calcul6 midiendo las alturas
del triangulo y tomando la media. El software permitia una lectura manual de
las longitudes de los lados para obtener un valor de las alturas. En la figura
que sigue se visualizan las tres alturas cuya media se hizo para obtener el

valor con el que calcular el area.

Figura 19 - Huella obtenida tras un ensayo con indicacion de las dimensiones a medir

Una vez se tiene el valor medio de las alturas, se aplica la siguiente

férmula para calcular el valor de la dureza:

160.07 X Py

HT115 = pE
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Donde Ht115 es el valor de dureza calculado por el software de la
maquina, Pmax €S la fuerza maxima y d es la media de las alturas de la

proyeccién de la indentacion.

Los ensayos de ultra-micro indentacién también permiten calcular el
valor del modulo elastico de indentacion. El valor de este modulo difiere
ligeramente del valor del médulo elastico habitual (obtenido por ejemplo en
un ensayo de traccién), puesto que es calculado basandose en la pendiente
de la tangente a la curva en la fase de descarga. Esta recta corta el eje x en
el valor h,. El médulo elastico se obtiene aplicando la relacién de Sneddon,
que relaciona el moédulo elastico reducido y la rigidez del material. Para
nuestro caso de estudio (indentador solido sobre una muestra), la férmula a

emplear es la siguiente:
S=2B |—E
.

Donde S es la rigidez de la muestra, A el area de contacto, E; el
modulo elastico reducido y B es una constante que depende del tipo de

indentador (B=1.034 en nuestro caso).

La rigidez S se obtiene de la pendiente de la recta discontinua de la
grafica anterior, mientras que el médulo elastico reducido se obtiene de la
resoluciéon de la ecuacion que sigue, que tiene en cuenta las deformaciones

del indentador y el material ensayado:

Donde E y v son el médulo elastico y el coeficiente de Poisson del
material; y E; y vi, son el modulo elastico y coeficiente de Poisson del
indentador. Los valores empleados para el calculo fueron: E;= 1141 GPay v,
=0.07.

Se tomd un valor de v igual a 0.25 para el calculo del médulo elastico
del ultra-micro indentador, que se emple6 para deducir el modulo elastico de

indentacién, a partir de la siguiente formula:
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E* = =
T 1-—v2
Donde E* es el mddulo elastico UMI y E el modulo elastico de

indentacion.

Se debe tener en cuenta que al emplear ensayos de ultra-micro
indentacion para calcular el médulo eléstico, el resultado no es muy preciso
dado que es difici medir los parametros adecuadamente en

desplazamientos tan pequefios.

1.3.4. Ensayo de impacto Charpy
1.3.4.1. Preparacion de las muestras

Para la realizacion de estos ensayos, el procedimiento de preparacion
de las muestras es similar al empleado para preparar los fémures de los
ensayos de flexion. Tras la realizacién de la cirugia, se extrae la tibia (de
forma mas sencilla que el fémur, puesto que no contiene un tornillo y no hay
que dividir la atencién en no dafiar hueso y tornillo). Una vez la tibia ha sido
extraida, se le retiran los excesos de musculo, tendones etc. al igual que se

hizo con los fémures hasta dejar el hueso limpio.

A diferencia de lo hecho en con los fémures, en las tibias no se retiran
las cabezas. Esto se debe a que la longitud de la tibia disminuiria hasta el
punto de no tener luz suficiente para realizar el ensayo de impacto. Ademas,
con las cabezas de los fémures se pueden llevar a cabo suficientes ensayos

y no es necesario el uso de las epifisis de las tibias.

La temperatura de las tibias fue elevada a los 37° C propios de un
cuerpo vivo siguiendo el mismo procedimiento que con los fémures: bafio en

solucion salina, en bafiera digital.
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1.3.4.2. Procedimiento de ensayo

El procedimiento del ensayo esta basado en la norma UNE-EN ISO
179:2, redactada para normalizar los ensayos de impacto tipo Charpy
instrumentados de plasticos. Si bien el material que va a ser ensayado en
nuestro caso no es un plastico, esta norma era la que mejor se adaptaba a
la casuistica a la que nos enfrentamos; aunque hubo que introducir
modificaciones motivadas por la geometria y respuesta al impacto de las
tibias.

Figura 20 - Maquina para la realizacion de ensayos de impacto

La maquina empleada para la realizacion de los ensayos de impacto
es de la marca CEAST-INSTRON. Esta disefiada para la realizacién de
ensayos en base a la norma ISO 179 y las DIN 53453 y 53753. Como ya se
ha mencionado, el método de ensayo empleado para las pruebas de
impacto en las tibias de las ratas es una adaptacion de la norma ISO 179.
Esta maquina es fabricada pensando en la aplicacién de esa norma y sus
parametros de partida son:

e Velocidad de impacto: 2’9 m/s

e Altura de impacto: 1000 mm
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e Angulo de impacto: 150 grados
e Masa de impacto: 1’19 kg

e Distancia entre mordazas: 62 mm

Los cambios introducidos son la distancia entre apoyos y el angulo
inicial que forma el péndulo (y como consecuencia de éste ultimo cambio, la
velocidad de impacto). En la norma UNE-EN ISO 179:2 se remite a la norma
179:1 para la determinaciéon de la distancia entre apoyos, que se fija en 62
mm para las probetas de los polimeros que habitualmente se ensayan en
esta maquina. Esta condicibn no se puede cumplir por una cuestion
anatomica. Las tibias de las ratas suelen medir en torno a 25 mm, con lo que
la distancia entre los apoyos debe ser menor para que la muestra se
sostenga en el punto por el que pasa el péndulo al caer. Por ello, se ha
adoptado una luz de apoyo de 18 mm (la distancia minima de luz que

permite la maquina).

El angulo inicial del péndulo se obtiene a partir de la velocidad que
debe llevar el péndulo en el momento del impacto. Estas velocidades estan
incluidas en una tabla en la norma 179:1 y la expresién a partir de la cual se
obtiene el angulo se recoge en la norma ISO 13802. Si bien esta velocidad
estd normalizada en los ensayos de polimeros (obteniéndose un angulo
inicial de 150 grados), no existe tal normalizacién en el ensayo de muestras
Oseas, con lo que se ha adoptado un angulo inicial de 45 grados, por ser el
que ofrecia mejores resultados. Con angulos superiores al empleado, los
resultados no eran suficientemente precisos al no oponer la muestra
suficiente resistencia como para que la tarjeta de adquisicion de datos

pudiera hacer el analisis debidamente.

Una vez se han recogido los datos, estos deben ser analizados

mediante diferentes herramientas estadisticas.
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1.4. Resultados

1.4.1. Ensayos de flexion en cuatro puntos

Para cada muestra se llevd a cabo un ensayo de flexion en cuatro
puntos. Las variables de salida del ensayo son la flecha en funcion de la

carga aplicada.

1.4.1.1. Fuerza maxima

La fuerza maxima que soportd cada muestra durante el ensayo se
calculdo a partir de las graficas obtenidas de enfrentar las dos variables
mencionadas anteriormente. La figura que sigue muestra graficamente los
valores que se obtuvieron; sobre cada columna aparece el valor medio de la
fuerza acompafado de la desviacion tipica y una linea que sobresale la
columna mostrando la proporcionalidad entre desviacion y media. Se han
incluido las fuerzas obtenidas tanto para los fémures derechos como para

los izquierdos con la intencion de poder compararlos facilmente.
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Figura 21 - Valores maximos medios y desviaciones tipicas obtenidas

Los fémures izquierdos (barras sélidas) ofrecieron resultados muy
consistentes a lo largo del estudio, hecho por el que se obtuvieron
desviaciones tipicas muy bajas (teniendo en cuenta el origen biolégico de
las muestras). La desviacion tipica es especialmente baja en los grupos de
fractura simple (F+S) y control (OS+S). Los dos grupos tratados presentan
desviaciones tipicas algo superiores a las anteriores, que podrian deberse a
la influencia de la reaccién del animal al tratamiento. Al igual que en los
humanos, la reaccion de los individuos varia entre unos y otros,

frecuentemente debido a las diferencias genéticas.

Los valores de la fuerza maxima para los fémures izquierdos no
varian mucho entre los distintos grupos considerados (la mayor variacion se
obtiene entre los dos grupos tratados). El grupo de control (OS+S) y el grupo

con fractura normal (F+S) presentan valores muy similares: 217 Ny 220 N
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respectivamente, hecho que era de esperar puesto que se trata de huesos

no operados que no han seguido tratamientos meédicos.

El mayor valor de fuerza maxima se obtiene para el farmaco niumero
1 (OS+F1) con 247 N, que es un valor considerablemente mayor que el
obtenido para la fractura normal y el grupo de control. El tratamiento con el
farmaco numero 2, sorprendentemente, parece debilitar los huesos en lugar
de fortalecerlos; a la vista de los resultados de fuerza maxima obtenidos,
que son los mas bajos de los cuatro grupos. En cualquier caso, estos
resultados deben ser comparados con los obtenidos en los fémures
derechos para poder llegar a una conclusion sobre qué tratamiento es el

mas efectivo.

Los fémures derechos (barras rayadas), presentan diferencias
notables en los valores de fuerza maxima y sus desviaciones tipicas son
altas salvo para el grupo con fractura normal (F+S) cuyo valor es de solo 6
N. Los altos valores de las desviaciones tipicas se explican debido a la gran
variacion existente entre los resultados de los ensayos durante las dos
primeras fases del estudio. Debido al hecho de que las gréficas
correspondientes al grupo OS+F2 no ofrecieron valores fiables, no fue
posible hallar valores fuerza maxima para esas muestras. La razén principal
gue explica la alta variabilidad de los resultados y la dificultad de obtener
resultados viables es la condicion fisica de los huesos operados. Los
fémures derechos tienen un callo 6seo en el centro de la diéfisis (fuste), lo
que hace que el ensayo de flexion sea menos preciso y mas dificil de llevar
a cabo (especialmente en los casos en que el callo tiene un gran tamafo).
Esta es la razon de que el grupo OS+F1 tenga una desviacion tipica de 44 N
para un valor medio de fuerza méaxima de 76 N. De la misma forma, el grupo
OS+F2 tiene un valor medio de 14 N con una desviacion tipica de 25 N. EN
cualquier caso, esta alta variabilidad no afecta al andlisis entre grupos,

puesto que las diferencias son grandes.

El grupo F+S tiene un valor medio de fuerza maxima de 27 N,
seguido por el grupo de control (OS+S) cuyo valor medio es de 20 N. El

resultado obtenido es el que se esperaba, puesto que los fémures a los que
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se ha realizado la osteotomia de sustraccion tienen una dificultad afiadida
para regenerar la zona, y el callo 6seo que se forma debilita el hueso. Al
igual que ocurria con los fémures izquierdos, el farmaco numero 2 parece
debilitar el callo 6seo con respecto al grupo de control (los valores medios

de la fuerza maxima son 14 Ny 20 N, respectivamente).

El mayor valor medio de la fuerza maxima se obtiene para el
tratamiento con el farmaco namero 1 (76 N), triplicando el valor obtenido
para el grupo F+S y cuadruplicando el valor del grupo de control. Asi, si bien
la desviacidén tipica es alta, el grupo OS+F1 ofrece un valor medio

considerablemente superior al del resto de grupos.

Si tenemos en cuenta los valores obtenidos tanto para los fémures
derechos como para los izquierdos, se observa un patron de
comportamiento similar. ElI grupo con fractura normal y el grupo de control
se comportan de forma equiparable, ofreciendo valores superiores a los del
grupo tratado con el farmaco numero 2 (OS+F2) pero inferiores a los del
grupo tratado con el farmaco numero 1 (OS+F1), que ofrece valores
significativamente superiores. Esta diferencia es mas acusada en los huesos
que han sido operados, en los que se forma el callo éseo. Asi, el tratamiento
con el farmaco numero 2 hace decrecer el valor de fuerza maxima por
debajo de los valores obtenidos para los grupos F+S y OS+S. Sin embargo,
el tratamiento con el farmaco namero 1 hace que los valores de fuerza
maxima aumenten por encima incluso de los obtenidos para el grupo F+S
(incluso habiéndose formado callo 6seo). De esto se deduce que el
tratamiento con el farmaco nimero 1 otorga a los huesos del animal una

mayor capacidad de soportar esfuerzos.

Teniendo en cuenta la distancia existente entre las partes superior e
inferior de los fémures (medida mediante rayos X) y los valores de la fuerza
maxima, la relacion entre ambos puede ser mostrada en forma de grafica
con la intencion de comparar la influencia de la separacién en la evolucion
del tratamiento. En la grafica que sigue se ha hecho lo anteriormente

indicado y se han dibujado sobre la grafica las lineas de tendencia.
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Figura 22 - Relacion entre la fuerza méaxima y el hueco entre fragmento del fémur

Si bien es dificil interpretar correctamente los resultados de la grafica
anterior, la eficacia de los tratamientos es facilmente comprensible. Por
encima de un cierto valor de la distancia entre partes del fémur, el farmaco
namero 1 es mas efectivo que el nUmero 2; visto que para una distancia
similar, el farmaco 1 es capaz de soportar una fuerza mayor que el farmaco
2.

La linea de tendencia del grupo OS+S queda visiblemente por debajo
de la que sigue el farmaco 2 hasta una distancia entre partes de 0’9 mm
aproximadamente. Por encima de ese valor, la linea de tendencia del
farmaco 2 queda por debajo de la del grupo de control. Asi, el grupo tratado
con el farmaco 2 muestra el efecto negativo del mismo a la hora de soportar
fuerza (especialmente si tenemos en cuenta que, originalmente, en este
estudio se pretendia distancias entre partes de 2 mm). La relacion entre la
fuerza maxima y la separacion entre las partes del fémur reafirma la
conclusién de que el farmaco 1 es el tratamiento mas efectivo en casos de

osteotomia de sustraccidn con separaciones superiores a los 0’75 mm.

43



Energia absorbida (mJ)

350

300

250

200

150

100

Aitor Zabala Septién Resultados

1.4.1.2. Energia almacenada hasta fuerza maxima

El ensayo de flexién en cuatro puntos también permite el célculo de la
energia absorbida hasta alcanzar la fuerza maxima (Ea), cuyo analisis
estadistico se muestra en la grafica que sigue. La forma de representar los

resultados es equivalente a la empleada en el apartado anterior.

- Fémures

izquierdos
N ”

\\\ Fémures

A derechos

166 = 141

125+78
114279

96433

921 108 Tmi.7
N - | Kivyy NN

F+S 05+S OS+F2 OS+RE
Grupos

Figura 23 - Energia maxima media y desviaciones tipicas para los distintos grupos

La energia absorbida (E,) se calcula en mJ y se puede emplear para
estimar la resiliencia del hueso, pero este procedimiento no se pudo llevar a
cabo en los huesos que habian sido operados (fémures derechos). Para
estimar la resiliencia se debe medir el area de la seccion de rotura, pero la
presencia del callo 6seo hace que la medicion sea imprecisa ya que es dificil

diferenciar el tejido 6seo del callo. Con esto presente, para poder comparar
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los resultados de fémures derechos e izquierdos se opto por el calculo de la

energia absorbida hasta alcanzar la fuerza maxima.

En la grafica anterior se observa que la desviacion tipica es alta para
los fémures izquierdos de todos los grupos. El mayor valor lo alcanza el
grupo OS+F1, que tiene un valor de desviacion tipica de 141 mJ para un
valor medio de energia absorbida de 161 mJ. Tal y como se ha dicho
anteriormente, esta gran variacion puede deberse a la reaccién de cada

animal al tratamiento.

La media de la E; que se obtiene para el grupo F+S (114 mJ) esta un
por debajo de la obtenida para el grupo OS+S (125 mJ); los resultados
obtenidos para los fémures izquierdos de estos dos grupos deberian ser
similares puesto que no han sido operados ni han seguido tratamientos

médicos.

El valor mas bajo de energia absorbida (96 mJ) se obtuvo para el
tratamiento con el farmaco 2, que parece reducir la capacidad del hueso de
absorber energia. Este valor de energia absorbida presenta la desviacion
tipica mas baja del conjunto, reforzando su validez. Por otro lado, el farmaco
namero 1 produce una recuperacion del hueso que le permite absorber
mayor energia que los pertenecientes al grupo F+S. El valor medio de E,
para el grupo OS+F1 es de 166 mJ, mientras que su desviacion tipica es de
141 mJ (valor alto). A pesar de este alto valor de desviacion tipica, las
muestras de este grupo fueron las que mejor respondieron en términos de
absorcién de energia. En cualquier caso, para poder ser concluyentes sobre
la efectividad del tratamiento es necesario analizar los resultados obtenidos

para los fémures derechos.

La variacion existente en los resultados obtenidos para los fémures
derechos se debe a la dificultad existente a la hora de llevar a cabo el
ensayo de flexién en cuatro puntos, derivada de la existencia del callo éseo.
Los grupos OS+S y OS+F2 presentan desviaciones tipicas altas, que se
pueden explicar por la dificultad existente a la hora de determinar cuando se
produce la fractura de la muestra; ya que la presencia de tejido

fibrocartilaginoso hace que el hueso no se parta en dos mitades, lo que
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conlleva dificultad a la hora de medir la fuerza maxima con precision y como

consecuencia también la energia absorbida.

Por otro lado, los grupos F+S y OS+F1 tienen desviaciones tipicas
bajas, que llevan a pensar que en el caso del farmaco 1 el tratamiento
conlleva la formacién de un callo resistente; y en el caso de la fractura

simple, que la curacién se esta desarrollando con normalidad.

La E, absorbida por el grupo F+S es de 9 mJ, muy similar a la del
grupo de control, cuyo valor es de 10 mJ. Si bien el grupo de control debiera
ser menos apto a la hora de soportar cargas, la presencia del callo le da al
hueso una mayor capacidad de absorber energia. Los huesos
pertenecientes al grupo F+S deberian estar muy proximos a la plena
recuperacion cuando se les realizé el ensayo; de ahi que un hueso sometido
a fractura normal sea mas fragil debido a que la ausencia de tejido
fibrocartilaginoso (el presente en el callo 6seo) no permite absorber tanta

energia.

El tratamiento con el farmaco nimero 2 no condujo a la formacién de
un callo resistente, visto que el valor de E, para este grupo es de solo 7 mJ.
Las muestras del grupo OS+F2 tienen una capacidad reducida de absorcion
de energia y son mas débiles que las del grupo de control y el de fractura
normal. El tratamiento con el farmaco 1, sin embargo, da lugar a muestras
mas resistentes, con un valor medio de E, de 18 mJ. El callo parece
establecer un equilibrio entre resistencia y ductilidad. Asi, las muestras
tratadas con el farmaco namero 1 son las que tienen una mayor capacidad
de soportar grandes esfuerzos antes de fallar (en términos de energia
absorbida).

En conjunto, el tratamiento con el farmaco 1 ofrece mejores
resultados que el tratamiento con el farmaco 2, en términos de absorcién de
energia. Esto convierte a las muestras del grupo OS+F1 virtualmente mas
resistentes a las fracturas. En cualquier caso, la medicion de la energia
absorbida por un material hasta la fractura no permite dar una idea de la

flexibilidad del mismo.
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1.4.1.3. Rigidez

Para un mismo valor de energia absorbida, dos materiales pueden
presentar valores muy distintos de rigidez. Es importante conocer la energia
que un material absorbe para calcular su tenacidad, pero este valor no
caracteriza por completo al material. Las curvas fuerza-desplazamiento

empleadas para el calculo de la rigidez se encuentran en el apéndice A.

Los valores de rigidez de la muestras se representan en el diagrama
de dispersion que sigue. Se han incluido los valores de los fémures
derechos e izquierdos para facilitar la comparacion de resultados. La rigidez
media de cada grupo se indica (en N*mm™) de forma numérica junto a la

nube de puntos correspondiente.
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Figura 24 - Diagrama con la rigidez de las distintas muestras

Los valores de rigidez obtenidos varian considerablemente, aunque
se muestra una tendencia comun. Esta tendencia es mas evidente en los
fémures derechos, donde hay un efecto mas acusado derivado de la
osteotomia de sustraccion. El valor medio de rigidez obtenido para el grupo
F+S es sustancialmente mayor que el obtenido para el grupo de control

tanto para los fémures operados como los que quedaron sin operar. Estos
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resultados se corresponden perfectamente con lo esperado ya que un hueso
que ha sufrido una fractura normal deberia ser mas rigido que uno sometido

a una osteotomia de sustraccion.

Ambos tratamientos incrementan la rigidez de los fémures derechos,
el grupo OS+F1 devuelve un valor de rigidez de 94 N*mm™, mientras que el
grupo OS+F2 da un valor de 56 N*mm™. Hay que recordar lo dicho en el
apartado correspondiente al estudio de la fuerza maxima, y es que para las
dos primeras fases del estudio, no se pudieron llevar a cabo ensayos de
flexién en los fémures derechos de las ratas del grupo OS+F2, de ahi que
s6lo haya un punto. Esta es la razon de que no haya un valor medio como
tal, sino s6lo una muestra; con lo que el valor no es representativo de la

efectividad del tratamiento en fémures derechos.

Desde el punto de vista de la rigidez, no esta claro cuél es el efecto
que tienen los tratamientos en los fémures izquierdos. Sin embrago, para los
fémures operados, ambos tratamientos parecen tener un efecto positivo al
incrementar la rigidez. Este incremento es mas perceptible en los fémures
tratados con el farmaco 1. En cualquier caso, los tratamientos no pueden ser

comparados con la suficiente precisién con los datos obtenidos.

Los ensayos de flexibn en cuatro puntos permitieron determinar la
fuerza maxima, energia absorbida hasta fuerza méxima y rigidez. Para
aumentar el rango del estudio, también se llevaron a cabo los ensayos de

ultra-micro indentacion.

1.4.2. Ensayos de ultra-micro indentacién

1.4.2.1. Dureza cortical y trabecular

Los ensayos de ultra-micro indentacion se llevaron a cabo con la
intencion de estudiar las durezas de las zonas cortical y trabecular. Para

entender mejor como se distribuye el material analizado, la figura siguiente
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esquematiza las diferentes zonas consideradas. Cada zona 6sea ensayada
corresponde con uno de los diagramas de cajas que se muestran mas
adelante. En cada diagrama, hay cuatro cajas que corresponden con los
cuatro grupos analizados, lo que permite comparar facilmente las durezas
de zonas equivalentes en funcion de la intervencion y el tratamiento. Los dos
tipos de tejido (cortical y trabecular) se deben analizar por separado y
representar por separado, y los resultados obtenidos no se pueden combinar
para obtener un valor medio. Estos dos tipos de tejido se forman diferente, lo
gue hace necesaria una distincion en el analisis (el hueso cortical es mas

duro y compacto que el hueso trabecular).

Desde el punto de vista anatdmico, la extremidad superior esta unida
a la caderay la inferior a la tibia. La extremidad inferior es la zona del hueso
por la que se introducia el tornillo que simulaba la pseudoartrosis, con lo que

fue imposible realizar ensayos en esa zona (sélo fémures derechos).

Extremidad
superior
Izquierdos
Cabeza .
i superior Cortical
B 4 Extremidad
inferior

Cortical

Trabecular

Animal

Trabecular
Diafisis
Cortical
Extremidad
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. c:a'bgza Derechos Trabecular
inferior Extremidad
~— inferior

Figura 25 - Esquema de las areas estudiadas en los ensayos UMI

Los diagramas que se van a ir mostrando a continuacion representan
los resultados obtenidos para los ensayos de dureza de las zonas recogidas
en el esquema anterior. En estos diagramas, la caja representa el rango
intercuartilico (el limite inferior lo dan el 25% de los datos y el superior el
75% de los mismos) y la linea la mediana. El cuadrado representa la media
y las lineas extremas o “bigotes” dan un valor superior igual al del tercer

cuartil mas 1’5 por el rango intercuartilico; y un valor inferior igual al del
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primer cuarti menos 1’5 veces el rango intercuartilico. Los valores
seflalados con una cruz representan los valores mayor y menor obtenidos

durante los ensayos (valores extremos).

Al analizar grandes conjuntos de valores (tal y como ocurre en los
ensayos de dureza), se deben considerar herramientas estadisticas que
permitan determinar patrones y variaciones existentes entre las distintas
muestras. Para comparar las respuestas de los distintos tratamientos, se
llevé a cabo una prueba t de Student con dos muestras. La hipétesis nula es
gue las medias de los dos grupos comparados son iguales (no se considera
igual la varianza). Asi, si el parametro p toma un valor inferior a 0.05, la
hipétesis nula no se considera valida y los dos grupos que se comparan se
consideran significativamente diferentes. Por el contrario, si el valor del
parametro p es mayor que 0.05, los grupos comparados no se consideran
significativamente distintos. Se tomd el grupo de control como referencia
para comparar con el resto. El valor del parametro p para cada grupo se
puede observar en las graficas, asi como la media, la desviacion tipica y el

namero de muestras, que estan situados sobre cada caja.

En la grafica que sigue, se pueden ver los resultados obtenidos de los
ensayos realizados sobre la zona cortical de las cabezas inferiores de los
fémures izquierdos. Esta zona no presenta grandes cambios entre los
distintos grupos. Los Unicos grupos entre los que se aprecia una variacion
significativa son el grupo OS+S y F+S, cuyo valor p es muy bajo. Esto
implica que la osteotomia de sustraccion contribuye a una debilitacion de los
huesos, como consecuencia de una reduccion de los recursos del mismo.
Todos los grupos presentan distribuciones homogéneas y variaciones bajas.
La media obtenida para el grupo OS+F1 (520 MPa) es mayor que la
obtenida para el grupo OS+F2 (490 MPa), con lo que deducimos que el
tratamiento con el farmaco 1 es ligeramente mas efectivo que el tratamiento
con el farmaco 2. Ambos tratamientos presentan resultados homogéneos
cuyas medias son mayores que la del grupo de control (470 MPa). El
parametro p que relaciona al grupo de control y al grupo OS+F2 tiene un
valor muy préximo a 0.05, lo que significa que no se puede determinar si

existe una diferencia significativa entre esos dos grupos de muestras.
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Con esto, el farmaco 1 demuestra ser mas efectivo al tener un valor
de dureza superior al del grupo de control. Sin embargo, todas las muestras
que han recibido tratamientos tienen un valor minimo de dureza superior al
de las muestras no tratadas, de lo que se deduce que los tratamientos
incrementan la dureza minima de los huesos. En definitiva, en el tejido
cortical de la cabeza inferior de los fémures izquierdos, ambos tratamientos
demuestran su efectividad al suministrar resultados homogéneos y valores

de dureza consistentes.
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Figura 26 - Diagramas de caja de las durezas corticales de las cabezas inferiores de los fémures izquierdos.
p<0.01 para OS+S contrs F+S y OS+S contra OS+F1. p=0.05 para OS+S contra OS+F2

Los resultados obtenidos para los ensayos sobre la zona trabecular
de las cabezas inferiores de los fémures izquierdos se presentan la grafica
siguiente. Los valores obtenidos son similares a los hallados para los
ensayos en la zona cortical. Los resultados obtenidos en el tejido trabecular

tienen una distribucibn menos homogénea consecuencia de la naturaleza
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compleja del tejido. El alto valor que toma el parametro p que relaciona a los
grupos OS+S y F+S confirma su semejanza. En lo referente a la efectividad
de tratamientos, el farmaco 2 tiene la media més baja (480 MPa), mientras
que el farmaco 1 tiene la mas alta (550 MPa). Los grupos OS+F1 y OS+F2
son significativamente diferentes del grupo de control, las muestras del
grupo OS+F1 tienen valores mucho mayores y las muestras del grupo
OS+F2 mucho menores que el grupo de control. El tratamiento con el
farmaco 2 parece dar resultados con menores variaciones. Comparando
estos resultados con los obtenidos para el tejido cortical, en ambos casos se
obtiene un incremento de la dureza minima. Se puede decir que para la
zona trabecular de las cabezas inferiores de los fémures izquierdos, el

tratamiento con el farmaco 2 es menos efectivo.
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Figura 27 - Diagramas de caja de las durezas trabeculares de las cabezas inferiores de los fémures izquierdos.
p<0.05 para OS+S contra OS+F2 y OS+S contra OS+F1. p>0.1 para OS+S contra F+S.

52



Aitor Zabala Septién Resultados

Cuando se estudian valores de dureza, es importante analizar zonas
distintas del mismo tejido, pues los efectos del tratamiento pueden variar de
unas zonas a otras. A continuacion se puede ver la grafica con los
resultados obtenidos para la zona cortical de la cabeza superior de los
fémures izquierdos. Los resultados aqui difieren de los obtenidos en las
zonas anteriores. Las medias de los grupos F+S y OS+S son parecidas y la
del grupo de control ligeramente superior. EL farmaco 1 da como resultado
la media mas baja (550 MPa), mientras que el farmaco 2 da la mas alta (640
MPa).

Con esto, el farmaco 2 parece incrementar la dureza de esta zona de
los huesos, mientras que el farmaco 1 la hace decrecer. Ambos farmacos
dan lugar a desviaciones tipicas bajas, lo que da prueba de la consistencia
de los resultados obtenidos. El grupo de control tiene una dispersion de
resultados bastante alta, achacada a la diferente forma que tienen los
animales de reaccionar a la osteotomia de sustraccion. En lo que concierne
al parametro p, los Unicos grupos que pueden considerarse similares son el
grupo de control y el grupo con fractura normal. Tanto las muestras del
grupo OS+F2 (con valores mayores) como las del grupo OS+F1 (con valores

menores), son significativamente diferentes de las del grupo de control.
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Figura 28 - Diagramas de caja de las durezas corticales de las cabezas superiores de los fémures izquierdos.
p<0.01 para OS+S contra OS+F2 y OS+S contra OS+F1. p>0.1 para OS+S contra F+S.

Asi, en términos de la dureza cortical de las cabezas superiores de

las tibias izquierdas, el farmaco 2 demuestra ser mas efectivo que el

farmaco 1. Aldn asi, hay que tener en cuenta que este es el Unico caso en el

que el farmaco 2 da lugar a muestras con valores superiores a las del

farmaco 1, por lo que no debe descartarse algun tipo de imprecision en los

datos. Se cree que esta imprecision se debe a la heterogeneidad de los

datos estudiados. En un caso ideal, se podrian haber realizado mas ensayos

para esta zona en concreto, con el objetivo de incrementar la precision. Otra

opcion es que el farmaco 2 se comporte mejor en esta zona debido a su

situacion anatomica. Cabe la posibilidad de que este farmaco se propague

mejor en la cabeza superior de los fémures izquierdos. Esta hipoétesis

deberia ser confirmada en un estudio mas extensivo sobre la propagacion y

distribucion de los farmacos en el animal. Aun asi, hay que hacer hincapié
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en que este caso es muy particular, pues el resto de ensayos de dureza no

muestran el mismo patrén de comportamiento.

Los valores obtenidos para la dureza trabecular de las cabezas
superiores de los fémures izquierdos se recogen en la grafica que sigue. La
tendencia que se observa es la misma que en la grafica anterior, con una
media para el farmaco 1 que toma un valor de 560 MPa, mientras que el
farmaco 2 tiene una media de 570 MPa. Todos los grupos presentan
desviaciones tipicas bajas, apoyando la consistencia de estos ensayos. El
grupo de control tiene la media mas baja (540 MPa), debido a la ausencia de
un tratamiento; lo que deja al organismo a merced de sus propios recursos a
la hora de formar el callo. El grupo con fractura normal presenta una

dispersion baja y un valor minimo de dureza bastante alto.

Segun los valores de p calculados, los grupos F+S, OS+S y OS+F1
son similares, mientras que los grupos OS+S y OS+F2 son
significativamente distintos. Se esperaba que los grupos OS+S y F+S fueran
similares, pero los grupos OS+F1 y OS+S deberian ser distintos. En este
caso, el grupo OS+F1 tiene una media que esta ligeramente por encima
(560 MPa) de la del grupo de control. Aunque el tratamiento con el farmaco
1 es efectivo y da lugar a una distribucion muy homogénea, no se puede
afirmar que sea el mas efectivo. El farmaco 2 tiene un valor extremo inferior
bajo y un valor extremo superior alto, ademas de la media de mayor valor
del conjunto (570 MPa). Para esta zona en particular, ambos tratamientos
dieron lugar a una buena recuperacion de la dureza del hueso y a valores

minimos superiores al que dio el grupo de control.

En cualquier caso, el tratamiento con el farmaco 2 es mas efectivo
puesto que da lugar a valores de dureza superiores a los obtenidos para el
grupo F+S. Aln asi, el farmaco 1 consigue hacer que los valores de dureza
se incrementen hasta valores similares a los obtenidos para la fractura

normal, lo que lo hace poco menos efectivo que el farmaco 2.
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Figura 29 - Diagramas de caja de las durezas trabeculares de las cabezas superiores de los fémures izquierdos.
p<0.1 para OS+S contra OS+F2. p>0.05 para OS+S contra F+S y OS+S contra OS+F1.

Como se ha explicado anteriormente, los fémures derechos sé6lo dan
muestras de la cabeza superior debido a que la cabeza inferior queda
dafiada al introducir el tornillo empleado para mantener la distancia deseada
entras las partes superior e inferior del hueso tras la osteotomia de
sustraccién. Los valores de dureza obtenidos para la cabeza superior de los
fémures derechos se recogen en la grafica que sigue. En esta zona, los
resultados tienen una variacion muy alta debido a la naturaleza biolégica de

las muestras y al efecto de los tratamientos en los animales.
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Figura 30 - Diagramas de caja de las durezas corticales de las cabezas superiores de los fémures derechos.
p<0.01 para OS+S contra F+S, OS+S contra OS+F2 y OS+S contra OS+F1.

Al comparar el grupo de control con el resto de grupos, el parametro p
se encontr6 bastante por debajo de 0.05, lo que significa que existen
diferencias significativas entre el grupo de control y los demas grupos. El
grupo de control tiene un rango amplio, la menor media (530 MPa) y el
menor valor minimo. Los dos tratamientos mostraron medias superiores a la
del grupo de control y el grupo de fractura normal al mismo tiempo que
dieron valores minimos mucho mayores. Asi, los dos tratamientos fueron

efectivos a la hora de incrementar la dureza de los huesos.

El tratamiento con el farmaco 2 tiene una media ligeramente mayor
(610 MPa) que la del grupo F+S (590 MPa), lo que lo hace entender que es
capaz de hacer que el hueso se recupere. Aun con esto, el farmaco 1 da
lugar a la media de dureza mas alta (670 MPa), en un grupo en el que la

mayoria de los valores se encuentran en torno a los 700 MPa. Asi, se puede
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decir que el farmaco 1 es mas efectivo que el farmaco 2 en la zona cortical

de las cabezas superiores derechas de los fémures.

El tejido trabecular es mas fragil y elastico que el cortical, lo que suele
dar lugar a mayores diferencias en los resultados. Cuanto mas acentuada
sea esta diferencia, mas facil es ver cual de los tratamientos es mas
efectivo. Para la dureza de la zona trabecular de la cabeza superior de los
fémures derechos (cuyos resultados se recogen en la grafica que sigue), el
farmaco 1 parece resultar mas efectivo que el farmaco 2. La media obtenida
para el grupo OS+F1 (570 MPa) es mayor que la obtenida para el grupo
OS+F2 cuyo valor es de 540 MPa. Ambos grupos tienen medias y valores
minimos superiores a los del grupo de control. El rango de los grupos
tratados es pequeio, lo que muestra la valide de los resultados que se
obtienen al utilizar estos tratamientos. La media mas baja es la del grupo de
control, que tienen una distribucion homogénea de los resultados pero a

suvez cuenta con un rango amplio.

La variacion existente en el grupo de control estaba prevista, ya que
todas las muestras reaccionan de forma distinta durante el proceso de
curacion tras ser sometidas a la osteotomia de sustraccion. Algunas de las
ratas crean callos mas resistentes, cuya consecuencia es la dispersion de
resultados. La media mas alta corresponde a las muestras del grupo F+S
(590 Mpa), que ademas tienen una distribucion muy homogénea. Esto se
debe a que la fractura normal cura mas facilmente que un caso de

pseudoartrosis.
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Figura 31 - Diagramas de caja de las durezas trabeculares de las cabezas superiores de los fémures derechos.
p<0.05 para OS+S contra F+S, OS+S contra OS+F2 y OS+S contra OS+F1.

El analisis del parametro p revela que todos los grupos son
significativamente distintos del grupo de control. Tanto el grupo OS+F1
como el grupo OS+F2 tienen altos valores de dureza, lo que muestra la
efectividad de los tratamientos; pero el farmaco 1 tiene una media superior a
la del farmaco 2. Con esto, se puede afirmar que para la zona trabecular de
las cabezas superiores de los fémures derechos el farmaco 1 es mas

efectivo que el farmaco 2.

De lo expuesto anteriormente, se puede determinar la efectividad de
los tratamientos. Ambos tratamientos otorgan a los huesos con un umbral
minimo de dureza, que es en la mayoria de los casos superior al del grupo
de control. El minimo incrementado es constante y puede ser Gtil cuando se

busca dar a los huesos una dureza minima.
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Los pequefios rangos y desviaciones tipicas resaltan la validez del
uso de estos tratamientos en el caso de que se quiera incrementar la dureza
de los huesos. Ambos tratamientos son vélidos a la hora de restaurar la
dureza de los huesos, pero la efectividad varia en funcion del area que se
analice. El farmaco 2 es mas efectivo en la cabeza superior del fémur
izquierdo. Por lo demas, el farmaco ofrece mejores resultados generales.
Por esta razon, en términos de dureza, el farmaco 1 seria el mas efectivo; a
no ser que la dureza que debiera restaurarse principalmente fuera la de la
cabeza superior del fémur izquierdo, en cuyo caso el farmaco 2 es mas

adecuado.

1.4.2.2. Mobdulo de elasticidad

Otro parametro obtenido a partir de los ensayos de ultra-micro
indentacién es el moédulo elastico. Este parametro se usé para comparar la
deformacion de las distintas muestras. Los madulos elésticos de indentacion
de los fémures derechos e izquierdos se pueden ver en las graficas que
siguen a continuacion. Las barras representan el valor medio del modulo
elastico de indentacién para las zonas cortical y trabecular de cada grupo de
estudio. Sobre cada barra se incluyen el valor numérico de la media
acompafado de la desviacién tipica (representada mediante una barra

proporcional a su valor).

Los valores de modulo de elasticidad obtenidos en los fémures
izquierdos son muy parecidos entre si, lo que demuestra que las diferencias
entre grupos son relativamente pequefias. Los mayores valores se
obtuvieron para el tejido cortical de los fémures del grupo de control. A
continuacion se encuentran los huesos tratados con el farmaco 2, seguidos
de cerca por los tratados con el farmaco 1, pero la diferencia no es
significativa. EI comportamiento visto para la zona cortical se repite en la

zona trabecular, aunque con valores inferiores del médulo elastico.
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Figura 31 - Médulos de indentacion de los fémures izquierdos

Asi, en lo referente a los fémures izquierdos, los valores de médulo
elastico se mantienen bastante constantes, lo que tiene sentido puesto que
esta magnitud es intrinseca del material. De la misma manera, las
desviaciones tipicas obtenidas tanto para el tejido cortical como para el
trabecular son bajas. Si tenemos en cuenta el moédulo elastico de
indentaciéon de los fémures izquierdos, ningln tratamiento destaca, de
manera que no podemos afirmar cual es mas efectivo. Sin embargo, el
analisis de los fémures derechos permite tener una visibn mas clara de la

efectividad de los tratamientos.

En la gréafica que sigue a este péarrafo, se muestran los valores de
modulo elastico de indentacion obtenidos para los fémures derechos, que
muestran claras diferencias entre los distintos grupos. El médulo elastico
para la zona cortical del grupo de control es significativamente mas bajo que
el obtenido para los dos tratamientos.
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Figura 32 - Médulos de indentacion de los fémures derechos

En los huesos que fueron sometidos a la osteotomia de sustraccion,
los tratamientos incrementan el médulo elastico a valores similares a los del
grupo con fractura normal. La diferencia entre los resultados de los
tratamientos y los resultados del grupo de control es menos evidente si
centramos la atencién en el tejido trabecular. Las desviaciones tipicas son
bajas salvo para el tejido cortical del grupo F+S, donde se sospecha que hay
una contaminacion del andlisis estadistico por incorporacién de una muestra

errénea.

Asi, los tratamientos incrementan el médulo elastico de los fémures
derechos (sometidos a la osteotomia de sustraccidn), mientras que los
fémures izquierdos no se ven afectados. Un mayor modulo de elasticidad
otorga a los fémures derechos la capacidad de soportar mejor las cargas sin
deformar (mayor rigidez), facilitando asi la remodelacion ésea necesaria.
Tanto el farmaco 1 como el farmaco 2 otorgan a los huesos una mejora del
modulo elastico; especialmente a los fémures derechos, que ven su médulo
de elasticidad incrementado a valores similares a los del grupo F+S. EN el

62



Aitor Zabala Septién Resultados

caso del médulo de elasticidad, ambos tratamiento tienen la misma

efectividad.

La eficacia de los tratamientos estudiados varia en funcion de las
zonas y los parametros que se estudian. Por ello, para poder determinar
cual de los dos tratamientos es mejor, se deben evaluar todos los

parametros que hayan sido analizados.

1.4.3. Ensayos de impacto Charpy

Los ensayos Charpy son conceptualmente mas faciles de entender.
Simulan un impacto y son destructivos, por lo que en este caso solo se
puede realizar un ensayo para cada muestra (en nuestro caso dos tibias y
12 ratas, luego 24 ensayos). Como ya se ha explicado anteriormente, el
interés que tiene la realizacion de estos ensayos es que simulan de forma
mas realista las condiciones en las que habitualmente se producen las
roturas diafisarias de los huesos largos. En los apartados que siguen, se
estudian tanto la resiliencia como la energia absorbida por el hueso hasta la

rotura.

1.4.3.1. Energia

A continuacion, se representan en tres graficas los promedios de
energia absorbida durante el ensayo de las tibias izquierdas, derechas y la

media conjunta.
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Promedio de ENERGIA (1)
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Figura 33 - Promedio de energia absorbida por las tibias derechas

Como se observa en la gréafica, en términos de energia absorbida no
existe una gran diferencia entre las tibias de ratas cuyos fémures han sido
operados o no. Este resultado cobra sentido al pensar que son huesos que
no han sido tratados ni sometidos a ninguna cirugia especifica. El grupo
tratado con el farmaco 2 ve aumentada su capacidad de absorver energia,
pero una vez mas es el farmaco 1 el que destaca por su gran mejora de la

variable estudiada, como viene siendo hasta ahora.

Promedio de ENERGIA (J)
0,0800 0,0695 0.0665 0,0719
0,0515
0,0400
0,0000 : - i .

F+5 05+5 OS +F2 OS+F1

Figura 34 - Promedio de energia absorbida por las tibias izquierdas
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En este caso si que se aprecia una disminucion de la capacidad
mecanica del hueso en las ratas sometidas a la osteotomia. Este resultado
es achacable a las diferencias genéticas entre los animales empleados. Sin
embargo, si nos centramos en los animales que han sido operados; se
observa un incremento progresivo de la capacidad de absorcidn energética
de las tibias que se corresponde con la mejora del resto de propiedades

estudiadas hasta ahora en funcién de los farmacos administrados.

Promedio de ENERGIA (J)

0,0800 0,0731
0,0638

0,0580
0,0498
B I I
0,0000 - T
F+5 05+5

Figura 35 - Energia promedio absorbida por todas las tibias

OS +F2 OS +F1

El objetivo de esta grafica es el tener una perspectiva de conjunto,
puesto que si observamos los valores absolutos de energia absorbido por
las tibias; se observa que salvo para el farmaco 1, las tibias derechas tienen
menor capacidad de absorcion de energia que las izquierdas. Es dificil decir
cual es la causa de estas diferencias, puesto que el metabolismo éseo es
extremadamente complejo; pero la evidencia a la vista de los resultados
obtenidos es que el farmaco 1 una vez mas es altamente superior al
farmaco 2 y, por supuesto, sus propiedades son también superiores a las del

hueso sin tratar.
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1.4.3.2. Resiliencia

Como una forma de no sesgar los resultados anteriormente obtenidos
en funcion del tamafio de la muestra, se calculd también la resiliencia de las
tibias. La division se ha hecho de nuevo en tibias derechas e izquierdas y se

ha incluido una gréafica que las considera todas.

Promedio de RESILIENCIA (K1/m2)
16,0 - 14,6
i::g | 115 12,2
10,0 - 95
8,0 -
6,0 -
4,0 -
2,0 -
0,0 - T T T 1
F+5§ 05 +5 OS +F2 OS+F1

Figura 36 - Resiliencia media absorbida por las tibias derechas

Se observa que la evolucion de la resiliencia es semejante a la de la
energia absorbida, lo que significa que no habia grandes variaciones de

tamarfio entres las tibias de los distintos animales.
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Promedio de RESILIENCIA (KJ/m2)
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0,0
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Figura 37 - Resiliencia media de las tibias izquierdas

Considerando lo anteriormente planteado, se llega a la misma

conclusion respecto al tamafio de las tibias. Teniendo esto en cuenta, la

interpretacion de la grafica es semejante a la de la energia.

Promedio de RESILIENCIA (KJ/m2)

16,0 -
14,0 -

12,0
10,0

80 -
6,0 -
4,0 -
2,0 -
0,0 -

14,2
12,7

11,5

10,6

F+5 05+5 0S +F2 0S +F1

Figura 38 - Resiliencia media de todas las tibias
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1.5. Conclusiones

A partir del estudio de los resultados expuestos anteriormente, se
llega a la conclusion de que los métodos tradicionales de ensayo de

materiales inertes son validos para la evaluacion de materiales biologicos.

Como se observa a lo largo de la exposicion de resultados, existe una
alta variabilidad en los mismos dentro de cada grupo de estudio. Los
motivos principales de esta alta variabilidad son uno externo: la
heterogeneidad de las muestras estudiadas aun cuando se han tomado
todas las medidas posibles para que esa heterogeneidad fuera minima; y
otro interno: la influencia de la genética de cada animal, que condiciona al
mismo a reaccionar de formas distintas a los tratamientos. De esta forma,
debemos aceptar la variabilidad como algo natural; pero no debemos perder
de vista que las tendencias generales son las que marcan el camino que
debemos seguir. De esta forma podriamos decir que aceptamos la
variabilidad como consecuencia de las distintas formas de reaccionar de un
sujeto a un determinado tratamiento, pero que las tendencias obtenidas son

la consecuencia de la accién del farmaco.

En este caso se han estudiado dos farmacos, cuya efectividad ha sido
evaluada mediante ensayos de flexion e indentacion (anteriormente
validados), a lo que se ha afiadido un nuevo ensayo hasta ahora no

realizado (el ensayo Charpy).

Centrdndonos en un principio en los ensayos de flexion e indentacion,
los resultados son altamente concluyentes en un aspecto. El farmaco 1
otorga al hueso (ya esté sometido a un proceso de remodelaciéon o no) unas
propiedades mecdanicas altamente superiores a las del farmaco 2. Es mas,
se dan varios casos en los que el incremento de las propiedades por parte
del farmaco 1 es tan alto, que huesos sometidos a osteotomia de
sustraccion presentan resultados superiores a los obtenidos para huesos

gue han sido sometidos Unicamente a fractura simple (y no tratados).
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Haciendo un analisis de la fuerza maxima en rotura de los huesos
operados y tratados y enfrentando esos valores a la longitud de la
separacion entre las partes del hueso restantes tras la operacion de

simulacion de pseudoartrosis se obtiene la siguiente grafica.

140 - | A Os+F2 H O0S+F1

&l -

Fuerza maxima [N}

i T T T T i-___u___‘. T T T
0 0,25 0.5 0.7% 1 1,25 1.5 1.7%
Tamano del hueeco (mm])

o]
ha
[
L

Figura 39 - Relacion entre las fuerzas maximas y los huecos y aproximaciones graficas

Si bien las lineas de tendencia estdn basadas Unicamente en tres
valores, se hace evidente que el farmaco 1 es superior en cuanto a
favorecimiento de la remodelacion. Para una distancia entre las partes
superior e inferior del hueso de entorno a 0’8 mm se obtiene que la fuerza
maxima obtenida para el farmaco 1 supera a obtenida para el farmaco 2 en
mas de un 50 %. De la misma manera, se obtienen valores de fuerza
maxima semejantes para huecos de 0’8 mm para el farmaco 2 y 1’2 mm
para el farmaco 1. Esta es una forma visual de relacionar dos parametros de
naturaleza distinta. Uno de ellos (la distancia entre las partes del hueso)
viene impuesto desde el comienzo del tratamiento, mientras que la fuerza

maxima obtenida es medida una vez el tratamiento termina.
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Las mismas conclusiones a las que se llega mediante el analisis de la
fuerza maxima se obtienen si nos fijamos en la energia almacenada y la
rigidez del hueso. En el caso de la energia el farmaco 2 parece hacer
disminuir la capacidad del hueso de absorber energia con respecto a la
capacidad del hueso sin tratar. De la misma manera, el hueso operado y sin
tratar absorbe mayor energia que el sometido a fractura simple y sin tratar.
Se considera que esto se debe a que el cayo como formacioén visco-elastica
de gran tamafio tiene unas propiedades de absorcion de energia superiores
a las de un hueso fracturado que no tuviera el callo (que seria menos tenaz).
Es en los valores de rigidez donde se obtienen los resultados que podrian
parecer, a priori, mas légicos, puesto que el grupo OS+S da peores
resultados que el F+S, y los dos grupos tratados presentan mejoras en el

valor de rigidez, siendo una vez mas el farmaco 1 superior al farmaco 2.

En lo referente a los resultados obtenidos en los ensayos UMI, el
primer resultado en que nos fijamos es en que la dureza cortical es superior
a la trabecular como era esperado, lo que confirma que estos ensayos
devuelven resultados fiables. En lo referente a la eficacia de los farmacos,
debemos tener presente el analisis en base al parametro p estudiado. Como
ya se ha explicado en el propio apartado de resultados, un valor del
parametro p inferior a 0,05 indica que los grupos contrastados son
significativamente diferentes y por lo tanto las conclusiones derivables de su
analisis realistas. Lo contrario ocurre con aquellos grupos para los cuales el
pardmetro p tiene u valor superior al citado. Asi, observamos que en los
grupos de muestras en los que el valor de p nos permite considerar que los
grupos son significativamente distintos, los resultados obtenidos concuerdan
con lo esperado salvo en el caso de la dureza trabecular de las cabezas
inferiores de los fémures izquierdos y la dureza cortical de las cabezas
superiores de los fémures izquierdos. Siendo estos dos los Unicos casos
particulares en los que se encuentran valores no concordantes, se achaca
esta desviacion a la genética propia de los animales y sus circunstancias
particulares dentro del equilibrio aportado por el equipo que se encargd de

su cria.
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Por dltimo, y pasando de las consideraciones estaticas a las
dinamicas, los ensayos Charpy arrojan resultados positivos sobre la validez
de este tipo de ensayos. Como se observa en la grafica de las resiliencias
correspondientes al conjunto de todas las tibias, los resultados son los que
el equipo médico esperaba desde un principio. Las tibias correspondientes a
sujetos cuyos fémures habian sido sometidos a una osteotomia de
sustraccion y tratados con placebo presentan menor capacidad de absorcion
de energia que las tibias de sujetos sometidos a fracturas simples. Entrando
en el conjunto de tibias de animales tratados, una vez mas el farmaco 1
presenta unos resultados superiores a los del farmaco 2, pero en este caso
el farmaco 2 mejora la capacidad del hueso de absorber energia. En lo
referente a la eficacia de los farmacos, lo deducible de los resultados
obtenidos de los ensayos mecanicos realizados esta en plena concordancia
con lo que los médicos que disefiaron los tratamientos observaron desde su
ambito, a saber: el farmaco 1 es tremendamente eficaz para el tratamiento
de cualquier tipo de condicién désea, mientras que el farmaco 2 aporta
resultados positivos a la actividad regenerativa de los huesos siempre y
cuando partan de un estado “saludable”, lo que explica que no sea un
tratamiento efectivo para el tratamiento de fracturas, pero si de otras
condiciones como pérdida de masa 6sea.

En definitiva este estudio nos permite concluir que los ensayos
llevados a cabo son validos en la determinacion de las propiedades
mecanicas (estaticas y dinamicas) de huesos. Si bien la variabilidad es alta
en algunos casos, las tendencias estadisticas son claras. La utilizacién de
un nimero mayor de animales podria haber arrojado algo mas de luz sobre
ciertos aspectos que pueden haber pasado por alto, pero ese es un trabajo a
largo plazo que se deja para el futuro. Ademas, no cabe duda a la vista de
los resultados aqui presentados, de que el farmaco 1 es mucho mas
recomendable en el tratamiento de huesos fracturados que el farmaco 2, con
lo que ademas de todos los resultados positivos citados, podemos afadir
uno mas que es que la eficacia de un farmaco en términos mecanicos ha
sido probada cientificamente y no sélo intuida a través de las consecuencias

de casos clinicos acumulados.
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2. Presupuesto
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CUADRO DE PRECIOS N° 1

PRECIO UNITARIO
NUMERO . EN
CIFRA
(euros)
(euros)

1.1 MEDICAMENTOS Y FUNGIBLES PRECIO/UNIDAD
11.1 Farmaco 2 6000,0 Seis mil
1.1.2 Farmaco 1 4000,0 Cuatro mil
1.1.3 Suero 300,0 Trescientos
1.14 Material Quirurjico para extraccion de ] ]

750,0 | Setecientos cincuenta
huesos
115 o o ) ) Cuatrocientos
Liquido Viafix para embutido en frio 450,0 )
cincuenta
1.1.6 Polvo Viafix para embutido en frio 350,0 | Trescientos cincuenta
1.1.7 Discos de pulido metalograficos 200,0 Doscientos

1.2 VALIDACION DE ENSAYOS PRECIO/ENSAYO
121 Ensayo de flexién 30,0 Treinta
1.2.2 Ensayo de UMI 50,0 Cincuenta
1.2.3 Ensayo de impacto Charpy 28,0 Veintiocho
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CUADRO DE PRECIOS N° 2

NUMERO PRECIO
. Ne° IMPORTE
DE DESIGNACION UNITARIO
UNIDAD (euros)
PRECIO (euros)
1.1 MEDICAMENTOS Y FUNGIBLES
11.1 Farmaco 2 1 6000,0 6.000,0
1.1.2 Farmaco 1 1 4000,0 4.000,0
1.1.3 Suero 1 300,0 300,0
Material Quirdrjico para extracciéon de
1.1.4 1 750,0 750,0
huesos
1.15 Liquido Viafix para embutido en frio 1 450,0 450,0
1.1.6 Polvo Viafix para embutido en frio 1 350,0 350,0
1.1.7 Discos de pulido metalogréaficos 1 200,0 200,0
TOTAL MEDICAMENTOS Y FUNGIBLES 12.050,0
1.2. VALIDACION DE ENSAYOS
121 Ensayo de flexién (rata) 24 30,0 720,0
1.2.2 Ensayo de UMI 1008 50,0 50400,0
1.2.3 Ensayo de impacto Charpy 24 28,0 672,0
TOTAL VALIDACION DE ENSAYOS 51792,0
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PRESUPUESTO DE EJECUCION MATERIAL

1. MEDICAMENTOS Y FUNGIBLES ... 12.050,0 €
2. VALIDACION DE ENSAYOS......cccoeeeirnmrrreneereeeeneeecec e, 51.792.0 €
TOTAL PRESUPUESTO DE EJECUCION MATERIAL .................. 63842,0 €

PRESUPUESTO DE EJECUCION POR CONTRATA

PRESUPUESTO DE EJECUCION MATERIAL .....ccooevevivereennn. 63842,0 €
GASTOS GENERALES (3 90) ...uvvviiiieiiiiiieee et 1915,3 €

BENEFICIO INDUSTRIAL orieeeeeeeeesesiinnnnsnssssss s ssssssssssss s s s s e s

TOTAL PARCIAL ..ot 65757,3 €
PROYECTO Y DIRECCION DE OBRAS (7%).......oveeereeeeerrmreseereesenneene. -

IVA (2190)..eeeeeeee et s e 13809 €
TOTAL PRESUPUESTO DE EJECUCION POR CONTRATA........79566,3 €

El presupuesto estimado para llevar a cabo este trabajo asciende a
un total de Setenta y nueve mil quinientos sesentay seis euros y treinta

céntimos de euro.
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