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Resumen

a distraccién dsea es un proceso quirtirgico por el cual se genera hueso nuevo mediante la separacién

gradual de dos fragmentos 6seos y una aplicacion gradual de traccion. En este proyecto se busca

determinar la evolucién de la porosidad y la mineralizacién durante el proceso de curacion a través del
procesamiento de imédgenes.

Existen dos casos distintos de estudio: la evolucién de la porosidad y la evolucién de la mineralizacién.
Dentro del caso de la evolucién de la porosidad se han analizado tres subcasos: el primero incluird el tejido
blando como poro, el segundo no incluird el hueco del tejido blando como poro y el tercero corresponderd al
docking site.

Para determinar la validez de los resultados, se han comparado con resultados existentes de estudios
previos. Se llega a la conclusion de que la porosidad disminuye durante el proceso de curacidn, asi como una
correlacién negativa existente con la rigidez del callo de distraccién. El contenido mineral del hueso inmaduro
tiene una evolucién inversamente proporcional a la de la porosidad pero no es funcién de la porosidad.






Abstract

istraction osteogenesis is a surgical process by which new bone is generated through the gradual
D separation of two bone fragments and a gradual traction application. Porosity and mineral content
evolution during the healing process are searched in this project by image processing.

There are two different cases: porosity evolution and mineral content evolution. Within porosity evolution,
three subcases had been studied: in the first one, it is included soft tissue as a pore, in the second one, soft
tissue is not included as a pore and the third one is the docking site study.

To establish the validity of the results, datas of previous studies were compared with this project results.
To conclude, the porosity of the woven bone diminishes during the healing process and that it is negatively
correlated to its stiffness. In addition, the mineral content of the woven bone is inversely proportional to the
porosity, but it is not a function of the porosity.
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Introduccion

a distraccion osteogénica es una técnica quirtirgica para la reconstruccion de deformidades dseas, utilizada
L en cirugfa ortopédica, oral y maxilofacial (Baur et al. 2016). Permite generar hueso nuevo mediante la
separacion gradual de dos segmentos 6seos quirdrgicamente osteotomizados. Aunque la idea del alargamiento
gradual de huesos no es nueva, ha ido ganando fama debido a diversos éxitos obtenidos.

Este método es ampliamente utilizado, incluyendo entre sus aplicaciones clinicas, en huesos largos, el
transporte 0seo para el tratamiento de no-uniones en fracturas asi como la elongacién de extremidades. El
transporte 6seo, en concreto, permite la segmentacion de defectos en huesos largos, que son resultado de
traumatismos, tumores o infecciones, para ser tratados. Esta técnica presenta dos zonas donde se desarrolla
hueso nuevo: el callo de distraccion y el docking site. El tejido nuevo se extiende a la zona donde no existe
hueso, formandose rdpidamente y sin una organizacién clara, caracterizado por tener una rigidez variable
que aumenta con el tiempo. A medida que se va generando el hueso nuevo, la composicion y las propiedades
mecanicas van cambiando (Mora-Macias et al. 2017).

La técnica no ha sido estudiada por completo. Esto provoca que no existan unos protocolos de actuacién
preestablecidos y que sea necesario un conocimiento exacto y una técnica meticulosa para disefiar la operacién
por parte del cirujano. A pesar de ello, estas operaciones son cada vez mas comunes, llegando a hacerse por
estética.

Los riesgos mds comunes que incluye este tipo de operacion son: infecciones (en torno al 5 %), crecimiento
del hueso en una direccién no deseada (entre el 7% y el 9 %), errores al seguir el protocolo de distraccion
(un 4.5 % del total), dolor debido a la distraccién una vez finalizado el procedimiento (aproximadamente un
1 %), entre otros (Seaward et al. 2013).

Existe, por tanto, una necesidad de estudio del proceso durante toda su duracién, no solamente durante la
cirugia inicial y, en consecuencia, es importante estudiar la dependencia de las propiedades mecanicas del
hueso inmaduro microestructuralmente y especialmente de la porosidad y el contenido mineral. Los anélisis
del proceso podrian permitir generar un protocolo definitivo de la operacién asi como simplificar el trabajo
previo a la operacion y seguimiento de la misma. El conocimiento de la evolucién de las distintas propiedades
mecdnicas con respecto a la generacién de hueso nuevo puede aportar informacién sobre el procedimiento
que permita mejorarlo. Una vez obtenidas las distintas relaciones necesarias, las simulaciones serfan mucho
mds precisas, sin necesidad de métodos invasivos.

En este proyecto se llevard a cabo un estudio sobre la evolucién de la porosidad y mineralizacion en el
callo 6seo y en el docking durante la distraccién osteogénica mediante un procesamiento de imédgenes. El
estudio se realizara sobre micrografias y radiografias obtenidas de 11 ovejas merinas sobre las que existe un
experimiento previo in vivo (Mora-Macias et al., 2015).

La disciplina cientifica que envuelve este trabajo es la biomecdnica. La biomecénica se centra en el estudio
de la estructura y funciones de los sistemas biolégicos de humanos, animales, plantas, érganos, hongos y
células mediante métodos mecdnicos (Hatze et al. 1974). Estd estrechamente relacionada con la ingenieria
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aplicada en la medicina, utilizando asi mismo conocimientos de diversas dreas como son: mecdnica, anatomia,
fisiologia... Los resultados son obtenidos mediante métodos experimentales o modelos matematicos. Un
ejemplo de estos estudios es, por tanto, el andlisis del callo 6seo y el docking durante la distraccion dsea.

1.1 Estado del arte y motivacion

Las propiedades mecdnicas macroscopicas del callo de distraccién han sido estudiadas ampliamente, tanto ex
vivo (Ohyama et al., 1994; Floerkemeier et al., 2010) donde se median valores de la rigidez en el callo en
distintos puntos temporales del proceso, in vivo (Mora-Macfas et al. 2015 a,b,c; Aarnes et al., 2005; Dwyer
et al., 1996) como in silico (Shefelbine et al., 2005). Se han medido in vivo fuerzas (Brunner et al., 1994;
Hyodo et al., 1996; Mora-Macias et al., 2015 a,b,c), y desplazamientos (Claes et al., 2002). Se han realizado
estudios histolégicos y de radiografias para evaluar los tipos de tejido del callo, los modos de osificacién y
otros pardmetros ( Ilizarov, 1989 a,b; Aronson, 1994; Aronson et al. 1989; Aronson et al., 1997; Forriol et al.,
2010; Kojimoto et al., 1988; Okazaki et al, 1999; de Pablos et al., 1990).

Asi mismo, se ha estudiado extensamente las propiedades macroscOpicas y microscépicas del hueso
cortical, tanto ex vivo como in vivo. Entre otros estudios, se ha comprobado una relacién entre las propiedades
mecdnicas y la porosidad del hueso cortical (Currey, 1988; Martin et al., 1989; Martin et al., 1993; McCalden
et al. 1993; Schaffler and Burr, 1988; Wachter et al. 2002; Granke et al. 2011). Se ha comprobado una relacién
inversa entre la porosidad y la rigidez, dureza, elasticidad y la capacidad de absorcién de energia de impacto
del hueso cortical (Augat & Claes, 1996; Currey, 1979, 1988, 2004); Schaffer & Burr 1988). Segiin estudios
anteriores, el médulo eldstico tiene una relacién con la porosidad tal que una variacion en porosidad del 10 al
15 % equivale a un 46 % de reduccién del médulo del hueso cortical.

En un estudio reciente (Currey et al. 2013), se han clasificado cinco niveles de porosidad en los huesos
compactos, ordenados de mayor a menor tamafio:

» Cavidad medular.

 Canales para nutrientes que atraviesan la corteza (proveen de sangre a la cavidad medular).

* Porosidad vascular dentro de la corteza.

* Porosidad lacuno-canalicular.

» Nanoporosidad; a nivel de coldgeno y cristales de hidroxiapatita.
Aunque es de ayuda considerar como un tnico sistema el caso de la porosidad lacuno-canalicular, es usual
considerarlas por separado porque, aunque es probable que actien al mismo tiempo en la creacion de hueso
nuevo, afectan de manera distinta en las propiedades mecdnicas. Si se elimina la cavidad central de la médula,
la porosidad no supera el 10% como maximo. Hay diferentes estudios sobre varias de estas porosidades,
variando la porosidad vascular entre el 0.7 % (Voide et al., 2011) y el 12.2 % (Cooper et al., 2004), 1a porosidad
Lacunar-canalicular entre el 3.5% y el 5% (Cowin, 1999), y, si consideramos por separado la porosidad
lacunar y la canalicular, la porosidad lacunar varia entre 1.15% y 1.9 % (Shipov et al., 2013) y la porosidad
canalicular entre el 1.42% (Frost, 1960) y aproximadamente el 5% (Ebacher et al., 2012).

Otros articulos dividen la porosidad del hueso cortical en:
* Porosidad Haversiana

¢ Porosidad de Volkmann

¢ Porosidad Plexiforme o de los canales vasculares.
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Donde la porosidad Haversiana seria del 1.42 % + 1.4 %, la porosidad de Volkmann del 2.37% +2% y la
porosidad plexiforme del 5.06 % + 4.7 %, siendo por tanto la porosidad total del 8.81% 42 % (Martin &
Ishida, 1989).

Por tanto, en base a los estudios preexistentes, se puede aproximar la porosidad total del hueso cortical del
5 al 10%. Estudios realizados sobre el hueso trabecular apuntan a una porosidad entre el 70-95 % (Schaffier
& Burr, 1988; Renders et al. 2007; Hodgskinson et al., 1996). No existe una correlacion significativa entre la
porosidad del hueso cortical y la porosidad del hueso trabecular (Renders et al., 2007).

También existen estudios sobre el contenido mineral tanto en el hueso cortical como en el hueso trabecular
(Gong et al., 1964; Currey, 1988, 2002; Gétzen et al., 2003; Renders et al., 2007; Manjubala et al., 20009;
Leong & Morgan, 2009). El contenido mineral del hueso trabecular, estudiado en animales vertebrados, era de
aproximadamente un 95 % del contenido mineral del hueso cortical (Gong et al. 1964; Currey ,1988). Currey
(1988) calculé la cantidad de calcio en el hueso una vez deshidratado mediante un método colorimétrico,
relacionando el médulo de Young con el nivel de mineralizacién del hueso cortical. Gétzen et al., (2003)
descubri6 una evolucioén lineal de la rigidez con la mineralizacién. Currey (2002) demostré que una baja
cantidad de mineral en el hueso generaba que éste fuera mas duro pero con un menor médulo elastico que
un hueso con alto contenido mineral. Renders et al. (2007) calcul6 la cantidad de mineral tanto en el hueso
cortical como en el hueso trabecular, encontrando que el grado de mineralizacién del hueso trabecular era
bastante menor que el del hueso cortical durante el proceso de creacion de hueso nuevo.

Sin embargo, existen menos estudios sobre propiedades microscépicas del hueso inmaduro durante la
distraccién osteogénica. En concreto, si se habla de la medicién de la porosidad durante el proceso de
distraccion osteogénica, se encuentran pocas referencias. Se toma una porosidad del 80 % para el hueso nuevo
y del 4 % para el hueso cortical en estudios in silico (Lacroix et al., 2002; Isaksson et al., 2007,2008; Burke
et al., 2012). Este dato es una aproximacion, no siendo tomado de un experimento. Ademads se mantiene el
valor constante durante todo el proceso de generacion de hueso. Para el caso del contenido mineral en el
callo de distraccidn, se han utilizado diversas técnicas como son: tomografias computerizadas, radiografias
(Shefelbine et al., 2005, Leong & Morgan, 2009) o Imagen electroestética retrodispersa (QBEI) (Roschger
et al. 1998, Manjubala et al., 2009). Esta tltima técnica permite la determinacién del contenido en calcio
a través de imdgenes retrodispersadas con microscopio electrénico. Manjubala et al. (2009) relacioné el
contenido mineral y el médulo de nanoindentacién del hueso inmaduro durante la curacion de fracturas. No
existe un estudio detallado del avance de la porosidad y la mineralizacién en el callo de distraccién 6sea
durante la regeneracion.

Este estudio podria permitir encontrar correlaciones entre el avance de la porosidad o la mineralizacién y
la evolucién de otras propiedades ya medidas extensamente en la literatura como puede ser la rigidez del
callo (Mora-Macias et al., 2015 a,b; Dwyer et al., 1996; Aarner et al. 2005; Floerkemeier et al., 2011).

1.2 Objetivos

En este apartado se desarrollardn los objetivos de este proyecto:

* Obtener, mediante procesamiento de imagenes ex vivo, la porosidad en el callo de distraccién y del
docking site en distintos dias desde la cirugfa y comprobar si existe una evolucion clara de la misma con
el tiempo. Asi mismo, para poder validar los resultados, el proceso seguido para obtener la porosidad
en el callo se realizard también en el hueso cortical sobre el que si existen estudios previos. Este proceso
se realizard sobre distintas micrografias tomadas en un experimento anterior.

* Calcular el tamafio de los poros en una seccién delimitada del callo de distraccién que sea idéntica
para las distintas micrografias a procesar para poder observar la evolucién del tamafio y cantidad de

poros en el tiempo.

 Estimar a través del procesamiento de imagenes el porcentaje de mineralizacién del callo de distraccion
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en dos planos distintos mediante radiografias tomadas en un experimento anterior en el proceso de
curacién una vez practicada la cirugia.

* Analizar los datos obtenidos y establecer una comparativa entre los resultados y la bibliografia para
determinar su validez en cada uno de los casos de estudio.

» Comparar la evolucién de la porosidad y la mineralizacién con otros pardmetros ya estudiados en la
bibliografia como puede ser el médulo elastico o la rigidez.

Para mostrar el cumplimiento de los distintos objetivos del proyecto, este trabajo sigue la siguiente
distribucién.

En el capitulo dos se desarrolla la fisiologia del tejido conectivo, haciendo mds hincapié en los tejidos que
estdn involucrados en los casos de estudio, ademads se detalla el proceso de distraccion osteogénica, tanto de
manera biolégica como mecdnica, asi como las aplicaciones clinicas.

En el tercer capitulo se exponen los métodos utilizados para calcular la porosidad y la mineralizacién del
callo de distraccién a través del procesamiento de imédgenes, partiendo de las micrografias (para el caso de la
porosidad) y de las radiografias (para el caso de la mineralizacién).

El cuarto capitulo estd reservado a la exposicién de los resultados obtenidos mediante el tratamiento de
imdgenes.

En el quinto y ltimo capitulo se discuten los resultados obtenidos, analizdndolos y comparando, tanto
entre los mismos datos obtenidos para distintas casuisticas como con datos obtenidos mediante la bibliografia
para determinar la validez. También se incluyen las conclusiones, las limitaciones del proyecto y las posibles
lineas de futuro a partir de este proyecto.



Antecedentes Biologicos de la Distraccion
Osea

a distraccion 6sea es un proceso bioldgico mediante el cual se genera tejido 6seo nuevo entre los
L segmentos de hueso que son separados, de forma gradual, por la aplicacién de un incremento de
traccion. Debido a esta tension, el callo se mantiene en el centro de la brecha de distraccion. Este proceso
comienza con la aplicacion de la fuerza distractora sobre el callo y continda mientras que los tejidos sigen
siendo estirados (Samchukov et al., 2001). Ademas del tejido dseo, se han observado otros tipos de tejidos
que se generan bajo traccién como pueden ser: mucosa, piel, tendén, cartilago, vasos sanguineos y nervios
periféricos (Ilizarov, 1989a, b; Cope et al., 1999). En consecuencia, la distraccién dsea implica un proceso de
formacién de tejido continuo.

En este capitulo se analizard la fisiologia del tejido conectivo, centrandose en el tejido 6seo, debido a su
gran importancia en el desarrollo de este proyecto.

2.1 Fisiologia del tejido conectivo

El tejido conectivo, también llamado tejido conjuntivo, es de origen mesodérmico. Comparte origen con las
células mesenquimales indiferenciadas o células madre y proporciona sostén y relleno estructural: huesos,
cartilagos, tendones, ligamentos y tejido adiposo.

Dentro de la brecha de distraccion aparecen distintos tipos de tejidos: tejido dseo, tejido cartilaginoso,
tejido fibroso y tejido de granulacién. Debido al tipo de estudio realizado en este proyecto, sélo se diferenciard
entre tejido dseo y tejido blando, que incluird el resto de tejidos mencionados con anterioridad.

2.1.1 Tejido 6seo

Es el principal tejido de sostén y proteccion en los vertebrados. El tejido 6seo es un tejido metabdlicamente
activo, capaz de adaptar su estructura a los estimulos mecénicos y reparar dafios estructurales mediante un
proceso de remodelacion (Robling et al. 2006). Gracias a la propiedad del tejido de reparar dafios estructurales
se genera hueso nuevo en una fractura y, por tanto, en el proceso de distraccion 6sea.

El componente mds caracteristico de este tejido es una matriz extracelular, que se encuentra en su mayor
parte mineralizada. En ella se pueden diferenciar dos partes: la porcion inorgdnica estd formada por cristales
de hidroxiapatita (compuesto quimico formado por calcio y f6sforo), la porcién orgénica, formada principal-
mente por fibras de coldgeno. Esta composicion aporta al tejido 6seo una gran consistencia, resistencia a la
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compresion y cierta elasticidad.

2.1.1.1 Estructura del hueso

Se distinguen dos formas de clasificar la estructura del tejido 6seo, a nivel macroscépico y a nivel microscépico.
Nivel Macroscépico

A nivel macroscépico, el hueso maduro se puede clasificar en:

* Hueso compacto o cortical: Matriz muy densa y sin cavidades vacias. Su matriz extracelular se
ordena en laminillas éseas que se disponen de manera paralela (hueso compacto laminar) o de manera
concéntrica (hueso compacto de tipo ostednico). En su composicion destacan los conductos de Havers
u osteonas, formadas por laminillas concéntricas de osteocitos, por donde circulan vasos sanguineos,
vasos linfaticos y fibras nerviosas. Estos conductos estdn comunicados entre si mediante unos conductos
transversales denominados canales de Volkmann. Se localiza en la parte central y externa de los huesos
largos, en el exterior e interior de los huesos planos y en distintas zonas de los huesos cortos.

* Hueso esponjoso o trabecular: posee grandes espacios denominados cavidades vasculares, ocupados
por vasos sanguineos y elementos hematopoyéticos. Estas cavidades estdn delimitadas por trabéculas
Oseas, red de celdas tridimensionales irregulares, en las cuales las fibras de coldgeno pueden estar
dispuestas de manera entrecruzada (hueso trabecular no laminar) u ordenadas en laminillas éseas
(hueso trabecular laminar). Esta estructura es la que confiere la estructura esponjosa caracteristica. En
los espacios vacios alrededor de esta estructura se almacena la médula 6sea roja. Durante la formacién
de tejido 6seo primero se forma hueso trabecular no laminar (hueso primario) que es sustituido por un
hueso trabecular laminar (hueso secundario). Este se encuentra en el interior de los huesos rodeado
por hueso compacto (Delloye et al. 1990; Yasui et al., 1991). Se encuentra localizado en los extremos
de los huesos largos y en los huesos cortos y planos.

Nivel Microscopico

A nivel microscépico, se divide en tres categorias:
* Hueso primario o lamelar: puede existir en el cortical o en el trabecular.

* Hueso secundario: se deposita sélamente durante la remodelacién y reemplaza al hueso primario
cortical o trabecular.

» Tejido 6seo inmaduro: Se despliega rdpidamente como una disposicion desorganizada de fibras de
coldgeno y osteocitos. El patrén desorganizado y la baja proporcién de proteinas no coldgenas disminuye
la fuerza mecdnica del tejido en comparacién con el hueso primario o secundario. Da un apoyo mecénico
temporal tras lesiones o durante la distraccién osteogénica, apareciendo en el callo de distraccion.

Las superficies interiores o medulares del hueso compacto, asi como las cavidades del hueso esponjoso
estdn recubiertas por el denominado endostio, que contiene células osteogénicas, osteoblastos y
osteoclastos. Recubriendo al hueso externamente se encuentra el periostio, formado por una capa
externa de tejido conectivo fibroso y por otra mds préxima al hueso que contiene material osteogénico.
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2.1.1.2 Tipos de células 6seas

Se distinguen distintos tipos de células en el tejido dseo:

Osteogénicas: tienen la capacidad de proliferar y diferenciarse en osteoblastos. Son muy activas durante
la fase de crecimiento de los huesos y durante la reparacion de las lesiones 0seas. Se encuentran en la
capa mds profunda del periostio y del endostio, asi como en las paredes de los conductos de Havers.

Osteoblastos: células que forman los componentes organicos de la matriz 6sea. Después se inicia el
proceso de mineralizacién. Se encuentran en la superficie de los huesos en crecimiento y en aquellos
que han sufrido algin tipo de lesién. Al finalizar su funcidn, se diferencian en osteocitos o células de
borde.

Osteocitos: células mds abundantes en el hueso maduro. Se originan a partir de los osteoblastos que
han perdido la capacidad de sintesis y que han quedado atrapados en la matriz del tejido éseo. Su

funcidn se basa en mantener el buen estado de la matriz.

Osteoclastos: se originan a partir de los monocitos en la médula dsea y tienen la funcién de controlar

el crecimiento y la reparacién del hueso, asi como la eliminacién de las células dafiadas o debilitadas.

Se localizan en la superficie de absorcién de los huesos y avanzan hacia el interior del tejido.
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2.1.1.3 Tipos de osificacion

La osificacién es el proceso de formacion de tejido éseo. Siempre ocurre a partir de un tejido preexisten-
te. Existen dos tipos de osificacion, directa (intramembranosa) o indirecta (endocondral). La osificacién
intramembranosa se produce a partir de tejido mesenquimdtico mientras que la osificacién endocondral se
produce a partir de cartilago.

Actualmente sigue en estudio el tipo de osificacién que se produce en el proceso de distraccién osteogénica.
Algunos autores proponen que solamente se da osificacién endocondral (Kojimoto et al.,1988; Kallio et al,
1994), otros defienden una osificacién puramente intramembranosa (Singare et al., 2006; Ilizarov, 1989b;
Kallio et al., 1994; Sencimen et al, 2007). En otras investigaciones se defiende una combinacién de ambas,
endocondral e intramembranosa (Fink et al., 2003; Forriol et al., 2010; Krawczyk et al., 2007; Jazrawi et al.,
1998; Li et al, 1999; Mizuta et al., 2003; Richards et al., 1999).

Osificacion intramembranosa

En este tipo de formacién de hueso, las células mesenquimadticas se transforman directamente en osteoblastos,
los cuales, en conjunto, construyen un centro de osificacion a partir del cual se va formando el hueso. Se
produce dentro de una membrana de tejido conjuntivo.

Inicialmente se produce una agrupacion de células mesenquimatosas para transformar células osteoproge-
nitoras y por tanto osteoblastos. Los osteoblastos segregan una serie de sustacias como coldgeno y matriz
Osea. Este proceso genera una zona de osificacion inicial en torno a la cual se va repitiendo el proceso de
maduracion de células mesenquiméticas en osteoblastos, con lo que las trabéculas van aumentando de tamafio.
La propia secrecién y maduracién de la matriz extracelular hace que los osteoblastos queden progresivamente
rodeados por matriz dsea, lo que los convierte en osteocitos maduros. En los limites externos de este sistema
de trabéculas se formard el periostio y el interior de los espacios entre trabéculas se convertird en médula
dsea y endostio. Las trabéculas junto al periostio espesan, formando un collar de tejido 6seo inmaduro
que posteriormente se reemplaza por hueso laminar maduro. El hueso esponjoso, que consta de distintas
trabéculas, persiste internamente y su tejido vascular se convierte en la médula roja.

1 2 Osteoide —__ 3

Células
mesenquimaticas Ostet?blastos Matriz dsea Osteocitos
\ ’ 4

Figura 2.2 Proceso de osificacién intramembranosa.



2.1 Fisiologia del tejido conectivo

Osificacion endocondral

En la osificacién endocondral, las células mesenquimaticas se diferencian primero en condrocitos, los cuales
son sustituidos por células dseas.

En primer lugar, las células mesenquiméticas se condensan, creando agregados compactos de células,
denominados nédulos. En estos nddulos se formara cartilago de tipo hialino, asi mismo, las células que se
encuentran en la parte periférica de estos nédulos expresardn genes para diferenciarse en células 6seas. Tras el
proceso de compactacion, hay una proliferacién de condrocitos para formar un cartilago que servird de molde
para obtener el nuevo hueso. Los condrocitos secretardn matriz cartilaginosa tipica y una capa periférica o
pericondrio. Posteriormente, los condrocitos de la zona media dejan de dividirse apareciendo un collar éseo
que sirve de soporte al hueso. Tras este proceso, crecen significativamente de tamafo, convirtiéndose
en condrocitos hipertréficos, determinando la longitud total y la tasa de crecimiento del hueso. Estos
condrocitos producen un tipo de matriz extracelular que contiene elementos que permiten la mineralizacién.
Los condrocitos hipertré6ficos mueren por apoptosis y los huecos generados son invadidos por vasos sanguineos
que aportan osteoblastos, los cuales comienzan a generar matriz 6sea interna. En los extremos de los huesos
largos quedardn restos de cartilago que permitirdn el crecimiento longitudinal del hueso y desaparecerd en
huesos maduros, es decir, termina por osificarse completamente.
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Figura 2.3 Proceso de osificacién endocondral.
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2.1.1.4 Composicion del tejido dseo

El hueso maduro estd compuesto por un 70 % de matriz inorgénica, un 20 % de matriz orgdnica y un 10% de
agua.

Dentro de la parte inorgdnica el componente principal es hidroxiapatita cristalina en forma de placa
Cas(PO,);(OH) o HA (Kaplan et al.,1994; Ying, 2001). En la parte orgdnica, aproximadamente el 90 % es
coldgeno de tipo I, el porcentaje restante son proteinas no coldgenas, como lipidos y otras macromoléculas.

La presencia de cristales da al hueso su rigidez y resistencia a la compresién y las fibras de coldgeno le
aportan resistencia a la tensién y dureza (Adams et al., 2006). Las propiedades de retencion de agua de los
proteoglicanos les permiten capturar espacio en el tejido en desarrollo (Adams et al., 2006).

2.1.1.5 Mineralizacion del tejido dseo

El componente mineral del hueso representa en torno al 65 % del peso dseo. Estd formado por calcio, fosfato
y carbonato en forma de pequefios cristales de hidroxiapatita y, en menor proporcidon hay magnesio, sodio,
pootasio, manganeso y fldor.

La mineralizacién del tejido dseo es el proceso por el cual se depositan minerales en la matriz ésea. Estos
minerales son inicialmente depositados en huecos entre el final de las fibras de coldgeno y la matriz. Cuando
el hueso madura, los cristales de hidroxiapatita crecen para rellenar el espacio disponible, resultando en
moléculas de coldgeno flexibles. Durante el inicio de la mineralizacidn, los cristales se orientan para que sus
ejes sean paralelos a los ejes de las fibras de coldgeno. El coldgeno de tipo I contribuye de manera critica en
la mineralizacion, facilitando la formacion inicial de cristales, aumentando la concentracién local de calcio
y/o fésforo o facilitando una nucleacién heterogénea.

Las macromoléculas también intervienen en el proceso, enlazando el crecimiento de las superficies de los
cristales para determinar el tamafio, la forma y el nimero de cristales formados.

Ademas, otros tipos de moléculas, principalmente la vitamina D, regulan la mineralizacién de la matriz
dsea, coordinando la homeostasis de calcio y fosfato y estimulando la diferenciacion de osteoblastos y su
actividad.

2.1.2 Tejidos blandos

Como se ha comentado anteriormente, en esta seccion se incluiran el resto de tejidos que componen el tejido
conectivo. En el desarrollo de este proyecto, la composicién y creacién de los tejidos que no son el tejido
0seo se encuentra fuera del objeto de estudio.

Tejido cartilaginoso

Es un tipo de tejido conectivo que crece tanto a tracciéon como a compresién y que tiene propiedades
intermedias entre el tejido conectivo denso y el hueso. Es duro pero flexible. Aporta rigidez elastica a las
estructuras que da apoyo.

Tejido fibroso

Es un tipo de tejido conectivo que tiene, relativamente, una alta resistencia a traccién y gran elasticidad,
debido a su alta concentracién de coldgeno y fibras eldsticas incrustadas en una matriz formada por agua,
polisacdridos y proteinas.
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Tejido de granulacién

Es un tejido conectivo débilmente organizado que reemplaza el codgulo de fibrina durante la fase de latencia
de la distraccion osteogénica.

2.2 Base bioldgica de la formacion de hueso durante la distraccion osteogénica

La distraccion osteogénica es una técnica quirdrgica destinada a formar grandes cantidades de tejido dseo.
Dependiendo de la localizacién anatémica donde se induzca el esfuerzo tensional, la distraccién osteogénica
se puede dividir entre callotasis (distraccion del callo de fractura) o distraccioén fisaria (distraccion de la
placa de crecimiento). Este trabajo se centrard en el primer caso basado en el estiramiento gradual del callo
de reparacion que se forma alrededor de los segmentos de hueso quirtdrgicamente separados mediante una
osteotomia (Murray, 1996). Este método ha sido utilizado como la técnica de distraccién predominante en
los modelos experimentales y en las aplicaciones clinicas debido a las muchas complicaciones asociadas a la
distraccion fisaria (Pietrzak, 2008).

2.2.1 Fases de la distraccion osteogénica

En base a la evolucion en el tipo del callo de distraccion 6sea se pueden diferencia cinco fases secuenciales
en el proceso de distraccién osteogénica, representadas en la figura 2.4

1. Osteotomia: El hueso es quirdrgicamente dividido en dos segmentos, con la consiguiente pérdida
de continuidad y de integridad mecdnica. Los fragmentos de hueso son posteriormente fijados a un
distractor o fijador externo para estabilizar la brecha creada.

2. Fase de latencia: Fase comprendida entre la realizacién de la osteotomia y el comienzo de la traccidn,
durante la cual se forma el callo blando (Figura 2.4a). Coincide con el inicio de la curacién normal del
hueso.

3. Distraccion: Los extremos del hueso osteotomizado son separados gradualmente formandose nuevos
tejidos 6seos en la brecha interfragmentaria (Figura 2.4b). Durante la aplicacion del esfuerzo de tension,
se crea un microambiente dindmico (Delloye et al., 1990). Este ambiente estimula cambios a nivel
celular y subcelular que pueden ser caracterizados como un efecto de estimulacion del crecimiento y de
forma (Kallio et al., 1994; Holbein et al., 1995; Mosheiff et al., 1996).

4. Consolidacion: Espacio de tiempo entre el cese de la traccion y la retirada del dispositivo de distraccién
(Figura 2.4c). Este periodo representa el tiempo requerido para completar la mineralizacién del tejido
regenerado. Tras el fin de la distraccidn, el callo de distraccién osifica gradualmente y una nueva zona
de fibra 6sea recorre la brecha.

5. Remodelacion: Es el plazo de tiempo entre la retirada del dispositivo de distraccion (y por tanto la
aplicacion de la carga funcional completa) hasta completar la remodelacién del hueso recién formado
(Figura 2.4d). Durante este periodo, la estructura 6sea inicialmente creada se refuerza por hueso lamelar
de fibras paralelas. Tanto el tejido cortical como la médula se restablecen.
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Figura 2.4 Fases de la distraccién osteogénica.

2.3 Base mecanica de la formacion de hueso durante la distraccién osteogénica

Las investigaciones clinicas y experimentales han demostrado que el hueso es un tejido sensible a los esfuerzos
que reacciona ante el ambiente mecdnico imperante (Lanyon, 1987; Riddle & Donahue, 2009). En particular
en la distraccion osteogénica el ambiente mecédnico lo impone el equipo de distraccion e influye en la posterior
curacion.

Dentro de la historia de la distraccién osteogénica un nombre sobresale sobre el resto y este es Gavriil
Abramovich Ilizarov. El profundo interés en la influencia mecédnica en los procesos bioldgicos llevo a este
traumatSlogo ruso a desarrollar su conocida ley de “Tension-Stress”. Esta ley describe como la traccién
gradual de algunos tejidos vivos genera unas tensiones que estimulan y mantienen la regeneracién y el
crecimiento continuo de ciertas estructuras tisulares, tales como vasos sanguineos, nervios, piel o huesos.

2.3.1 Historia del alargamiento de miembros

La primera aparicién del método de distraccion dsea se produce en 1905 por parte de Codivilla. Se consiguid
un alargamiento por traccién en una sola fase aplicada en el pin transcalcdneo (Samchukov et al., 2001), lo
cual se vio complicado por lesiones nerviosas graves y convulsiones persistentes e incontrolables (Codivilla,
1905).

Esta técnica comenz6 a dar resultados fiables tras introducir la utilizacién de un fijador monolateral en el
periodo de latencia.

El mayor desarrollo del proceso se consigui6 a través del traumatélogo Ilizarov que disefié6 un nuevo
aparato (1951) y modificé la técnica de alargamiento (1989). Sin embargo, su trabajo era desconocido en la
mayor parte del mundo durante bastante tiempo, empledndose la técnica de Wagner (1971). Para corregir
deformaciones en un plano aparecieron los fijadores hibridos (Green, 1991; Green el al., 1992). Este tipo de
fijadores no corrige las deformaciones en varios planos, para lo que se requiere un fijador Marco Espacial
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Taylor. Actualmente esta operacién se puede realizar también utilizando fijadores internos colocados en el
canal del hueso.

Figura 2.5 Distractor de Ilizarov.

2.4 Aplicaciones clinicas

La distraccion 6sea es utilizada en diversos procedimientos de alargamiento de huesos, ya sea en huesos
largos, craneales, faciales o mandibulares. En base al estudio de este proyecto, las aplicaciones en huesos
largos se pueden clasificar en:

* Transporte 6seo: Para tratar defectos de huesos largos. Incluye la reseccion del hueso patolédgico,
seguido del transporte de un segmento de hueso sano.

* Alargamiento de miembros: Para anomalias congénitas con deficiencias de reduccion de extremidades.

» Tratamiento de no-uniones: Una vez pasado el proceso de curacién de una fractura pueden darse
no-uniones. Para fijar el hueso tal y como se deberia se puede utilizar la distraccién osteogénica.

* Artrodiastasis: Para corregir gradualmente deformaciones en articulaciones angulares y poder reesta-
blecer el movimiento.

» Reconstruccidon de pies: Se lleva a cabo para una gran variedad de condiciones.






3 Meétodos

ste capitulo estd dedicado a la descripcion de los procesos seguidos para la obtencién de los resultados de
E este proyecto. Debido a que el estudio tiene dos vertientes diferenciadas, este capitulo estard separado
en dos secciones independientes, en las que se detallaran los pasos seguidos para cada uno de los estudios,
precedidas de una breve introduccién en la que se mostrard el experimento previo del que provienen los datos
de estudio. Debido a la dificultad para obtener estos resultados de manera in-vivo, no se dispone de datos
previos sobre la porosidad y la mineralizacién del callo de distraccion.

3.1 Experimento previo

El experimento de distraccion ésea se realiz6 sobre 11 ovejas merinas, con edades entre los 3 y los 5 afios y
un peso de 53.5 + 8.5 kg (Mora-Macias et al., 2015). El bienestar durante los experimentos de cada una de
las ovejas fue garantizado segin el comité ético de la Universidad de Sevilla.

Para analizar la evolucién de la porosidad durante el proceso se obtuvieron 6 micrografias del callo de
distraccién 6sea, correspondientes a 6 ovejas en los dias 35, 50, 79, 98, 161 y 525, asi como 6 micrografias
del docking correspondientes a los mismos dias.

Para analizar 1a mineralizacién del callo de distraccion se realizaron radiografias a todas las ovejas, desde
la cirugia inicial hasta el sacrificio o final de la intervencién. En total se cuenta con 172 radiografias, sin
incluir las realizadas el dia de la cirugia, para analizar la evolucion de la mineralizacién. Estas radiografias
estan divididas en dos planos distintos:

* Plano Mediolateral: El rayo de la radiografia se dirige paralelamente al suelo (representado en la figura
3.1).

* Plano Dorsoplantar: El rayo de la radiografia se dirige con una inclinacién de 45° respecto a la horizontal.
Se obtiene una imagen menos distorsionada y permite ver mejor las lineas articulares (representado en
la figura 3.2).

15
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Figura 3.1 Proyeccién Mediolateral de una extremidad inferior.

Figura 3.2 Proyeccién Dorsoplantar de una extremidad inferior.

Se realizard un estudio independiente para cada plano y otro para la media de ambos planos.
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3.2 Evolucion de la porosidad en el callo de distraccion dseay en el docking

Para el estudio de la porosidad a lo largo de todo el proceso de distraccion se han analizado 12 micrografias

mediante procesamiento de imdgenes con Matlab, 6 correspondientes al callo y 6 correspondientes al docking.

El estudio se ha realizado sobre las micrografias con dos hipétesis distintas: incluyendo el tejido blando
como poro y eliminando la zona correspondiente al tejido blando del estudio. Las distintas zonas de las
micrografias quedan ejemplificadas en la figura 3.3.

Bordes
Tejido blando
Poros

Tejido 6seo

g

Figura 3.3 Zonas diferenciadas de una micrografia.

A continuacioén, se procede a describir los pasos seguidos para la obtencién de los resultados de porosidad.

La descripcion del proceso es idéntica para el caso del callo y del docking, excepto para el caso en el que no
se tiene en cuenta el tejido blando ya que éste no contiene dicho tipo de tejido.

3.2.1 Analisis de las micrografias y delimitacion de la zona de estudio

Inicialmente se parte de 12 micrografias del callo de distraccién, como la que se muestra en la figura
3.4, que contienen tanto la seccién del callo de distraccién como hueso cortical y resina proveniente de la
muestra. Por tanto, si se analizara la imagen tal y como se obtiene inicialmente, se estaria incluyendo en los
resultados informacion no proveniente del callo de distraccion. Para evitar incluir estos datos en el tratamiento
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de imédgenes de Matlab, se modificardan los margenes de las micrografias no correspondientes al callo de
distraccién ésea y que por tanto no son objeto de estudio de este proyecto. Una vez diferenciada la zona de
estudio, se procederd a computar la imagen para obtener los resultados.

Figura 3.4 Micrografia correspondiente a 161 dias tras la cirugia.

Como se ha comentado, para evitar afiadir informacion no deseada a los resultados, se decide modificar la
micrografia, eliminando toda aquella informacién que no sea de interés. Debido a la similitud de valores
de los pixeles y a la falta de borde de referencia en la separacién entre el hueso cortical y el callo, resulta
imposible poder automatizar un proceso en Matlab que sea capaz de diferenciar esta zona sin necesidad
de introducir los datos a mano. De manera similar, a la hora de no incluir la zona correspondiente a tejido
blando, se encuentran las mismas dificultades ya que al no encontrarse en la micrografia dicho tejido blando,
el valor del color del hueco creado para ello es igual al valor del color del poro. Por estas razones, en lugar
de desarrollar un programa poco fiable, se decide modificar las micrografias con un progama de edicién de
imagenes (GIMP).

En cada una de las micrografias, se analiza cuidadosamente donde se encuentra el margen del callo,
delimitandolo y tifiiéndolo de color verde (RGB, G255) para, posteriormente, poder aplicar un filtro de color
que elimine esa zona del estudio. Para aquellas micrografias que incluyen zonas de tejido blando, se obtienen
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dos imagenes distintas, una en la que se incluye el tejido blando dentro de la zona a eliminar del estudio y
otra en la que no.

En las siguientes figuras (figura 3.5 y figura 3.6) se muestra la modificacién realizada a dos micrografias,
correspondientes a los dias 79 y 161. La micrografia tomada a los 79 dias de la cirugia, incluye tejido blando,
mientras que la micrografia tomada a los 161 dias sélo incluye poros.

Figura 3.5 Delimitacidon de la seccion del callo en la micrografia correspondiente a 79 dias tras la cirugia: a)
Micrografia sin modificar, b) Micrografia modificada incluyendo tejido blando, c) Micrografia
modificada sin incluir tejido blando..

Figura 3.6 Delimitacién de la seccion del callo en la micrografia correspondiente a 161 dias tras la cirugia:

a) Micrograffa sin modificar, b) Micrografia modificada..
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Este mismo proceso se ha realizada con el resto de micrografias, tanto del callo de distraccién como del
docking. Una vez obtenidas las imagenes delimitadas se puede proceder a implementarlas en Matlab.

El estudio del niimero de poros asi como su tamafio maximo y minimo en una zona delimitada con
anterioridad es también de interés. Para ello se ha seleccionado una zona concreta de las micrografias,
representada en la figura 3.7 para el caso de la micrografia correspondiente a 35 dias después de la cirugfa.
Una vez seleccionada la zona se puede proceder al célculo de las magnitudes de interés dentro de la misma.

Figura 3.7 Zona seleccionada para el estudio de la evolucién de los poros en las micrografias.

3.2.2 Creacion e implementacion del programa de célculo de porosidad en el callo de distraccion dsea
a) b) c) d)

35 dias desde la cirugia

desde

Figura 3.8 Proceso seguido de manipulacién de las micrografias para el cdlculo de la porosidad: a)Micrografia
sin modificar; b)Micrografia una vez eliminados bordes y tejido blando; c)Micrografia en escala
de grises; d) Micrografia binarizada.
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Para calcular el porcentaje de porosidad en cada una de las micrografias, se ha desarrollado un programa que
transforma la imagen, primero a escala de grises y posteriormente a blanco y negro. Una vez binarizada la
imagen se puede proceder a los cdlculos. El umbral tomado para cada micrografia, a la hora de transformar
a blanco y negro, es distinto ya que, al tratarse de trabajo experimental, la calidad y luminosidad de cada
una de ellas varfa. Se ha tomado aquel umbral que mejor representa, en la imagen binarizada, la cantidad de
poros en la micrografia original. El proceso que sigue cada micrografia hasta estar binarizada se muestra en
la figura 3.8.

Como se comenta en la seccion anterior, gracias a la edicién de las micrografias iniciales se puede aplicar
un filtro de color que elimine del computo toda aquella zona de la imagen que contenga dicho valor en RGB
permitiendo asi unos resultados mds fiables. El tipo de c6digo empleado para el filtro de color en la imagen
queda ejemplificado en las siguientes lineas:

I=imread (’micrografia’);

color_rojo=double(I(:,:,1)); %Micrografia sdélo con rgb rojo

color_verde=double(I(:,:,2)); %Micrografia s6lo con rgb verde

color_azul=double(I(:,:,3)); %Micrografia s6lo con rgb azul

bordes_imagen=color_verde - color_rojo - color_azul; JBordes a eliminar de la
micrografia

[m,n]=size(I); JNamero de filas y columnas de la matriz de pixeles.

area_margenes=0;

if bordes_imagen(1l:m,1:n)>0;

area_margenes=area_margenes+1; %Area encerrada en los margenes

end

Area_imagen=m*n; %hrea total de la imagen de la radiografia

Area_osea_final=Area_imagen - Area_borrar; %Area final para el calculo

Micrografia sin modificar Micrografia en escala de grises

0y negro sin margenes

Margenes de laimagen a eliminar Micrografia en blanc
).

r !

Figura 3.9 Micrografia correspondiente a 161 dfas tras la cirugia.
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Micrograffa sin modificar Micrografia en escala de grises

Margenes de la imagen a eliminar
r

Figura 3.10 Micrografia correspondiente a 79 dias tras la cirugia incluyendo tejido blando.

Micrograffa sin modificar Micrografia en escala de grises

Margenes de la imagen a eliminar Micrografia en blanco y negro sin margenes
r - flhis

Figura 3.11 Micrografia correspondiente a 79 dias tras la cirugfa sin incluir tejido blando.
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El proceso seguido por el programa, de imagen en RGB a escala de grises, eliminacién de los margenes y
binarizacién de la micrografia queda representado en las figuras 3.9, 3.10 y 3.11. En ellas se refleja claramente
el filtro de color aplicado y cdmo en el caso de existir tejido blando incluido dentro del callo de distraccién,
éste es eliminado también del cémputo en un caso e incluido como poro en la otra hipétesis.

Una vez obtenida la imagen en blanco y negro, eliminando las zonas no deseadas para el célculo, se
procede a tratar la imagen como una matriz de ceros y unos, correspondiendo el valor cero con el color
negro y el valor uno con el color blanco, simbolizando cada celda un pixel de la imagen. Las celdas de valor
1, por tanto, se corresponden a aquella parte del callo que estd osificada, mientras que las celdas de valor
0 se corresponden con los poros del callo. Haciendo esta distincion se procede a calcular el porcentaje de
porosidad en el callo de distraccién 6sea. Se toma como 4rea total del callo todas las celdas de la matriz a la
cual se le resta el total de pixeles contabilizados en el filtro de color para eliminar los datos no deseados. El
area correspondiente a los poros serdn todas aquellas celdas que contengan ceros. Teniendo nombradas estas
dos variables, el porcentaje total de porosidad de cada micrografia es facilmente calculable, siendo este:

Area porosa

Porcentaje de porosidad de la micrografia = 3.1

Area 6sea

Los resultados obtenidos por este proceso se mostrardn en el siguiente capitulo.

Para el caso del docking se ha realizado el mismo procedimiento, el cual queda representado en la figura3.12

Micrografia sin modificar Micrografia en escala de grises

Mérgenes de laimagen a eliminar

Figura 3.12 Micrografia correspondiente al docking 98 dias tras la cirugia.
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En la zona determinada de estudio dentro de las micrografias especificada anteriormente, se ha procedido
a calcular el nimero de poros asi como el tamafio mdximo de poro y el tamafio minimo de poro. Para ello se
han utilizado dos funciones implementadas en Matlab: ‘regionprosp’ y ‘bwboundaries’

La funcién ‘regionprops’ mide variables de las regiones de la imagen, indicadas a través de las variables
de entrada. En este caso, la variable de entrada es la imagen binarizada de la zona delimitada y la propiedad a
analizar por la funcién serd el drea de las regiones encontradas. La funcién ‘bwboundaries’ permite delimitar
las regiones de la imagen. Ambas funciones seleccionan tanto los poros como zonas de tejido 6seo que se
puedan considerar dentro del poro por estar éste alrededor del tejido 6seo (figura 3.13).

Tejido dseo

Margen paoro

Tejido Gseo

fMargen tejido
oseo interior

Figura 3.13 Ejemplo de funcionamiento ‘bwboundaries’.

Para evitar que esto ocurra, introduciéndose informacién no deseada, se ha invertido los colores de la
imagen y se ha afadido una opcidn a la funcién ‘bwboundaries’ noholes (evita incluir zonas dseas dentro de
los poros), permitiendo asi que las zonas delimitadas sean exdctamente los poros de la imagen. En la figura
3.14 se muestra el proceso seguido.

a) b) ¢)

35 dias desde la cirugia

525 dias desde la cirugia

*5
4

adilk- - g

Figura 3.14 Proceso seguido para la delimitacién de los poros en las micrografias correspondientes a 35 y
525 dias después de la cirugia: a) Imagen binarizada; b) Imagen binarizada inversa; c) Imagen
binarizada con los poros bordeados.
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El cédigo utilizado una vez delimitada el area de estudio queda ejemplificado en las siguientes lineas:

I = imread(’zona_de_estudio’); ’Se toma la imagen ya binarizada

I_inversa = imcomplement(I);; %Cambia los pixeles blancos por negros y
viceversa

areas = regionprops(I_inversa, ’Area’); J, Estructura de propiedades donde se
calculan las areas de las regiones

[B,L]=bwboundaries(bw_inversa, ’noholes’); %0btiene los margenes de los poros

Una vez calculadas las dreas se procederd a obtener el valor mdximo y minimo del drea de cada poro
respecto al drea dsea total de la zona de estudio asi como cuédntos poros existen en la zona.

3.3 Evolucion de la mineralizacion en el callo de distraccion dsea

En este estudio se han utilizado las radiografias tomadas a las 11 ovejas del experimento previo. Para analizar
como de mineralizado estd el callo de distraccién 6sea se analizard cada imagen en escala de grises. En
funcién de los valores de gris de la imagen se obtendra el resultado de mineralizacién.

En la tabla 3.1 se expone el nimero de radiografias obtenidas, de cada plano, para cada oveja de estudio.

Tabla 3.1 Numero de radiografias separadas por ovejas y plano.

Oveja  Plano Mediolateral Plano Dorsoplantar

Oveja 1 10 4
Oveja 2 8 8

Oveja 3 4 4
Oveja 4 11 11
Oveja 5 20 20
Oveja 6 4 4

Oveja 7 2 1

Oveja 8 3 3

Oveja 9 1 1
Oveja 10 15 15
Oveja 11 7 7

3.3.1 Analisis de las radiografias y delimitacion de las zonas de estudio

Al igual que lo ocurrido en el caso de las micrografias, utilizadas para el estudio de la porosidad, en las
radiografias de este andlisis no se puede fijar, mediante funciones de Matlab, regiones de estudio. Esto es
debido a la cercania de los valores de gris de cada uno de los pixeles de las imagenes.

Asi mismo, la imagen de la radiografia completa, como se puede apreciar en la figura 3.15, incluye tanto
zonas no pertenecientes a la radiografia en si, como al aparato distractor utilizado en la operacién. Por ello, se
toma la determinacion de analizar s6lo la zona correspondiente al callo de distraccion dentro de la radiograffa.



26

Capitulo 3. Métodos

MEDIOLATERAL

Figura 3.15 Radiografia de la oveja 1 correspondiente a 64 dfas tras la cirugfa.

Una vez seleccionada la region de estudio, inicialmente, se divide en dos zonas delimitadas mediante el
programa de edicién de imdgenes (GIMP), una correspondiente al callo de distraccion y otra al hueso de
control (figura 3.16). Esta segunda regién se utilizaria como referencia para la mineralizacién pero debido a
la no homogeneidad del hueso de control, obtener una buena referencia no es compatible. Por ello se decide
cambiar la referencia al aparato distractor, completamente homogéneo. Esta decisién también contiene una
problemadtica, en las ovejas con mayor nimero de dias radiografiados, llegado un momento del proceso, se
retira el aparato y por tanto la referencia tomada desapareceria de las radiografias finales y habria que tomar
distintas referencias para un mismo proceso.

Finalmente, se toma como referencia genérica una matriz de 20x20 pixeles correspondientes a la esquina
superior izquierda de la zona de estudio. Esta referencia mejora las referencias elegidas con anterioridad ya
que se mantiene en todas las radiografias independientemente de la oveja y el dia del proceso. Ademds, varia
su luminosidad, es decir, su valor de gris, en igual medida que los valores de los pixeles correspondientes al
callo de distraccién en funcion de lo clara u oscura que sea la radiografia tomada.

Por otro lado, en algunas radiografias se ha tenido que delimitar la zona del callo evitando cables del
distractor ya que, si se incluyeran esos pixeles en el estudio, los resultados no serian fiables.
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Figura 3.16 Zona delimitada para al radiografia de la oveja 1 correspondiente a 64 dias tras la cirugia.

3.3.2 Creacion e implementacion del programa de célculo de mineralizacién en el callo de distraccion 6sea

En base a las imdgenes editadas, se crea un c6digo que permite calcular cémo de mineralizado se encuentra
el callo de distraccion ésea durante el proceso de regeneracion tras la cirugfa.

Para dicho célculo, se ha creado una funcién de Matlab que, para cada radiografia, obtiene el porcentaje
mineralizado del callo mediante la media de la zona de referencia y la media del callo de distraccioén. Se han
utilizado funciones ya definidas en Matlab para el cdlculo de los valores de los pixeles en las regiones de
estudio.

Partiendo de la radiografia, se crean dos matrices distintas, la primera corresponde a todos los valores de
los pixeles de la radiografia en escala de grises, la segunda corresponderia a una submatriz de la radiografia
que incluye todos aquellos pixeles cuyo valor sea superior a 0. Este paso permite eliminar de la imagen el
borde marcado en negro de la regién y asi mismo indica a la funcién de Matlab ‘regionprops’dénde debe
calcular las propiedades indicadas de la radiografia.

La funcién ‘regionprops’ mide variables de las regiones de la imagen, indicadas a través de las variables
de entrada, siendo estas las dos matrices indicadas con anterioridad y una tercera variable que indica las
propiedades a medir. En este caso de estudio, se incluyen dentro de las propiedades, el drea y el valor de los
pixeles de la region.

El cédigo definido en estos pdrrafos seria:

I = imread(’radiografia’); %Matriz de pixeles de la radiografia

BW = I > 0; Matriz que sd6lo incluye los bordes de la regidm.

matriz_de_propiedades = regionprops(BW, I, {’Area’, ’PixelValues’}); %
Estructura de propiedades

A partir de los valores obtenidos por la funcién se obtiene la media de los valores de los pixeles y su
desviacion estandar. Este mismo proceso se realiza para el submatriz 20x20 de referencia. Una vez obtenida
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la media y la desviacion estandar, se calcula el porcentaje de mineralizacion del callo de distraccion.

media_del_callo_de_distraccion = mean(double(matriz_de_propiedades.PixelValues)
)3

media_de_referencia = mean(mean(I(1:20,1:20)));

porcentaje_mineralizacion = media_del_callo_de_distraccion/media_de_referencia;

En la figura 3.17 quedan respresentadas la media y la desviacién estdndar para el callo de distraccién ésea
de la radiografia del dia 51 de la oveja 1.

Figura 3.17 Media y desviacion de los valores de los pixeles para la oveja 1 y radiografia de 51 dias en el
plano Mediolateral.

El método para hallar los resultados definido hasta el momento, asi como las radiografias representadas,
se corresponden al plano Mediolateral. La tinica diferencia entre las radiografias del caso Mediolateral y el
Dorsoplantar es el cambio de plano a la hora de la toma de la radiografia, por tanto el proceso necesario para
obtener los datos se puede considerar idéntico.

La figura 3.18 representa la media y la desviacion de los valores de gris del callo en el caso de una
radiografia Dorsoplantar.
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Figura 3.18 Media y desviacién de los valores de los pixeles para la oveja 1 y radiografia de 98 dias para el
plano Dorsoplantar.






4 Resultados

n este capitulo se mostrardn los resultados obtenidos mediante los métodos descritos en el capitulo
E anterior para ambas vertientes de estudio. Al igual que en el capitulo de métodos, este capitulo estara
dividido en dos secciones independientes correspondientes a los estudios de porosidad y mineralizacién del
callo de distraccion 6sea. Estos resultados serdn analizados en el siguiente capitulo.

4.1 Resultados del estudio de las micrografias

Una vez desarrollado el c6digo descrito anteriormente, se procede a compilarlo, obteniéndose los valores de
porosidad para las micrografias, en cada uno de los casos de estudio descritos.

4.1.1 Porcentaje de porosidad en el callo de distraccion 6sea

Porosidad incluyendo zonas de tejido blando como poros
Los resultados obtenidos para este caso de estudio se presentan a continuacién en la figura 4.1 y en la tabla
4.1.

Tabla 4.1 Porcentajes de porosidad incluyendo tejido blando como poros en el proceso de distrac-
cién dsea.

Dias desde la cirugia Porcentaje de porosidad Relacién respecto al hueso cortical

35 dias 76.347 % 0.053
50 dias 67.948 % 0.0599
79 dias 54.429 % 0.0.0748
98 dias 49.475 % 0.0823
161 dias 42.926 % 0.0949
525 dias 31.861% 0.128
Cortical 4.073 % 1

31
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Porcentaje porosidad incluyendo tejido blando
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Figura 4.1 Grifica del avance de la porosidad en el callo de distraccién 6sea computando el tejido blando.

Los puntos representados en la figura 4.1 son los correspondientes a la porosidad de cada micrograffa en
los distintos dias posteriores a la cirugfa.

En la tabla 4.1 se incluyen los valores calculados de la porosidad en funcién de los dias desde la cirugia
con cinco cifras significativas ademads del porcentaje de porosidad para el hueso cortical de referencia.

Tanto en la figura 4.1 como en la tabla 4.1, se observa una disminucién de la porosidad con el avance

de los dias, partiendo de una porosidad préxima al 80 % y aproximdndose al valor de referencia del hueso
cortical, en torno al 30 % de porosidad.

Porosidad sin incluir zonas de tejido blando en el analisis

Los resultados obtenidos para este caso de estudio se presentan a continuacién en la figura 4.2 y en la tabla
4.2.

Tabla 4.2 Porcentajes de porosidad sin incluir tejido blando como poros en el proceso de distrac-
cién dsea.

Dias desde la cirugia Porcentaje de porosidad Relacion respecto al hueso cortical

35 dias 73.328 % 0.0555
50 dias 63.093 % 0.0645
79 dias 59.09 % 0.0689
98 dias 49.47 % 0.0823
161 dias 42.926 % 0.0949
525 dias 31.861 % 0.128

Cortical 4.073 % 1
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Figura 4.2 Grifica del avance de la porosidad en el callo de distraccién dsea sin computar el tejido blando.

Como se puede observar en la figura 4.2 y en la tabla 4.2, hay valores de la porosidad de algunas micrografias
iguales a los valores del caso de estudio anterior. Esto es debido a que dichas micrografias no contenian
zonas de tejido blando a excluir del andlisis y por tanto su cdlculo se mantiene igual en ambos casos. Las
micrografias modificadas para este estudio se corresponden con los dias 35, 50 y 79.

También se observa que la porosidad correspondiente a los dias modificados ha disminuido, resultado

l16gico teniendo en cuenta que las zonas de tejido blando han sido eliminadas del estudio. En este caso, la

porosidad parte de aproximadamente un 75 % hasta el mismo valor del apartado anterior, es decir, en torno a
un 30 %.

41.2 Porcentaje de porosidad en el docking

Los resultados obtenidos para este caso de estudio se presentan a continuacién en la figura 4.3 y en la tabla
4.3.

Tabla 4.3 Porcentajes de porosidad en el docking.

Dias desde la cirugia Porcentaje de porosidad Relaciéon respecto al hueso cortical

35 dias 72.217 % 0.0564
50 dias 56.668 % 0.0718
79 dias 52.543 % 0.0775
98 dias 46.093 % 0.0884
161 dias 35.693 % 0.114
525 dias 25.731% 0.158

Cortical 4.073 % 1
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Figura 4.3 Grifica del avance de la porosidad en el docking.

La evolucién seguida por la porosidad en los tres casos de estudio es bastante similar. Las repercusiones
de estos resultados se analizardn en el siguiente capitulo.

4.1.3 Tamafio de poro en una zona determinada de las micrografias

En la tabla 4.4 se muestran los tamafios de poros correspondientes a las micrografias en una zona determinada.

Tabla 4.4 Tamafio mdximo y minimo de poro asi como drea porosa total respecto al drea dsea total.

Dias desde la cirugia Tamaifio maximo de poro Tamaio minimo de poro Area porosa total

35 dias
50 dias
79 dias
98 dias
161 dias
525 dias

34.29 % 0.665 % 56.505 %
30.145 % 0.0028 % 43.789 %
28.831% 0.0107 % 41.406 %
13.3190 % 0.0115% 38.602 %
26.2623 % 0.0616 % 37.5924 %
20.8969 % 0.0025 % 21.0650 %

4.2 Resultados del estudio de las radiografias

En este apartado, se han representado los resultado obtenidos para la mineralizacion del callo de distraccién
osteogénica en funcidn del plano, ya sea Mediolateral o Dorsoplantar, asi como una media de ambos planos.
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Se ha utilizado una escala logaritmica en el eje de abscisas para una mejor representacioén de los datos,
siendo éste los dias transcurridos desde la cirugia. Asi mismo, se han incluido todos los porcentajes de cada
radiografia, correspondiente al mismo plano, en la misma figura para poder asi visualizar la familia completa
de datos, ya que, tal y como se comentd con anterioridad en el capitulo de Métodos al hablar del experimento
previo, no todas las ovejas tienen el mismo nimero de radiografias y por tanto el andlisis entre las distintas
ovejas por separado conllevaria una dificultad afiadida. En la leyenda de la figura viene marcado qué puntos
corresponden a cada oveja.

1 Mineralizacion en el Plano Mediolateral
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Figura 4.4 Grifica del avance de la mineralizacién en el plano Mediolateral.

1 Mineralizacion en el Plano Dorsoplantar
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Figura 4.5 Grifica del avance de la mineralizacion en el plano Dorsoplantar.
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, Mineralizacion en valores medios
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Figura 4.6 Grifica de la media de los valores de mineralizacin para los planos mediolateral y dorsoplantar.

En las figuras 4.4, 4.5, 4.6, se pone de manifiesto cémo aumenta la mineralizacién del callo de distraccion
6sea a medida que aumentan los dias transcurridos desde la cirugfa.

Para el plano Mediolateral, se parte de unos valores de mineralizacién en torno al 20 % y al finalizar el
estudio se obtienen valores entorno al 70-80 %. Para el plano Dorsoplantar, se obtienen valores muy similares
de la mineralizacion, siendo los valores finales del estudio un poco inferiores en media, entorno al 60-70 % en
la mayoria de los datos. Al realizar la media entre el plano Mediolateral y el plano Dorsoplantar, los valores
obtenidos son bastante parejos a los anteriores.

Como puede observarse, los datos extraidos de las radiograffas correspondientes a cada oveja, se asemejan
bastante unos a otros en dias préximos. Es también de interés la evolucion seguida al transcurrir los dias, se
aprecia claramente que, en general, cuanto mds lejos del dia de la cirugia se encuentre la radiografia, mayor
serd el porcentaje de mineralizacién del callo.

Algunos datos del estudio se salen de la evolucién general. Debido a que este proyecto estd basado en datos
experimentales, se supone l6gico admitir que estas desviaciones de la norma habitual sean consideradas
normales, ya que existen muchos factores externos al cdlculo realizado en este proyecto, como puede ser la
calidad de la radiografia.

Estos resultados, extraidos del estudio realizado, se analizaran en el siguiente capitulo.



5 Discusion

urante este capitulo se analizardn los resultados mostrados en el capitulo anterior, manteniendo, como
D en el resto de este documento, la separacion existente entre ambas vertientes de estudio. Ademas
se compararén los resultados obtenidos con los datos preexistentes en la bibliografia. Posteriormente se
establecerdn unas conclusiones, limitaciones del proyecto y posibles investigaciones futuras.

5.1 Analisis de los resultados

5.1.1 Analisis de los resultados de las micrografias

Para un mejor andlisis de los resultados obtenidos, se ha afiadido una referencia, correspondiente al hueso
cortical de control, que permanecera constante durante todo el proceso. En las figuras 5.1, 5.2 y 5.3, se
muestra la aproximacion de este interpolante y la referencia.
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Figura 5.1 Grifica del avance de la porosidad en el callo de distraccién 6sea computando el tejido blando.
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Porcentaje porosidad sin incluir tejido blando
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Figura 5.2 Grifica del avance de la porosidad en el callo de distraccién ésea sin computar el tejido blando.

Porcentaje porosidad docking

[0}
o

[ [ [ [
o Porosidad en el callo de DO en los dias de las micrografias
—Porosidad en el hueso cortical

~
o
T
o
I

a1 D
o o
T T

1 1

wW

o
T

!

Porcentaje porosidad (%)
S 5

—_

o
T

|

o

| | | | |
100 200 300 400 500 600
Dias desde la cirugia

o

Figura 5.3 Gréfica del avance de la porosidad en el docking.

Como se observa en las figuras 5.1, 5.2 y 5.3, la porosidad va disminuyendo hasta aproximarse al valor de
referencia, con una disminucién de la porosidad considerable en los primeros dias tras la cirugia (hasta la
micrografia correspondiente al dia 161) y posteriormente un avance mds lento pero continuo de la disminucién
de la porosidad. Se podria considerar un avance exponencial en funcién del paso del tiempo. Para el caso en
el que no se incluye tejido blando (ver figura 5.2), la relacién exponencial es incluso mas plausible.

En la figura 5.4 se han representado todos los datos de las micrografias juntos en una sola gréfica. Se
aprecia que los resultados de porosidad son muy similares entre si, ya sea comparando el caso de estudio que
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incluye el tejido blando como poro con el caso que no lo incluye asi como las comparaciones entre los dos
casos comentados y el estudio del docking. El caso del docking en el que se obtiene un menor porcentaje
de porosidad desde el inicio del estudio. La porosidad en el docking en los primeros dias de estudio es mas
cercana al caso en el que no se computa el tejido blando que al correspondiente al computo del tejido blando.
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Figura 5.4 Grifica conjunta del avance de la porosidad en el callo de distraccién 6sea .

En la figura 5.5, se muestran las micrografias originales, las imdgenes transformadas a blanco y negro y
un mapa de colores de estas micrografias para los dias 35, 161 y 525.

Figura 5.5 Grifica del avance de la porosidad en el callo de distraccion ésea computando el tejido blando.
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Gracias al mapa de colores incluido en la figura 5.5, se puede apreciar sin dificultad la disminucién
considerable de poros a través del tiempo. Los tonos frios, azules y verdes claros, representan los poros de la
imagen mientras que los tonos cdlidos representan el tejido 6seo. Se aprecia sin dificultad que en el caso
de la micrografia correspondiente a 35 dias desde la cirugia, predominan los colores frios, es decir, un alto
ntimero de poros (que implica una alta porosidad), mientras que en el caso de la micrografia correspondiente
a 525 dias desde la cirugia, predominan los tonos cdlidos, es decir, un bajo porcentaje de porosidad.

En la bibliografia existente, se utiliza como dato constante para la porosidad del hueso inmaduro un 80 %.
Como se puede apreciar en las figuras 5.1, 5.2 y 5.3, El valor inicial de la porosidad, correspondiente al dia
35 después de la operacion, se encuentra en todos los casos entre el 70 y el 80 %. Sin embargo a medida que
se avanza en el proceso el porcentaje de porosidad disminuye considerablemente, sobre todo en los primeros
dias de estudio. Es decir, en los dias préximos a la cirugia, cuando comienza a formarse el nuevo tejido éseo,
la porosidad calculada en este trabajo se asemeja a la estimada en estudios anteriores pero al alejarse de la
cirugia inicial esta estimacién distaria mucho de los resultados obtenidos y dejaria de ser vélida segtn los
resultados obtenidos.

Para verificar los célculos realizados para la porosidad, se ha utilizado el mismo método para calcular el
porcentaje de porosidad existente en el hueso cortical de cada una de las ovejas de las que se han obtenido
las micrografias. En la tabla 5.1 se muestran los resultados obtenidos para cada una de las micrografias del
hueso cortical.

Tabla 5.1 Porcentajes de porosidad en el hueso cortical
de los objetos de estudio correspondientes a las
micrografias.

Dias desde la cirugia Porcentaje de porosidad

35 dias 1.935%

50 dias 6.838 %

79 dias 2.1052 %

98 dias 1.974 %
161 dias 9.098 %
525 dias 2.488 %
Media Cortical 4.073 %

En la bibliografia mencionada en el capitulo de introduccion, el porcentaje de porosidad aceptado para el
hueso cortical es <10 %. Como puede observarse en la tabla 5.1, todos los porcentajes de porosidad calculados
se encuentran por debajo del 10% e incluso en la mayoria de los casos por debajo de 5%. Es decir, los
resultados obtenidos se asemejan a los estudios realizados con anterioridad.

Respecto al tamafio de los poros en un drea determinada con anterioridad, igualmente situada para todas
las micrografias, se han representado los valores presentados en una tabla en el apartado anterior en la figura
5.6 para una mejor interpretacién de los resultados.
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Figura 5.6 Tamafio minimo y maximo de poro asi como porcentaje de porosidad en un drea determinada.

Se observa con claridad (figura 5.6) que el porcentaje de porosidad en ese drea determinada sigue una
tendencia similar a la que sigue el porcentaje de porosidad en la micrografia completa a través del tiempo.
Sin embargo, al observar el tamafio mdximo y minimo de poro, aparece un aumento del mismo entre las
micrografias correspondientes a los dias 98 y 161. Durante la creacién del tejido 6seo, la porosidad en el
hueso inmaduro no es homogénea, variando la posicion, cantidad y tamafio de los poros en el tiempo. A
partir de un punto del proceso de curacién, los poros del tejido éseo inmaduro se van reagrupando para
posteriormente ser reabsorbidos. Se podria considerar este proceso como la causa del aumento del tamafio
mdaximo y minimo de poro entre los dias 98 y 161, ya que si comparamos estos mismos datos para los dias
161 y 525 se observa que vuelven a descender en tamaiio los poros.

Para comprobar si existe una correlacién entre la porosidad y la rigidez del callo de distraccién se muestran
juntas ambas graficas en la figura 5.7.
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Figura 5.7 Comparativa entre la evolucién de la porosidad y la rigidez en el callo de distraccion ésea..

Como se observa en la figura 5.7, existe una correlacién inversa entre la porosidad y la rigidez del callo de
distraccién 6sea. A medida que avanzan los dias desde la cirugia inicial, la porosidad va disminuyendo y
la rigidez va aumentando, por tanto, como ya se ha comprobado en estudios anteriores, a mayor porosidad
menor rigidez y viceversa.
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5.1.2 Analisis de los resultados de las radiografias

En base a los resultados de la mineralizacion, obtenidos del estudio de las radiografias, se puede afirmar
que, a medida que se alejan las radiografias de la cirugia inicial, la mineralizacion del callo de distraccion va
aumentando. La evolucién se muestra en las figuras 5.8, 5.9 y 5.10.
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Figura 5.8 Grifica del avance de la mineralizaci6n en el callo de distraccién sea para el plano dorsoplantar.
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Figura 5.9 Grifica del avance de la mineralizacién en el callo de distraccién ésea para el plano mediolateral.
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Mineralizacion en valores medios
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Figura 5.10 Grifica del avance de la mineralizacidn en el callo de distraccién ésea en valores medios.

En los tres casos de estudio(figuras 5.8, 5.9 y 5.10), la mineralizaci6n al final del experimento se encuentra
entre el 60-80 %. El 100 % de mineralizacién implicaria que el hueso de estudio esta total y uniformemente
mineralizado. Teniendo en cuenta que el hueso cortical no es uniforme en si mismo ni estd compuesto
s6lo por calcio, un porcentaje de 60-80 % de mineralizacion en el callo de distraccién implica un grado de
mineral bastante cercano al grado de mineral en el hueso cortical. Como se ha comentado en el capitulo
anterior, algunos resultados del estudio se separan de la tendencia general de los datos. Los motivos de estas
perturbaciones en los resultados son diversos y al tratarse de un estudio sobre un proyecto experimental

anterior, el obtener estas desviaciones es usual.

La evolucién del nivel de gris, en el callo de distraccion, de las radiografias a través del tiempo se ha
representado en las figuras 5.11 y 5.12, mediante histogramas para una mejor interpretacion de los datos
obtenidos
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Figura 5.11 Histogramas de diversos dias desde la cirugia para la oveja 5 junto con el mapa de colores de la
radiografia.



44

Capitulo 5. Discusion
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Figura 5.12 Histograma conjunto para varios dias del callo de distraccién para la oveja 5.

Como puede observarse en la figura 5.11, donde el eje OX representa el nivel de gris y el eje OY el nimero
de elementos que tienen el nivel de gris correspondiente, a medida que avanzan los dias desde la cirugia,
el nimero de elementos con un valor de gris cercano a 0, es decir, negro, va disminuyendo, aumentando a
su vez el niimero de elementos con valores de gris cercanos a 255, es decir, blanco. Cuantos mds pixeles
tengan valores cercanos a 255 mayor serd la mineralizacién del callo de distraccion. Asi mismo, los mapas
de colores que se encuentran junto a los histogramas muestran la misma evolucién hacia una mineralizacién
casi idéntica al hueso cortical.

La evolucién de los valores de los pixeles de las radiografias correspondientes a los dias 22, 70, 150, 277 y
343, ha sido representada en la figura 5.12 de manera conjunta para una mejor apreciacion de la variacién
del valor de gris. En dicha figura se observa claramente la tendencia comentada con anterioridad en este
apartado.

En las figuras 5.13 y 5.14, se muestran el grado de mineralizacién junto a la rigidez a través del tiempo y
el grado de mineralizacién junto a la porosidad a través del tiempo.

En la figura 5.13, se observa como aumentan ambas variables en el proceso de curacién, mientras que en
la figura 5.14, se aprecia una relacion inversa entre la porosidad y el grado de mineralizacién del callo de
distraccién dsea. Sin embargo, no se puede extraer de estas graficas una relacion directa entre la disminucién
de la porosidad y el aumento de la mineralizacién.
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Figura 5.14 Comparativa entre la evolucion de la porosidad y la mineralizacién en el callo de distraccién
Osea.

5.2 Conclusiones

Como conclusiones al estudio realizado en este proyecto:

* Con el procesamiento de imdgenes para el estudio de la porosidad en micrografias del callo de
distraccién se han obtenido resultados que se pueden validar con los datos de la bibliografia y por
tanto se puede establecer una evolucion de la porosidad en el hueso inmaduro durante el proceso de
curacién en los tres casos de estudio.

* Se ha comprobado la existencia de una correlacién negativa entre la porosidad y la rigidez del callo de
distraccién Osea.

* La evolucién del tamafio de poro en una zona determinada con anterioridad puede considerarse 16gica
y se asemeja a la evolucién seguida por la porosidad total de las micrografias.
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* El grado de mineralizacion del callo de distraccion osteogénica sigue una evolucion esperable a través
del tiempo.

» Larigidez y el grado de mineralizacién tienen una evolucién positiva en el tiempo tras la cirugfa.

¢ La mineralizacién y la porosidad son inversamente proporcionales en el proceso de curacion.

5.3 Limitaciones del proyecto

Los resultados de este proyecto estdn sujetos a una serie de limitaciones:

* El estudio realizado se ha desarrollado en 2D. Esto conlleva que la porosidad obtenida serd mayor que
en un estudio 3D ya que, si se considera un drea de 2x2 pixeles para un poro en una matriz bidimensional
de 10x10 pixeles se obtendria una porosidad del 4 % y realizando la misma aproximacién para el caso
tridimensional se encontraria un volumen poroso de 2x2x2 pixeles en una matriz de 10x10x10 que
implicaria una porosidad del 0.8 %.

* El proceso por el que se han obtenido las imdgenes analizadas. Poco a poco van apareciendo métodos

mds precisos que permiten una calidad mayor de las micrografias y las radiografias, que permitiria a
su vez un estudio mds detallado de la porosidad y la mineralizacién del hueso inmaduro.

5.4 Lineas de trabajo futuras
El desarrollo de este proyecto asi como los resultados obtenidos, permiten continuar el estudio del callo de
distraccion 6sea en diversos campos como puede ser:

* Calcular la porosidad y la mineralizacién en un estudio 3D.

 Correlacionar los resultados obtenidos con nuevos resultados de otras magnitudes del callo de distrac-
cién o del docking.
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