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Resumen

En el presente trabajo se han ensayado fémures de rata de diferentes edades, para asi evaluar los cambios que se
producen en las propiedades mecanicas de los huesos largos con el crecimiento.

Las propiedades mecanicas en los tejidos biologicos se han medido mediante ensayos simples de traccion,
compresion y flexion, asi como mediante la propagacion de ultrasonidos. En muchos casos las técnicas utilizadas
entraian serias dificultades a la hora de tener en cuenta la anisotropia del hueso, asi como la variacion local de
propiedades. Para tratar con huesos largos, se han realizado estudios sobre tibias y fémures, principalmente. El
método mas utilizado para estos casos ha sido el de ultrasonidos, siendo bastante caro. Por ello, en este trabajo
se ha decidido hacer un analisis mediante correlacion de imagenes.

Los huesos se han embebido en probetas para poder realizar los ensayos de compresion, y posteriormente se les
ha aplicado un patrén estocastico de pintura para poder utilizar la técnica llevada a cabo para el analisis de las
deformaciones: videocorrelacion en 2D. Este sistema permite el andlisis de deformaciones sobre el hueso en
tiempo real, y tiene como gran ventaja que es una técnica de medicion no invasiva. Una vez finalizados los
ensayos, los huesos se han cortado para posteriormente evaluar el area, y de esta forma obtener todos los
parametros necesarios para hallar la rigidez, magnitud principal en la que se basan los resultados obtenidos.

Los valores del modulo eléstico recogidos en este trabajo son similares a los obtenidos en anteriores estudios.
Asimismo, la desviacion tipica que se ha producido en los resultados tienen un valor aceptable para la multitud
de factores que pueden afectar en éstos.






Indice

Agradecimientos 9
Resumen 11
indice 13
indice de Tablas 14
indice de Gréficas 14
indice de Figuras 15
1 Objetivos 1
2  Antecedentes 3
2.1  Material 6seo 3
2.2  Propiedades mecdnicas del hueso 6
2.3 Técnicas de correlacion de imdgenes digitales 6

3 Materiales y métodos 9
3.1  Animales 9
3.2 Utillaje 10
3.3 Preparacion de las muestras 12
3.4  Alineacion del hueso 14
3.5  Cdlculo del médulo eldstico 15
3.6  Ensayos de compresion 17
3.6.1 Ensayo de tipo 1 19
3.6.2 Ensayo de tipo 2 20

3.7  Técnicas de correlacion de imdgenes digitales 21
3.7.1  Videocorrelacion. Vic Snap 2009 23
3.7.2  Videocorrelacion. Vic 2D 24

3.8  Evaluacion del drea 27
3.8.1 Perfect image 28

4 Resultados 29
4.1  Moddulo eldstico medio y dispersion 29
4.2  Mddulo eldstico por zona 33

5 Discusion y conclusiones 35
6 Referencias 37
7 Anexos 39
7.1 Valor medio del mddulo eldstico por posicion y grupo 39
7.2 Correlacion de imdgenes digitales. Modelo 45

7.2.1 Algoritmo de correlacién 45



INDICE DE TABLAS

Tabla 1. Médulo elastico medio (GPa) y dispersion (por zonas). Grupo 1 29
Tabla 2. Médulo elastico medio (GPa) y dispersion (por zonas). Grupo 2 30
Tabla 3. Mdédulo elastico medio (GPa) y dispersion (por zonas). Grupo 3 31

Tabla 4. Médulo elastico medio (GPa) y dispersion

Grafica 1. Fuerza vs. Tiempo. Ensayo de compresion tipo 1
Grafica 2. Fuerza vs. Tiempo. Ensayo de compresion tipo 2
Gréfica 3. Médulo eléstico medio (GPa) por grupo y zona
Grafica 4. Dispersion por grupo y zona

Grafica 5. Modulo elastico (GPa) por zona. Grupo 1
Grafica 6. Modulo elastico (GPa) por zona. Grupo 2
Grafica 7. Modulo elastico (GPa) por zona. Grupo 3

35

INDICE DE GRAFICAS

19
20
32
32
33
34
34



INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Zona cortical A y trabecular B 4

Figura 2. Diferentes zonas en la estructura de huesos largos 5

Figura 3. Util de alineamiento 10
Figura 4. Casquillos 11
Figura 5. Zonas de las muestras 11
Figura 6. Muestras grupo 1 12
Figura 7. Muestras grupo 3 12
Figura 8. Resina y endurecedor 13
Figura 9. Disposicion de las muestras en el ttil 14
Figura 10. Posiciones muestras 15
Figura 11. Definicion zonas de estudio 16
Figura 12. Minibionix 858 17
Figura 13. Platos de compresion 18
Figura 14. Programacion procedimiento ensayo tipo 1 19
Figura 15. Programacion procedimiento ensayo tipo 2 20
Figura 16. Patron estocéstico 21
Figura 17. Correlacion de imagenes 22
Figura 18. Descripcion de elementos 22
Figura 19. Disposicion de elementos. Video-correlacion 23
Figura 20. Seleccion area de interés y seed point 24
Figura 21. Seleccion de zonas. Célculo de deformacion 25
Figura 22. Montaje para el corte de huesos 27
Figura 23. Montaje para la toma de capturas de evaluacion de area transversal 27
Figura 24. Captura Perfect image de area transversal de hueso. Zona proximal 28

Figura 25. Captura Perfect image de area transversal de hueso. Zona distal 28






1 OBJETIVOS

I crecimiento fisico en general se define como el aumento en el niimero y tamafio de las células que

componen los diversos tejidos del organismo. En el presente trabajo, se analizara el crecimiento

enfocandonos en el tejido dseo. En concreto, se estudiaran los cambios que se producen en las propiedades
mecanicas de los huesos largos (fémures) durante la vida de ratas Wistar.

Actualmente las ratas Wistar son una de las cepas mas populares y utilizadas cotidianamente para la
investigacion en el laboratorio, por lo que éste mamifero sirve como un organismo modelo para el anlisis de un
numero importante de caracteristicas biomédicas y toxicologicas, asi como para estudiar la nutricion enteral y
parenteral; inclusive es considerado como importante herramienta para la investigacion de las condiciones que
afectan a los seres humanos y que pueden ser simuladas en ratas.

El proposito principal del trabajo que se desarrollara en lo que sigue es el siguiente:

- Estudiar como cambia la rigidez en los fémures de ratas con distintos niveles de crecimiento.
Para llevar a cabo lo que se pretende, aparecen unos objetivos secundarios:

- Evaluar propiedades mecanicas mediante el uso de técnicas de correlacion de imagenes digitales.

- Evaluar propiedades geométricas mediante el uso de programas informaticos de tratamiento de
imagenes.






2 ANTECEDENTES

n este capitulo se expondran los estudios que se han realizado anteriormente relacionados con la tematica

que se trata, es decir, analisis de propiedades mecanicas en huesos con diferentes métodos. A su vez, y

como aproximacion, se desarrolla una explicacion de como es el hueso y como se comporta para poder
comprender el trabajo realizado. Por ultimo, se expone la técnica en la que se basa el presente trabajo: su origen,
en qué consiste y sus principales ventajas e inconvenientes.

2.1 Material 0seo

El material 6seo es muy diferente a cualquier otro tratado por la mecanica clasica. Su estructura es heterogénea
y anisotropa; y sus propiedades mecanicas pueden variar mucho, no sélo entre distintos individuos, sino que,
para un mismo sujeto, el hueso es capaz de evolucionar modificando sus propiedades dependiendo del tipo de
solicitaciones a las que se vea sometido. Es mas, ante casos de fracturas los huesos son capaces de regenerarse
por si solos; y por el contrario, debido a enfermedades o envejecimiento, pueden perder propiedades.

A simple vista los huesos parecen estructuras solidas y de composicion homogénea, pero en realidad es un medio
poroso bifésico cuyas fases son un armazon rigido, la matriz 6sea, y un fluido viscoso (médula 6sea). La matriz
rigida que componen ambos tipos de tejido 6seo esta compuesta de capas sucesivas de un espesor que vade 3 a
7 um denominadas lamelas [14]. A su vez, la matriz 6sea se puede presentar en dos configuraciones
estructurales: hueso cortical o compacto y hueso trabecular o esponjoso.

Estas dos regiones no difieren en su composicion, pero presentan diferencias en su morfologia (como se puede
visualizar en la Figura 1) y comportamiento:



Cortical bone

Figura 1. Zona cortical A y trabecular B

El hueso cortical es denso y solido, también se conoce como compacto, se encuentra sobre todo en el cuerpo de
los huesos largos (como es el caso de este estudio) y constituye aproximadamente el 80% del esqueleto. El hueso
trabecular o esponjoso constituye el 20% restante del esqueleto, y se encuentra en el interior de los huesos planos
(pelvis), en los cuerpos vertebrales y en los extremos de los huesos largos. Por esto, nuestro trabajo se centra
principalmente en la zona cortical de hueso, ya que vamos a estudiar la zona central (diafisis) de los fémures
(huesos largos).

La zona esponjosa del hueso es mucho mas compleja que la cortical, debido fundamentalmente a la
heterogeneidad que presenta. En general, la isotropia de la zona esponjosa del hueso dependera de los esfuerzos
que actiien en cada zona, ya que éstos son los que determinan la simetria geométrica de las trabéculas, entramado
de barras y placas que da nombre a esta zona del hueso.

En cuanto a las diferencias estructurales, éstas se explican a través de su funcion mecanica. El hueso cortical (A)
soporta las cargas de flexion y torsion, mientras que el hueso esponjoso (B) absorbe los efectos de cargas
repetitivas por medio de las trabéculas.



Los huesos largos como el fémur o la tibia se caracterizan por su forma cilindrica y estan alineados en la
direccion de su eje principal. Su estructura tiene tres regiones caracteristicas, las cuales se presentan a
continuacion:
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Figura 2. Diferentes zonas en la estructura de huesos largos

a) Epifisis b) Metafisis ¢) Diafisis

- Epifisis: zona de los extremos, la cual esta formada principalmente por hueso trabecular recubierto por
una fina capa de hueso esponjoso.

- Metafisis: region que se encuentra entre la epifisis y la diafisis. Aqui es donde podemos encontrar el
cartilago de crecimiento.

- Diafisis: cilindro de hueso cortical o compacto. La superficie interna recubre la cavidad medular. Esta
cavidad esta cubierta por el endostio. Externamente la diafisis estd compuesta por el periostio. Esta sera
la zona a estudiar.

Los fémures, huesos a tratar en este trabajo, estan disefiados para trabajar a compresion, que son el tipo de carga
que realizaremos en nuestros ensayos. Estas cargas pueden producir alargamiento o acortamiento del hueso,
dandose el esfuerzo maximo en el plano perpendicular a la carga, y son muy importantes ya que son necesarias
para el desarrollo del hueso. Las tensiones y distensiones producidos por las cargas de compresion son
responsables de facilitar la deposicion del material dseo, y por tanto, del crecimiento.



2.2 Propiedades mecanicas del hueso

En los ultimos afos, con el aumento de potencia que han experimentado los ordenadores personales, ha
aumentado el numero de trabajos en biomecanica en los que se trata de relacionar la estructura del hueso con el
estado de carga al que se ve sometido. A partir de ahora nos centraremos en estudios realizados sobre hueso
cortical, donde mayoritariamente se han utilizado fémures y tibias de ratas.

Para la determinacion de las propiedades mecanicas del hueso se puede aplicar directamente el ensayo de
traccion, tomando probetas de distintas zonas del hueso, para determinar la ley tension-deformacion, pero la
aplicacion del método resulta complicada por la dificultad de conseguir probetas de tamafio adecuado. Para
evitar este inconveniente, se han desarrollado distintos dispositivos mecanicos especificos que permiten
determinar las propiedades del hueso con una mayor precision y repetitividad que los métodos convencionales.
[1,2]

Algunos autores relacionan el modulo de elasticidad directamente con la microdureza Vickers, mas facil de
medir. Es un método sencillo, pero los resultados que se obtienen son muy variables. [3,4]

Las técnicas basadas en ultrasonidos suponen una herramienta muy potente para determinar las propiedades
elasticas de solidos anisotropos, especialmente cuando el tamafo de las muestras que se desean ensayar es
demasiado pequefio para ensayos mecanicos, como es el caso del hueso. Como principal desventaja, es un
método laborioso y muy caro. [5,6]

Ultimamente, con el desarrollo de los métodos numéricos, algunos autores incluso han tratado de simular el
comportamiento mecéanico del hueso a nivel macroscopico a partir de las caracteristicas mecanicas de los
elementos que constituyen el hueso a nivel microscdpico, definiendo modelos que incluyen estos elementos.
[7,8].

Para finalizar, comentar que no se ha encontrado en la literatura existente, proyectos donde se haya estudiado
como afecta el crecimiento a la rigidez de los huesos, es decir, se han analizado propiedades mecanicas sobre
huesos de rata, pero sin comparar como estas cambian conforme avanza la edad de los animales.

2.3 Técnicas de correlacion de imagenes digitales

Uno de los primeros documentos en el que se propuso la utilizacion de imagenes digitales para obtener las
deformaciones fue publicado por Peter y Ranson en 1982. El método consistia en capturar una imagen en el
instante inicial y otra tras la realizacion del ensayo y mediante la comparacion de dichas imagenes se obtenia el
campo completo de desplazamientos relativos entre el estado inicial y final. Posteriormente, se realizaron
numerosas investigaciones en relacion al algoritmo de optimizacion del método. A esta técnica para el calculo
de las deformaciones se le denomina actualmente correlacion de imagenes digitales (DIC).



La Correlacion Digital de Iméagenes (DIC) es una técnica Optica de campo completo que permite la medicion de
desplazamientos y deformaciones. La técnica consiste en la toma de imagenes digitales durante el ensayo de una
probeta desde su estado inicial (considerado como el de referencia) hasta su estado final (deformado).

Entre las caracteristicas mas importantes de la correlacion de imagenes digitales (DIC) encontramos las
siguientes:

- Esun método no invasivo mediante el cual se puede determinar el campo completo de deformaciones.
- Se pueden realizar ensayos dinamicos.

- Elrango de validez es muy amplio.

- Los limites de los desplazamientos son muy elevados.

- No requiere de calibracion.

Como contraposicion es necesario tener en cuenta que a nivel puntual se obtienen peores resultados que mediante
el uso de otros métodos, como por ejemplo las bandas extensométricas.

Esta técnica consiste en la captura de imagenes consecutivas con una camara digital durante el periodo de la
deformacion para evaluar el cambio en las caracteristicas de la superficie y comprender el comportamiento de
la muestra mientras esta sujeto a cargas incrementales. Dependiendo si el desplazamiento se produce en el plano
o fuera de ¢él, la técnica de correlacion de imagenes debe utilizarse en dos o en tres dimensiones. En nuestro caso,
al tener una Unica camara, consideraremos que la deformacion se produce en el plano, por lo tanto trabajamos
en 2 dimensiones.

Como proponen Pan et al. [22], esta técnica presenta varias ventajas respecto a otros métodos Opticos
interferométricos para la medicion de desplazamientos y deformaciones, que ponen de manifiesto el gran interés
de la técnica en el campo de la mecanica experimental:

- El montaje es sencillo.

- Laluz necesaria para la realizacion de los ensayos puede ser luz natural, aunque en nuestro caso se ha
utilizado una fuente de luz externa para mejorar la calidad de las imagenes.

- Es versatil, no invasiva y llega a tener 0.01 pixel de precision para la medida de desplazamientos y
0.01% para la medida de deformaciones.

- Los algoritmos que implementa la técnica tienen bajos requerimientos computacionales, pudiendo
incluso realizarse analisis en tiempo real.

Igualmente, la técnica presenta algunas desventajas como es la dependencia de la calidad de las imagenes
tomadas en los ensayos, y las mediciones de deformaciones donde la superficie presente roturas, ya que
conllevan pérdida de informacion.

Este método ha sido utilizado con anterioridad para la caracterizacion mecanica de diversos materiales,
habiéndose encontrado un estudio donde se analizaban tibias de rata (en nuestro caso seran fémures) [21] y otro
donde si se analizan fémures de rata, pero donde no se tiene en cuenta la edad de estas [16].






3 MATERIALES Y METODOS

a finalidad de este trabajo es caracterizar mecanicamente los fémures de rata de distintas edades, siendo
I objeto de estudio el comportamiento de hueso cortical o compacto.

En primer lugar, se seleccionaron los animales. Una vez recepcionados habiendo sido sacrificados previamente,
se extrajeron los fémures. A continuacion, con los huesos ya preparados convenientemente se prepararon unas
probetas, cada una de ellas formada por un hueso embebido en resina en dos casquillos. Posteriormente se han
pintado las probetas y una vez listas, se le practicaron los ensayos de compresion. Durante estos ensayos se
recogieron todos los datos necesarios para los posteriores calculos realizados. Todo el proceso se explicara
detenidamente en este capitulo.

3.1 Animales

Segun estudios ya realizados [11], coincidiendo con lo descrito por Enesco, Leblond [12] hace mas de 50 afios,
estos mamiferos presentan un 18,8% de crecimiento a los 21 dias de edad, un 50% a los 56 dias y un 100% a los
112 dias. Por tanto, se pueden distinguir tres fases: la fase inicial denominada hiperplasia, que comprende los
primeros 17 dias de vida, la fase intermedia (hiperplasia-hipertrofia), que va desde los 17 hasta los 48 dias de
edad; y la fase final (almacenamiento), que va de los 48 dias en adelante. Seglin estos criterios han sido
seleccionados los animales que se estudiaran.

Se han utilizado para este trabajo 40 muestras; es decir, 20 animales (todas hembras) divididos en 4 grupos. El
primer grupo se utilizé para practicar y los otros 3 han sido sobre los que se ha realizado todo el proceso de
ensayos y analisis de resultados. Los animales han sido proporcionados por el “Servicio general de produccion
y experimentacion animal” de la Universidad de Sevilla. El proceso se organizé de la siguiente forma: una vez
preparados los animales y acordado el dia, en el mismo animalario se produjo la extraccion y clasificacion de
los fémures, para su posterior diseccion y preparacion de probetas en el laboratorio. Se ha dividido por tandas,
es decir que el proceso de adquisicion de huesos se realizo en 4 dias diferentes.

A continuacion, pasan a enumerarse los diferentes grupos de animales utilizados para el estudio (no se detalla el
grupo de animales que fueron utilizados para pruebas porque de ellos se han realizado diferentes tipos de ensayos
y no se han recogido los resultados). El orden en el que se colocan es el orden cronologico que se ha seguido
durante la realizacion del trabajo: primero se empezaron por las ratas mas longevas y se termind con las mas
prematuras. Este orden se ha escogido asi debido a la mayor dificultad funcional que han supuesto los animales
mas pequeflos, lo cual se explicara posteriormente.



Grupo 1. Ratas nacidas en la semana del 11-17/10/2015 y sacrificadas el 05/05/2016 = 30 semanas (100% de
crecimiento)

Grupo 2. Ratas nacidas en la semana del 14-20/03/2016 y sacrificadas el 25/05/2016 = 10 semanas (algo mas
del 50% de crecimiento)

Grupo 3. Ratas nacidas en la semana del 11-17/04/2015 y sacrificadas el 12/05/2016 = 4 semanas (en torno al
20% de crecimiento)

3.2 Utillaje

Para el alineamiento de las muestras se ha utilizado un 1til que fue disefiado para un proyecto similar que se
realizé anteriormente [16], el cual hubo que limpiar y desmontar para que volviese a cumplir correctamente sus
funciones. El objetivo principal de este instrumento es eliminar en la medida de lo posible la componente a
flexion de cara a la realizacion de los ensayos; es decir, que la aplicacion de la carga se lleve a cabo en la vertical,
para evitar de este modo efectos de pandeo que pudiesen falsear los resultados.

(D)
2)

(1) Tapas
(2) Ejes
(3) Abrazadera

3)

Figura 3. Util de alineamiento

El til de alineamiento, como puede verse en la Figura 3, esta compuesto por dos tapas (1), unos ejes que sirven
de guia (2), y una abrazadera (3). Esta preparado para albergar dos muestras a la vez (fémur izquierdo y derecho)
y es simétrico de tal forma que se puede voltear una vez curada la resina (proceso que se explicard
posteriormente), asi se manipula lo menos posible la muestra durante la etapa de preparacion.

Por otro lado, para embeber las muestras, se han fabricado casquillos de aluminio (con la colaboracion del taller
de Ingenieria de fabricacion de la escuela) de dos tamanos (véase la Figura 4). En los grupos 1 y 2, la zona
proximal (de mayor tamafio) se introdujo en el casquillo grande y la zona distal (de menor tamafio) en el
pequefio. Para el grupo 3, por el menor tamafio de los huesos se utilizaron casquillos grandes en ambas zonas
por motivos funcionales.
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Figura 4. Casquillos

Como se observa en la Figura 5, asi quedan los huesos embebidos dentro de los casquillos. El conjunto hueso y
casquillos rellenos de resina es lo que denominamos probeta. La zona central es la que presenta una geometria
regular con tramos cuasi rectos. Es por ello que esta zona es la que no serd embebida para su posterior analisis
por videocorrelacion.

__”‘ g
* Zona proximal
Zona distal Zona central

Figura 5. Zonas de las muestras
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3.3 Preparacion de las muestras

En primer lugar, se extrajeron los fémures de rata en el mismo lugar donde se nos proporcionaron los animales
ya sacrificados (Servicio general de produccion y experimentacion animal). Una vez extraidos y clasificados los
huesos, en el laboratorio se le practicd una diseccion minuciosa con el proposito de eliminar todo el tejido
muscular. Posteriormente, para su conservacion se han mantenido los huesos en un congelador a -20 °C.

En la ilustracion que se muestra a continuacion, Figura 6, referida a un par de huesos del grupo 1 (los del grupo
2 son de tamafio similar) pueden distinguirse las zonas comentadas en el apartado anterior: central, proximal y
distal, y las dos posiciones sobre las que se analizaran las deformaciones segun las técnicas de videocorrelacion:
anterior y posterior. La zona distal corresponde con la insercion del hueso con la rodilla, y la zona proximal
corresponde con la insercion de la cadera. En lo que sigue nos centraremos en el estudio de la zona central,
teniendo en cuenta que sera necesario dividir dicha zona en tres partes como se vera posteriormente en la Figura
11.

Zona distal

Zona media

Figura 6. Muestras grupo 1

Figura 7. Muestras grupo 3

En la Figura 7 (tomada la imagen desde la misma distancia que la Figura 6), vemos una muestra del grupo 3 (4
semanas), con la visible reduccion de tamafio ya comentada anteriormente.
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Para garantizar la fijacion de las muestras una vez alineadas, se ha optado por embeberlas en una resina de curado
en frio (EpoFix, Struers) mezclada con un endurecedor en la siguiente proporcion: 15/2 partes por volumen de
resina/endurecedor respectivamente, siguiendo las recomendaciones del fabricante. Las caracteristicas
principales de este tipo de resina son las siguientes:

- Punto de inflamacién: 177°C

- Densidad relativa: 1,1

- Solubilidad: < 1% en agua.

- Estabilidad: estable a temperaturas normales.
- Almacenamiento: lugar fresco y seco.

- Tiempo de endurecimiento: 12 horas (aun asi, las muestras se han dejado 24 horas).

Figura 8. Resina y endurecedor

Es importante recalcar el elevado tiempo de endurecimiento de la resina, ya que hace que la etapa de preparacion
de las muestras dure un tiempo considerable, pero se utiliza esta resina porque debido a sus propiedades y los
ingredientes que contiene no altera las propiedades mecanicas del hueso, de esta forma podemos llevar a cabo
los ensayos necesarios para la realizacion del estudio que se pretende de forma optima.

Antes de embeber los huesos en resina, éstos se han dejado secar a temperatura ambiente el tiempo necesario
para garantizar una adecuada deshidratacion, ya que se han conservado congelados durante un tiempo. Se hace
de esta forma para garantizar el objetivo comentado anteriormente y que debemos tener siempre presente: no
alterar las propiedades mecanicas del hueso.

Otros autores han realizado los ensayos sobre huesos frescos, obteniéndose resultados que se mostraran en el
capitulo 5: “Discusion y conclusiones”. En nuestro caso, por no poder realizar los ensayos inmediatamente
después de ser extraidos los huesos, se ha decidido conservarlos congelados y después secarlos.
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Como se indico con anterioridad, para embeber las muestras se utiliza una mezcla de resina y endurecedor con
las proporciones recomendadas. En primer lugar, se mezclan durante 2 minutos y después se deja reposar otros
2 minutos, siguiendo siempre las recomendaciones del fabricante. Por ultimo, se vierte la mezcla en los
casquillos. Durante este proceso, hay que tener especial atencion con un aspecto: la formacion de burbujas; la
cual debemos evitar por los siguientes motivos:

- Si se forman burbujas internas, a la hora de aplicar una carga de compresion podria llevar a deformarse
la resina.

- Si se forman burbujas en la zona de union de la resina con el hueso, la muestra presentaria una holgura
que impediria realizar el ensayo correctamente (la muestra podria flectar).

Para evitar la creacion de burbujas se ha tenido especial cuidado al realizar la mezcla de resina y endurecedor,
tanto vertiendo ambos ingredientes como mezclandolos después: removiéndolos a mano con la velocidad
necesaria para que se mezclasen bien, pero sin que se formasen las indeseadas burbujas. En caso de que
apareciesen algunas microburbujas durante el proceso éstas se han eliminado con un palillo fino de madera.

3.4 Alineacion del hueso

El correcto alineamiento de las muestras es una etapa crucial de cara a la evaluacion de las propiedades
mecanicas; ya que serd un factor determinante en la correcta aplicacion de la fuerza en el ensayo de traccion y
la correcta obtencion de las deformaciones de la muestra; debido a que al evaluarlas mediante una técnica 2D,
lo que ocurra fuera del plano de la muestra no podra cuantificarse mediante la técnica de video-correlacion.

En la Figura 9 se puede ver la colocacion de las muestras en el util de alineamiento. Se observa como la
abrazadera fija la zona central del hueso que es la zona recta, y como quedan al aire la zona distal y proximal.
En este caso, la zona proximal es la inferior (cadera) y la zona distal la superior (rodilla).

Figura 9. Disposicion de las muestras en el til
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Las muestras han sido ensayadas en 2 posiciones diferentes: anterior y posterior, ilustradas en la siguiente

imagen:

N

( \."

’

-

-

’

Anterior

Posterior

Figura 10. Posiciones muestras

3.5 Calculo del madulo elastico

La caracterizacion mecanica de los fémures se llevara a cabo fundamentalmente a través del siguiente parametro:
el modulo eléstico o modulo de Young. A continuacion, se expondra como se define el modulo eléstico, y
posteriormente se detallara como se han ido obteniendo todos los pardmetros de los que depende.

El médulo eléstico se define como:

E—F 1
Az €Y)

Donde E es el modulo elastico, F es la fuerza aplicada sobre la muestra, A es el area transversal de la misma y &
es la deformacion axial logaritmica a la que se ve sometida.

La fiterza aplicada en el ensayo de compresion, F, se obtendra de los valores proporcionados por la célula de
carga de la maquina de ensayo. Sera mediante una salida analogica como se obtendra la fuerza aplicada sobre
las muestras en cada uno de los fotogramas.

El area transversal de la muestra, 4, se obtendra una vez realizado el ensayo, seccionando los huesos por las
zonas deseadas y obteniendo los resultados mediante programas de evaluacion de imagenes.
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Con el proposito de analizar el comportamiento anisotropo del tejido 6seo, y una vez ensayadas las muestras,
pasaron a distinguirse tres zonas, ya que como se ha comentado con anterioridad, debido a la anisotropia
caracteristica de los especimenes 6seos, es necesario evaluar las caracteristicas mecanicas localmente. Esto se
ha llevado a cabo debido a la anisotropia del material y a la influencia de las condiciones de contorno en los
resultados obtenidos. En la Figura 11 se detallan las zonas sobre las cuales se determinara el médulo elastico de
las muestras.

-Zona 1: Distal 1 2 3
- Zona 2: Media ¢ D I:I D y 3

- Zona 3: Proximal |

Figura 11. Definicion zonas de estudio

El cambio de longitud que sufre un objeto bajo esfuerzo se conoce como deformacion. Para la evaluacion de la
deformacion a la que se ve sometida la muestra, usaremos técnicas de video-correlacion. Una vez hallados la
fuerza, el area transversal y la deformacion, podemos llegar al valor del modulo eléstico.

El software usado para nuestro objetivo utiliza algoritmos de correlacion optimizados para proporcionar el
desplazamiento y deformacion a los que se ven sometidos las probetas durante los ensayos. Este permite extraer
datos de deformacion real gracias a la seleccion del tensor de Hencky como referencia en los célculos internos
del programa.

La deformacion axial logaritmica o deformacion de Hencky se define como el logaritmo natural de la razon de
la longitud inicial a la longitud final, en traccion o en compresion.

E=InA=In (1+e¢) 2

Donde e hace referencia a la deformacion ingenieril:

e—g 3)
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3.6 Ensayos de compresion

Una vez preparadas las muestras, pasard a realizarse un ensayo de compresion sobre las mismas. Al igual que la
preparacion de las muestras era diferente para el grupo 3, en el caso de los ensayos nos encontramos con la
misma situacion: se realiza un ensayo de tipo 1 para los grupos 1 y 2, y un ensayo de tipo 2 para el grupo 3. Los
dos tipos de ensayo se explicaran posteriormente. Los ensayos se realizaran de manera simultanea al de video-
correlacion, ya que se pretende obtener la fuerza y la deformacion a la que se ve sometida la probeta, para poder
asi calcular el modulo elastico como se ha comentado anteriormente.

Durante la ejecucion de los ensayos, se ha llevado a cabo un control de las condiciones de temperatura y
humedad a través de un medidor digital. Estos se han realizado en condiciones ambientales, por lo que la
temperatura ha estado en el intervalo 20-30 °C y la humedad entre el 35-40%.

Para la realizacion de dichos ensayos se hara uso de la maquina servohidraulica MTS Minibionix 858, Figura
12, del laboratorio de Ingenieria Mecanica de la Escuela Técnica Superior de Ingenieros de la Universidad de
Sevilla. Esta maquina esta disefiada con caracteristicas que permiten proporcionar un alto rendimiento a valores
bajos de fuerzas, necesarios en el caso de pruebas biomecanicas, al incluir actuadores de muy baja friccion. Es
necesario tener en cuenta que la velocidad a la cual la carga se aplica al hueso durante las pruebas biomecanicas
afecta a las mediciones de rigidez y resistencia, por lo que la velocidad de desplazamiento del piston se ha fijado
en un valor pequefio y constante con el fin de simular una carga estatica, teniendo en cuenta que hay que variar
dicha carga de acuerdo a las necesidades de la prueba.

o

Figura 12. Minibionix 858

17



En la maquina de ensayo, a modo de mordaza, se disponen un par de platos encargados de realizar la compresion.

Figura 13. Platos de compresion

Por lo que una vez posicionada correctamente la probeta, se aplica sobre ella una pre-compresion
aproximadamente del 5% del valor total de fuerza (-10 N para el ensayo de tipo 1, y -2 N para el ensayo de tipo
2) para favorecer el agarre y acomode de la pieza en los platos, y se pasa a poner en marcha los ensayos de
compresion. El equipo que se utilizara para la medida de fuerza sera una célula de carga de SkN.

La realizacion de los ensayos se ha llevado a cabo mediante la programacion de un procedimiento (hay 2 tipos
de procedimiento, como ya se ha comentado) que se divide en tres partes: una primera parte de carga,
posteriormente una parte de carga mantenida, para finalmente llevar a cabo una descarga. Los ensayos se han
llevado a cabo con un control en fuerza.

Con la finalidad de garantizar una correcta ejecucion del ensayo, de igual manera que se ha programado el
procedimiento de ensayo, también se han establecido unos disparos de emergencia que pararan el ensayo en el
caso de alcanzar unos valores de fuerza impuestos, con el fin de preservar en todo momento la probeta en el caso
de que la maquina tuviese un comportamiento inapropiado.
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3.6.1 Ensayo de tipo 1

Este es el ensayo que se ha realizado a los grupos 1y 2. Sus caracteristicas principales son las siguientes:

- Zonade carga. Duracion: 60s. Valor final de fuerza: -190 N

- Zona de mantenimiento. Duracion: 150s (escogida para que tengamos un buen niimero de capturas
realizadas por la camara para poder analizar posteriormente la deformacion)

- Zona de descarga. Duracion: 30s

Ensayo tipo 1

-100

Fuerza (M)

-120

-140

-160

-180

_2[]0 1 1 1 1
0 50 100 150 200 250

Tiempo (s)

Gréfica 1. Fuerza vs. Tiempo. Ensayo de compresion tipo 1

@Procedure 7 E]@

Type Name Start Interrupt
Iprocess1 |<Procedure:=».8tar1 l
‘Z |Caqrga-1 90N |<Procedure>.8tart l
E |Mantenimerrto ICaqrga-1 90N .Done |
IZ lDescarga IMantenimerrto,Done l

Procedure is done when IDescarga.Done

Figura 14. Programacion procedimiento ensayo tipo 1



3.6.2 Ensayo de tipo 2

En este apartado se expone el ensayo que se ha realizado al grupo 3. Sus caracteristicas principales son las
siguientes:

- Zona de carga. Duracion: 60s. Valor final de fuerza: -20 N (el valor limite es bastante menor que en el
caso anterior debido al menor tamaio de los huesos y la necesidad de que estos no se dafien durante los
ensayos)

- Zona de mantenimiento. Duracion: 150s

- Zona de descarga. Duracion: 30s

Ensayo tipo 2
U T T T T

Fuerza (N}

1 1 1
50 100 150 200 250
Tiempo (s)

Grafica 2. Fuerza vs. Tiempo. Ensayo de compresion tipo 2

ﬂ Procedure Q@@

Type Name Start Interrupt
[process1 |<Procedure>.start |
IZ |Carga-20N |<Procedure>.start |
E lMantenimento ICarga-ZUN.Done I
IZ lDescarga IMantenimento.Done I

Procedure is done when lDescarga.Done

Figura 15. Programacion procedimiento ensayo tipo 2
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3.7 Técnicas de correlacion de imagenes digitales

Para aplicar este método, la muestra tiene que ser preparada mediante la aplicacion de un patrén de puntos
aleatorios (patron moteado) en su superficie. El patron estocastico se consigue aplicando pintura en spray: en
primer lugar, una base blanca mate, flexible y adherente; y posteriormente un fino moteado negro que debe ser
lo méas uniforme posible. Esta uniformidad es necesaria debido a que si aparecen puntos de mayor tamafio que
el subconjunto (subset), se deberd aumentar el tamafio del subset para evitar la aparicion de errores, pero es
necesario tener en cuenta que el trabajar con subset grandes reduce la capacidad de medir gradientes
correctamente.

Por otro lado, si el patron de puntos es demasiado pequefio, la resolucion de la camara puede no ser
suficientemente precisa como para reconocer la deformacion a la que se ve sometida el espécimen. Por lo que
se puede concluir que el patron ha de ser regular en toda la superficie de andlisis y ha de poseer un alto contraste
de blancos y negros, con objeto de que el sistema dptico capte su evolucion correctamente.

A continuacion, en la Figura 16, pasa a mostrarse el patron estocastico aplicado sobre las muestras objeto de
estudio. Es necesario tener en cuenta que en las inmediaciones de la zona de interés se han generado puntos
negros de menor tamafo, con el fin de obtener una escala de grises en las imagenes digitales de mayor precision
para reducir los tamafios de las facetas y las ventanas de bisqueda en la imagen deformada.

Figura 16. Patron estocastico

Para la aplicacion del patron, se ha elegido una pintura espray que no contenga en su composicion elementos
como Calcio, Magnesio y Fosforo para que al analizar posteriormente la composicion de los huesos no se vean
falseados sus resultados.

Una vez la muestra esta preparada y el ensayo listo se toma una foto de referencia (situacion indeformada) sin
carga. Posteriormente se pasa a tomar imagenes durante el proceso de deformacion. Todas las imagenes
deformadas muestran un patrén estocastico relativo al inicial.
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Como pasa a mostrarse en la Figura 17, en la imagen de referencia (antes de la deformacion), se pueden localizar
cuatro puntos con diferentes escalas de grises que representan cuatro pixeles diferentes. En una imagen tomada
al deformar la probeta (después de la deformacion), se pueden observar los cuatro mismos puntos, pero
representando otra disposicion diferente.

% B
® &
A
@p
c® ® —
[
e o
Befone deformation After deformation -

Figura 17. Correlacion de imagenes

Con ayuda de un software las diferencias entre estos patrones pueden ser calculadas comparando el
posicionamiento de todos los pixeles de la imagen de referencia y cualquiera de las imagenes deformadas,
pudiendo crear un mapa de distribucion de deformaciones. Mediante el uso de un algoritmo, esta diferencia se
puede traducir a términos de deformacion.

Las imagenes se tomaron con una camara digital LIMES y una velocidad de captura de 10 fps, una lente fija de
10 mm, una precision de desplazamiento de 0.01 pixel y una precision de deformacion de 0.02%. Ademas, se
empled una fuente de luz externa para mejorar el contraste en las imagenes. Los elementos necesarios para llevar
a cabo el ensayo mediante esta técnica pasan a mostrarse en la Figura 18.

Mordaza «c
0 Probeta

Fuente

de luz n Camara

Figura 18. Descripcion de elementos
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Los distintos elementos deben disponerse segiin se detalla en la Figura 19. La camara debe posicionarse a la
misma altura que la muestra, con la muestra centrada y el eje 6ptico normal a ella.

"_,ﬂf’—;'x/ﬂ_ ..l. It Hesolution

~ E ; i =
N is 1
; ; ]

Camera Hprecumen

Figura 19. Disposicion de elementos. Video-correlacion

Un alineamiento cuidadoso es la clave para la obtencion de unos resultados precisos debido a la acumulacion de
errores que se obtienen cuando el espécimen se desalinea o se mueve fuera del plano. Los resultados dependeran
de la resolucion de la imagen digital, pixeles, la anchura y la altura de la muestra, la distancia entre la camara y
la muestra, la longitud focal de la lente, y la aplicacion del patréon estocastico.

Para llevar a cabo las capturas y posteriormente calcular las deformaciones a las que estan sometidas las muestras
durante el ensayo de compresion, se hara uso de los programas que se pasan a comentar a continuacion.

3.7.1 Videocorrelacion. Vic Snap 2009

Vic-Snap es un modulo de adquisicion. Al mostrarnos imagen en vivo, se pueden ajustar todos los parametros
tanto del software como de la camara lo cual nos ayuda a realizar los ajustes previos que hay que realizar sobre
ésta.

Durante la realizacion de las capturas se conecta al equipo una salida analdgica con varios canales que permite
almacenar la informacion proporcionada por la maquina de ensayo, y referenciarla a cada una de las capturas
realizadas. El equipo proporciona los resultados en términos de voltaje, al ser los adquiridos por la célula de
carga, y es mediante un factor de multiplicacion asociado al canal correspondiente como llevaremos a cabo la
conversion voltaje-newton.

Se ha considerado conveniente realizar las capturas de manera automatica mediante disparos equi-espaciados 5
segundos para tener asi un numero considerable de capturas durante la realizacion del ensayo de compresion.

Como se desarrollo en el apartado 3.6 Ensayos de compresion, la duracion total de los ensayos es de 240s por
lo que se obtendran alrededor de 50 capturas durante la realizacion de estos.
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3.7.2 Videocorrelacion. Vic 2D

Vic-2D es el modulo de post-procesado que nos permite realizar la correlacion de las imagenes tomadas y el
calculo de los desplazamientos y deformaciones en ensayos sobre probetas planas. Usa la técnica de correlacion
de iméagenes digitales para realizar medidas de deformaciones en un contorno bidimensional, sobre superficies
planas.

Algunas de las caracteristicas que presenta el sistema Vic-2D son un procesamiento en tiempo real de datos,
adquisicion de datos de carga sincronizada y salida analdgica disponible para el control de la maquina. Vic-2D
puede medir desplazamientos y las tensiones en el plano, para tamafios de muestras que van desde menores de
1 mm a mayores de 10 m.

Para el analisis de las capturas tomadas es necesario llevar a cabo una serie de pasos que pasan a detallarse a
continuacion. En la Figura 20 se muestran los elementos que pasan a comentarse.
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Figura 20. Seleccion area de interés y seed point

- Seleccion de la imagen de referencia. La imagen de referencia es la que se toma antes de comenzar a
realizar el ensayo de compresion. El posicionamiento de los pixeles en las diferentes capturas las realiza
respecto a esta imagen de referencia.

- Definicion del area de interés. En la imagen de referencia, definiremos el drea de interés de nuestro
ensayo. Sera Unicamente en el espacio definido donde calcule el programa la deformacion
experimentada durante la realizacion del ensayo. Una vez seleccionada el area, se selecciona el valor
del subset (subconjunto) y del step (espaciado de puntos que se analizan durante la correlacion)
adecuados para que los resultados sean lo mas precisos posibles.

- Posicionamiento del seed point. En el area de interés definida se establecera un punto denominado seed
point a partir del cual se inicia la correlacion. La colocacion del seed point puede influir mucho en la
dificultad de realizar una estimacion inicial. Idealmente, éste debe situarse en una zona donde la
distribucion del patrén estocastico sea lo mas homogénea posible, y las motas sean facilmente
identificables. Los algoritmos de correlacion utilizan los resultados del seed point para obtener una
estimacion inicial para el segundo punto a analizar, barriendo de este modo todos los puntos
correspondientes al drea de interés.
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Una vez analizadas las iméagenes, se pueden obtener resultados de formas muy diversas debido a que el programa
dispone de una gran variedad de opciones. A continuacion, se nombran las que pueden resultar de mayor interés:
representacion de las deformaciones con un mapa de contorno, visualizacion de una animacion de la evolucion
de las deformaciones, representacion de la evolucion de una deformacion a lo largo de una linea y obtencion del
valor promedio de las deformaciones para un area determinada.

Como se puede observar, la gran variedad de opciones de las que dispone el programa Vic-2D permite obtener
informacion de lo mas variada, haciendo que el uso de esta técnica sea idoéneo para medir las deformaciones a
lo largo de un area de interés. Pero es necesario tener en cuenta que existen multitud de variables que pueden
representarse tras el post-procesado de los datos.

El objetivo del uso de esta técnica es determinar la deformacién principal a la que se ve sometida la muestra
durante la aplicacion del ensayo de compresion. Al tratarse de un ensayo de compresion, la deformacion minima
(que es maxima en modulo) ocurre en la direccion de aplicacion de la fuerza, tratdndose de la direccion vertical
tipicamente, por lo que &; = €, . En consecuencia, la deformacion maxima (minima en médulo) ocurre en la
direccion perpendicular (horizontal): &, = €, .

Tras llevar a cabo una breve descripcion del software utilizado para evaluar las deformaciones de las muestras,
y los pasos que son necesarios seguir para analizar las distintas capturas, se pasa a comentar las consideraciones
que se han tenido en cuenta de cara a evaluar los resultados obtenidos en las dreas mostradas en la Figura 11.
La deformacion se ha obtenido a largo de tres rectangulos dispuestos a lo largo de la probeta, como se muestra
en la Figura 21.

Figura 21. Seleccion de zonas. Célculo de deformacion
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Tras el pertinente tratamiento del conjunto de fotogramas capturados, se obtuvo evolucion por parte de la
deformacion principal minima (deformacion longitudinal, la cual es maxima en mddulo) que pasa a mostrarse
en la Grdfica 3.

5 7 511131517 19 21 23 25 27 29 31 33 35 37 39 41 43 45 47

& Descarga

000z \

0003 Mantenimiento

Captura

Gréfica 3. Valores de deformacion durante un ensayo

La evaluacion mostrada corresponde a la deformacion que experimenta la zona a evaluar. La forma de la curva
es debida al tipo de compresion aplicada. En ella se pueden distinguir las tres zonas de carga, mantenimiento y
descarga descritas anteriormente.
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3.8 Evaluacion del area

Una vez ensayadas las muestras, pasaron a cortarse las muestras con una sierra Flein Multimaster MS x315. Se
han realizado los cortes necesarios para evaluar el area transversal de hueso en las tres zonas de interés: proximal,
medial y distal. En la siguiente imagen se puede ver el montaje que se realizo para el corte de los huesos:

Figura 22. Montaje para el corte de huesos

Una vez cortadas, se pulieron y recubrieron de plastilina negra las muestras para facilitar su posterior
visualizacion al microscopio. Aqui se observa como se analizaron las muestras una vez preparadas:

Muestra

Figura 23. Montaje para la toma de capturas de evaluacion de éarea transversal
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3.8.1 Perfectimage

Este ha sido el programa usado para llevar a cabo la captura de las secciones a analizar. Las capturas han sido
realizadas con una cdmara Infinity 1-2 de 2.0 Megapixel Scientifci CMOS. Sobre las propias imagenes pueden
hacerse mediciones muy variadas, lo que permite poder evaluar el area comodamente y ademas con gran
precision (centésima de micrémetro). A continuacion, pasa a mostrarse dos de las imagenes tomadas:

Figura 24. Captura Perfect image de area transversal de hueso. Zona proximal

Figura 25. Captura Perfect image de area transversal de hueso. Zona distal

Es necesario tener en cuenta que, a la hora de evaluar el area de las mismas, se ha creido conveniente no tratar
la totalidad del area como tejido 6seo, es decir, en el calculo del modulo eléstico se ha estimado un tanto por
ciento del &rea obtenida mediante este programa ya que la zona interna y externa del 4rea no presentan la misma
rigidez.
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4 RESULTADOS

este apartado se mostraran los resultados sin tener en cuenta las diferentes posiciones ensayadas (anterior

Las herramientas utilizadas para el post-procesado de datos han sido Matlab y Microsoft Office Excel. En
y posterior), es decir, sin tener en cuenta el efecto de flexion, el cual se desarrollara con detalle en el Anexo

1.

41 Médulo elastico medio y dispersion

Una vez realizado el ensayo de compresion (del cual sacamos directamente la fuerza), evaluando las
deformaciones mediante las técnicas de videocorrelacion ya expuestas y calculando el area de las secciones
transversales de hueso, se obtiene el valor del modulo elastico.

En primer lugar, se muestran las tablas de resultados medios (para las dos posiciones ensayadas) de cada grupo.
Como ya se ha explicado, vamos a dividir la zona media de hueso (la que queda sin embeber en la probeta), con
tramos cuasi rectos, en tres zonas: distal, medio y proximal. Por esto se muestran los resultados en las tres zonas
diferentes. A su vez, como hay cinco animales para cada uno de los tres grupos, se muestran los resultados para
cada uno de los animales, recalcando en negrita los resultados medios de los cinco sujetos:

GRUPO 1 (30 SEMANAS)
Izquierda Derecha
Distal = Medio | Proximal | Distal Medio Proximal
Animall 15.26 21.44 28.77 22.49 21.62 22.55
Animal2 | 17.44 15.67 16.72 | 23.36 22.63 22.55
Animal3  15.38 21.50 23.12 1236 16.99 19.13
Animal4 | 2553  24.32 21.12 13.65 16.18 23.72
Animal5 21.76 22.47 22.63 22.82 23.51 24.14
Media 19.07 | 21.08 22.47 | 18.93 20.18 2241
Dispersion = 3.99 2.90 3.88 4.87 3.01 1.76

Tabla 1. Médulo elastico medio (GPa) y dispersion (por zonas). Grupo 1

Para el grupo 1, obtenemos unos resultados medios del modulo elastico de:
- Zonadistal: 19.07 GPa fémur izquierdo, 18.93 GPa fémur derecho
- Zonamedia: 21.08 GPa fémur izquierdo, 20.18 GPa fémur derecho
- Zona proximal: 22.47 GPa fémur izquierdo, 20.41 GPa fémur derecho
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La desviacion estandar en los resultados, es la siguiente:
- Zonadistal: 3.99 fémur izquierdo, 4.87 fémur derecho
- Zona media: 2.90 fémur izquierdo, 3.01 fémur derecho

- Zona proximal: 3.88 fémur izquierdo, 1.76 fémur derecho

GRUPO 2 (10 SEMANAS)

Izquierda Derecha
Distal = Medio  Proximal Distal | Medio @ Proximal

Animall 17.78 19.76 18.70  17.30 18.65 17.40
Animal2 | 13.03 | 13.18 13.01 | 15.62  15.41 11.10
Animal3 15.37 16.64 18.31  13.84 16.29 18.41
Animal4 | 16.07 | 16.60 17.00 | 13.76 @ 17.20 19.29
Animal5 14.97 14.38 14.67 1296 14.12 15.79
Media 15.44 | 16.11 16.34 14.69 16.33 16.40
Dispersiéon | 1.54 2.25 2.18 1.57 1.54 2.89

Tabla 2. Médulo elastico medio (GPa) y dispersion (por zonas). Grupo 2

Para el grupo 2, obtenemos unos resultados medios del modulo eléstico de:
- Zona distal: 15.44 GPa fémur izquierdo, 14.69 GPa fémur derecho
- Zonamedia: 16.11 GPa fémur izquierdo, 16.33 GPa fémur derecho
- Zona proximal: 16.34 GPa fémur izquierdo, 16.40 GPa fémur derecho

La desviacion estandar en los resultados, es la siguiente:
- Zonadistal: 1.54 fémur izquierdo, 1.57 fémur derecho
- Zona media: 2.25 fémur izquierdo, 1.54 fémur derecho

- Zona proximal: 2.18 fémur izquierdo, 2.89 fémur derecho
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GRUPO 3 (4 SEMANAS)
Izquierda Derecha
Distal | Medio | Proximal | Distal | Medio | Proximal
Animal 1 4.95 5.10 4.67 4.84 5.30 6.61
Animal2 232 | 4.76 7.16 7.00 | 7.48 6.94
Animal 3 3.66 4.35 5.21 2.89 4.41 5.22
Animald 298 @ 6.66 10.24 5.86 | 6.20 5.48
Animal 5 4.95 5.71 6.42 4.95 5.80 6.42
Media 3.77 5.31 6.74 5.11 5.84 6.13
Dispersion 1.05 0.81 1.96 135 1.01 0.67

Tabla 3. Médulo elastico medio (GPa) y dispersion (por zonas). Grupo 3

Para el grupo 2, obtenemos unos resultados medios del modulo elastico de:
- Zonadistal: 3.77 GPa fémur izquierdo, 5.11 GPa fémur derecho
- Zonamedia: 5.31 GPa fémur izquierdo, 5.84 GPa fémur derecho

- Zona proximal: 6.74 GPa fémur izquierdo, 6.13 GPa fémur derecho

La desviacion estandar en los resultados, es la siguiente:
- Zonadistal: 1.05 fémur izquierdo, 1.35 fémur derecho
- Zonamedia: 0.81 fémur izquierdo, 1.01 fémur derecho

- Zonaproximal: 1.96 fémur izquierdo, 0.67 fémur derecho

Ahora se puede ver representado el valor medio del médulo eléstico para las diferentes zonas evaluadas, en los
3 grupos analizados, diferenciando los huesos de pierna izquierda y derecha de los diferentes animales. Se
muestra un grafico de barras para poder visualizar y comparar mejor los resultados. A la izquierda, el grupo 1;
en el centro, el grupo 2; y a la derecha, el grupo 3. Para cada grupo se muestra a la izquierda el valor del modulo
elastico medio de la pierna izquierda; y a la derecha, los de la pierna derecha. En azul, se muestran los resultados
de la zona distal, mientras que en rojo se visualiza los de la zona media y en naranja, la zona proximal.
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Grafica 3. Modulo elastico medio (GPa) por grupo y zona

Como se puede observar a simple vista, los valores del modulo de Young medio para el grupo 1 estan en torno
a 20 GPa; para el grupo 2, alrededor de 15 GPa; y para el grupo 3, aproximadamente 5 GPa.

Aqui pasa a mostrarse, de forma analoga, la desviacion tipica (en media) que se ha producido en los resultados
de los diferentes grupos. Divididos por grupos, por zona, y diferenciando pierna izquierda y derecha, igual que
anteriormente.
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Grafica 4. Dispersion por grupo y zona

Para el grupo 1 aparecen las mayores desviaciones, entre 3 y 6; para el grupo 2, en torno a 2 y 3; y para el grupo
3, aparecen las menores desviaciones, entre 1y 2.

Para los valores tanto de modulo elastico como de dispersion ocurre lo mismo: el grupo 1 es el que tiene los
valores mas altos, disminuyen para el grupo 2 y los valores menores se dan en el grupo 3
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4.2 Modulo elastico por zona

En este apartado se mostrara la evolucion que sigue el moédulo elastico durante los ensayos, representdndose los
modulos elésticos medios de cada grupo por separado. Las diferentes curvas corresponden con las distintas zonas
evaluadas. Se pueden ver claramente en las graficas las diferentes fases que tienen los ensayos: en primer lugar
una fase de carga, después la mas larga de mantenimiento, y finalmente una descarga. En azul se muestran los
valores para la zona distal, en rojo la zona media y en verde la zona proximal.
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Grafica 5. Modulo elastico (GPa) por zona. Grupo 1
Para el grupo 1, tenemos un médulo elastico medio de:
- Zonadistal: 19 GPa

- Zonamedia: 20.63 GPa
- Zona proximal: 21.44 GPa
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Grafica 6. Modulo eléstico (GPa) por zona. Grupo 2

Para el grupo 2, tenemos un modulo eléstico medio de:
- Zonadistal: 15.07 GPa
- Zonamedia: 16.22 GPa
- Zonaproximal: 16.37 GPa
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Gréfica 7. Modulo elastico (GPa) por zona. Grupo 3
Para el grupo 3, tenemos un modulo eléstico medio de:
- Zonadistal: 4.44 GPa

- Zonamedia: 5.58 GPa
- Zona proximal: 6.44 GPa
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5 DISCUSION Y CONCLUSIONES

Se muestra a modo de resumen una tabla de valores para todos los grupos, donde se incluye el valor medio del
modulo elastico para cada animal: media aritmética de las 3 diferentes zonas (distal, medio, proximal), asi
como de las dos posiciones ensayadas (anterior y posterior), y del fémur izquierdo y derecho. Asi mismo, se
muestran resaltados los valores medios de todos los animales, del médulo de Young y la desviacion estandar.

GRUPO 1 (30 SEMANAS) GRUPO 2 (10 SEMANAS) GRUPO 3 (4 SEMANAS)

Animal 1 22.02 18.26 5.24
Animal 2 19.73 13.56 5.94
Animal 3 18.08 16.48 4.29
Animal 4 20.75 16.65 6.23
Animal 5 22.89 14.48 5.71

Media 20.69 15.88 5.48
Dispersion 3.40 2.00 1.14

Tabla 4. Modulo elastico medio (GPa) y dispersion

A la vista de los resultados, pueden sacarse las siguientes conclusiones principales:

- No se producen diferencias notorias entre el valor de rigidez de diferentes animales de un mismo grupo
(misma edad), ni tampoco entre los valores que se obtienen para el fémur izquierdo y derecho de un
mismo animal, como era de esperar.

- Seproduce un aumento del modulo elastico, y por tanto, un aumento de la rigidez en los huesos, con el
crecimiento. Mientras que para el grupo mas pequefio obtenemos un resultado medio del modulo
elastico de 5.48 GPa, para el grupo mediano un valor de 15.88 GPa y para el grupo de animales méas
mayores un resultado de 20.69 GPa.

- Ladispersion que se produce en los resultados (10+20) %, es debida a multiples motivos: por un lado,
la preparacion de las muestras (colocacion de los huesos en el 1til de alineamiento, colocacion de los
casquillos, embeber las muestras en resina, etc.) y por otro, la preparacion y realizacion de los ensayos
(colocacion de la probeta en los platos, colocacion de la camara, fuente de luz, etc.). Es por todo esto
por lo que se consideran valores aceptables.
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Los resultados que se producen para el grupo 1 (animales de 30 semanas), cuyo modulo elastico medio vale
aproximadamente 20 GPa se aproxima a los resultados obtenidos por Marta [16], quien trabaj6 con animales de
entre 24-32 semanas, y obtuvo valores del modulo de Young entre 15 y 25 GPa. A su vez, se puede contrastar
con los valores que obtuvieron Ashman y Meunier [9,10], con unos valores medios de médulo elastico de 20.6
GPay 20.35 GPa, respectivamente. Yoon [6] llegd a un moédulo de Young de 27.4 GPa, trabajando con fémures
frescos, a diferencia de todos los resultados detallados anteriormente que han sido con fémures secos.

De los grupos 2 y 3, donde se han estudiado animales mas jovenes, no se han encontrado referencias con las que
comparar, aunque fijandonos en los valores de crecimiento ya descritos en el apartado 3.1. Animales: 18,8% de
crecimiento a los 21 dias de edad (3 semanas), un 50% a los 56 dias (8 semanas) y un 100% a los 112 dias (17
semanas) se puede decir que los porcentajes de crecimiento van acordes a los porcentajes de rigidez que puede
llegar a alcanzar el hueso:

- Paraun 100% de crecimiento (grupo 1) obtenemos un valor de 20.69 GPa, el cual podemos tomar como
el 100% de rigidez que podemos alcanzar.

- Para algo mas de un 50% de crecimiento (grupo 2) observamos un resultado de 15.88 GPa, lo cual seria
alrededor de un 75% de rigidez, seglin la escala que hemos tomado.

- Para un crecimiento de aproximadamente el 20% (grupo 3) se da un valor de 5.48 GPa, estariamos en
torno a un 25% de rigidez.

Por otro lado, DIC es una excelente herramienta para la medicion de la deformacion: por un lado, nos permite
medir bien las deformaciones cuando los objetos de estudios son de tamafio reducido (en nuestro caso huesos)
cosa que con los métodos tradicionales era complicado de realizar; a su vez, obtenemos valores fiables y es un
método menos costoso que el de ultrasonidos. Esta técnica se ha adaptado muy bien a nuestro proposito, ya que
queriamos medir deformaciones moderadas. En el caso de que se produzca una deformacion significativa, el
patrén moteado puede distorsionarse excesivamente, dando lugar a una pérdida de datos. Como principal
inconveniente se puede recalcar la preparacion previa que se necesita llevar a cabo antes de utilizar esta
herramienta.

Como ampliaciones futuras posibles a este trabajo, podrian estudiarse mas grupos de animales de diferentes
edades y poder ver mas en detalle como va variando la rigidez de los huesos. Asi mismo, podrian evaluarse otras
propiedades como el coeficiente de poisson o el médulo de rigidez. Por otro lado, se considera que seria
interesante ver qué resultados se obtienen utilizando otros métodos fierentes al de videocorrelacion.
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7 ANEXOS

7.1 Valor medio del médulo elastico por posicion y grupo

El objetivo de este anexo es recoger los valores medios de los moédulos elasticos para cada uno de los grupos
ensayados. Estos valores se detallan en las tablas adjuntas llevando a cabo una clasificacion por posicion y area
de estudio.

Las posiciones ensayadas son las que pasan a mostrarse a continuacion, siendo la posicion 1 la cara anterior de
la muestra embebida, y la posicion 2 la cara posterior.

Posicion 1 Posicion 2

Las probetas fueron sometidas a compresion en diferentes posiciones con el fin de observar su comportamiento
anisotropo y si se introduce componente a flexion debido un incorrecto alineamiento de la misma.

Como se especifica en la memoria adjunta, la finalidad de ensayar las muestras por ambas posiciones es analizar
si existe flexion fuera del plano durante la realizacion del ensayo de compresion, ya que como se ha comentado
anteriormente, al calcular las deformaciones mediante técnicas 2D no podriamos evaluar este efecto aplicando
dicha técnica.

Este efecto puede llevarse a cabo debido a un incorrecto alineamiento del hueso en la fase de preparacion de la
muestra. Para que este fendmeno no existiera, deberian ser exactamente iguales los valores obtenidos en las
posiciones 1y 2.
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Animal 1 Animal 2
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GRUPO 1 (30 SEMANAS)
Izquierda Derecha
Anterior Posterior Anterior Posterior

Distal Medio Proximal Distal Medio Proximal Distal Medio Proximal Distal Medio Proximal
Animall 17.01 22.11 28.54 | 13.50 20.77 29.00 | 17.02 22.11 29.14 | 27.95 | 21.13 15.95
Animal2 12.70 14.88 19.78  22.18 16.45 13.65  28.87 22.12 15.95 17.84 23.14 29.14
Animal3  17.01 22.11 28.54 | 13.74 | 20.89 17.70 | 12.07  18.94 16.12  12.64 15.03 22.13
Animal4 22.75 25.21 20.04 2830 23.42 2220 1400 16.58 2428 13.29 15.77 23.15
Animal 5  19.60 20.04 19.99 | 23.92 | 24.89 25.26 | 20.55  20.97 21.32 | 25.09 @ 26.05 26.95
Media 17.81 20.87 23.38 | 20.33 21.28 21.56 18.50 20.14 21.36 | 19.36 20.22 23.46
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GRUPO 2 (10 SEMANAS)
Izquierda Derecha
Anterior Posterior Anterior Posterior
Distal Medio @Proximal Distal Medio Proximal Distal Medio Proximal Distal Medio Proximal
Animall 14.13 | 23.63 23.78 21.43 | 15.88 13.61 16.57 | 21.02 17.17 18.03 | 16.27 17.62
Animal2 12.07 13.36 11.13 13.99 12.99 14.88 13.61 12.64 11.15 17.62 18.18 11.05
Animal 3 | 15.85 | 18.09 17.95 14.89 | 15.19 18.67 15.36 | 17.02 14.11 12.32 | 15.56 22.70
Animal4 16.62 18.93 18.75 15.51 14.26 15.25 16.62 18.93 18.74 10.89 15.47 19.83
Animal5 15.51 | 14.25 15.25 14.43 | 14.51 14.09 12.54  10.24 10.26 13.38 | 17.99 21.32
Media 14.84 17.65 17.37 16.05 14.57 15.30 14.94 15.97 14.29 14.45 16.69 18.50
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E (GPa)
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GRUPO 3 (4 SEMANAS)
Izquierda Derecha
Anterior Posterior Anterior Posterior
Distal Medio Proximal Distal Medio | Proximal Distal Medio Proximal Distal Medio Proximal

Animall 3.85 4.24 3.90 6.04 5.95 5.44 5.17 6.13 7.71 4.50 4.46 5.51
Animal2 2.64 6.31 10.66 1.99 3.20 3.65 5.58 5.55 5.26 8.41 9.40 8.62
Animal 3 | 3.52 4.54 5.74 3.79 4.16 4.67 2.17 5.11 5.53 3.61 3.71 491
Animal4 3.31 8.83 15.23 2.64 4.48 5.24 4.68 4.60 4.30 7.04 7.79 6.65
Animal5 | 4.76 5.96 7.08 5.14 5.46 5.76 4.76 5.96 7.08 5.14 5.64 5.76
Media 3.62 5.98 8.52 3.92 4.65 4,95 4.47 5.47 5.98 5.74 6.20 6.29
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7.2 Correlacion de imagenes digitales. Modelo

La técnica de correlacion de imagenes calcula el movimiento en cada uno de los puntos de las iméagenes
comparando la imagen en estudio con la imagen de referencia. Para su calculo, la imagen es dividida de forma
uniforme en distintos conjuntos, generalmente cuadrados, llamados facetas. Cada faceta sera procesada para
calcular el valor medio de la escala de grises existente en cada una de ellas y se buscard la misma faceta en la
imagen deformada.

Para evaluar cada una de las facetas de la imagen de referencia y la de la imagen deformada, existen diversas
funciones o coeficientes de correlacion tipicamente empleados en esta técnica, entre los que destacan la
diferencia absoluta, los minimos cuadrados y la correlacion cruzada.

El principio del método es identificar cada uno de los puntos de la malla en la imagen final mediante
comparacion de nivel de grises en la faceta correspondiente en cada punto. El tamafio de la faceta utilizada para
llevar a cabo estos ensayos ha sido de 21x21 pixeles, adecuado en la busqueda del equilibrio entre precision y
tiempo de computacion.

7.21  Algoritmo de correlacion

El algoritmo de correlacion hace un seguimiento del nivel de grises y transforma las posiciones de cada faceta.

El nivel de grises de la imagen inicial se representa, por cada faceta, mediante una funcion discreta f (x, y) la
cual se transforma en otra funcion f'(x’,y'") tras sufrir la deformacion, esto es, f(x',y") = f(x+
u(x,y),y + v(x,y)), donde u(x,y) y v(x,y) son los desplazamientos asociados a la faceta en el paso de un
fotograma a otro. Los desplazamientos se obtienen identificando mediante correlacion las posiciones de las
facetas en la imagen inicial y en la imagen deformada (reconociendo el nivel de grises), siendo su calculo un
proceso iterativo.

El sistema da inicialmente una solucion aproximada, tipicamente un desplazamiento de solido rigido sin
considerar deformacion, y la va corrigiendo en las sucesivas iteraciones.

El proceso termina cuando se alcanza la convergencia, tomando el coeficiente de correlacion su valor minimo.

Una vez se tiene el campo de desplazamientos en todas las facetas y para todos los fotogramas, y conocido el
estado de referencia, el sistema calcula las deformaciones en la superficie de la muestra usando la teoria clasica
de deformaciones y desplazamientos a partir del calculo del gradiente de deformacion y el tensor de Hencky.
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