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Resumen

Objetivo: Las propiedades de los materiales que constituyen el tejido 6seo son determinantes en su resistencia mecanica
pero los factores que influyen sobre ella son parcialmente desconocidos en la actualidad.

Material y métodos: En esta investigacion medimos la dureza 6sea mediante ensayos de ultra-microindentacion con
punta tipo Berkovich y una carga de 150 mN en fémures de ratas Sprague-Dawley sometidas a una fractura transversal
0 auna osteotomia de sustraccion, y comparamos los resultados en diferentes localizaciones 6seas y grupos experimen-
tales. El estudio comprende los siguientes cuatro grupos experimentales, cada uno de ellos constituido por cuatro ratas:
a) fractura diafisiana estandar; b) fractura mas osteotomia de 2 mm; c) osteotomia tratada con hormona paratiroidea
humana, PTH (1-84); d) osteotomia tratada con ranelato de estroncio.

Resultados: Encontramos que la dureza del material era consistentemente mayor en el hueso cortical que en el hueso
trabecular. También fue consistentemente mas alto en las epifisis femorales superiores que en las epifisis inferiores (di-
ferencia de 1,2 desviaciones estandar). La cirugia redujo la dureza en el fémur operado (diferencia de 0,3 desviaciones
estandar, p=5,5 x102). El tratamiento con PTH indujo un aumento leve pero consistente de la dureza en todos los sitios
(p=1,8x10") mientras que el efecto del ranelato de estroncio fue inconsistente.

Conclusiones: Estos datos muestran que la microdureza tisular esta influida por una variedad de factores, incluyendo
la anatomia, el tipo de tejido dseo, la lesion esquelética y la terapia farmacoldgica. Por lo tanto, los estudios futuros sobre
la calidad del tejido deberian disefiarse cuidadosamente teniendo en cuenta estos factores.
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INTRODUCCION

Las fracturas por fragilidad son el sello distintivo rele-
vante de la osteoporosis®. El riesgo de fractura esta es-
trechamente relacionado con la resistencia dsea que, a
su vez, depende de la masa 6sea, la geometria y la cali-
dad del material?®. La masa 6sea y la geometria se pue-
den evaluar clinicamente mediante densitometria 6sea
y técnicas de imagen de alta resolucion. Sin embargo, las
propiedades mecanicas del tejido dseo son mas dificiles
de explorar. Estas propiedades determinan la calidad
0sea, concepto que representa la capacidad intrinseca
del tejido para resistir estados tensionales, independien-
temente de la cantidad de material (densidad ésea) o de
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su distribucion espacial (arquitectura 6sea). La calidad
6sea depende de la composicién quimica y organizacion
de la matriz ésea’.

En un ensayo de indentacién o dureza, una muestra se
somete a carga cuasi-estatica por medio de un pequefio
indentador, registrando el tamafio de la huella resultante;
en ocasiones se determina también la curva que relaciona
la carga aplicada y el desplazamiento experimentado por
el indentador durante el ensayo. La dureza se define como
la fuerza maxima aplicada dividida por el area de la huella
que permanece en el material tras el ensayo. La dureza es
la propiedad del material que caracteriza su resistencia
frente a la deformacioén plastica/permanente®.
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La ultra-microindentacién (UMI) permite realizar en-
sayos de dureza a la escala trabecular, sobre trabéculas
individuales y osteonas de hueso. Varios modelos pre-
clinicos sugieren que los resultados pueden ser un mar-
cador de la resistencia esquelética. Las principales
ventajas de los ensayos con UMI son la simplicidad de la
técnica y la capacidad de mapear la microdureza en di-
ferentes zonas de una muestra®. Sin embargo, los facto-
res que influyen en los resultados de dureza en el tejido
0seo son solamente parcialmente conocidos, lo que li-
mita la posibilidad de llevar a cabo comparaciones entre
estudios. Este es un aspecto relevante, particularmente
en vista de la reciente introduccién de la técnica de
ultra-microindentacién en humanos®. En este sentido, el
objetivo de este estudio fue el de explorar la variabilidad
de la dureza en diferentes localizaciones esqueléticas,
asi como los cambios inducidos por diversas interven-
ciones en un modelo experimental.

MATERIAL Y METODOS

Grupos de estudio. Ratas Sprague-Dawley (13 semanas
de edad) habian sido empleadas como parte de un estu-
dio de retraso en la consolidacién de fractura femoral,
utilizando un tornillo intramedular retrégrado insertado
a través de la regién intercondilea de la rodilla para la
fijacion. Los detalles se han publicado previamente?'®.
Los grupos de estudio (4 ratas cada uno) incluyeron: a)
fractura diafisaria trasversa; b) fractura mas osteotomia de
sustraccion diafisaria de 2 mm (SO); ¢) SO tratada con hor-
mona paratiroidea humana, PTH (1-84) (30 mcg/kg/dia
via subcutdnea); d) SO tratado con ranelato de estroncio
(SR) (900 mg/kg/dia via oral). Doce semanas después de
la cirugfa, los animales fueron sacrificados, se extrajeron
ambos fémures y se conservaron a -182C hasta que se ana-
lizaron.

Ensayos de dureza. La epifisis superior e inferior de los
fémures no operados, asi como la epifisis superior de los
fémures operados, fueron cuidadosamente seccionadas
y embutidas en resina acrilica. Las epifisis inferiores de
los fémures operados no pudieron ser analizadas debido
a las alteraciones inducidas por la insercion del tornillo.
Las secciones transversales fueron pulidas con papel de
carburo de silicio y posteriormente con 6xido de alumi-
nio con un tamafio de particula decreciente hasta 0,05
mm. Antes del ensayo, las muestras se sumergieron en
una solucion buffer de fosfato calcico a 372C, para imitar
las condiciones fisioldgicas. La dureza se analizé en 12-15
puntos seleccionados al azar de las regiones corticales y
trabeculares, mediante el uso de un ultra-microindentador
Shimadzu DUH 211 con una punta Berkovich fabricada en
diamante. Los parametros del ensayo fueron los siguien-
tes: velocidad de carga, 2.665 mN/s; carga maxima (P ,,,,),
150 mN; tiempo de mantenimiento de la carga, 10 s; velo-
cidad de descarga, 2.665 mN/s. Después de la descarga, el
area de la huella residual (Ar) se midi6 con un microscopio
optico y la dureza del material se estim6 como P, /Ar.

Analisis de datos. Los datos del estudio se distribuye-
ron en grupos de acuerdo con las variables independien-
tes (tejido trabecular o cortical, epifisis superior o
inferior, fémur operado o no operado, tipo de cirugia y
terapia farmacolégica). Los datos de UMI de cada grupo
fueron sometidos a una prueba de bondad de ajuste X?
para confirmar que eran homogéneos y que seguian una
distribucién normal. Sélo los grupos con p>0,95 se con-
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sideraron utilizables a los efectos del presente analisis.
Se utilizé una prueba t sin emparejar de dos colas para
las comparaciones por pares y se calculd un valor p con
correccidon de Bonferroni. A continuacidn, se estimé la
diferencia global entre conjuntos de muestras que eran
similares salvo por una Unica variable predictora distin-
tiva para evaluar su influencia. Para ello se calcul6 la g
de Hedge, que es equivalente a la diferencia entre grupos
expresada en Z-score. Se utilizaron modelos de efectos
aleatorios para estos calculos, implementados en el pro-
grama Meta-Essentials (www.erim.eur. nl/research-fa-
cilities/meta-essentials).

RESULTADOS

En la tabla 1 se resumen las condiciones y los resultados
obtenidos (la media y la desviacion estandar de dureza)
para cada uno de los 32 grupos experimentales. La ul-
tima columna (‘Analizable’) indica el resultado de la
prueba de bondad del ajuste X?; debe tenerse en cuenta
que sdlo cuatro grupos resultaron no analizables. Los
valores g de las comparaciones entre grupos se repre-
sentan en la figura 1.

En cuanto a la variabilidad regional, la dureza del ma-
terial fue consistentemente mayor en el hueso cortical que
en el hueso trabecular, con una diferencia promedio de
aproximadamente 0,6 desviaciones estandar (p=8,0x10,
figura 1A). Del mismo modo, la dureza fue consistente-
mente mayor en las epifisis femorales superiores que en
las epffisis inferiores (diferencia estdndar 1,2 unidades,
p=5x10, figura 1C).

El posible impacto de la intervenciéon quirargica a
nivel regional se exploré comparando la dureza en los
fémures operados y no operados. Como se muestra en
la figura 1B, hubo una tendencia no significativa para la
disminucidn de la dureza en el fémur operado (diferen-
cia de 0,3 desviaciones estandar, p=5,5x102). La fractura
estandar sélo pudo ser comparada con la SO en tres gru-
pos. Este tltimo procedimiento tendia a asociarse con
una dureza mas baja (p=3,7x107?, figura 1D).

El efecto de la PTH se explor6 en cinco parejas de gru-
pos. El firmaco indujo un aumento leve pero consistente
en la dureza en todos los sitios (p=1,8x10-, figura 1E). Sin
embargo, el efecto del SR fue inconsistente (p=3,0x-107,
figura 1F).

Discusion

Desde la perspectiva clinica, la masa 6sea evaluada por
DXA es el predictor mas utilizado de la capacidad del
hueso para resistir las cargas repetitivas de la vida diaria
y otros impactos ocasionales. Sin embargo, desde un punto
de vista mecanico, la arquitectura ésea (la distribucion de
la masa 6sea) y la calidad (es decir, las propiedades mate-
riales intrinsecas del tejido), son los determinantes rele-
vantes de la resistencia dsea global.

Las técnicas avanzadas de diagnostico por imagenes,
como la tomografia computarizada (TC) de alta resolu-
cién y la resonancia magnética nuclear (RMN), pueden
proporcionar informacidn ttil sobre la geometria 6sea,
la porosidad cortical y la microarquitectura trabecular.
Sin embargo, la calidad dsea sigue siendo un concepto un
tanto esquivo, porque los determinantes bioquimicos y
celulares se conocen incompletamente y no son faciles
de medir. No obstante, la dureza dsea (que expresa la re-
sistencia a la deformacion plastica) se utiliza con frecuen-
cia como un marcador de la calidad del tejido. En este
sentido, la determinacion de la dureza esta emergiendo
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Tablal. Grupos experimentales y valores de dureza

Grupo Tejido Epifisis Intervencion  Operado
1 Cortical Sup. Fractura St
2 Cortical Sup. SO St
3 Cortical Sup. SO Si
4 Cortical Sup. SO Si
5 Cortical Sup. Fractura No
6 Cortical Sup. SO No
7 Cortical Sup. SO No
8 Cortical Sup. SO No
13 Cortical Inf. Fractura No
14 Cortical Inf. SO No
15 Cortical Inf. SO No
16 Cortical Inf. SO No
17 Trabecular Sup. Fractura Si
18 Trabecular Sup. SO St
19 Trabecular Sup. SO St
20 Trabecular Sup. SO Si
21 Trabecular Sup. Fractura No
22 Trabecular Sup. SO No
23 Trabecular Sup. SO No
24 Trabecular Inf. SO No
29 Trabecular Inf. Fractura No
30 Trabecular Inf. SO No
31 Trabecular Inf. SO No
32 Trabecular Inf. SO No

DE

Farmaco Niests (]:) ‘7{‘:::1‘2) (kp/m) Analizable
No 52 64,0 12,7 No
No 48 58,2 6,4 Si

PTH 50 62,0 8,1 Si
SR 57 67,9 8,9 No
No 54 60,9 10,0 No
No 48 63,1 11,7 Si

PTH 54 65,3 7,2 Si
SR 56 58,5 9,1 Si
No 53 52,0 6,9 Si
No 50 49,1 6,2 Si

PTH 49 50,4 54 Si
SR 58 53,3 5,6 Si
No 53 57,5 7,7 Si
No 53 52,5 6,4 Si

PTH 53 53,3 54 Si
SR 57 57,3 59 Si
No 51 56,3 5,0 Si
No 54 56,0 6,6 Si

PTH 57 57,7 6,0 Si
SR 57 56,3 5,6 Si
No 51 50,3 7,4 Si
No 53 52,1 6,4 No

PTH 50 48,7 5,6 Si
SR 55 54,3 7,1 Si

Hean: media; DE: desviacion estandar; Sup.: superior; Inf.: inferior; SR: ranelato de estroncio.

como una técnica que proporciona informacién util en
estudios clinicos!!. Los ensayos de ultra-microindenta-
cién permiten obtener otros parametros de interés, ade-
mas de la dureza, para caracterizar el comportamiento
mecanico del tejido 6seo, en particular el médulo elastico
de Young del material. Sin embargo, la evidencia dispo-
nible demuestra que la definicién de los parametros de
ensayo puede jugar un papel relevante en los resultados
obtenidos. En el trabajo de Zhang et al.? se comparan los
valores obtenidos para la dureza y para el médulo de
Young en huesos a partir de ensayos de nanoindentacién
y microindentacion. De acuerdo con estos autores, mien-
tras que la dureza es un parametro estable frente a los
valores de carga, el mddulo de Young se reduce notable-
mente al incrementar el valor de carga. Por este motivo,
la dureza resulta preferible a la hora de llevar a cabo
comparaciones con otros estudios.

Debido a cuestiones practicas y éticas, la dureza ge-
neralmente se determina en un solo punto 6seo. Sin em-
bargo, existe poca informacién sobre las diferencias en
la dureza evaluada en diferentes regiones esqueléticas
y sobre la influencia de enfermedades y terapias farma-
colégicas. Por lo tanto, aprovechamos un estudio de frac-
tura en ratas para tratar de proporcionar informacion
adicional en este importante campo de investigacion.
Nuestros datos muestran claramente que la dureza es
consistentemente mayor en el hueso cortical que en el
hueso trabecular. Del mismo modo, es diferente a través
de huesos individuales, y especificamente, es mayor en

las epifisis femorales superiores que en las inferiores.
Por otro lado, la fractura inducida tiende a disminuir la
dureza en el hueso fracturado, mientras que la PTH au-
menta la dureza en todas las regiones analizadas.

Dado que los determinantes de la dureza 6sea no se han
aclarado completamente, los mecanismos subyacentes a
esas diferencias siguen siendo desconocidos. Sin embargo,
no resulta aventurado especular que deben estar relacio-
nados con la composicién de la matriz y, especificamente,
con sus principales componentes organicos e inorganicos,
a saber, colageno e hidroxiapatita. De hecho, los determi-
nantes sugeridos del comportamiento mecénico del tejido
6seo incluyen: orientacion del colageno, perfil de reticula-
cion de colageno, grado de mineralizacion o relaciéon mine-
ral-matriz, agua enlazada y estructura mineral (incluyendo
el tamafio de los cristales de hidroxiapatita)!3. La orienta-
cién de la fibra de colageno puede ser uno de los factores
responsables de las diferencias observadas entre la dureza
del hueso trabecular y del cortical. Asimismo, las diferentes
tasas de remodelado pueden desempefiar un papel; asi, el
aumento de la edad del tejido se asocia con una mayor mi-
crodureza, tal vez debido a una mayor mineralizacién*. Del
mismo modo, los cambios en la remodelacién ésea induci-
dos por una lesién pueden ayudar a explicar las diferencias
que encontramos entre el fémur operado y el no operado.
La carga mecanica tiene un conocido efecto anabdlico
sobre el hueso. Por lo tanto, el aumento de la carga se asocia
generalmente con el aumento de la masa ésea, mientras
que la descarga causa una pérdida rapida de densidad 6sea.
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Figura 1. Resumen de los resultados obtenidos en las pruebas de UMI. Valores g de Hedge de las diferentes compa-
raciones entre grupos. Se muestran el valor medio (similar a la diferencia media estandarizada) y el intervalo de
confianza del 95% de cada comparacion (circulos). También se incluyen el valor global y su intervalo de confianza
(triangulos). Los nimeros en el eje izquierdo identifican los grupos comparados, como se designan en la tabla 1
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Es menos conocido que la estimulacién mecanica puede
causar cambios en la calidad en el hueso’. Aunque la rele-
vancia real de tal efecto todavia no esta clara, también
puede ayudar a explicar las diferencias que hemos obser-
vado entre las regiones esqueléticas y entre los grupos so-
metidos a diversas intervenciones. En particular, el menor
apoyo de la extremidad intervenida, y consecuentemente
el sometimiento a una menor carga mecanica, puede con-
tribuir a explicar la menor dureza observada en los fému-
res fracturados.

La administracién intermitente de PTH o moléculas re-
lacionadas que activan el receptor PTH, como teriparatida
o abaloparatida, disminuye el riesgo de fractura. El efecto
de la PTH en la dureza del tejido es controvertido. Bren-
nan et al.'> y Amugongo et al.'® reportaron ausencia de
cambios en la microdureza en ratas ovariectomizadas tra-
tadas con teriparatida. Por otro lado, Mellibovsky et al. se-
fialaron que la teriparatida mejord las propiedades del
material en pacientes con osteoporosis inducida por glu-
cocorticoides™. En este estudio encontramos un pequefio
pero significativo efecto de la PTH en la dureza del tejido,
probablemente relacionado con los cambios inducidos
por la PTH en la remodelacion 6sea'”8,

Es interesante sefialar que, aunque las proteinas diferen-
tes del colageno representan s6lo una pequeia fraccién de
la matriz 6sea, en torno al 10%, parecen importantes para
determinar la dureza y resistencia del hueso. Por un lado,

contribuyen a regular la mineralizacion; por otro, crean en-
laces con las fibras coldgenas que ayudan a absorber y disi-
par energia a nivel nano-estructural®. Ciertamente, algunos
tratamientos pueden inducir cambios en la expresion de los
genes que codifican estas proteinas, asi como en la cuantia
y distribucion espacial de los cristales de hidroxiapatita,
constituyendo asi otro mecanismo por el que influir en las
propiedades mecanicas de la matriz 6sea.

En resumen, aunque la composicion tisular y la micro-
estructura son probablemente factores importantes de la
resistencia del tejido, las propiedades materiales también
contribuyen a la resistencia 6sea. Nuestro estudio muestra
que la microdureza tisular esta influida por una variedad
de factores, incluyendo la anatomia, el tipo de tejido 6seo,
lalesion esquelética y la terapia farmacolégica. Por lo tanto,
los estudios futuros sobre la calidad del tejido deberian di-
seflarse cuidadosamente teniendo en cuenta esos factores.
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