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1. INTRODUCCION

11 EL 0IDO MEDIO HUMANO

Un prerrequisito para el desarrollo de la funcién auditiva es la habilidad para la conversion o
transduccion de ondas de presion sonora en un desplazamiento de fluidos a través de un
mecanismo de amplificacion y ajuste de impedancia [1]. Estas funciones son proporcionadas por el
conducto auditivo externo, la trompa de Eustaquio y el sistema timpano-osicular.

El oido medio es una cavidad aérea compleja situada en el seno del hueso temporal que contiene
una serie de estructuras dseas, la cadena de huesecillos: martillo, yunque y estribo. Ademas,
alberga un sistema musculo-tendinoso que se acopla a dicha cadena. Entre el oido medio y el
conducto auditivo externo se sitia la membrana timpénica [2], tal y como se representa en la
figura 1[3].
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Figura 1. Modelo esquemético del oido medio (Deaver, 1901).

Los huesecillos que componen la cadena transmisora-transductora del sonido del oido medio
tienen un origen embrioldgico desigual. El martillo y el yunque proceden del primer arco
branquial, al igual que el mdsculo del martillo y la tercera rama del nervio trigémino. Por el
contrario, el estribo deriva del segundo arco branquial, como también lo hacen el musculo del
estribo y el nervio facial. Esta diferenciacion mesodérmica entre primer y segundo arco branquial
tiene lugar en el transcurso del segundo mes del desarrollo [4, 5].
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microestructura y composicion mineral del yunque normal y patoldgico

1.1.1 La cadena osicular

1.1.1.1 Los huesos de la cadena. Martillo, yunque y estribo

Martillo

Es el hueso mas lateral y anterior de la cadena, dispuesto de superior a inferior por las
siguientes partes: cabeza, cuello, apdfisis lateral, apdfisis anterior y manubrio o mango. Se trata
del osiculo mas largo de los tres, con entre 7 y 9 mm de longitud. EL mango del martillo se
encuentra firmemente adherido a la membrana timpdnica, especialmente en su porcién mas
inferior, en la que las fibras del timpano se dividen para rodearlo en el umbo [6, 7].
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Figura 2. Vista del martillo y el timpano desde el interior de la caja timpénica (Gray H, 1918).

El martillo estd suspendido por cinco ligamentos, una articulacién, el tenddn del mdsculo del
martillo y la membrana timpanica. Tres de los cinco ligamentos tienen una funcidn
exclusivamente de soporte, estando fuera del eje de rotacion osicular. El ligamento maleolar
anterior, junto con la apdfisis anterior del martillo, estd en el eje de rotacidn del martillo. EL
ligamento maleolar posterior es el margen inferior del repliegue maleolar posterior y une el
cuello del martillo con la espina pretimpanica. La membrana timpanica une el manubrio al surco
timpanico.
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La cépsula de la articulacion incudomaleolar también contribuye a la estabilidad de este osiculo,
poseyendo dos condensaciones en sus fibras denominadas ligamentos incudomaleorales anterior
y posterior [8].

El tenddn del mdsculo del martillo o tensor del timpano se extiende desde el proceso
cocleariforme lateralmente para alcanzar el cuello y el manubrio del martillo. La funcién de este
musculo es tirar del manubrio medialmente y asi ejercer tensién sobre la membrana timpdnica en
respuesta a sonidos de alta intensidad [9].

Yunque

El huesecillo més grande de la cadena se compone de cuerpo, apdfisis corta, ap6fisis larga (crus
longum) y apdfisis lenticular. EL cuerpo del yunque descansa en el epitimpano junto a la cabeza
del martillo. El movimiento del yunque esta intimamente relacionado con el del martillo gracias a
una articulacion en silla de montar [10, 11].

m  Facet for
W~ malleus

=— Long crus

Lenticular
process

Figura 3. Vista medial y anterior de un yunque izquiedo (Gray H, 1918).

La apdfisis corta del yunque se extiende posteriormente ocupando la fossa incudis, en algunos
casos, esta apofisis puede ser larga y esbelta. La apdfisis larga discurre hacia abajo paralela al
manubrio, para terminar en la apdfisis lenticular. Clasicamente se ha descrito que la superficie
convexa de esta apdfisis lenticular se articula con la superficie concava de la cabeza del estribo
en una articulacion diartrddica, pero en numerosos estudios recientes se ha comprobado que en
realidad se trata de una articulacién plana [12]. La configuracidn seccional horizontal de la
apofisis larga del yunque es circular, a diferencia del manubrio del martillo, que es ovoidea.

Existen tres ligamentos que sostienen al yunque. El ligamento posterior del yunque asegura la
apofisis corta en la fossa incudis. En la parte anterior, los ligamentos incudomaleolares medial y
lateral sostienen el cuerpo del yungue con la cabeza del martillo.

La calcificacidn del ligamento posterior del yunque es un hallazgo observado en ocasiones, pero
la consecuencia que ello tiene en la conduccidn del sonido no ha sido establecida. Algunos
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autores anaden a este grupo un cuarto ligamento en posicién mds superior, aunque su existencia
no es siempre demostrable y la mayor parte de las veces se halla tan solo un repliegue mucoso
[13].

Tras el nacimiento, tanto el martillo como el yunque poseen médula dsea en su interior que se
oblitera posteriormente y, raramente, puede encontrarse también en adultos [14].

Es habitual encontrar procesos de resorcién y neumatizacion en la apdfisis larga del yunque, en
forma de horadaciones o cavernas [15].

Estribo

Es el hueso mas pequeno y medial de la cadena. Posee una cabeza, una platina o basis stapedis
y dos ramas o crura. La crus anterior es mas recta y mas estrecha que la posterior. Existe una
zona irregular cerca de la cara superior de la crus posterior en donde se ancla el tenddn del
musculo del estribo. El drea delimitada por los arcos céncavos entre ambas crura se denomina
foramen obturador y en ocasiones estd ocupado por una fina capa de mucosa [16].
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Figura 4. Forma y dimensiones del estribo (Anson BJ, 1967).

La platina, en conjunto con el ligamento anular, sella la ventana oval. En la cara lateral de la
platina puede existir una cresta conocida como crista stapedis. La superficie vestibular o medial
puede ser plana, levemente cdncava o levemente convexa. La cabeza se articula con la apdfisis
lenticular del yunque y puede tener una pequena prolongacion para la unidn del tenddn del
musculo estapedial [17].



Dos articulaciones reales unen los tres huesecillos del oido medio. Las superficies articulares
estan revestidas de cartilago y en ocasiones puede existir un disco intercartilaginoso. Cada
articulacion tiene una capsula compuesta de fibras ligamentosas que se originan del periostio de
sendos huesos y esta forrada de una membrana sinovial. Una Ultima unidn mdvil entre la platina
del estribo y la ventana oval completan el sistema.

Mientras que las articulaciones osiculares son suficientemente fuertes para resistir movimientos
fisioldgicos, se ven facilmente alteradas con el trauma directo sobre el oido medio, fracturas del
hueso temporal o manipulaciones quirdrgicas [18]. Los osiculos pueden luxarse parcialmente, en
cuyo caso la capsula se retuerce y el dislocamiento de los huesos es parcial, o totalmente, con
la rotura completa de dicha cépsula y la desarticulacion de ambos huesecillos [17].

Articulacion incudo-maleolar

La unién entre martillo y yunque es una articulacion sinovial, diartrddica que no soporta peso. Se
describe generalmente como en forma de silla de montar aunque algunos autores la definen
como un engranaje en mordaza [8]. Una cépsula de tejido elastico rodea el margen articular y
existe un disco interarticular. Dicha capsula posee tres capas: la membrana sinovial que tapiza
la cavidad, la membrana mucosa del oido medio y una ldmina intermedia de tejido fibroso. La
cépsula no es uniforme: en la zona superior, la cara medial posee mas longitud y densidad de
fibras, constituyendo el ligamento incudomaleolar medial. En la zona mas inferior, la cara lateral
de la cadpsula es mas densa; es el ligamento incudomaleolar lateral. Estas variaciones en la
longitud, densidad y espesor de las fibras ayudan a controlar la interaccion de los dos huesos.

El cartilago articular posee dos ldminas. La capa mdas profunda, adyacente al tejido dseo,
muestra la formacién de hueso endocondral asi como transformacién dsea directa de su matriz
cartilaginosa. Este Ultimo proceso es caracteristico del cartilago secundario o condroide, que
deriva del hueso membranoso [19]. La capa superficial estd formada por cartilago primitivo,
producido y mantenido por la membrana sinovial; es considerado analogo al cartilago epifisario.

Articulacién incudo-estapedial

Se trata de una articulacion sinovial, diartrddica, que no soporta peso y que une la convexidad
de la apdfisis lenticular del yunque con la concavidad de la cabeza del estribo. En ocasiones, la
apdfisis lenticular del yunque puede encontrarse independiente como un hueso accesorio [20].
Las fibras de la capsula poseen mayor longitud que las de la articulacién incudomaleolar,
aunque con la misma densidad [8]. En la cara inferior de la articulacion, las fibras capsulares
posteriores en ocasiones emergen junto con las fibras del tenddn del mdsculo estapedial, de
manera que la contraccion de este mudsculo no sélo tira de la cabeza del estribo hacia atras,
sino que también lo hace de la apdfisis larga del yunque [17].
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El suministro de sangre del oido medio se deriva de: la arteria cardtida externa a través de la
arteria faringea ascendente, la arteria occipital (directamente ya través de su rama auricular
posterior), y la arteria maxilar interna y sus ramas (la arteria meningea media y la arteria
meningea accesoria), de la arteria carétida interna, y de la arteria basilar a través de la rama
subarcuata de la arteria laberintica (auditiva interna). A partir de estas tres raices principales
nacen las arterias que proporcionan la amplia red vascular anastomética para el oido medio y la
mastoides [21-24].

La arteria timpanica anterior nace en la zona mandibular de la arteria maxilar interna y entra en
la fisura petrotimpanica, donde se divide en tres ramas principales. Su rama posterior
proporciona la red arterial de la apdfisis larga del yunque, la apdfisis lenticular, la articulacion
incudoestapedial y la cabeza del estribo. Las ramas posterior y superior de la arteria timpanica
anterior se anastomosan para formar la red vascular del martillo y yunque.

La rama osicular de la arteria timpanica anterior entra en el oido medio bien con el nervio
cuerda del timpano o a través de su propio canal, dividiéndose en dos vasos responsables de la
mayoria del aporte sanguineo para el martillo y el yunque. La rama maleolar discurre por la
mucosa del ligamento maleolar lateral y entra en el martillo en el foramen nutricio, localizado en
la zona anterolateral de su cuello. También da una ramita para la apdfisis lateral del martillo y,
de forma variable, puede anastomosarse con la rama del yunque. La rama del yunque atraviesa
habitualmente la pared epitimpénica lateral en un repliegue mucoso para entrar en el foramen
nutricio del yunque, localizado en la zona lateral del cuerpo. Habiendo atravesado sus
respectivos canales nutricios, las ramas del martillo y del yunque forman una compleja red
vascular que se ramifica por todo el osiculo correspondiente [25-27].



La mucosa del oido medio representa una modificacién de la mucosa respiratoria. Las paredes
Oseas de la caja estdn revestidas de una mucosa muy delgada, de coloracion gris-rosada,
adherida al hueso subyacente. Este tejido de revestimiento de las cavidades timpanicas y
accesorias es una mucosa con caracteres especiales, que se parece mucho al tipo de
revestimiento endostal, sin ser realmente un endostio, por lo que puede ser considerada como
un verdadero revestimiento mucoperiostal con todas las propiedades inherentes a su doble
carécter de formacion epitelial y peridstica [28]. Esta formada por dos capas:

- Epitelio, es la capa mas superficial, formado por varios tipos de células que se apoyan
en una membrana basal. La constitucion del epitelio segun la region.

- Cubierta conjuntiva, corion, o ldmina propia, es la capa profunda de naturaleza
conjuntiva, de grosor muy variable segun la topografia y la edad.

Segun los estudios de Hentzer [29], se pueden distinguir hasta cinco tipos de células en la
mucosa del oido medio, mastoides y trompa: células no ciliadas sin granulos de secrecidn,
células no ciliadas con granulos de secrecion, células ciliadas, células intermedias y células
basales.

El hueso es un tejido conectivo, cuya matriz intercelular se ve modificada por el depdsito de
material calcareo. Se conocen dos tipos de desarrollo 6seo, dependiendo del tipo de tejido
conectivo en el que tenga lugar. En el mesénquima se produce una osificacion intramembranosa,
mientras que en el cartilago previamente establecido tiene lugar una osificacion
intracartilaginosa. La osificacion intramembranosa es un método que aparece en los huesos
planos del craneo, la mandibula y la clavicula. El primer paso consiste en una condensacion del
mesénquima y un incremento de la vascularizacidn en la regidon donde se va a desarrollar el
hueso. Algunas células del tejido conectivo se diferencian a osteoblastos y depositan material
osteoide, una mezcla homogénea de fibras de coldgeno y matriz. Mediante la calcificacion, el
osteoide se convierte en hueso. Inicialmente, los osteoblastos forman una membrana envolvente
en la superficie del hueso: la capa osteogénica. Es en la superficie interna de esta capa donde
tiene lugar el depdsito calcareo. Algunas de las células de esta capa son atrapadas por la
matriz del hueso convirtiéndose en osteocitos que ocupan sus correspondientes lagunas. EL
remanente de la capa osteogénica se mueve desde el epicentro inicial con el depdsito de las
sucesivas capas de hueso. El hueso formado se insinGa entre los canales vasculares del
mésenquima primitivo y consiste en espiculas de hueso atravesadas por mdltiples vasos
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sanguineos con su correspondiente tejido perivascular. Este tejido dseo existe durante un corto
periodo de tiempo, tras el cual sufre una reabsorcion selectiva y nuevos depdsitos de material
6seo, que tendrdn como objetivo el crecimiento del hueso.

Existen tres tipos de hueso intracartilaginoso: el pericondral, el endocondral o encondral y el
intracondral. Los dos primeros se encuentran en la mayoria de los huesos largos del esqueleto;
en cambio, el hueso intracondral es exclusivo de la cdpsula dtica y los huesecillos del oido
medio. La formacién de hueso intracartilaginosa se diferencia de la intramembranosa en que
tiene lugar en un modelo de cartilago hialino embrionario prexistente. En las primeras fases del
desarrollo del hueso encondral, el mesénquima embrionario se diferencia primero en precartilago
y luego en cartilago hialino verdadero, que imita la configuracion final del adulto. El crecimiento
en tamano tiene lugar en esos modelos cartilaginosos y, una vez que alcanza la estructura y
talla del adulto, comienza el proceso de osificacion. Las células cartilaginosas se hipertrofian y
las sales del calcio se depositan en su matriz intracelular, formando cartilago calcificado.

Al mismo tiempo, el tejido conectivo (pericondrio) que rodea al cartilago se combina gradualmente
con las células cartilaginosas de la capa condral. Cuando comienza la osificacidn, la capa
profunda del pericondrio se diferencia en una capa de osteoblastos que depositan hueso
pericondrico en el cartilago subyacente. Con la aparicidn de hueso pericondral, el pericondrio es
ahora propiamente periostio. El hueso periostal envuelve a la capsula dtica que se estd
osificando. Al tiempo que se forma el hueso pericdndrico, numerosos brotes osteogénicos
altamente vascularizados entran en la capsula 6tica para llegar hacia las lagunas cartilaginosas
para agrandarlas y retirar las células cartilaginosas. Algunas de las células de los brotes
osteogénicos se diferencian en osteoblastos que depositan hueso en las lagunas cartilafinosas
agrandadas, retirando parte del cartilago calcificado. Las islas de cartilago calcificado que
permanecen se denominan hueso intracondral.

Los osteoblastos forman una membrana que envuelve las islas de cartilago calcificado y
depositan hueso encondral o de reemplazo. La fina capa de hueso peridstico que forma la
superficie interna de la cdpsula 6tica se conoce cominmente como capa endostal. Se desarrolla
una vez que la cdpsula dtica ha sido ampliamente reemplazada por los brotes osteogénicos y se
ha formado el hueso intracondral [17, 30, 31].



1.2 ESTRUCTURA DEL HUESO

El hueso es un tejido denso y heterogéneo constituido por células rodeadas de una matriz de
componentes organicos (fibras de coldgeno, lipidos, péptidos, proteinas, glicoproteinas,
polisacéridos y citratos) e inorgénicos (fosfatos célcicos, carbonatos, sodio, magnesio, fldor) [32].
Variaciones en la estructura y los componentes del tejido dseo dan lugar a distintos tipos de
hueso que se diferencian por sus caracteristicas mecdnicas y funcionales. Este tejido conjuntivo
mineralizado duro y eldstico, que proporciona soporte y proteccién a los drganos, es también
responsable del mantenimiento de la homeostasis mineral y fuente de células hematopoyéticas.
El hueso estd involucrado en un ciclo constante de resorcién y formacién de nuevo tejido
(remodelado o turnover éseo) controlado por reguladores hormonales y las necesidades
mecanicas del tejido en cuestidn.

Atendiendo a las caracteristicas macroscdpicas, se diferencian dos tipos de hueso: el hueso
compacto y el hueso trabecular.

El tejido dseo cortical o compacto corresponde aproximadamente al 80 % del volumen total del
hueso. Es el que predomina en el esqueleto apendicular, conformando la diéfisis de los huesos,
adoptando la forma de un cilindro hueco para contener la médula dsea. Sus particulares
caracteristicas lo hacen resistente a las fuerzas de flexion, torsion y cizallamiento.

Se encuentra en continuidad con el tejido compacto y representa alrededor del 20 % del
volumen total del hueso. El hueso esponjoso posee una red de espiculas ramificadas o
trabéculas que limitan espacios ocupados por la médula dsea. Se encuentra en el esqueleto
axial, las epifisis y metéfisis de los huesos largos y en los huesos planos. El hueso esponjoso
tiene la capacidad de resistir fuerzas de comprension y tension. Las propiedades mecanicas de
este tipo de hueso dependen del grado de porosidad y la arquitectura de las trabéculas. Ambos
factores varian segun el sitio anatémico y la edad [33].
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A nivel microscépico, el hueso se puede dividir en dos tipos distintos: hueso laminar y hueso no
laminar.

Se caracteriza por la disposicion aleatoria de las fibras de coldgeno. Esta caracteristica hace
que sea un hueso mecanicamente débil. Se puede encontrar en el periodo embrionario, en el que
se forman los primeros huesos en lo que se conoce como osificacion primaria. En la mayoria de
esos huesos tendrd lugar un proceso denominado osificacion secundaria a través del cual el
tejido se transformard en hueso laminar.

Pueden diferenciarse dos tipos de hueso no laminar en relacién a la colocacion de las fibras de
coldgeno. La variedad plexiforme se caracteriza por una disposicion entrelazada de las fibras y
es la mas frecuente en las estructuras dseas del oido. Por otra parte, las fibras pueden tender
a distribuirse longitudinalmente, de forma paralela unas a otras.

Este tipo de hueso posee un mayor componente celular, especialmente osteocitos, que se
distribuyen al azar sin ninguna regularidad con las fibras de colageno ni los vasos sanguineos.
Otra caracteristica es que estd menos mineralizado, posee menos cantidad de calcio. Puede
aparecer tanto en el hueso compacto como en el esponjoso o trabecular.

En el hueso laminar las fibras de colageno se organizan de forma paralela constituyendo
ldminas o lamelas. Estas estructuras, de entre 3 y 7 micras de grosor, se disponen -a su vez-
paralelas entre si pero con cambios bruscos de direccién, a modo de zigzag. Los osteocitos se
suelen localizar entre una lamina y otra, por lo general, aunque pueden encontrarse en su
interior.

En el hueso compacto existe una unidad estructural denominada osteona o sistema de Havers.
Cada sistema es un cilindro de laminas que se dispone paralelo al eje de la diéfisis en los
huesos largos. En el centro de esta osteona se encuentra el conducto de Havers o canal
haversiano. Alrededor de este canal se disponen de 4 a 20 lamelas concéntricas. Llegan a tener
unas 100 micras de didmetro por lo general y se observan como circulos concéntricos en los
cortes transversales. La longitud de estos cilindros es variable. Ademas de los sistemas de
Havers, las laminas pueden disponerse paralelas al periostio o al endostio y existen sistemas
intersticiales que son restos de antiguas osteonas que han sido remodeladas.



Los conductos de Havers tienen unas 20 micras de didmetro, por término medio. En su interior
esta recubierto de endostio y contiene vasos sanguineos, nervios y tejido conectivo. A través de
estos vasos se nutren las células fundamentales del hueso, los osteocitos. La primera linea de
osteocitos se abastece directamente del vaso y son los encargados de nutrir al resto de ellos a
través de pequenos canaliculos. Los canales haversianos se conectan entre si a través de
conductos perpendiculares u oblicuos denominados conductos de Volkmann. Estos, al contrario
que los primeros, no tienen ldminas alrededor y no poseen capacidad de crecimiento.

En el hueso esponjoso las ldminas se disponen paralelas entre si y a la superficie de la
trabécula, que suele tener un didmetro igual o menor a 2 milimetros. Esta caracteristica permite
nutrir a los osteocitos sin necesidad de los canales de Havers [34].

Osteona

Canal de Havers

Canal de Volkmann

Canaliculos

Figura 5. Representacién esquemdtica del sistema de Havers en un hueso largo.
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Son células cuboidales que se localizan a lo largo de la superficie del tejido dseo y suponen del
4 al 6% de la poblacion celular del hueso. Estas células poseen un reticulo endoplasmico y un
aparato de Golgi prominentes, al igual que numerosas vesiculas secretoras, lo que habla de sus
capacidades de sintesis. Los osteoblastos derivan de células mesenquimales y son responsables
de la formacion de los componentes organicos de la matriz ésea. Cuando se activan demuestran
una gran actividad fosfatasa alcalina. Los osteoblastos pueden diferenciarse en osteocitos o
directamente sufrir la apoptosis [35].

Ademds de sintetizar proteinas, el osteoblasto dirige la mineralizacion dsea. El tejido éseo no
mineralizado se denomina “"osteoide”, y estd formado por capas que se van sintetizando de la
profundidad a la superficie, estando definidas por la distinta orientacion de las fibras de colageno
en cada una de ellas. Su mineralizacién se realiza progresivamente desde las capas mas
profundas a las superficiales, tras un tiempo de maduracion del osteoide. La fosfatasa alcalina
es una proteina de los osteoblastos que interviene en el proceso de mineralizacién destruyendo
un inhibidor de la misma, el pirofosfato, con lo que ademds aumenta la concentracion local de
fosfato [36].

Son las células fundamentales del hueso (un 90-95%) con una esperanza de vida de mas de 25
anos. Se localizan en lagunas a lo largo de la matriz del hueso. Poseen largas digitaciones -o
filopodia- que permiten su interconexion a través de pequenos canaliculos. Esta comunicacion
celular facilita el paso de nutrientes y oxigeno desde las células mas cercanas a los vasos
sanguineos a las mas alejadas de ellos. Tienen la capacidad de disolver la matriz dsea para
liberar calcio con el objetivo de mantener el equilibrio de homeostasis célcica sistémica. También
poseen una capacidad mecanosensitiva gracias a su especial disposicidn en la estructura del
tejido. Transforman estimulos mecanicos en senales bioguimicas a través de un mecanismo aun
no aclarado [37].

Poseen un origen totalmente distinto al osteoblasto. El osteoclasto es una célula multinucleada
completamente diferenciada que se origina de células mononucleares del sistema
hematopoyético. Esta diferenciacion depende de muchos factores entre los que se encuentran
los factores estimuladores de colonias de macréfagos que son secretados por células
progenitoras mesenquimales y osteoblastos.



La funcion principal de los osteoclastos es la destruccion de fibras de tejido dseo, formando
parte del sistema de reparacion o remodelacion dsea. Para esta mision, la célula adopta una
morfologia especial, en virtud de la cual la parte de la membrana de la célula que se pone en
contacto con el tejido adopta un cardcter rugoso, que en las imagenes histoldgicas se describe
como “borde en cepillo”. Dicho borde estd constituido por unas microvellosidades a las que se
vierten hidrogeniones y enzimas (principalmente catepsina K) con capacidad para destruir el
hueso. Los hidrogeniones eliminan el componente mineral, y las enzimas desintegran el colageno.
A fin de que dichas sustancias permanezcan entre el osteoclasto y la superficie dsea
desarrollando su funcién, en la periferia de la zona rugosa se forma un anillo cuya superficie
tiene la propiedad de unirse intimamente al hueso; el resultado es que en el interior de dicho
anillo queda un espacio sellado, del que los hidrogeniones y los enzimas no pueden escapar.
Tanto en la formacién del anillo de actina como en la de la superficie rugosa, juega un papel
fundamental el citoesqueleto de la célula. La configuracidn que adopta éste, ademds, marca el
camino a unas vesiculas citoplasmaticas que se dirigen a las microvellosidades para liberar en
ellas su contenido y verterlo al espacio sellado, donde ejerceran su efecto osteodestructivo. En
el desarrollo del osteoclasto y en su activacion funcional es primordial un receptor de superficie
denominado RANK. Una proteina caracteristica de los osteoclastos es la fosfatasa &cida
resistente al tartrato, cuyo papel fisioldgico no esté bien definido [36].

Ademds de la resorcidn de hueso, los osteoclastos estan implicados en otras funciones de la
homeostasis dsea, la hematopoyesis y pueden intervenir en fenémenos inmunes en procesos
inflamatorios. El incremento anormal en el ndmero y actividad de los osteoclastos, como el que
ocurre en diferentes enfermedades, pueden causar un descenso de la densidad dsea y aumentar
el riesgo de fracturas. Ademas, se les ha otorgado funciones de regulacién de otras poblaciones
celulares [38].

Son células aplanadas que corresponden a osteoblastos inactivos que cubren las superficies del
hueso que no sufren formacién ni destruccion de tejido. Su funcién no se conoce con exactitud
pero se conoce que controlan la actividad de los osteoclastos y forman parte del proceso de
remodelacion Gsea [39].
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El tejido dseo estd constituido por una fase mineral y una fase organica. La fase mineral esta
formada principalmente por cristales de fosfato de calcio, organizados en la forma cristalina
conocida como hidroxiapatita (HAP). Alrededor del 70% de la masa del hueso lo constituye el
mineral, mientras que un 30% lo representa la matriz orgdnica, compuesta en un 90% por la
proteina de colageno.

El colageno es la proteina mas abundante en el cuerpo humano y se encuentra en varios tejidos
conjuntivos calcificados y no calcificados. La unidad estructural del coldgeno, el tropocoldgeno,
es una molécula rigida y alargada formada por una triple hélice de tres cadenas polipeptidicas o
dispuestas sobre un eje comun. Las cadenas o tienen la secuencia glicina (Gly)-X-Y. Se
producen distintos tipos de coldgeno mediante la combinacion de distintas cantidades y
secuencias de otros aminodacidos dentro de la molécula tropocoldgeno. Hasta ahora, se conocen
13 tipos distintos de coldgeno. El coldgeno tipo | es la forma mas abundante y cuenta el 90% del
coldgeno en el organismo. El hueso tiene mayoritariamente coldgeno tipo | y una pequena
cantidad de colageno tipo V. Los coldgenos tipo | y V se organizan en fibrillas con una estriacién
caracteristica que se repite cada 55-75 nm, con promedio de 64 nm. Las fibrillas tienen un
didmetro entre 40 y 120 nm, con promedio de 100 nm y se organizan en haces formando las
fibras de coldgeno que tienen un didmetro entre 0.2 y 12 pm.

La molécula de coldgeno es una superestructura altamente entrecruzada donde se depositan
los cristales de hidroxiapatita interactuando con las triples hélices (Figura 6). El mineral se
localiza fundamentalmente entre las moléculas de coldgeno. Sdlo una pequena cantidad de
cristales de hidroxiapatita se encuentra entre las sucesivas moléculas de tropocolageno. Posee
un patrén de uniones intermoleculares (crosslinks) especifico que tiene influencia en su
estructura y propiedades fisicas. El crosslink mas abundante del coldgeno maduro es el
hidroxilisil piridinolina (HL-Pyr) y tiene importancia en el proceso de mineralizacion. Las
modificaciones postranslacionales de la matriz de coldgeno son importantes tanto para las
propiedades estructurales como mecanicas, y alteraciones de los crosslinks de colageno pueden
dar lugar a una severa alteracion del tejido [40].
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Figura 6. Estructura jerérquica del coldgeno mineralizado (Qiu ZY, 2015) [41].



El coldgeno tiene importancia en el hueso, aportando las propiedades plasticas y ductiles del
hueso. Pero ademas del coldgeno existen otros componentes protéicos que, en menor cuantia,
forman parte de la matriz extracelular. Las proteinas no coldgenas constan de
mucopolisacéridos &cidos, entre los que destacan la osteocalcing, la sialoproteina dsea, la
osteopontina y la osteonectina. La osteocalcina y la sialoproteina dsea son especificas para el
hueso. Estads proteinas se sintetizan por las células dseas y se ven involucradas en regular la
mineralizacion y el remodelado déseo.

Como hemos dicho, la mayor parte de la masa dsea esta constituida por el componente mineral.
Este material inorganico estd formado fundamentalmente por iones calcio y fosfato, ademas de
otras sustancias como bicarbonato, sodio, potasio, citrato, magnesio, carbonato, fluorita, zinc,
bario y estroncio. Los iones calcio y fosfato se combinan para formar los cristales de
hidroxiapatita (Cac(PO,){(OH),). Esta hidroxiapatita es, por lo general, deficiente en calcio, fosfato
y grupos hidroxilo. Junto con el coldgeno, la matriz de proteinas no-colageno forman un
armazon para el depdsito de hidroxiapatita, proporcionando la rigidez y resistencia al tejido dseo
[42].

La relacion Ca/P oscila generalmente entre 1.37-187. Es posible la sustitucidn idnica de
elementos menos frecuentes como magnesio, estroncio, fldor y carbonato en la estructura del
cristal de apatita. Estas diferencias resultan en una apatita lo suficientemente insoluble para ser
estable y suficientemente reactiva para permitir la resorcidon y la formacion constantes de
cristales de 5-100 nm de didmetro. Generalmente, los osteoblastos controlan la formacion de
fosfato célcico amorfo, que sirve como reserva y nicleo para el crecimiento de hidroxiapatita.
Otras sustancias orgdnicas presentes en la matriz pueden ser involucradas en la promocién de
la nucleacidn y la precipitacién de bio-apatita y en la regulacién de la orientacidn, el tamafio y la
tasa de crecimiento de los cristales [43].
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El remodelado es el proceso por el que el esqueleto dseo es continuamente renovado. La
velocidad con que se lleva cabo se conoce como recambio o turnover dseo. El proceso comienza
con la osteogénesis fetal y continda a lo largo de toda la vida. Consiste en la renovacion del
hueso lamelar sin causar cambios en la cantidad, geometria o tamano del hueso. Su propdsito es
ajustar los elementos dseos a los cambios en los requerimientos mecanicos, prevenir el acimulo
de danos por fatiga, reparar microfracturas y participar en el metabolismo del calcio, ademas de
intervenir en la homeostasis del equilibrio dcido-base. Este proceso tiene lugar en la superficie
de todos los huesos, aunque es conocida la gran variabilidad que existe entre unas y otras
localizaciones.

Existen cuatro superficies diferentes que pueden observarse en el hueso. La primera es la que
se encuentra bajo el periostio, capa de tejido conjuntivo firmemente adherida a través de las
fibras de Sharpey al hueso. Ademas, otras superficies que pueden sufrir remodelacién son la del
conducto de Havers (intracortical), la superficie endostal (endocortical) y la de las trabéculas.
Por lo general, el hueso esponjoso posee una actividad de renovacién de 5 a 10 veces mas que
el hueso cortical [43].

La remodelacién del hueso ocurre como consecuencia de una cascada de acontecimientos que
se llevan a cabo por un grupo de células coordinadas denominadas Unidad de Remodelacion
Osea, encargadas de destruir pequenas porciones de hueso, que son posteriormente sustituidas
por hueso nuevo. Dichas células son de diversos tipos, pero dos de ellas son las protagonistas
principales del proceso: los osteoclastos (encargados de destruir el hueso), y los osteoblastos
(encargados de formarlo). Intervienen prestando su apoyo otras células, como linfocitos,
macrdfagos, células endoteliales, neuronas, etc. ELl volumen de hueso renovado por cada unidad
es de unos 0,025 mm’, y la tasa de renovacion anual del esqueleto de aproximadamente un 10%
(25-30% el hueso trabecular y 3-4% el cortical).

Existe una asimetria temporal entre la intervencién de los osteoclastos y la de los osteoblastos.
Los primeros desarrollan su tarea destructiva en unas 2-3 semanas, mientras que los segundos
tardan 4-5 meses en reemplazar el hueso destruido. Entre la actuacion de ambos tipos
celulares hay una fase intermedia que se denomina “de inversidn”, y que dura unas 2 semanas.
En ella unas células de origen no bien determinado -aunque probablemente de estirpe
osteobldstica-, limpian la superficie dsea producto de la resorcidn, preparandola para la fase
formativa [44).

En el hueso trabecular -y en los huesecillos del oido medio- los osteoclastos actian en la
superficie dsea, y no se mueven de manera longitudinal, sino en un zig-zag erratico, en el que la
célula vuelve a pasar por donde ya habia actuado previamente. El resultado final de su
actuacion es una cavidad con una morfologia que recuerda la de una laguna. Los osteoblastos la
rellenan también por capas de la profundidad a la superficie [36].
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1.3 PATOLOGIA CRONICA DEL 0iDO MEDIO

Esta denominacién engloba una serie de procesos inflamatorios crénicos del oido medio que se
mantienen en el tiempo sin mostrar tendencia a la curacion. Es caracteristica la persistencia de
una otorrea continua o intermitente y con frecuencia su comienzo se remite a patologia otoldgica
de la infancia, aunque no siempre es asi. Las OMC tienen poca tendencia a la curacidn, pero a lo
largo de su evolucién, bien porque un tratamiento tenga éxito o bien porque mejoren las
condiciones del paciente, puede llegarse a un estado de inactividad. Pero esta recuperacidn
nunca conduce a una vuelta a la integridad morfoldgica y funcional del oido afecto, quedan
siempre unas secuelas de mayor o menor entidad que se conocen como residuos cicatriciales
del oido medio.

Las otitis medias cronicas se caracterizan fundamentalmente por la localizacion de la
perforacion a través de la cual supuran. De tal manera que si la otitis cursa con una perforacion
central el cuadro generalmente es benigno, no se mantienen lesiones osteiticas en actividad y es
muy dificil que produzca complicaciones. Sin embargo, si la otitis presenta una perforacion
marginal es muy probable la existencia de osteitis, es posible la presentacion de una
complicacién y en un 90% de los casos esta enfermedad lleva implicita la existencia de un
colesteatoma [46].

Es un trastorno fundamentalmente inflamatorio no infeccioso, que afecta a la mucosa del oido
medio, con la formacién de liquido en el oido medio y la existencia de un timpano integro. Es
tipica de la infancia, siendo la primera causa de hipoacusia en edades tempranas. La mucosa de
la caja timpanica responde a la inflamacion con fendmenos de hipertrofia, vasodilatacion y
edema. Posteriormente aparece un infiltrado de caracteristicas inflamatorias, a la vez que se
produce una hiperplasia de la mucosa, sobre todo de las células y glandulas caliciformes. Si el
proceso se cronifica y no evoluciona hacia la curacidn, se producirdn lentamente una serie de
transformaciones en la membrana y la caja timpanicas que provocaran adherencias y fijaciones
irreversibles en el sistema timpano-osicular. Es lo que se denomina otitis adhesiva o proceso
adhesivo cronico [47-49]. La estructura ésea mas afectada suele ser la apdfisis larga del hueso
yungue que sufre una serie de agresiones que provocan su lisis parcial o total con la
consiguiente disrupcién de la transmisién del sonido (Fig. 8).



introduccion

Figura 8. Retraccién hemitimpéanica posterior (PAC) con lisis de la apdfisis larga del yunque.

1.3.1.2 Otitis Media Cronica Supurada

Son procesos inflamatorios crénicos del oido con supuracion a través de una perforacion de la
membrana timpanica, habitualmente intermitente, de larga duracidén. Dependiendo de la
localizacidn, se pueden diferenciar dos tipos:

Otitis Media Crdnica con perforacion Central

Se caracteriza por una perforacion de la membrana timpanica central y la ausencia de
complicaciones. Cuando el proceso se inactiva, dejan habitualmente una serie de secuelas como
la perforacion timpdanica persistente. También provocan alteraciones de la cadena osicular que
se daha en diferentes puntos, especialmente en las articulaciones y en la apdfisis larga del
yungue. En ocasiones se produce una degeneracion hialina de la submucosa del oido medio que
conduce a la proliferacion lamelar de coldgeno y el depdsito de sales célcicas, proceso
denominado timpanosclerosis [50, 51].
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Figura 9. Perforacion timpanica total.

Otitis Media Crénica con perforacion Marginal

En este caso la localizacidn de la perforacion timpanica es en la zona marginal, con afectacidn
del annulus timpanicus. Las alteraciones que produce son similares a las anteriores, sin que
exista por lo general una inactivacion de la enfermedad. Ademas, y de forma caracteristica,
aparecerd un fendmeno de osteitis en el oido medio, y una supuracién mucho mas purulenta. En
la mayoria de los casos, aunque no en todos, aparece epitelio epidérmico queratinizado en el
interior de la caja timpénica, que se desarrolla progresivamente y de forma redundante,
provocando la destruccién de las estructuras del oido medio. Este pseudotumor se denomina
colesteatoma [52] y, por el diferente comportamiento clinico, lo separaremos en un apartado
diferente.




El colesteatoma es un pseudotumor formado por crecimiento de epitelio queratinizado dentro del
oido medio. Como se dijo anteriormente, se forma muchas veces por la existencia de una
perforacién timpanica marginal; se denomina colesteatoma adquirido secundario. Pero existe la
posibilidad de que aparezca un cuadro similar sin la presencia de perforacion alguna. Otras
muchas ocasiones son resultado de una invaginacion del epitelio del conducto auditivo externo
hacia la caja timpanica, habitualmente localizada en la pars flaccida timpénica; es el
colesteatoma adquirido primario. Un caso menos frecuente lo provoca la presencia de restos
embrionarios ectodérmicos presentes en la caja timpanica con timpano cerrado sin alteraciones;
son los colesteatomas congénitos [53, 54).

Tympanic
membrane

Figura 10. Esquema y fotografia de un colesteatoma adquirido primario de oido derecho.

Existen mdltiples teorias o hipdtesis con relacion a la etiopatogenia del colesteatoma y todas
ellas corresponden probablemente a los diferentes tipos de colesteatoma hallados en la clinica
[55].

El colesteatoma lentamente va produciendo una importante destruccidn dsea debida a distintos
mecanismos. Por un lado, la presién que ejerce la creciente masa del colesteatoma sobre las
paredes de la caja provoca la destruccion de los elementos vecinos. Se debe fundamentalmente
a la accidn del tejido de granulacién de la capa externa (perimatrix) y a los enzimas proteoliticos
derivados del cuadro de inflamacidn crénica. La salida de contenido del colesteatoma (matrix) al
exterior es un importante factor determinante de la destruccidn dsea [56]. Ademads, los
microrganismos anaerobios que infectan el colesteatoma contribuyen a la formacion de 4cidos
organicos; estos acidos grasos producen una acidez del medio, que es un factor adyuvante en la
osteolisis [57, 58].
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En el caso de los osiculos, el colesteatoma produce en primer lugar un adelgazamiento del
periostio con una reaccidn inflamatoria posterior. Esta agresion aumenta el furnover dseo con
una actividad mayor osteocldstica y la aparicion de lagunas de resorcién ésea. Progresivamente,
la perimatrix del colesteatoma se va adhiriendo al hueso. Aparecen focos de osteitis u
osteomielitis tanto periféricamente como en areas centrales. Se forman focos de fibrosis como
consecuencia del intento desesperado del hueso de repararse, con un desenlace final hacia la
necrosis tisular completa. Ademas de los procesos inflamatorios se sospecha una accién
enzimatica que explicaria la agresividad y la rapida progresion en algunos casos [59].

Dependiendo de la localizacidn del colesteatoma, el dafo inducido sobre los huesecillos va a ser
diferente. Asi, los mayores efectos destructivos sobre martillo y yunque se producen a partir de
colesteatomas aticales. Es el yunque el osiculo que mas sufre transformaciones a lo largo de la
evolucion del colesteatoma, tanto en la zona de la articulacion incudomaleolar como en su
apdfisis descendente, que se ve alterada en la mayoria de los casos tanto por efecto directo
como por la alteracién del medio que induce la otitis media crdnica colesteatomatosa [60-64].



1.4, METODOS ESPECTROGRAFICOS

La espectroscopia estudia la interaccién entre la radiacion y la materia. Un espectro es una
representacion grafica de la distribucion de intensidades de la radiacién electromagnética emitida
o absorbida por la materia, en funcién de la longitud de onda de dicha radiacién. La radiacidn
electromagnética transporta energia y momento, los cuales pueden ser transferidos a la materia
con la que interactla. El espectro electromagnético comprende un intervalo muy amplio de
longitudes de onda y de frecuencias, las cuales estan relacionadas con diferentes metodologias
que son utilizadas para generar y detectar las distintas clases de radiacion que pueden ser
medidas.

En el espectro se utiliza el inverso de la longitud de onda, con unidades de cm™, para senalar la
posicién de las bandas de absorcidn ya que sus valores numéricos son de manejo mas cémodo.
En la figura 11 se representan los distintos espectros electromagnéticos. Las regiones
ultravioleta e infrarroja estan divididas en varias subregiones. La energia de excitacion es
inversamente proporcional a la longitud de onda, por lo que las radiaciones de menor energia
corresponden a las de mayor longitud de onda [65].
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Figura 11. Espectro electromagnético segun su longitud de onda. En rosa, espectro infrarrojo medio.
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La espectrometria de absorcién y reflexién en el infrarrojo medio es la principal herramienta
para la determinacidn estructural de especies organicas y bioquimicas [66].

Para cuantificar la absorcidn de la radiacion en espectroscopia IR se utilizan de manera habitual
dos magnitudes diferentes. Estas se denominan transmitancia (T) y absorbancia (A). Las medidas
en transmitancia son Utiles cuando se pretende identificar un compuesto correlacionando las
bandas del espectro IR de un patrén con la muestra analizada. La otra magnitud que es utilizada
para cuantificar el espectro es la absorbancia, la cual se define como la cantidad de intensidad
de luz que absorbe la muestra. Cuando un haz de luz incide sobre un cuerpo translicido, una
parte de esta luz es absorbida por el cuerpo y el haz de luz restante lo atraviesa. A mayor
cantidad de luz absorbida mayor sera la absorbancia del cuerpo y menor cantidad de luz sera
transmitida por dicho cuerpo. La absorbancia y la transmitancia son dos aspectos que suelen
utilizarse para definir el mismo fendmeno pero, a diferencia de la transmitancia, la absorbancia
estd relacionada linealmente con la concentracion de los elementos que pueden estar presentes
en la muestra y por tanto puede utilizarse con fines de andlisis cuantitativo.

Las diferentes combinaciones de masas atdmicas y energias de enlaces constituyen sistemas
que vibran a diferentes frecuencias cuando la molécula absorbe radiacién electromagnética. Es
decir, la molécula comienza a vibrar de una determinada manera gracias a la energia que se le
suministra mediante luz infrarroja. Los diferentes movimientos vibracionales del atomo en la
misma molécula producen absorcidn a diferentes nimeros de onda. Por ejemplo, en el caso de la
molécula de agua, los dos hidrégenos no vibran independientemente, sino con movimientos
acoplados como los de dos péndulos que oscilaran sobre la misma varilla. Este acoplamiento
produce un movimiento simétrico en el que los dos hidrdgenos se acercan o separan del oxigeno
al mismo tiempo, y un movimiento anti-simétrico en el que un hidrogeno se acerca al oxigeno
mientras que el otro se separa (Figura 12). Para producir un cambio en estos movimientos se
requiere una absorcion de energia diferente y cada cambio produce absorcién en la regidn
infrarroja a frecuencias diferentes y caracteristicas.

Pueden distinguirse dos categorias bésicas de vibraciones: de estiramiento (tensién) y de flexién.
Las vibraciones de tension son cambios en la distancia interatémica a lo largo del eje del enlace
entre dos atomos. Las vibraciones de flexidn estdn originadas por cambios en el angulo que
forman dos enlaces. Cada molécula presenta un espectro IR caracteristico (huella dactilar
molecular), debido a que todas las moléculas (excepto las especies diatémicas homonucleares
como O, y Br,) tienen algunas vibraciones que, al activarse, provocan la absorcién de una
determinada longitud de onda en la zona del espectro electromagnético correspondiente al
infrarrojo.
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Figura 12. Modos vibracionales de la molécula de H,0: estiramiento y flexion. El estiramiento puede ser simétrico o
antisimétrico.

En la zona del espectro electromagnético IR con longitudes de onda del infrarrojo medio (entre
4000 y 1300 cm”) se suelen observar una serie de bandas de absorcidn provocadas por las
vibraciones entre Unicamente dos &tomos de la molécula. Estas vibraciones derivan de grupos
que contienen hidrédgeno o de grupos con dobles o triples enlaces aislados.

En la zona del espectro electromagnético IR con longitudes de onda comprendidas entre 1300 y
400 cm™, la asignacién de las bandas de absorcién a vibraciones moleculares es més dificil de
realizar, debido a que cada una de ellas estd generada por absorciones individuales sumadas
(multiplicidad de las bandas). Es la denominada zona de la huella dactilar (flexion de enlaces CH,
CO, CN, CC, etc.). En esta zona de longitudes de onda, pequefias diferencias en la estructura y
constitucidn de las moléculas dan lugar a variaciones importantes en los maximos de absorcidn.

Un interferémetro, en general, es aquel instrumento que utiliza la interferencia de las ondas
luminosas para lograr una medicion muy precisa de las longitudes de onda de estas. El
interferometro de Michelson estd compuesto por dos espejos planos, un detector y un divisor
del haz (beam splitter). A través de una fuente se hace incidir un haz de radiacién sobre el beam
splitter formando un angulo de 45°. Este separador tiene la propiedad de trasmitir la mitad de la
radiacion y reflejar la otra mitad. Los haces trasmitido y reflejado se dirigen a los dos espejos
orientados perpendicularmente a ambos haces. A continuacidn los haces son reflejados de
regreso al divisor del haz. Si solo uno de los espejos estd en posicidn, el haz reflejado por el
espejo retorna al beam splitter y envia la mitad de la radiacién original al detector. Si ambos
espejos estadn en posicidn se presentan fendmenos de interferencia en el beam splitter cuando
los haces procedentes de ambos espejos se combinan. La interferencia es un fendmeno dptico
que ocurre entre dos o mas ondas dpticas que se encuentran en el espacio. Si estds ondas
tienen la misma longitud de onda y se encuentran de modo que la cresta de una coincida con la
cresta de la otra, entonces se dice que las ondas estan en fase. La maxima amplitud combinada
de la onda es la suma de las amplitudes de las ondas individuales. Dos ondas interfieren
constructivamente si se encuentran después de haber recorrido trayectorias que difieren en
longitud por un mdltiplo de una longitud de onda.
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Figura 13. Representacidn esquemética de un interferémetro. Mediante la transformada de Fourier (FT) se obtiene el
espectro final.

La espectrometria infrarroja por transformada de Fourier (FTIR) es una técnica de anélisis para
obtener el espectro infrarrojo con mayor rapidez. En lugar de registrar los datos variando la
frecuencia de luz infrarroja monocromética, se guia la luz IR (con todas las longitudes de onda
de pista utilizada) a través de un interferémetro. Después de pasar por la muestra, la sefial
medida da el interferograma. La realizacién de una transformada de Fourier de la senal produce
un espectro idéntico al de la espectrometria infrarroja convencional (dispersiva).

Una fuente policromatica puede ser considerada como una multitud de fuentes monocromaticas
tipo laser muy prdoximas que cubren todo el rango de emisién de dicha fuente. El interferograma
de una fuente policromética puede considerarse como la suma de las ondas coseno de los
componentes monocromaticos. Para obtener un espectro en transmision o absorbancia se debe
registrar el espectro de la fuente o del blanco (background). La division punto a punto de las
intensidades de este espectro entre las del tomado a la muestra permite obtener un espectro
en transmision o absorbancia de la muestra. Se busca una reduccién del nivel de ruido respecto
a la senal, lo cual se logra al adquirir un determinado nimero n de barridos que son
promediados por el sistema informatico. La resolucion utilizada para llevar a cabo cada uno de
los ensayos es constante sobre todo el rango espectral y se incrementa con el aumento del
recorrido del espejo mavil.

La transformacién de Fourier se usa como método matematico para el desarrollo en serie de la
curva obtenida (interferograma). La transformada esta constituida por el sumatorio de senos y
cosenos de las distintas frecuencias dpticas que componen la radiacién. Gracias a un programa
de ordenador este tedioso célculo matematico se simplifica y se obtienen resultados exactos y
rapidos de las frecuencias elementales contenidas en el interferograma. La transformada de
Fourier (o desarrollo en serie de Fourier) del interferograma es el espectro ordinario obtenido
por aparatos convencionales IR. En efecto, el interferograma contiene la absorcién completa de



la muestra descrita para cada longitud de onda por la correspondiente disminucién de intensidad
luminosa. Pero cualquier interferograma comun es el resultado de la combinacion de mdltiples
frecuencias que con la técnica de tranformada de Fourier es posible descubrir. De esta forma,
analizando qué longitudes de onda son las que absorbe una sustancia en la zona del infrarrojo,
podemos obtener informacién acerca de las moléculas que componen dicha sustancia [67].
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Figura 14. Espectro final obtenido mediante FTIR de una muestra de tejido dseo.

La técnica de reflexion o reflectancia total atenuada (Attenuated Total Reflectance: ATR) se
basa en el hecho de que cuando la radiacién electromagnética que se propaga a través de un
medio dpticamente denso llega a una interfase con un medio enrarecido (de menor indice de
refraccion) a un angulo de incidencia mayor que el éngulo critico, la radiacién no escapa del
medio denso sino que es totalmente reflejada internamente. Sin embargo, debido a la naturaleza
ondulatoria de la radiacion electromagnética, la reflexion no ocurre directamente en la interfase
de los dos medios; la radiacidn realmente sale del medio mas denso y se extiende una distancia
corta del otro lado de la interfase en el medio enrarecido antes de retornar. La extension con la
cual la radiacion penetra el medio enrarecido depende de la longitud de onda de la radiacidn, los
indices de refraccion de los dos medios y el angulo de incidencia a la interfase.

Si un haz de radiacion monocromatica atraviesa un prisma de forma que el medio mas denso
estd formado de algin material de elevado indice de refraccion que trasmite la radiacion
infrarroja, y el medio enrarecido por una muestra, entonces la muestra absorbera algo de la
radiacion infrarroja incidente. El registro de la radiacion cuando finalmente sale del medio mas
denso suministra un espectro muy similar al espectro convencional.
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En base a fundamentos tedricos y de la experiencia préactica se ha establecido que en la
reflexion interna total hay una onda evanescente de igual frecuencia que la de la radiacién
reflejada, cuya amplitud decrece de forma logaritmica dentro del material menos denso mas alla
de la interfase. Esa onda evanescente es capaz de interactuar con el medio absorbente en la
zona posterior a la interfase, originando una reduccion o atenuacién de la radiacion reflejada
total. Por medio de la utilizacidn de esta técnica, la muestra es presionada contra una placa que
trasmite la radiacién IR, tal como se muestra en la Figura 15. La penetracion controlada de la
onda evanescente en la muestra hace que la radiacion IR pueda ser selectivamente absorbida en
la superficie de la muestra en contacto con la placa. El espectro de la radiacion reflejada
internamente es similar al espectro IR de absorcidn convencional de la muestra.

Evanescent wave
penetrates into catalyst
sample

IR beam in

To detector

IR beam in

Figura 15. Esquema de la técnica Atenuated Total Reflectance, ATR (Queen’s University Belfast. 2008).

Los espectros obtenidos mediante la técnica ATR son muy similares a los espectros de
transmision comunes, aunque existen algunas diferencias significativas. Una de ellas es
producida por la profundidad de penetracién de la radiacién en la muestra. Esta penetracion es
funcion de la longitud de onda, siendo la profundidad de penetracidn del haz evanescente a
longitudes de onda cortas menor que a longitudes de onda mas largas.

La técnica ATR es de mucha utilidad para el registro de espectros IR de muestras dificiles de
tratar mediante otros métodos. La calidad del espectro obtenido puede ser influida por varios
factores externos entre los cuales se destacan el efecto de la presién en el portador de la
muestra, la textura de la superficie de la muestra y el indice de refraccion de ésta [68].



15 METODOS DE MICROSCOPIA ELECTRONICA

La potencia amplificadora de un microscopio éptico se encuentra limitada por la longitud de onda
de la luz visible. El microscopio electrdnico, en cambio, utiliza electrones para iluminar un objeto.
Dado que estos electrones tienen una longitud de onda mucho menor que la de la luz, son
capaces de mostrar estructuras mucho mas pequenas. La longitud de onda mas corta de la luz
visible es de alrededor de 4.000 angstroms, mientras que la longitud de onda de los electrones
que se utilizan en los microscopios electrénicos es de alrededor de 0,5 dangstroms.

Existen dos tipos bésicos de microscopios electrénicos: el microscopio electrénico de
transmision (7ransmission Electron Microscope, TEM) y el microscopio electrdnico de barrido
(Scanning Electron Microscope, SEM). Mientras el primero proporciona informacién sobre la
estructura interna de las muestras, el segundo se utiliza principalmente para estudiar la
superficie o la estructura cercana a la superficie de muestras mas gruesas. Las imagenes
obtenidas por SEM son mas faciles de interpretar que las conseguidas por TEM.

Todos los microscopios electrénicos disponen de varios elementos basicos. Cuentan con un
candn que emite los electrones que van a chocar contra el espécimen, creando una imagen
aumentada. Se usan lentes magnéticas para crear campos que dirigen y enfocan el haz de
electrones, ya que las lentes convencionales utilizadas en los microscopios dpticos no funcionan
con los electrones. El sistema de vacio es una parte relevante del microscopio electrénico:
debido a que los electrones son dispersados mas fuertemente por los gases que la luz, es
preciso evacuar el camino de los electrones a presiones menores que 10-3 pascales. Por Ultimo,
todos los microscopios electrdnicos cuentan con un sistema que registra o muestra la imagen
que producen los electrones [69].
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Figura 16. Esquema de un microscopio electrénico de barrido.
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El microscopio electrdnico de barrido utiliza un haz fino de electrones para explorar la muestra
y conseguir la formacién de una imagen. Los tipos de imagenes que se pueden obtener son
diversos y dependen, fundamentalmente, de las senales que se producen por la interaccion
entre los electrones y la muestra a explorar. Cuando un haz de electrones colisiona contra un
objeto penetra en él a una profundidad directamente proporcional al nimero atdmico de los
atomos que lo constituyen. A medida que penetran, los electrones pierden su energia. En la zona
de penetracion se crea un drea tridimensional donde interaccionan los electrones del haz y los
atomos de la muestra (zona de excitacién primaria). En esta zona se pueden emitir siete tipos de
senales fundamentales: electrones transmitidos, electrones secundarios, electrones
retrodispersados, fotones, electrones de Auger, corriente de espécimen o catodoluminiscencia y
rayos X (Figura 17). Hablaremos de los méas Utiles para nuestro trabajo.
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Figura 17. Tipos de radiacién generada al incidir un haz de electrones (Servicios Técnicos de Investigacién.
Universidad de Alicante. 2012).

Cuando alguno de los electrones del haz colisiona con uno de los electrones de los dtomos que
conforman la muestra, el 4tomo se ioniza y puede emitir electrones secundarios (frente a los
‘primarios”, que serian los incidentes). Esto también puede ocurrir debido a los electrones
retrodispersados. Estos electrones secundarios tienen una baja energia, por lo que sélo pueden
escapar de la muestra si se producen en su parte mas superficial. La probabilidad de que los
electrones secundarios escapen de la muestra disminuye exponencialmente a medida que el
punto donde se generan se aleja de la superficie. Los electrones secundarios que salen de la



muestra lo hacen en direcciones diferentes y pueden ser recogidos para formar una imagen
tridimensional de la superficie del objeto.

Las imagenes obtenidas con electrones secundarios son de gran utilidad para estudios
topograficos y como hemos mencionado, sus trayectorias son curvas, de modo que la imagen
aparece con sombras suaves y difusas; en un segundo plano se observan las depresiones o
areas escondidas. Un cambio de inclinacidn de la superficie de una muestra con respecto al haz
electronico incidente, aln de pocos grados, produce una variacidn apreciable en el nimero de
electrones secundarios emitidos. Asi, un borde agudo o una protuberancia sobre la superficie
generan un gran ndmero de electrones secundarios. Lo mismo sucede si se trata de un escaldn
profundo sobre la superficie de la muestra. Las hendiduras o depresiones producen menos
electrones detectables. Los efectos de variacion de la emisidn secundaria en funcion de las
caracteristicas topograficas de una superficie, permiten que se pueda interpretar la imagen de
electrones secundarios como una imagen 6ptica de dicha superficie.

Se producen cuando los electrones del haz incidente chocan con los electrones o los nicleos
de los atomos de la muestra y rebotan y escapan de ella. Los electrones retrodispersados
tienen una energia cercana a la de los electrones incidentes, por lo que en el trayecto desde su
origen hasta la superficie de la muestra pueden interaccionar con otros dtomos y dar lugar a
otros tipos de senales como electrones secundarios. La produccion de electrones
retrodispersados esta en intima relacion con el ndmero atémico de los 4tomos que componen la
muestra, de tal forma que cuanto mas alto es éste, mayor nimero de electrones
retrodispersados se producen. Este fendmeno permite obtener informacion sobre la compaosicidn
de la muestra. Los electrones retrodispersados se originan, ademas de en la superficie del
objeto, en zonas profundas de la muestra y, debido a su energia, estos electrones siguen
trayectorias rectilineas y ha de tenerse en cuenta para su deteccion [70].

Los rayos X se producen en la zona de excitacion primaria cuando un electrdn del haz incidente
choca contra un dtomo de la muestra y provoca la salida de un electrén secundario. Un electrdn
de una capa mas externa se desplazard para ocupar su lugar, liberando una energia en forma
de rayos X. Estos rayos X tendran una longitud de onda y una energia caracteristicas de los
atomos en los que se han producido. En el andlisis por energias dispersivas de rayos X, EDX
(Energy Dispersive X-ray) se detectan los rayos X generados en la muestra y permiten realizar
un estudio cualitativo de su composicién elemental. La energia de estos rayos X depende de los
niveles de energia implicados en la transicion electrénica y, por lo tanto, es caracteristica de
cada elemento. Estos rayos X son detectados por medio de espectrémetros de dispersion de
longitudes de onda o de dispersion de energias. El resultado es un espectro en el que aparecen
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picos correspondientes a las distintas emisiones de rayos X de los elementos presentes en la
zona analizada (Fig. 18). Como en el caso de las imagenes, la resolucidn lateral del anélisis es
muy alta, al depender fundamentalmente de la zona sobre la que se focaliza el haz de
electrones. Por ello, esta técnica permite el andlisis detallado de los distintos productos de
corrosion presentes en la superficie de la muestra. El andlisis de los elementos y la morfologia
se puede realizar de manera conjunta obteniéndose mapas de distribucion de los elementos
presentes en la superficie y también perfiles de concentracién de cada elemento [69].

385,Img2 (20kV, sp 4.5) LSecs: 50
23 o

0.50 1.00 1.50 2.00 2.50 3.00 3.50 4.00 4.50 5.00 5.50 6.00
Energy - keV

Figura 18. Espectro de Energia Dispersa de Rayos X.
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2. BASES PREVIAS

Se presentan a continuacion, los trabajos mas importantes de la literatura cientifica en relacién
al estudio del yunque con las técnicas que se emplean en esta Tesis y que han constituido la
base para su planteamiento.

2.1 ESTUDIOS MEDIANTE TECNICAS ESPECTROGRAFICAS

Realizan un estudio con espectroscopia Raman en huesecillos del oido, ademas de proponer un
modelo experimental de destruccién dsea. Segun sus hallazgos, parece que el componente
inorganico del hueso se disuelve (disocidndose en iones calcio, fosfato, carbonato e hidroxilo)
debido a las condiciones de acidez provocando la desmineralizacion del hueso. Teorizan sobre la
fisiopatologia del colesteatoma: dcidos grasos de cadena corta pueden alcanzar el hueso desde
el colesteatoma gracias al incremento de permeabilidad asociado al edema. Encuentran que la
cantidad de carbonato en hueso enfermo es menor que en el hueso normal, probablemente por
una alteracion en la vascularizacion. A medida que la desmineralizacién progresa, la
concentracion de iones en el exudado aumenta. En ocasiones, ocurre una remineralizacion:
hidroxiapatita o algin analogo se precipita en ese exudado. También la concentracion de iones
fosfato disminuye en la superficie de hueso destruido, al contrario que los iones hidroxilo, que
aumentan. En este articulo se postula que, en el colesteatoma, la destruccion del hueso es
fundamentalmente por contacto.

Utilizan microtomografia de rayos X y microscopia FTIR para estudiar 15 yunques sanos y 13
patoldgicos. Describen que la estructura fundamental del yunque es esencialmente hueso
cortical, no identificAndose hueso trabecular. Los huesos de pacientes con procesos
inflamatorios del oido medio presentan una degradacion de la microarquitectura con un
incremento de la porosidad. El indice de mineralizacion (M/m) es significativamente méas alto en
los yunques comparados con hueso cortical femoral, mientras que la madurez es
significativamente menor en los primeros. En los huesos patoldgicos (procesos inflamatorios) la
carbonatacion es mas alta que en los sanos.
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2.2 ESTUDIOS MEDIANTE MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO

En este par de estudios clasicos, se describe la microanatomia normal de los huesecillos del
oido medio humano tras su estudio con microscopia electrénica de barrido. Para las
observaciones se utiliza un microscopio Cambridge Stereoscan a 20 kV; las muestras son
recubiertas de cromo tras su deshidratacion. La mucosa de recubrimiento es identificada como
un epitelio cubico. Se constata la observacidn de canales vasculares, la disposicion de fibras
entrecruzadas y algun osteoblasto, pero no osteoclastos.

En este estudio comienza a describirse en profundidad la superficie de los huesecillos del oido
medio tras su observacion al microscopio electrdnico de barrido. Se utiliza un un Cambridge
Stereoscan para examinar las muestras deshidratadas y recubiertas de oro. Se identifican dos
tipos principales de tejido dseo que aparecen en estos elementos: peridstico y endocondral. EL
hueso lamelar también aparece en los orificios vasculares pero raramente en forma de osteonas
tipicas. La superficie del hueso peridstico contiene fibras gruesas mientras que la del lamelar,
fiboras finas, aunque su aspecto es casi idéntico. En la superficie del hueso se observa,
fundamentalmente, una red de fibras entretejidas con espacios entre ellas y alguna célula
osteoblastica. Es lo que identifica como periostio. Tras su limpieza, aparece una estructura de
fibras de 2-4 micras, entrelazadas y retorcidas, con lagunas osteociticas. Se describe también la
existencia de numerosos orificios vasculares, muy variables de unas muestras a otras, con la
presencia de fibras gruesas entrelazadas. En aquellos casos en los que habia una fractura, se
observa que la estructura del hueso del canal vascular es del tipo de hueso lamelar con capas
concéntricas y lagunas osteociticas planas.

En este trabajo se describe una técnica de preparacion de muestras para SEM. Utilizan 46
especimenes (17 normales y 29 patoldgicos). Tras la conservacion con glutaraldehido al 2%,
utilizan una solucién de 1% de hipoclorito sddico durante 24 h para la limpieza. Los huesos son
recubiertos de oro para su observacion en un microscopio Jeol JSM-35 a 15 kV. Preconizan el
uso de hipoclorito para obtener unas muestras mas limpias que las tratadas con formaldehido.
En los huesos normales reconocen una estructura de fibras entrelazadas tras la cubierta
epitelial a modo de urdimbre. Otros patrones de fibras que encuentran son: el patrén de panal
de abeja (fibras organizadas aleatoriamente en unas zonas y regulares en otras, formando
crestas y valles), el patrén denso (superficie homogénea lisa) y el patrén agujereado (con
cavidades, mas raro). En los huesos patoldgicos con colesteatoma describen tres tipos de



lesiones. El apomazado, en el que la erosion es de aspecto liso como si fuera limado. No se
reconoce patrén fibrilar en la superficie, aunque las lagunas de Havers se siguen observando.
Con mas aumentos se observan fibras rotas con aspecto de mineral fusionado. Otro patrén es el
perforado, en el que se producen erosiones en forma de bolsillos en el hueso. Un grado mas de
lesidn es el patron cavitado, en el que se producen amplias cavidades en la superficie del hueso,
incluso tunelizadas en profundidad. Aqui se ve un hueso muy poroso y desmineralizado. Piensan
que la erosidn ocurre en etapas e invocan una mezcla de mecanismos de presion e
inflamatorios. Creen que existe una primera fase en la que tras la erosion, se forma nuevo
hueso desestructurado, dando lugar a la imagen en apomazado. Luego, cuando se supera la
neoformacion, el colesteatoma comienza a extenderse al hueso, creando un bolsillo que
progresivamente erosiona el hueso.

En este trabajo se observan 30 yungues normales al microscopio electrénico. Utiliza un
microscopio JEOL JSM-T20 a 20 kV. Las muestras son tratadas para eliminar la capa mucosa y
peridstica con una solucién de 10% de papaina a 37°C durante 3-5 dias. Luego se lavan con
hipoclorito sddico al 5%, seguido de etanol, secado ambiente y recubrimiento con oro. Los
autores buscan actividad osteoclastica en este estudio y la encuentran dispersa en apdfisis
corta y cuerpo, especialmente en orificios vasculares. Existe una mayor actividad en apdfisis
larga y lenticular, a todas las edades. En el articulo se describe una erosién progresiva a medida
que avanza la edad hasta, en ocasiones, perder completamente la apdfisis lenticular. Parece que
la neoformacion de hueso disminuye con la edad.

Estudia el yunque con SEM en pacientes con otitis media crdnica supurada. Utiliza la misma
técnica descrita anteriormente. Describe sitios frecuentes de erosién en la apdfisis larga y
lenticular del yunque. En aquellos con mas dano sobre la apdfisis larga, se observan
perforaciones en punteado en cuerpo y apdfisis corta. Cuando la apdfisis larga estd totalmente
destruida, existe una gran fosa erosiva que afecta al resto de cuerpo y apdfisis corta. No puede
diferenciar el tipo de enfermedad en base al grado o patrdn de erosidn. Identifica el festoneado
tipico de la osteoclasis y encuentra poca evidencia de hueso neoformado. Concluye que la
erosion del yunque en la otitis media crénica supurada es debida a la accidn osteocldstica
exclusivamente.

Recoge yunques de cirugia de implante coclear y neurinomas o de cadaveres. También utiliza la
misma técnica que en otros trabajos. En este caso se trata de un estudio morfométrico de la
longitud de la apdfisis corta y la proporcién de dareas erosionadas. Encuentra una mayor
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resorcion ésea en los pacientes mas mayores, especialmente en hombres. Teoriza sobre las
causas mecanica, vascular, etc.. que podrian estar detras de este hallazgo.

En este completo trabajo estudian huesecillos erosionados procedentes de cirugias de 16
pacientes con otitis media crénica colesteatomatosa (8 martillos y 12 yunques). Las muestras
fueron conservadas en formol. Examinan con microscopio dptico 4 yunques, con colesteatoma
adherido al hueso. Para la SEM utilizan 8 yunques tras limpieza de las partes blandas con
ultrasonidos y se recubren con oro para su observacion en un microscopio Hitachi S-2300 a 25
kV. Con microscopio éptico detectan una proliferacién importante de fibrocitos y fibroblastos con
formacion de capilares y la infiltracion de numerosas células inflamatorias mononucleares en el
tejido conectivo subepitelial del colesteatoma. Observan células multinucleares, con todas las
caracteristicas de los osteoclastos, en contacto con el hueso erosionado cerca del area de
resorcion activa. Con SEM identifican dreas de erosidn en forma de cavidades irregulares en la
superficie de los osiculos. No detectan relacién con los agujeros vasculares. Las fibras parecen
haber sido parcialmente digeridas en estas zonas. Concluyen que la resorcidn osteoclastica es
uno de los mecanismos importantes de la destruccion dsea en el colesteatoma, y que la
desmineralizacién y/o degeneracion de la matriz organica extracelular puede preceder a la
destruccién de las fibras de colageno.

Interesante estudio sobre los 3 huesecillos de 34 caddveres al microscopio electrdnico.
Preparan las muestras retirando la cubierta mediante una solucién de papaina al 0,1% a 37°C
durante 3 dias, para después lavarlos con hipoclorito sddico al 5% y agua destilada,
desecandolos posteriormente para su recubrimiento con oro-paladio. Describen una estructura
fibrilar estable en la mayor parte de la superficie dsea. Encuentran una predominancia de
resorcion dsea de superficie y canales vasculares en el yunque y estribo, sobre todo en la
apdfisis larga del yunque y el cuello del estribo tanto en hombres como en mujeres, aunque
detectan una ligera tendencia a ser mayores en mujeres (no estadisticamente significativa). No
encuentran relacién entre porcentaje de resorcion dsea o canales vasculares con la edad.
Atribuyen el aumento de superficie de resorcion a cambios vasculares.

En un estudio de nueve pacientes con artritis reumatoide (AR) y cinco sin enfermedad previa,
examinan martillo y yunque extraidos tras autopsias. Las muestras son tratadas con
formaldehido al 2% y solucidn Ringer para luego ser fijados con acido ésmico y deshidratados.
Utilizan un JEOL JSM 53000 con las muestras recubiertas de oro. Usan un sistema para medir la
superficie de las fotografias que se obtienen y encuentran que la superficie de resorcién es



mayor en yungue que en martillo. También observan dafo en las superficies articulares, pero
raramente en los pacientes con AR. Encuentran erosiones en la apdfisis larga de yunque, sobre
todo, en AR significativamente mayores que en los no patoldgicos. No existen diferencias entre
los martillos. Los dafnos sobre el yunque —mayores en AR- aumentan con la edad y la evolucidn
de la enfermedad (el rango en el estudio es escaso).

2.3 ESTUDIOS MEDIANTE ANALISIS ELEMENTAL

Realizan un estudio sobre la rama larga del yunque (o sus remanentes) en hueso normal y
procedente de pacientes con patologia crdnica de oido medio. Determinan la relacion Ca/P
mediante métodos quimicos y no encuentran diferencias significativas entre los yunques
normales y los patoldgicos.

Estudio con 52 huesos procedentes de fetos, nifos y adultos sanos, y adultos con patologia de
oido medio. Utiliza un detector de rayos X acoplado a un microscopio de barrido. Observan que
la osificacion de martillo y yunque comienza en el periodo fetal. Hallan cocientes de Ca/P de 2,10
en martillo y 2,19 en yunque; en estribo de 2,11 en la platina. Encuentran una relacion inversa
entre Ca/P y la presencia de azufre en el proceso de osificacion. Normalmente el azufre
desciende a medida que la mineralizacion progresa. No encuentra diferencias entre hueso sano y
patoldgico.

Estudian vértebras y martillos procedentes de cadaveres formolizados. Utilizan la digestién con
acido nitrico y perclérico de las muestras, que son analizadas con espectrometria de emision
atomica de plasma acoplado inductivamente. La relacién masa Ca/P es de 2,17 en hombres y de
2,18 en mujeres. Encuentran valores de azufre similares entre martillo y vértebra, pero magnesio
mayor en el primero. Los valores Ca/P se mantienen constantes a lo largo de la vida (exploran
4,0-98 anos), tampoco hay cambios en S, Mg y Na.
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3. HPOTESIS

Las caracteristicas quimicas y estructurales de la cadena de huesecillos son, por su especial
anatomia y funcidn, diferentes a las de otros huesos del organismo. Estas caracteristicas se ven
alteradas de diferente manera en el transcurso de diversas enfermedades, tanto inflamatorias
como degenerativas, congénitas o adquiridas.

Se proponen varias hipdtesis para este estudio:

B Existen diferencias en la microestructura y la composicion de la matriz extracelular del
tejido en el yunque entre ambos sexos y a lo largo de la vida.

B Los procesos inflamatorios del oido medio afectan a la estructura del tejido dseo y a la
interaccion mineral-colageno en el yunque.

B El mecanismo de destruccidon dsea en las enfermedades inflamatorias crdnicas que
afectan al yunque posee caracteristicas distintivas de cada proceso.
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4. OBJETIVOS

Se indican a continuacidn los objetivos que se proponen para este trabajo de investigacion:

Caracterizar la microestructura del tejido dseo del yunque con técnicas de microscopia
electrdnica de barrido.

Explorar la composicion mineral del yunque y su relacién con el componente protéico.

Comprobar la existencia de cambios en las caracteristicas del tejido dseo y
modificaciones en la matriz extracelular del yunque a lo largo de la vida y diferencias
entre ambos sexos.

Describir las alteraciones del tejido d6seo del yunque en diferentes situaciones
patoldgicas que afectan al oido medio humano.

Elaborar nuevas teorias que expliquen los acontecimientos que se producen en el
proceso de remodelacion del yunque a lo largo de la vida y la destruccién que ocurre en
el transcurso de diferentes procesos patoldgicos.
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5. MATERIAL Y METODOS

Para la realizacion de estos estudios se han utilizado muestras de hueso de pacientes
intervenidos en el Servicio de Otorrinolaringologia del Hospital Universitario Rio Hortega entre
los anos 2000 y 2013.

5.1 RECOGIDA DE MUESTRAS

Las muestras de tejido dseo fueron obtenidas de productos de desecho postquirdrgicos tras la
realizacion de diferentes procedimientos sobre el oido medio (salvo un caso con diagndstico de
osteoma frontal). En los casos en los que dicho material era susceptible de uso clinico no se
realizd la recogida ya que los elementos dseos se utilizaron para la fase de reconstruccién de
la cadena osicular. En el resto de los casos, una vez descartada su utilidad, se procedié a la
recogida del material dseo. Fueron descartados los casos con riesgo infeccioso o pacientes que
no hubieran dado su consentimiento. Se excluyeron del estudio aquellos casos en los que hubo
errores en la recogida, procesado o conservacion de las muestras, asi como en las ocasiones en
las que no existian datos clinicos o existian dudas en la identificacién de los restos osiculares
obtenidos.

5.2 PROCESADO Y CONSERVACION DE LAS MUESTRAS

Tras la recogida, las muestras de hueso fueron tratadas en una solucién de suero salino al 0,9%
y peroxido de hidrdgeno 0.3% a partes iguales durante 3-5 dias, tras lo cual se limpiaron
mecdanicamente y se procedid a su secado a temperatura ambiente en espacio protegido.

Se probaron otras técnicas de preparacion descritas en la literatura:

a. Inmersion en formaldehido al 2%, lavado con solucidn Ringer y fijacion con acido dsmico
[82].

b. Digestidn en solucién de papaina al 10% a 37°C durante 3-5 dias [77, 78, 791.
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c. Solucién tamponada de glutaraldehido al 2%, tras lo cual se realiza una inmersién en
hipoclorito sddico al 1% durante 24 horas a temperatura ambiente [76].

d. Fijacién en formaldehido al 10%, luego con glutaraldehido al 2,5% durante varios dias para
luego realizar una limpieza mediante lavadora de ultrasonidos [80].

Todas las técnicas descritas en la literatura tienen como finalidad la preparacion de las
muestras para su visualizacién en cdmara de alto vacio mediante un microscopio electrdnico de
barrido, tras su recubrimiento generalmente con oro o, menos frecuentemente, con otros
elementos como cromo o paladio. En segundo lugar, mediante el uso de hipoclorito sddico,
papaina o la utilizacién de ultrasonidos se busca la limpieza de restos orgénicos (sangre, tejido
inflamatorio, restos de mucosa, etc.) que estarian adheridos a la superficie del osiculo tras su
extraccion.

Estos procedimientos fueron ensayados en algunas muestras y se comprobd que no ofrecian
mejores resultados en la limpieza y conservacion del tejido dseo. El uso de formaldehido y/o
glutaraldehido provocaba la fijacién de abundante tejido mucoso y restos hematicos en las
piezas. El empleo de papaina para digerir la capa superficial del hueso o el uso de ultrasonidos
para desprenderla no consiguid mejores resultados que el uso de perédxido de hidrégeno. La
utilizacion de hipoclorito sédico provocaba un deterioro de la parte superficial del hueso,
distorsionando la visualizacidn de las fibras del tejido dseo.

Con la preparacion de perdxido de hidrédgeno al 0.3% y suero salino al 0,9% a partes iguales se
consigue una buena disolucién de los restos heméticos e inflamatorios, asi como la eliminacidn
de la capa mucosa. El desprendimiento de la capa peridstica, espontdnea o manualmente, no se
consiguid en ciertas regiones del hueso en muchos casos pero la conservacion de la
microestructura fibrilar de la superficie del tejido dseo resulté ser mucho mejor que con las
técnicas anteriores. En algunos casos se produjeron grietas, rasgunos o desprendimientos de
tejido dseo, especialmente en aquellas muestras mdas fragiles que correspondian a pacientes
afectos de patologia inflamatoria crénica de oido medio.

Tras la limpieza y secado, las muestras fueron etiquetadas y almacenadas en envases
herméticos, protegidos de la luz y los cambios bruscos de temperatura.



5.3 RECOGIDA DE DATOS

Los datos sobre edad, sexo, antecedentes médico-quirdrgicos, caracteristicas clinicas,
diagndstico, evolucion, técnica quirdrgica y hallazgos intraoperatorios fueron recogidos de la
historia clinica de los pacientes y almacenados en un fichero de datos. La informacién fue
volcada y codificada en tablas de datos mediante el programa Microsoft Excel (Microsoft;
Redmond, WA, USA. 2007). Se empled el doble etiquetado para preservar la confidencialidad y se
eliminaron los datos personales de los pacientes para todo el proceso de andlisis.

5.4, ESTUDIO MEDIANTE MICROSCOPIO OPTICO

Las muestras fueron inspeccionadas al microscopio quirdrgico tanto durante la intervencidn
quirdrgica en la que fueron extraidas como tras su limpieza y secado. Se utilizé un microscopio
Leica Wild Mé655 (Leica Microsystems; Germany) con cémara digital Canon E0S350 (Canon Inc;
Tokyo, Japan) acoplada. Todos los osiculos fueron fotografiados con rejilla de referencia para su
medicion. Se realizd un estudio descriptivo de la morfologia de la muestra (generalmente
yunque) y la presencia y tipo de lesiones, erosiones o lisis (Fig. 19).

Figura 19. Fotografia de un yunque izquierdo con marco de escala.
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5.5 ESTUDIO MEDIANTE ESPECTROSCOPIA DE INFRARROJOS (FTIR)

Para la realizacién de esta prueba se utilizaron 77 muestras de hueso, correspondientes a 71
yunques, 1 fragmento de cortical mastoidea, 1 fragmento de cortical frontal y 4 muestras de
hueso de conducto auditivo externo. Todos los yunques completos fueron fragmentados en 3
porciones: apofisis corta, cuerpo y apdfisis larga (Fig. 20), de manera que se obtuvieron 3
mediciones por cada osiculo. Aquellos en los que la erosidn dsea provocada por los procesos
patoldgicos cronicos habia destruido totalmente ciertas regiones del hueso, sélo se
fragmentaron aquellas dreas que se conservaban. El corte se realizd mecanicamente con una
cuchilla de acero quirdrgico inoxidable 58 HRC.

Fig 20. Fotografia de un yunque derecho tras la fragmentacién mecanica.

Para el anélisis se empled un Espectrémetro BRUKER IFS 66/S con accesorio ATR Specac
Golden Gate de prisma de diamante monolitico de los Servicios Técnicos de Investigacién de la
Universidad de Alicante.

La técnica ATR (Atenuated Total Reflection) o Reflexion Total Atenuada es un método de
muestreo en el que el haz de infrarrojos se proyecta en un cristal de alto indice de refraccion.
Este haz se refleja en la cara interna del cristal y crea una onda evanescente que penetra en la
muestra, que debe estar en intimo contacto con el cristal. Parte de la energia de la onda es
absorbida y la radiacion reflejada es registrada por el detector, con la informacidn quimica de la
muestra. Se trata de un método muy versatil que permite el estudio de muestras sdlidas sin
apenas necesidad de preparacion [86].

Se registraron espectros IR con un campo de trabajo desde 600 cm™ hasta 4000 cm™ y una
resolucién de 19 cm™ Los datos de absorbancia se presentaron en el eje Y del gréfico. Se
identificaron los picos principales y las bandas de interés en cada uno de los espectros (Fig. 21)



:‘"4P04 l Amide
” 1, 1, 1
// \‘ 1 Am|deA
14 P ) :
Amide B :
'8CH,: | vCH, !
o . S i
3 VGO, asym:
g R vCH; ;
i : sym i vOH
e . .
=) ol :
P
O
< it
Cortical Bone
Hydroxyapatite
Type I Collagen
b 1 . 1 1 g 1 ¥ 1 ) 1 ® 1
500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000

-1
Wavenumber (cm )

Figura 21. Regiones vibracionales principales en una muestra de tejido dseo y sus componentes principales:
hidroxiapatita y coldgeno tipo | (Figueiredo MM et al, 2012) [68].

Las regiones mas importantes para el estudio del tejido dseo son el carbonato, el fosfato y el
colageno [87, 88].

El espectro de IR de proteinas presenta un nimero de bandas caracteristicas denominadas
Amida que son debidas a la vibracién de los atomos involucrados en el enlace peptidico. El
colédgeno se estudia en las regiones Amida | (vibraciones en los enlaces C=0), Amida Il (enlaces
C-N y N-H) y Amida Ill (enlaces C-N, N-H y C-Ca). La més utilizada para el estudio del coldgeno
es la Amida | [89].

La informacién sobre la parte mineral se obtiene de los porcentajes relativos de carbonato y
fosfato, que permiten estimar la calidad del hueso [90,91]. El grado de mineralizacién del hueso
se define a través de la intensidad de las especies de fosfato en la banda correspondiente [92].

EL ién carbonato puede identificarse en varias localizaciones del espectro IR debido a sus
diferentes modos vibracionales, pero para el estudio de la hidroxiapatita como componente del
tejido dseo se utilizan habitualmente las bandas correspondientes a la regién 860-890 cm™ [93,
9L).

El drea bajo la curva de una banda determinada, obtenida por integracion, es directamente
proporcional a la cantidad de especies o variantes que genera esa banda. Como resultado, la
relacién entre el area de fosfato y cualquier banda de amida (habitualmente amida I) es
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representativa de la cantidad de mineral en relacidn con el coldgeno presente (en términos
relativos) [95]. Por tanto, una estimacidn del cociente de las &reas Fosfato/Amida | indicara el
grado de mineralizacion del tejido dseo [96].

El fosfato puede ser sustituido de la molécula de hidroxiapatita por grupos carbonato, dando
lugar a carbonatoapatita. Se puede calcular esta carbonatacion mediante el cociente de las
&reas Carbonato/Fosfato [97, 98].

En los espectros obtenidos para este trabajo, se realizd un andlisis de las regiones de
carbonato v,CO;”~ (860-890 cm™), fosfato vysPO,> (963, 1033 cm™) y amida | (1630, 1700 cm™)
hallando el 4rea bajo la curva mediante integracién del pico tras corregir la linea base (Fig. 22).
Se utilizd el programa Origin Pro8 (OriginLab Corporation; Northampton, MA, USA. 2007).
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Figura 22. Areas de Carbonato, Fosfato y Amida | utilizadas para los célculos de los indices de
Mineralizacion y Carbonatacion.

De los resultados anteriores se infirié:
El grado de mineralizacidn, a través de la relacién Mineral/matriz (Fosfato/Amida I):
area(963-1033 cm)/4rea(1630, 1700 cm™).
La carbonatacién del hueso, mediante el cociente Carbonato/Fosfato:

area(860-890 cm)/4rea(963, 1033 cm™).
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5.6 ESTUDIO MEDIANTE MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO Y
ANALISIS DE ENERGIA DISPERSIVA DE RAYOS X (SEM-EDX)

Para el examen de las muestras de yunque se utilizaron un microscopio electrénico de barrido
Hitachi S3000N de los Servicios Técnicos de Investigacion de la Universidad de Alicante y un
Microscopio Electrénico de Barrido Ambiental (ESEM) FEI - Quanta 200FEG del Parque Cientifico
de la Universidad de Valladolid.

Ambos equipos son microscopios de barrido a presion variable que no hace necesaria la
preparacion de la muestra realizando un recubrimiento con metales conductores. Por lo general,
se utilizé un voltaje de aceleracion de 20 kV.

El hueso es un tejido no conductor y por lo general se induce una carga negativa en la
superficie de la muestra. Esta carga puede actuar de espejo haciendo rebotar los electrones
que se lanzan hacia ella, por lo que la imagen que se obtiene de los electrones secundarios (SE)
puede verse distorsionada. Esta es la razon principal por la que las muestras no conductoras
necesitan un recubrimiento metalico. Aunque la utilizacién de los equipos de presion variable y
de barrido ambiental permite minimizar ese efecto sin recurrir al recubrimiento, siempre puede
haber cierto grado de interferencia [99, 100].

El uso de electrones retrodispersados para generar la imagen permite evitar las interferencias
por carga eléctrica ya que los detectores BSED no son sensibles a electrones de baja energia.
Ademds, la energia retrodispersada contiene informacidn acerca del nimero atdmico de los
componentes de la muestra, lo que permite crear imagenes en las que el peso atdmico se refleje
en una intensidad de luz proporcional [101]. Estas ventajas hacen de esta técnica idénea para el
andlisis de los tejidos dseos mineralizados [102], entre los cuales se encuentran los elementos
osiculares del oido medio [102-107].

Para este estudio se empled fundamentalmente la imagen obtenida mediante el registro de
electrones retrodispersados, lo que permite visualizar especialmente nitido el Calcio de la
muestra (Fig. 23).
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Landing E spot mag WD HFW mode - - - Landing E spot mag WD HFW 'mode : - 100 pm
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Figura 23. A la izquierda, imagen obtenida con electrones secundarios (SE), a la derecha se utiliza energia
retrodispersada (BSED). Nétese la diferencia de resolucién en el detalle del tejido dseo calcificado y su
diferenciacion con el tejido conectivo.

5.6.2 Estudio EDX de la relacién Ca/P en el hueso yunque

Para la realizacion de este estudio, llevado a cabo en los Servicios Técnicos de Investigacion de
la Universidad de Alicante, se utilizé un microscopio electrénico de barrido Hitachi S3000N para
su visualizacion y se empled un detector de rayos X Bruker XFlash 3001 para realizar el
microandlisis (EDX).

La medicion de los Rayos X dispersados a la vez que se obtienen imagenes microscépicas de
alta calidad, permite un analisis mucho mas preciso de la composicion del tejido en una
determinada localizacién y de los especiales hallazgos que se puedan observar durante la
investigacién como son degradaciones, erosiones, cristalizacién de compuestos, etcétera [108,
109].

Se efectuaron andlisis puntuales y de area con EDX en diferentes zonas del hueso. Se
obtuvieron los valores relativos de peso de los diferentes elementos quimicos, su ponderacion
en base 100 y la correccidén segin ndmero atdmico (Fig. 24). A partir de ésta Ultima, se prestd
atencidn a las cifras de calcio y fdsforo, hallando el cociente Ca/P de cada uno de los huesos.
Se trata de un andlisis semi-cuantitativo, ya que una cuantificacion precisa de los elementos
requeriria una preparacion especial de las muestras y una serie de célculos mas complejos [110].
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Figura 24. Microandlisis EDX de la superficie del hueso. Obsérvese la predominancia de Ca y P en la muestra.

Con el equipamiento anteriormente descrito se efectud un enfoque puntual en la zona central de
la porcidn distal de la rama larga del yunque en su cara lateral, previa realizacién de raspado
del 4rea para eliminar la capa superficial de hueso (Fig. 25). Se obtuvieron los valores relativos
de peso de los diferentes elementos quimicos, su ponderacién en base 100 y la correccidn segun
nimero atomico. A partir de ésta Ultima, se prestd atencidn a las cifras de calcio y fdsforo,
hallando el cociente Ca/P de cada uno de los huesos.

Area de analisis

Figura 25. Zona de raspado para efectuar el andlisis profundo.
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5.7 ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados de las variables fueron analizados mediante el paquete informatico Statistical
Package for the Social Science IBM SPSS Statistics versién 22 (IBM Corp.; Armonk, NY, USA.
2013).

La normalidad de las variables se establecié mediante la prueba de Kolmogorov-Smirnov. Las
variables cuantitativas se describen como media + desviacidn estédndar (DE) en el caso de
distribuciones normales. En el caso de distribuciones no normales se presenta la media y el
rango intercuartilico (RI). Las variables cualitativas se presentan mediante frecuencias absolutas
y relativas (o porcentajes). Se calculan los intervalos de confianza al 95% de los parédmetros
obtenidos. Se utilizan histogramas de frecuencia, barras de error o diagramas de cajas para
representar las variables cuantitativas.

Para estudiar la asociacion entre variables cualitativas se utiliza la prueba de Chi cuadrado con
test exacto de Fisher o razén de verosimilitud, dependiendo de las condiciones de aplicacidn.
Para estudiar las diferencias entre medias independientes se utilizan los test estadisticos
paramétricos o no paramétricos exigidos por las condiciones de aplicacion (la prueba de la t de
Student o la U de Mann-Whitney, para 2 grupos; y el ANOVA o la H de Kruskal-Wallis, para
comparaciones de mas de 2 grupos). Para estudiar la relacién entre variables cuantitativas se
calculan los coeficientes de correlacién de Pearson o Spearman, dependiendo de la normalidad o
no de las distribuciones. EL nivel de significacién se ha fijado para una p < 0,05.

5.8 BUSQUEDA BIBLIOGRAFICA

Se ha realizado una revision sistematica de la bibliografia sobre el estudio de los huesecillos del
oido medio mediante técnicas de microscopia electrdnica y de andlisis espectrografico. Se ha
empleado la base de datos de la National Library of Medicine (http://www.nlm.nih.gov)
seleccionando los articulos a través de términos cientificos relacionados con FTIR, SEM, EDX,
hueso, yunque, oido medio, colesteatoma, otitis media cronica, etc.
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6. RESULTADOS

6.1 ESTUDIO MEDIANTE ESPECTROSCOPIA DE INFRARROJOS (FTIR)

El estudio global se realizd sobre una muestra total de 71 pacientes, con un amplio rango de
edad, de 2 a 80 anos. La media fue de 45,86 + 18,14 anos. La mediana se situd en 48 anos. Esta
variable sigue una distribucién normal (Fig. 26).
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Figura 26. Histograma de frecuencias de la variable edad.

Para el estudio de las diferencias por edad, y a raiz de los resultados iniciales, se establecid un
punto de corte y se compuso un grupo de 53 individuos (74,6%) menores de 60 afios y otro grupo
de 18 pacientes (25,4%) iguales o mayores de 60 afos.

La distribucién por sexos fue de 28 hombres (39,4%) frente a 43 mujeres (60,6%).

Dentro del grupo de hombres la media de edad se situé en 48,8 + 20, afos, mientras que en el
de las mujeres se calculd en 44,0 + 16,5 afios, (NS).
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En la variable grupo de edad, cuando se agrupan los pacientes en menores de 60 anos y
mayores o iguales a 60 anos, se observa una distribucion desigual de ambos sexos. En el grupo
de menor edad existe una predominancia del sexo femenino (67,9%) mientras que en el grupo de
mayor edad son mas numerosos los varones (61,1%), (p=0,029). Se representan en la Tabla 1y la

Figura 27.
Sexo Total
Hombres Mujeres

Grupo <60 anos Recuento 17 36 53
de edad Porcentaje  32,1% 67,9% 100,0%

> 60 anos Recuento 11 7 18
Porcentaje 61,1% 38,9% 100,0%

Total Recuento 28 43 71

Porcentaje  39,4% 60,6% 100,0%
Tabla 1. Distribucién de la variable sexo en cada grupo de edad.

Sexo

M Hombres

100% Emujeres

80%

60%

Porcentaje

40%

20%

0%

< 80 afios = 80 afios

Grupo de edad

Figura 27. Distribucién de la variable sexo en cada grupo de edad.

6.1.1.2 Variables topograficas: fragmento

La fragmentacidn de los yunques resulta en la formacion de tres grupos segun su topografia, tal
y como se recogen en la Tabla 2.

De lo que se deduce que 10 yunques tenian erosionada completamente la apdfisis corta y 19
carecian de apdfisis larga debido a los procesos patoldgicos que habian sufrido.




Fragmento Frecuencia Porcentaje

1. Ap(fisis corta 61 33,2%
2. Cuerpo 71 38,6%
3. Apffisis larga 52 28,3%
Total 184 100,0%

Tabla 2. Frecuencia de los fragmentos resultado de la divisidn de las muestras.

La distribucién por edad es similar en los tres grupos tal y como se observa en la Tabla 3, (NS).
Tampoco hay diferencias importantes en la distribucion de los grupos de edad por cada
fragmento, (NS). Lo mismo ocurre con el sexo, que no posee diferencias de distribucién
importantes por cada fragmento, (NS). Por estas razones se considerard cada fragmento de
forma independiente para el andlisis constituyendo una muestra total de n=184.

1. Apffisis corta 2. Cuerpo 3. Apffisis
(n=61) (n=71) larga (n=52)
Media de edad (afios) 45,6 + 18,7 45,9 + 18,1 439 + 181 NS
Grupo de < 60 afos 44, (72,1%) 53 (74,6%) 40 (76,9%) NS
edad > 60 afos 17 (27.9%) 18 (25,4%) 12 (23,1%)
Sexo Hombres 23 (37,7%) 28 (39,4%) 19 (36,5%) NS
Mujeres 38 (62,3%) 43 (60,6%) 33 (63,5%)

Tabla 3. Variables demograficas en relacion con el fragmento.

6.1.1.3 Variables clinicas: patologia

Existen tres grupos atendiendo al diagndstico final del paciente. Frente a 15 yunques que pueden
calificarse como normales, existen 21 procedentes de cirugia de colesteatoma y otros 35 huesos
de pacientes con el diagndstico de otitis media crénica. La distribucién de esta variable no difiere
de forma importante en cada grupo de fragmentos, (NS).

Pacientes Fragmentos N° fragmentos
Frecuencia Porcentaje Frecuencia Porcentaje Yt Y2 Y3
1. Sin patologia 5 21,1% 45 245% 15 1B 15
2. Colesteatoma 21 29,6% 42 22,8% 13 21 8
3. Otitis media crdnica 35 49,3% 97 527% 33 35 29
Total 71 100,0% 184 100,0% 61 71 52

Tabla 4. Distribucidn de la variable patologia en la muestra de pacientes y por fragmentos
(Y1 = apffisis corta, Y2 = cuerpo, Y3 = apdfisis larga).
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La predominancia del sexo femenino se repite aqui en los tres grupos, siendo el porcentaje de
mujeres del 53,3% en huesos sin patologia, del 69% en colesteatoma y 629% en otitis media
crénica, (NS).

Tampoco hay diferencias importantes en las distribuciones de edad por cada grupo de patologia,
siendo las medias de edad de 43,7 + 215 anos en el grupo de los normales, de 44,8 + 20,1 anos en
colesteatoma y de 46,1 + 15,7 afos en otitis media crénica, (NS).

Pero cuando se estudian las distribuciones de los grupos de edad que se han tenido en cuenta,
se observa que el porcentaje de fragmentos de igual o mas de 60 anos es casi el doble en el
grupo de yungues normales (40%) frente a los grupos de yunques patoldgicos (del orden del
21%), tal y como se refleja en la tabla 5, (p=0,038).

Normal Colesteatoma oMC Total
Grupo de <60 Recuento 27 33 77 137
edad anos Porcentaje 60,0% 78,6% 79,6% 74,5%
>60 Recuento 18 9 20 L7
anos Porcentaje 40,0% 214% 20,6% 25,5%
Total Recuento L5 42 97 184
Porcentaje 100,0% 100,0% 100,0% 100,0%

Tabla 5. Distribucion de la variable grypo de edad en cada grupo de patologia.

Se realiza el andlisis de los cocientes Fosfato/Amida | (Mineral/matriz) y Carbonato/Fosfato -
resultantes de la integracion de las areas bajo los picos de las bandas correspondientes- de los
184 fragmentos de yungue. Los resultados globales se presentan en la Tabla 6. Existen 2
registros que fueron eliminados por problemas en la medicidn, probablemente derivados de la
colocacion de la muestra para la realizacidn de la espectrometria. Las variables no siguen una
distribucién normal (Fig. 28 y 29).

MINERAL/ CARBONATO/

MATRIZ FOSFATO

N Vélidos 182 182
Perdidos 2 2

Media 4,565 0,028
Mediana 4,068 0,030
Desv. tip. 2,412 0,006
Minimo 0,734 0,004
Méaximo 12,047 0,039
Percentiles 25 2,725 0,025
50 4,068 0,023

75 6,187 0,032

Tabla 6. Variables quimicas.
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Figura 28. Distribucion de la variable
Mineral/matriz

Carbonato / Fosfato

Figura 29. Distribucidn de la variable
Carbonato/Fosfato

Las diferencias entre hombres y mujeres se reflejan en la Tabla 7. No hay diferencias
importantes cuando se comparan ambas variables quimicas segun el sexo del paciente, (NS).

Hombres

(n=70)
4,32 (2,72-5,99)
Carbonato/Fosfato 0,030 (0,025-0,032)

Mineral/matriz

Sexo
Mujeres
(n=112)
3,98 (2,65-6,36) NS
0,030 (0,026-0,032) NS

Tabla 7. Variables quimicas segun sexo.
smediana (rango inter—cuartilico)

Aunque no de suficiente entidad, se observa una ligera tendencia al aumento de la relacién
Mineral/matriz a medida que se incrementa la edad del paciente, (NS). Algo similar se aprecia
en el aumento del cociente Carbonato/Fosfato con la edad, (NS). Se representan los gréficos de

dispersion en las Figuras 30 y 31.
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Figura 30. Distribucion de los valores
Mineral/matriz con la edad
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Figura 31. Distribucion de los valores
Carbonato/Fosfato con la edad

85



Cuando se estudian estas variables quimicas segun los grupos de edad (Tabla 8), se observa que
los individuos de igual 0 mas de 60 anos de edad tienen valores significativamente mas altos
para los cocientes Mineral/matriz (p=0,009) y Carbonato/Fosfato (p=0,026) tal y como se
representa en las Figuras 32 y 33.

Grupo de edad

< 60 afos > 60 afnos
(n=135) (n=47)
Mineral/matriz 3,63 (2,58-5,80) 5,10 (3,33-6,84)  p=0,009

Carbonato/Fosfato 0,029 (0,024-0,033) 0,031(0,028-0,033) p=0,026
Tabla 8. Variables quimicas segun grupo de edad.
*mediana (rango inter-cuartilico)
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Figura 32. Valores de Mineral/matriz segun el Figura 33. Valores de Carbonato/Fosfato segun el
grupo de edad grupo de edad

Las diferencias entre ambas variables quimicas dependiendo del fragmento se reflejan en la
tabla 9. Los valores de la relacidon Mineral/matriz son diferentes en su distribucién en los tres
fragmentos (p=0,01).

Fragmento
1. Apdfisis corta 2. Cuerpo 3. Apdfisis larga
(n=59) (n=71) (n=52)
Mineral/matriz 4,17 (252-7,34) 4,88 (3,16-6,38) 3,08 (247-5,0)  p=0,01

Carbonato/Fosfato 0,031(0,026-0,032) 0,031(0,026-0,033) 0,029 (0,023-0,031) NS
Tabla 9. Variables quimicas segun fragmento.
*mediana (rango inter-cuartilico)

La relacién Mineral/matriz (Fig. 34) es significativamente menor en la apdfisis larga que en la
apo6fisis corta (p=0,05) y, sobre todo, menor que en el cuerpo del yunque (p=0,001).



Las diferencias en los resultados de la relacion Carbonato/Fosfato segln los fragmentos no son
tan importantes de forma global, (NS). Las relacién Carbonato/Fosfato es algo menor en la
apdfisis larga que en el cuerpo del yunque (Fig. 35), (NS).

12,00 040
10,00
o
030
8,00

6,00 020

Mineral / Matriz
Carbonato [ Fosfato

4,00

010

* % 0 0 ©

2,00

oo T T T oo T T T
Apafisis corta Cuerpa Apdfisis larga Apdfisis corta Cuerpa Apofisis larga

Fragmento Fragmento
Figura 3. Distribucion de la variable Figura 35. Distribucion de la variable
Mineral/matriz segln el fragmento Carbonato/Fosfato segun el fragmento

Se representan en la Tabla 10 los resultados del estudio de las variables quimicas segun la
patologia.

Patologia
Sanos Colesteatoma OMC
(n=45) (n=42) (n=95)
Mineral/matriz 4,00 (2,72-6,29) 3,74 (2,72-5,12) 4,66 (2,61-6,44) NS

Carbonato/Fosfato 0,031(0,026-0,033) 0,029 (0,023-0,033) 0,030 (0,025-0,032) NS
Tabla 10. Variables quimicas segun patologia.
smediana (rango inter—cuartilico)

De forma general, la mineralizacion es ligeramente menor en colesteatoma, y ligeramente
superior en Otitis Media Crénica, aunque estas diferencias no son estadisticamente significativas.
La carbonatacion disminuye ligeramente en ambas patologias con respecto a los individuos
sanos, aungue tampoco tiene significacién estadistica.
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En este grupo se estudiaron 15 yunques de caracteristicas normales procedentes de cirugia
otoldgica. Ninguno de los pacientes presentaba antecedentes de patologia crénica de oido medio
(Tabla 11).

Implante coclear 12
Carcinoma de pardtida (vaciamiento petromastoideo) 1
Schwannoma vestibular (abordaje translaberintico) 1
Mastoiditis aguda (mastoidectomia) 1

Tabla 11. Procedencia de las muestras

Los huesos fueron analizados al microscopio dptico para verificar que eran morfoldgicamente
normales, sin lesiones en superficie, lisis o deformidades. Tras ello, fueron fragmentados
mecanicamente en tres muestras: apdfisis corta, cuerpo y apdfisis larga.

El rango de edad fue de 2 a 70 afios, con una media de 447 (DE 215). En este caso no se
corresponde con una distribucién normal (Fig. 36).
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Figura 36. Histograma de frecuencias de la variable edad.

Por grupos de edad, 9 pacientes tenian menos de 60 afos (60%) y 6 pacientes eran igual o
mayores de 60 afos (40%).

La distribucidn por sexos fue de 7 hombres (46,7%) frente a 8 mujeres (53,3%).
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Se comprobd la ausencia de relacién entre sexo y grupo de edad, (NS).

Todos los yunques fueron segmentados en 3 fragmentos. No hay, por tanto, diferencias
demogréficas entre ellos.

Los valores del cociente Mineral/matriz fueron de 4,49 de media (DE 2,49), con una distribucién
normal. Los valores de Carbonato/Fosfato fueron de 0029 de media (DE 0,007) con una
distribucion no normal.

Se apreciaron valores de ambos indices algo mayores en mujeres que en hombres, aunque estas
diferencias no fueron estadisticamente significativas (Tabla 12).

Hombres Mujeres

Media (DE) Media (DE)
Mineral/matriz 4,24 (2,32) 4,71(2,67) NS
Carbonato/Fosfato 0,027 (0,008) 0,030 (0,005) NS

Tabla 12. Variables quimicas seguin sexo.

Se observaron valores del cociente Mineral/matriz menores para la apdfisis larga que en resto
(especialmente el cuerpo), pero no tuvieron significacion estadistica. Los valores de
Carbonato/Fosfato no difieren apenas entre los 3 fragmentos (Tabla 13).

Apdfisis corta Cuerpo Apdfisis larga
Media (DE) Media (DE) Media (DE)
Mineral/matriz 4,55 (3,02) 493 (2,31) 4,00 (2,15) NS
Carbonato/Fosfato 0,028 (0,008) 0,029 (0,008) 0,029 (0,006) NS

Tabla 13. Variables quimicas segun fragmento.

Cuando se analizan los resultados de los cocientes Mineral/matriz y Carbonato/Fosfato en
relacién con la edad, se observa un aumento de ambos a medida que lo hace la edad (r=0,41;
p=0,005)(r=0,53; p<0,001). La mineralizacién y la carbonatacién del hueso parecen incrementarse
progresivamente con la edad del sujeto (Fig. 37 y 38).
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Figura 37. Distribucion de la variable Figura 38. Distribucion de la variable
Mineral/matriz segln la edad Carbonato/Fosfato segun la edad

Aungue son evidentes estas diferencias, parece que los cambios en el indice Mineral/matriz
suceden con méas magnitud en los fragmentos 2 y 3 (cuerpo y apdfisis larga) (Fig. 39), asi como el
incremento del cociente Carbonato/Fosfato es mas intenso en el cuerpo del yunque que en el
resto de fragmentos (Fig. 40).
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Figura 39. Correlacién de Mineral/matriz segin la Figura 40. Distribucion de Carbonato/Fosfato segun
edad y por fragmento la edad y por fragmento

Si comparamos los resultados de las variables quimicas segun los grupos de edad que habiamos
establecido, se evidencian diferencias estadisticamente significativas (Tabla 14) en la
mineralizacién y carbonatacion, siendo superiores ambas en los pacientes de igual 0 mas de 60
anos de edad.

Menos de 60 aios Igual o més de 60 afios
Media (DE) Media (DE)
Mineral/matriz 3,65 (2,22) 5,75 (2,40) p=0,004
Carbonato/Fosfato 0,026 (0,008) 0,033 (0,003) p<0,001

Tabla 14. Variables quimicas segun grupo de edad.
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El aumento de la mineralizacion a partir de la sexta década de la vida ocurre fundamentalmente
en la apdfisis larga del yunque (p=0,012). La carbonatacidn se incrementa en pacientes mayores a
costa fundamentalmente del cuerpo del osiculo (p=0,008), aunque también es significativamente
mayor en la apdfisis larga (p=0,05). (Tabla 15 y Fig. 43-44).

Menos de 60 afos Igual o més de 60 afos
Media (DE) Media (DE)
Mineral/matriz Y1 3,82 (3,00) 5,65 (2,96) NS
Y2 4,21 (2,1) 6,00 (2,34) NS
Y3 2,93 (1,26) 5,60 (2,30) p=0,012
Carbonato/Fosfato Y1 0,025 (0,009) 0,031(0,003) NS
Y2 0,026 (0,009) 0,33 (0,002) p=0,008
Y3 0,027 (0,005) 0,033 (0,002) p=0,05

Tabla 15. Variables quimicas —segmentadas segun fragmento- en cada grupo de edad.
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Figura 43. Medias de Mineral/matriz segln grupo Figura 44. Medias de Carbonato/Fosfato segin grupo
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Si analizamos los huesos de forma global (medias de los 3 fragmentos), hay diferencias
significativas en los dos parametros que vuelven a confirmar la existencia de cifras mayores en
la relacién Mineral/matriz en los yunques de >60 afios (p=0,026) y valores més altos del
cociente carbonato/fosfato en >60 afios (p=0,003).



Ademas de los yunques normales y patoldgicos, se dispuso de 6 muestras de control para
analisis mediante ATR-FTIR con la misma metodologia. Dichos controles procedian de cortical
mastoidea (1), cortical frontal (1) y hueso de CAE (4).

El rango de edades fue amplio [6-73] con una media de 45,7 afos (DE 26,5). Sdlo un paciente era
varén frente a una mayoria de mujeres (83,3%).

Se presentan aqui los resultados obtenidos comparandolos con la serie de yunques normales:

Yunque normal Hueso craneal
(n=45) (n=6)
Mineral/matriz 4,49 (+2,49) 4,04 (+175) NS
Carbonato/Fosfato 0,031(0,026-0,032) 0,035 (0,031-0,041) p=0,031

Tabla 16. Variables quimicas en yunque normal y controles.

El cociente fosfato/amida | es menor en el hueso craneal que en los yunques aungque esta
diferencia no es significativa, (NS).

El indice carbonato/fosfato es significativamente menor en los yunques analizados que en el
hueso cortical craneal (p=0,031).

050+

040

030

020

Carbonato / Fosfato

_|_
8
o

010 °

000

T T
Yungue normal Hueso craneal

Tipo de hueso

Figura 45. Resultados de Carbonato/Fosfato segun tipo de hueso
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Se estudiaron 21 yunques procedentes de cirugia de oido medio de pacientes diagnosticados de
otitis media colesteatomatosa.

En el examen con microscopio Optico se apreciaron diversos danos provocados por la
enfermedad en los osiculos, que tuvieron como consecuencia la ausencia total o parcial de
algunos de sus elementos. Por esta razdn, tras la segmentacion de los huesos, de los 21
pacientes se obtienen solamente 42 fragmentos que conforman la muestra.

El rango de edad fue de 4 a 80 afios, con una media de 44,8 (DE 20,1). La mediana se se situd en
48 anos (RI 26-58). La variable no sigue una distribucién normal (Figura 46).
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Figura 46. Histograma de frecuencias de la variable edad.

Trece muestras (31%) procedian de pacientes varones, mientras que 29 (69%) lo eran de mujeres.

Se aplica aqui también un punto de corte en la edad para componer dos grupos: el de edad
menor de 60 afos (n=33, 78,6%) y el de edad mayor o igual a 60 afos (n=9, 21,4%), aunque es
evidente su asimetria en esta muestra.

En el andlisis inferencial se observa una asociacion entre la variable sexo y la edad del paciente
(p=0,021), pero no parece existir una gran asimetria cuando se analizan los 2 grupos de edad
arriba mencionados, (NS).



6.1.4.2 Variables topograficas: fragmento

Debido al deterioro provocado por el colesteatoma, sélo en 3 casos se conservaba la estructura
completa del osiculo (cuerpo, apdfisis corta y apdfisis larga); en 10 se habia destruido la apéfisis
larga; 5 tenian danada la apdfisis corta; y 3 de los huesecillos sélo conservaban el cuerpo.

La divisién de los yunques resulta en la formacidn de tres grupos segin su topografia:

Fragmento Frecuencia Porcentaje
1. Ap(fisis corta 13 31%
2. Cuerpo 21 50%
3. Apffisis larga 8 19%
Total 42 100%

Tabla 17. Frecuencia de los fragmentos resultado de la division de las muestras.

La distribucién por edad no difiere de forma significativa en los tres grupos (NS). Tampoco hay
diferencias importantes en la distribucién de los grupos de edad por cada fragmento (NS),
aungue hay que resaltar que dentro del grupo >60 anos ningln yungue conservaba la apdfisis
larga. Lo mismo ocurre con el sexo, que no posee diferencias de distribucion significativas por
cada fragmento (NS).

1. Ap¢fisis corta 2. Cuerpo 3. Apffisis
(n=13) (n=21) larga (n=8)
Media de edad (afos) 46,7 + 22,2 465 + 19,7 37,4 + 183 NS
Grupo de < 60 afos 9 (69,2%) 16 (76,2%) 8 (100%) NS
edad > 60 afnos 4 (30,8%) 5(23,8%) 0 (0,0%)
Sexo Hombres 4 (30,8%) 7 (33,3%) 2 (25,0%) NS
Mujeres 9 (69,2%) 14 (66,7%) 6 (75%)

Tabla 18. Variables demogréficas en relacion con el fragmento.

6.1.4.3 Variables clinicas: evolucion y grado de destruccion

De acuerdo con tiempo transcurrido desde el inicio de la clinica referida por el paciente y la
cirugia, se establecen cuatro grupos de muestras segun la evolucidn, tal y como se expresa en
la Tabla 1.

Frecuencia Porcentaje

Menos de 5 anos 17 40,5%
Entre 5 y 10 anos 2 4,8%
Entre 10 y 20 anos 1 26,2%
Mas de 20 anos 12 28,6%
Total L2 100,0%

Tabla 19. Frecuencia de los grupos de la variable evolucion.
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Como cabria de esperar, la media de edad aumenta a medida que aumenta el tiempo de evolucidn
de la enfermedad (p=0,002) y el grupo de edad también se ve asociado (p=0,04). El sexo no
parece interferir en la distribucidn, (NS). Tampoco lo hace la variable fragmento, (NS).
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Media de Edad (afios)
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=5 afios 5-10 afios 10-20 afios = 20 afios

Evolucion clinica

Barras de error 95% CI

Figura 47. Media de edad por cada grupo de evolucién

Segun el grado de destruccién se divide la muestra en cuatro grupos tal y como se expone en
la tabla X.

Grado de destruccion Frecuencia Porcentaje
Grado 1 o) 214%
Grado 2 20 47,6%
Grado 3 10 23,8%
Grado 4 3 7,1%
Total 42 100,0%

Tabla 20. Frecuencia de los grupos de la variable grado de destruccion.

No hay una asociacidn importante en este caso con la variable edad (NS), ni tampoco con el
sexo, (NS).

Los valores de Mineral/matriz fueron de 4,18 de media (DE 199), con una distribucién normal. Los
valores de Carbonato/Fosfato fueron de 0,019 de media (DE 0,005) con una distribucién no
normal.



No se encontraron diferencias globales significativas en las relaciones Mineral/matriz y
Carbonato/Fosfato entre los 3 fragmentos (Tabla 21).

Ap¢fisis corta Cuerpo Ap(fisis larga
Media (DE) Media (DE) Media (DE)
Mineral/matriz 4,21(2,13) 4,30 (1,88) 3,82 (2,28) NS
Carbonato/Fosfato 0,028 (0,004) 0,028 (0,006) 0,028 (0,006) NS

Tabla 21. Variables quimicas segun fragmento.

Tampoco hubo diferencias importantes de las medias de los parémetros quimicos entre hombres
y mujeres (Tabla 22).

Hombres Mujeres

Media (DE) Media (DE)
Mineral/matriz 4,34 (2,03) 4,1 (2,01 NS
Carbonato/Fosfato 0,028 (0,006) 0,028 (0,005) NS

Tabla 22. Variables quimicas seguln sexo.

Teniendo en cuenta la edad de los pacientes, no se observa una correlacion entre edad y los
cocientes Mineral/matriz (NS) o Carbonato/Fosfato (NS).

Si analizamos los resultados en cada fragmento por separado, la relacion Mineral/matriz
aumenta ligeramente con la edad en apdfisis corta (r=0,55; p=0,049) y apdfisis larga (NS). En el
cuerpo se observa un fendmeno inverso, (NS).

En el indice Carbonato/Fosfato se aprecia un fenémeno similar: el cociente aumenta con la edad
en apdfisis corta (r=0,68; p=0,007) y apdfisis larga, (NS). En el cuerpo se observa un descenso
progresivo con la edad (r=0,53; p=0,014).

) a Fragmento Fragmento
Apofisis corta: R? Lineal = 0,308 o

Cuerpo: R? Lingal = 0,126 - Apdfisis corta
Apéfisis larga: R? Lineal = 0,332 - Cuerpo

" Apdfisis larga

= Apdfisis corta
= Cusmpo
" Apéfisis larga

10,00 0,035+

8,00
0,030

0,025

Mineral / Matriz
Carbonato [ Fosfato

4,00

0,020
2,00

o
Apbfisis corta: R Lineal = 0 460
Cuerpo: R? Lineal = 0,278
Apofisis larga: R? Lineal = 0,296 [+]
oo T T T T T ool T T T T T
o 20 40 &0 B0 o 20 40 B0 80

Edad (afios) Edad (afios)
Figura 48. Correlacién de Mineral/matriz segin la Figura 49. Distribucién de Carbonato/Fosfato segin
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microestructura y composicion mineral del yungue normal y patoldgico

En el andlisis por evolucion, no existen diferencias importantes con el transcurso de la
enfermedad, (NS). No obstante, se comprueba que la apdfisis larga aumenta su relacién
Mineral/matriz (p=0,036) y Carbonato/Fosfato (p=0,036) si han pasado més afios desde el inicio
de la clinica. Se comparan aqui sélo dos grupos de evolucidn puesto que en el resto de
categorias no se conservaba, ya que en todos los yunques habia sido destruida (Tabla 24).

<5 anos 5-10 anos 10-20 anos > 20 anos
Media (DE) Media (DE) Media (DE) Media (DE)
Mineral/matriz 394 (2,02) 3,92 (0,34) 4,30 (2,08) 446 (2,16) NS

Carbonato/Fosfato 0,027 (0,006) 0,032 (0,001) 0,028 (0,005) 0,029 (0,005) NS

Tabla 23. Resultados globales segun el tiempo de evolucidn.

<5 anos 5-10 anos 10-20 anos > 20 anos

Media (DE)  Media (DE)  Media (DE) Media (DE)
Mineral/matriz 2,49 (0,63) - 6,03 (2,36) - p=0,036
Carbonato/Fosfato 0,025 (0,006) - 0,033 (0,001) - p=0,036

Tabla 24. Resultados de apdfisis larga segun el tiempo de evolucidn.

En el estudio por grado de destruccidn, se aprecia un descenso en la relacién Mineral/matriz a
medida que avanza -0 es més agresiva- la destruccién Gsea, (NS). Existe un descenso menos
expresivo en la relacion Carbonato/Fosfato a medida que avanza la destruccion dsea, (NS).
Comparando el grado 1 (conserva las tres apdfisis) con el grado 4 (sélo conserva el cuerpo) se
aprecia mas el descenso en la relacién Mineral/matriz (NS) y en la de Carbonato/Fosfato
(p=0,036).

Grado 1 Grado 2 Grado 3 Grado 4
Media (DE) Media (DE) Media (DE) Media (DE)
Mineral/matriz 4,75 (2,07) 4,48 (2,02) 3,60 (190) 237(050) NS
Carbonato/Fosfato 0,030 (0,004) 0,028 (0,006) 0,027 (0,005) 0,021(0,002) NS

Tabla 25. Resultados globales segun el grado de destruccidn.




resultados

0,040

0,030

0,020

Mineral I Matriz
Carbonato / Fosfato

0,010

0,000
1 2 3 4 1 2 3 4

Grado de destruccion Grado de destruccién
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Si se realiza un andlisis aislado del cuerpo del yunque, presente en todos los grupos, se revelan
resultados significativos en el cociente Mineral/matriz. No asi, en este caso en el
Carbonato/Fosfato.

Grado 1 Grado 2 Grado 3 Grado 4
Media (DE) Media (DE) Media (DE) Media (DE)
Mineral/matriz 6,89 (171) 4,59 (168) 3,30 (0,70) 237(050)  p=0,005

Carbonato/Fosfato 0,033 (0,002) 0,028 (0,007) 0,028 (0,004) 0,021 (0,002) NS

Tabla 26. Resultados del cuerpo del yungque segun el grado de destruccién.
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Se estudiaron 35 yungues procedentes de cirugia de oido medio de pacientes diagnosticados de
otitis media crdnica no colesteatomatosa (OMC).

En el estudio dptico inicial se objetivaron danos provocados por la enfermedad en algunos
yunques. En 4 casos se habia producido la lisis completa de la apdfisis larga, mientras que en
otros 2 sdlo persistia un remanente del cuerpo. Por esta razdn, tras la segmentacion de los
huesos, de los 35 pacientes se obtienen 97 fragmentos que conforman la muestra.

El rango de edad fue de 10 a 76 afos, con una media de 46,1 (DE 15,7). La mediana se situ en 49
anos (Rl 38-46,5). La variable no sigue una distribucién normal (Figura X).
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Figura 54. Histograma de frecuencias.

La distribucién por sexos fue de 36 muestras de hombres (37,1%) frente a 61 de mujeres (62,9%).

Utilizando el punto de corte en la edad descrito anteriormente, se forman dos grupos: el de edad
menor de 60 afios (n=77, 79,4%) y el de edad mayor o igual a 60 afos (n=20, 20,6%).

En el analisis inferencial no se aprecia relacién entre la variable sexo y la edad del paciente
(NS), aunque se comprueba que la distribucién de sexos en cada grupo de edad es asimétrica
(p=0,001).



resultados

Sexo Total
Hombres Mujeres
Grupo <60 anos Recuento 22 55 77
de edad Porcentaje 28,6% 71,6% 100,0%
> 60 anos Recuento 14 6 20
Porcentaje 70,0% 30,0% 100,0%
Total Recuento 36 61 97

Porcentaje 37,1% 62,9% 100,0%
Tabla 27. Distribucidn de la variable sexo en cada grupo de edad.

6.15.2 Variables topograficas: fragmento

En 4 pacientes con Otitis Media Crénica se habia destruido la apdfisis larga, en otros 2 sélo se
conservaba el cuerpo del yunque.

La divisién de estos yunques resulta en la formacion de tres grupos segun su topografia:

Fragmento Frecuencia Porcentaje
1. Apdfisis corta 33 34,0%
2. Cuerpo 35 36,1%
3. Apffisis larga 29 29,9%
Total 97 100,0%

Tabla 28. Frecuencia de los fragmentos resultado de la divisién de las muestras.

Tal y como se muestra en la Tabla 29, la distribucién por edad es similar en los tres grupos.
Tampoco hay diferencias en la distribucion de los grupos de edad por cada fragmento. Lo mismo
ocurre con el sexo, que no posee diferencias de distribucién por cada fragmento.

1. Apffisis corta 2. Cuerpo 3. Apffisis
(n=33) (n=35) larga (n=29)
Media de edad (afios) 46,1 £ 16,0 L6, + 15,7 45,72 + 16,0 NS
Grupo de < 60 anos 26 (33,8%) 28 (36,4%) 23 (29,9%) NS
edad > 60 anos 7 (35,0%) 7 (35,0%) 6 (30,0%)
Sexo Hombres 12 (33,3%) 14 (38,9%) 10 (27,8%) NS
Mujeres 21(34,4%) 21 (34,4%) 19 (31,1%)

Tabla 29. Variables demogréficas en relacidn con el fragmento.
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Segun la evolucion de la enfermedad se identificaron, se establecen cuatro grupos de muestras

segun la evolucidn, tal y como se expresa en la Tabla 30.

Frecuencia

Menos de 5 anos
Entre 5 y 10 anos
Entre 10 y 20 anos

Mas de 20 afos
Total
Tabla 30. Frecuencia de los grupos de la variable evolucion.

Porcentaje
15,5%
30,9%
37,1%
16,5%

100,0%

En este caso no se aprecia una correlacion entre el tiempo de evolucién de la enfermedad y la
edad del paciente, (NS). Tampoco entre el grupo de edad y la evolucién, aunque hay que resaltar
que entre las muestras de menos de 5 anos de evolucidn no habia ninglin paciente igual o mayor
a 60 anos, (NS). La predominancia del sexo femenino observada previamente no es uniforme en
todos los grupos de evolucidn, siendo minoritaria en el grupo 2 (p<0,001). El fragmento se

distribuye de forma homogénea en todos los grupos, (NS).

Ademas del diagndstico de OMC, se realizd un diagndstico complementario segun los hallazgos
obtenidos en la exploracion clinica y quirdrgica:

- Esclerosis timpanica en 12 pacientes (35,3%).

- Supuracion cronica en 8 pacientes (23,5%).

- Perforacion timpanica en 20 pacientes (58,8%).
Anterior
Posterior

Subtotal

JA

6

10

1,8%
17,6%

29;[}0/0

- Atelectasia timpanica en 10 pacientes (29,4%).

Grado 1
Grado 2
Grado 3

Grado 4

0

5

4

0%
2,9%
14,7%

11,8%

Dado que los resultados del analisis por estos pardmetros no fueron relevantes, no se incluyen

los datos estadisticos



Los valores de Mineral/matriz fueron de 4,77 de media (DE 254), mientras que los resultados
globales de Carbonato/Fosfato fueron de 0,028 de media (DE 0,007), ambas con una distribucién
no normal.

No existe correlacién entre la edad y los pardmetros quimicos analizados, (NS). Esta
caracteristica se repite por cada uno de los fragmentos, (NS). Tampoco son importantes las
diferencias de Mineral/matriz y Carbonato/Fosfato entre ambos grupos de edad, (NS).

Las distribuciones de ambos pardmetros no se diferencian significativamente entre uno y otro
sexo, (NS).

En este caso, al contrario que en los estudios anteriores, se encontraron diferencias
significativas en las medias de las relaciones Mineral/matriz y Carbonato/Fosfato entre los 3
fragmentos tal y como se refleja en la Tabla 31.

Aptfisis corta Cuerpo Ap(fisis larga
Media (DE) Media (DE) Media (DE)
Mineral/matriz 5,51(3,21) 5,13 (2,04) 3,55 (1,80) p=0,011
Carbonato/Fosfato 0,028 (0,007) 0,029 (0,005) 0,026 (0,007) p=0,023

Tabla 31. Variables quimicas segun fragmento.
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Se encontraron diferencias en las medias de los parametros quimicos entre los grupos de
evolucién de la enfermedad. En la relacién Mineral/matriz no hubo significacién estadistica entre
los diferentes grupos, (NS). Por el contrario, en el cociente Carbonato/Fosfato si se apreciaron
diferencias entre las medias de los grupos (p=0,038). Aun asi, no se comprueba una linealidad en

los resultados (Fig. 57, 58).

<5 anos 5-10 afnos 10-20 afos > 20 anos
Media (DE) Media (DE) Media (DE) Media (DE)
Mineral/matriz 4,75 (294) 3,96 (2,44) 4,94 (2,24) 5,95 (2,68) NS

Carbonato/Fosfato 0,031 (0,004) 0,025 (0,008) 0,028 (0,007)

0,030 (0,003) p=0,038

Tabla 32. Resultados segun el tiempo de evolucion.
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Figura 57. Media de Mineral/matriz segun la Figura 58. Media de Carbonato/Fosfato segun la

evolucion. evolucion.

Como se menciond anteriormente, no se encontraron diferencias importantes en las variables
quimicas segun la presencia de diagndsticos secundarios como timpanosclerosis, supuracion

cronica, perforacion o atelectasia.



6.2 ESTUDIO MEDIANTE MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO Y
ANALISIS DE ENERGIA DISPERSIVA DE RAYOS X (SEM-EDX)

6.2.1.1 Variables demograficas: edad y sexo

Para este estudio se utilizé una muestra de 62 yunques procedentes de pacientes con un rango
de edad de 2 a 82 anos. La media se situd en 45,5 afos, con una desviacion estandar de 21,1 anos.
La distribucién cumple los criterios de normalidad (Fig. 59).

Frecuencia

o T T T T
0 20 40 60 80

AGE
Figura 59. Histograma de frecuencias de edad.
La distribucién por sexos fue de 31 mujeres (50%) frente a 31 varones (50%).

No existe una diferencia significativa en la edad de los pacientes en funcién de su sexo
(hombres 44,3 + 22,2 afios, mujeres 46,6 anos + 20,3; NS).

6.2.1.2 Variables clinicas: patologia

De la muestra de 2 pacientes, 16 de ellos eran huesos sanos (procedentes todos ellos de
cirugias de implante coclear), 12 se extrajeron de oidos con colesteatoma y 28 procedian de
pacientes con otitis media crénica.

T —



106

Frecuencia  Porcentaje

Sanos 23 37,9%
Colesteatoma 15 24,2%
Otitis Media Crdnica 2/ 38,7%
Total 62 100,0%

Tabla 33. Distribucion de los pacientes segun la patologia.

No existen diferencias importantes en las medias de edad de los diferentes grupos clinicos, (NS).
Tampoco la distribucion por sexos se diferencia de forma significativa en los tres grupos, (NS).

La media de la relacién Ca/P en la muestra analizada fue de 167 (DE 0,30). EL valor minimo fue
de 1,238 y el maximo de 2,337. La muestra sigue una distribucién normal (Fig. 60).

124 — Media = 1 6738
Desviacion estandar = 2957
N =82

5

Frecuencia
@
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Caleio | Fésforo

Figura 60. Histograma de frecuencias de Ca/P

La media de Ca/P fue de 1,66 (DE 0,32) en el grupo de hombres y de 168 (DE 0,50) en de mujeres,
(NS).

La relacién Ca/P parece mantenerse con la edad del paciente tal y como se observa en el
gréfico de dispersion, (NS).
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Calcio | Fosforo

Edad (afios)

Figura 61. Distribucién de los valores Ca/P segun la edad

La media del cociente Calcio/Fdsforo en los huesos sanos fue significativamente menor que en
los patoldgicos, tal y como se expone en la Tabla 34. Entre las dos patologias no existieron
diferencias importantes, (NS).

Sanos Colesteatoma Otitis Media Crénica
Media (DE) Media (DE) Media (DE)
Calcio/Fésforo 153 (0,24) 1,72 (0,29) 1,78 (0.30) p=0,009

Tabla 34. Medias de Ca/P segun los grupos de patologia.

Media de CalciolFosforo

Sanos Colesteatoma Otitis Media Cranica

Patologia

Barras de error; 95% Cl

Fig 62. Resultados de Ca/P segun los grupos de patologia
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Para este experimento se estudiaron 26 yunques de pacientes con un rango de edad de 5 a 68
anos. La media fue de 44,12 afos (DS 17,49). Esta variable sigue una distribucién normal (Fig. 63).

Media = 44 12
Desviascién estandar = 17 491

Frecuencia

N\

5 25 45 65
Edad (afios)

Figura 63. Histograma de frecuencias de la variable edad.

La distribucién por sexos fue de 12 hombres (46,2%) frente a 14 mujeres (53,8%).

Entre los varones la media de edad se situd en 43,0 + 17,5 anos, mientras que en el grupo de
mujeres la edad se promedié en 451 + 18,0 anos. No existen diferencias significativas entre
ambos grupos, (NS).



El grupo de los huesos sanos estaba compuesto por 10 piezas (385%), mientras que se
dispusieron 16 huesos patoldgicos (615%) con un diagndstico de Otitis Media Crénica en el otro
grupo.

En el grupo de huesos sanos la media de edad se situd en 39,7 + 21,8 anos, mientras que en el
grupo de huesos patoldgicos la media estuvo en 46,9 + 14,3 afos, (NS).

La distribucion por sexos difiere entre el grupo de huesos sanos, donde predomina el sexo
masculino (60%) y el grupo de yunques patoldgicos, donde ocurre lo contrario (625% de sexo
femenino). Aun asi, las diferencias no son importantes para el estudio, (NS).

Sexo Total
Hombres  Mujeres
Sanos Recuento 6 4 10
Porcentaje 60,0% 40,0% 100,0%
OoMC Recuento 6 10 16
Porcentaje 37,5% 62,5% 100,0%
Total Recuento 12 1% 26
Porcentaje 46,2% 53,8% 100,0%

Tabla 35. Tabla de contingencia de patologia y sexo.

Se recogieron datos en la historia clinica sobre el comienzo de la sintomatologia de cada uno de
los pacientes, hallando asi el tiempo estimado de evolucién de la enfermedad (Tabla 36).

Frecuencia  Porcentaje

SANOS 10 385
PATOLOGICOS <5 afios 1 38
(evolucidn) 5-10 anos 5 19,2
10-20 anos 6 23,1
>20 anos JA 15,4
Total 26 100,0

Tabla 36. Distribucion segun la evolucién de la enfermedad.

Dentro del grupo de huesos patoldgicos, 12 de ellos tenian perforacién timpanica (46% del total)
y otros cuatro no. La media de edad no difiri6 de forma significativa entre el grupo de
perforados y el de no perforados (47,3 * 145 y 39,7 + 218; NS). Tampoco la distribucién de la
variable sexo tuvo diferencias de consideracion entre los dos grupos, (NS).
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La media de la relacién Ca/P fue de 180 + 0,40. El valor minimo fue de 1,24 y el maximo llegé a
2,82. La mediana se situd en 169 (146 - 2,12). La variable no sigue una distribucién normal (Figura
64,).

Frecuencia
i

Figura 64. Histograma de frecuencias de Ca/P

No se observaron diferencias en las medias de Ca/P ambos sexos. La relacion Ca/P parece
homogénea a lo largo de las diferentes edades estudiadas (Fig. 65).

En este estudio la relacion entre Calcio y Fdsforo no cambia en la apdfisis larga de los yunques
que sufren procesos inflamatorios crénicos. No hay diferencias significativas entre el grupo de
sanos y enfermos (Tabla 38).

Tampoco se aprecian cambios importantes segun el tiempo de evolucién de la enfermedad (NS),
ni con la presencia de perforacion (NS).

Hombres Mujeres
Mediana (Rl)  Mediana (RI)
Calcio/Fésforo 162 (142-2,26) 169 (153-199) NS
Tabla 37. Valores de Ca/P segUn la variable sexo.
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Figura 65. Distribucién de Ca/P por edad

Sanos Patoldgicos
Mediana (Rl Mediana (Rl)
Calcio/Fésforo  161(146-2,17) 178 (143-211) NS
Tabla 38. Valores de Ca/P segun la variable patologia.

x
8
1,00
Sanos <Safos  510ahos  10-20afos > 20 anos o Sanos OMC sin perforacin OMC con peforacidn
Evolucion
Figura 66. Distribucién de Ca/P por grupos de Figura 67. Distribucién de Ca/P segln la presencia
evolucion de perforacion
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La muestra de 23 yunques normales procedia de pacientes con edades comprendidas entre los
2 y los 82 afos, con una media de edad de 40,7 + 26,1 afos. Los huesos fueron extraidos de 9
mujeres (39,1%) y 14, varones (60,9%). La distribucién por edad y sexo se representa en las
Figuras 68 y 69.

] Sexo
7 W Hombres
B Mujeres
N
L
£ o e
N
1_
N
v o 10 20 30 40 50 B0 70 80 a0 ” 2 5 7 2 25 2F 28 32 35 38 91 56 57 61 66 63 V2 7S V7 &2
Edad (afios) Edad (afios)
Figura 68. Histograma de frecuencias Figura 69. Distribucion de sexo por edad.

Caracteristicas anatémicas

En términos generales, los yunques analizados poseen una morfologia similar entre si con unas
dimensiones estables a lo largo de la edad del paciente. Existe cierta variabilidad en la forma de
la apdfisis corta que —-en ocasiones- presenta un aspecto mas alargado con una hendidura en la
parte inferior, entre ésta y el cuerpo del yunque. La crus longum nace del cuerpo del yunque,
bajo la articulacidon incudomaleolar, en un cono grueso que pronto se adelgaza hasta que
distalmente aparece la apdfisis lenticular en su cara medial. La longitud de la apdfisis larga y su
grosor, si que difiere significativamente de unos a otros pacientes, aunque no parece tener
relacion con el sexo o la edad del individuo.

La apdfisis lenticular es la estructura del yunque que mas diverge morfoldgicamente en las
piezas examinadas. Tanto por su forma (con la superficie articular redonda, oval, etc..) como por
su tamano, se observan diferentes disposiciones (Figs. 70-73). Por lo general, la apdfisis
lenticular nace del punto mas distal de la crus longum (Fig. 74), pero otras veces lo hace antes

(Fig. 75).



WD10. 7mm 20.0kV. x50  lmm:

Figura 70. Ap. lenticular de un hombre de 57 afos. Figura 71. Ap. lenticular de un hombre de 21 afos.

WD10.5mm 20.0kV x100  500um WD10..5mm' 20.0kV %80  500um

Figura 72. Ap. lenticular de una mujer de 66 anos. Figura 73. Ap. lenticular de una mujer de 32 anos.

Landing E spotmag WD L 1 e — — QLanding E/spot mag WD HFW mode - 2mm
20.00 keV 4.5 70 x 10.5 mm 4.26 mm SE - 20.00 keV 4.5 70 x 10.3 mm 4.26 mm SE UM-PCUVa

Figura 74-75. Dos yunques donde la apdfisis lenticular se “acopla” a diferente nivel en el extremo de la rama
larga del yunque.
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microestructura y composicion mineral del yungue normal y patoldgico

Caracteristicas histoldgicas

La inspeccion de la superficie revela fundamentalmente -bajo una cubierta de tejido de
revestimiento- una estructura fibrilar compleja, que domina la mayor parte del hueso. El empleo
de energia retrodispersada (BSED) para generar la imagen permite la visualizacion de forma méas
nitida del tejido éseo mineralizado y, asi, apreciar su textura y sus cambios, en aquellas partes
en las que la cubierta conectiva del pericondrio (Fig. 76) se ha eliminado por completo.

Esta estructura fibrilar, que caracteriza la superficie del tejido dseo mineralizado en los huesos
analizados, no aparece en las superficies articulares, en las que -bajo el cartilago- se aprecia
un tejido dseo mucho mas compacto, como se aprecia en la Figura 77.

WD10.6mm 20.0kV x100 500um

Figura 76. Detras de las capas superficiales de Figura 77. Apdfisis lenticular. Bajo la cubierta de
mucosa, pericondrio y fibras de Sharpey se comienza cartilago se aprecia un tejido dseo muy compacto y
a apreciar (con el uso de BSED) la estructura de rico en calcio.

fibras del tejido dseo rico en calcio.

Tampoco esa distribucion fibrilar estd presente en las zonas de anclaje ligamentoso,
especialmente en el ligamento posterior del yunque. Como se observa en las Figuras 78-79, en
esta zona medial e inferior de la apdfisis corta del yunque la superficie del tejido dseo se
dispone con una forma en empedrado.

Los huesos estan perforados de forma variable por vasos nutricios de diferente calibre y se
presentan en cualquier drea del hueso excepto en las superficies articulares y las uniones
ligamentosas. Estos vasos recorren la superficie del osiculo provocando ocasionalmente
horadaciones en forma de surco y formando una red vascular que los nutre (Figs. 80-81).
Algunos vasos poseen un grosor considerable y forman grandes cavernas en el interior del
hueso (Fig. 83). Pero la mayoria son pequefios orificios vasculares distribuidos por todo el
osiculo, aprecidndose una mayor confluencia en la zona méas superior del cuerpo del yunque (Fig.
82).
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Figura 78-79. Zona de insercidn del ligamento posterior del yunque en su apdfisis corta. Detalle de la superficie
del tejido 6seo mineralizado.

e
Espotmag V HFW mode nm I ag \ d ' 500 pm -
mm A UM-PCUVa . 5 .0 1.19 s UM-PCUVa

Figura 80-81. Yunque de un vardn de 82 aiios con multiples agujeros vasculares por donde penetra una serie
de vasos que forman una red vascular que se puede apreciar en la imagen y su ampliacion.

Figura 82. Agujeros vasculares mdiltiples en la cara Figura 83. Gran foramen vascular en la zona distal de
superior del yunque. la crus longum, justo antes de la apdfisis lenticular.
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microestructura y composicién mineral del yunque normal y patoldgico

En dos piezas se realizd un corte mecdnico, a nivel de la unién de ambas apdfisis —corta y
larga- con el cuerpo, para observar la estructura interna. Se puede apreciar que la mayor parte
del hueso es compacto, existiendo alguna laguna interna y los diversos canales vasculares que
atraviesan el huesecillo de forma variable.

WD15. 2mm’ 20MOKVA X80 500um

Figura 84-85. Cortes efectuados en la unidn del cuerpo con la apdfisis corta (a) y apdfisis larga (b) del yunque,
donde se aprecia el hueso compacto y los canales de su interior.

Estructura fibrilar

Por lo general las fibras se distribuyen aleatoriamente de forma entrecruzada (Fig. 86),
repitiéndose este patrdon por toda la superficie del hueso, exceptuando las dreas anteriormente
descritas. En las zonas mas estables del cuerpo estas fibras muestran una disposicion algo mas
organizada, con figuras entrelazadas siguiendo patrones que se repiten como si un trabajo de
cesteria se tratase (Fig. 89). En la cara superior del yunque esta organizacion en entrelazado se
combina con un patrén de valles y crestas.

Figura 86. Patrdn fibrilar en el cuerpo del yunque. Figura 87. Patrén en crestas y valles de la cara
superior en relacion con numerosos orificios
vasculares.
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Figura 88. Patron fibrilar aleatorio. Figura 89. Las fibras se agrupan aqui formando capas
de fibras entretejidas

Las fibras de colageno calcificadas se disponen caracteristicamente de forma circular alrededor
de los agujeros vasculares. En algunos de ellos se puede apreciar que esta alineacion
entrelazada se continia hacia el fondo del foramen vascular (Figs. 90-92). También siguen una
disposicion concéntrica alrededor de las superficies articulares, en especial en la faceta
incudomaleolar (Fig. 94). En otras ocasiones aparecen organizadas de forma mas lineal, paralelas
entre ellas, especialmente en la apdfisis larga. Esta disposicidn longitudinal no sdlo ocurre en
superficie, es un patrén generalizado en la crus longum, donde las fibras se organizan paralelas
al eje principal de la apdfisis. Este hecho se ha comprobado al visualizar zonas internas de la
rama larga del yunque a través de agujeros vasculares (Fig. 83) y en zonas de remodelacion de
yunques sanos, asi como en dreas de destruccién de huesos patoldgicos (se tratard méas
adelante).

Figura 90. Foramina nutricia en el cuerpo del yunque. Figura 91. Fibras arrolladas alrededor de un agujero
vascular.
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= A -, » " .
Landing E|spot| mag | HFW ¥
20.00 keV| 5.0 |800 x| 373 ym |10.7 mm| BSED UM - PCUVa

Figura 93. Tejido dseo estable con fibras que se Figura 94. Fibras paralelas circunferenciales a la
disponen entrecruzadas en varias capas. faceta de la articulacién incudomaleolar (dcha).

ng E spot| mag ! HFW ode - 0 - anding E spc V HFW mode
) keV 4.5 1 000 x mm 298 ym A Ve 0 £ 0 m 298 um A

Figura 95-96. Patrén longitudinal de las fibras en la apdfisis larga que se puede observar en esta pieza.
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WD14 . 3mm 20.0kV x90  500um SSE2 _ D1 AN 5000 100um

Figura 97-98. Crus longum fragmentada de la base del cuerpo donde se observa la disposicion de las fibras
paralelas y con la direccién que sigue la apdfisis.

\

WD10. Smm 20. OKVAIxA58. & 3 WD10,. Tmm 2010KVi %3008 & 100um!

Figura 99-100. Pieza agrietada por un error en la preparacion de la muestra. Obsérvese, en la cara medial de
esta apdfisis larga, la distribucidn paralela a su eje de las fibras resquebrajadas.

Ademas de la disposicidn fibrilar entrecruzada, se pudo observar en todas las piezas analizadas
un patrén de resorcion osteocldstica. La accidon de los osteoclastos origina una serie de
horadaciones caracteristicas (lagunas de Howship). Estas lagunas de unas 10-20 micras de
didmetro aparecen en grupos mas o menos extensos en la superficie del hueso (Fig. 101) o en
lagunas méas profundas (Fig. 102).

La actividad resortiva se presenta en diferentes grados y en determinadas localizaciones
preferentemente. El lugar mas frecuente de resorcion es la apdfisis larga, seguida por la parte
inferior del cuerpo, mientras que aparece menos intensamente en la apdfisis corta y la parte
craneal del osiculo.

Las areas de actividad osteoclastica son, segin lo observado, mas frecuentes en individuos
jovenes, en los que parece existir un recambio dseo més intenso (Figs. 103, 104). En los pacientes
de mayor edad, la remodelacion 6sea no desaparece y se siguen observando lagunas de
Howship, aunque algo menos numerosas.
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microestructura y composicion mineral del yunque normal y patoldgico

Alrededor de los foramina nutricia también se pueden observar zonas de actividad osteoclastica,
algo que esta presente en todas las edades y afecta —sobre todo- a los orificios vasculares de
cuerpo y crus longum (Figs. 105, 106).

El drea mas intensamente afectada por esta remodelacion a lo largo de todas las edades es el
extremo distal de la apdfisis larga (Figs. 107-108). Aqui aparecen intensos focos resortivos
osteoclasticos, que provocan en ocasiones grandes erosiones y cavidades.

Estas zonas de remodelacion dsea pueden llegar a ser —en algunos casos- muy agresivas en
apariencia. En ocasiones, esta agresividad en la apdfisis larga llega a provocar la desconexidn
con la apdfisis lenticular, hecho que sélo se ha observado en individuos mayores y no a edades
jovenes.

Figura 101. Area de accién osteoclastica superficial. Figura 102. Zona de actividad osteoclastica con accion
Todavia se conservan elementos celulares que mas profunda.
podrian corresponder a osteoclastos.

0kV/ x1008 1500um;

Figura 103-104. Remodelacidn dsea en el cuerpo del yunque de un varén de 2 afos (izquierda) y otro de 23
(derecha).
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HFW mode - 300 pm -flLanding E spot mag WD HFW |mode - 200 pm
20.00 keV 4.5 500 x 9.8 mm 597 um A UM-PCUVa 20.00 keV| 4.5 500 x 10.2 mm 597 ym A UM-PCUVa

Figura 105. Remodelacion de foramina nutricia de un Figura 106. Gran destruccion alrededor de un orificio
paciente de 2 anos. vascular en un paciente anciano.

Figura 108. Amplia 4rea de destruccién en la crus
lateral del extremo distal de la apdfisis larga. longum de este paciente.

WD10.9mm 20.0kV x120 250um

Figura 109. Tejido dseo desestructurado que aparece junto con lagunas resortivas en la rama larga del yunque.
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En las zonas osteoclasticas intensas (apdfisis larga) aparece ocasionalmente hueso
desestructurado morfoldgicamente pero conservando fibras aparentemente normales (Fig. 109).
Estas alteraciones son muy poco frecuentes en hueso sano (2 casos observados).

a) Se obtuvieron andlisis EDX en diferentes areas del hueso, aprecidndose valores de media
ligeramente méas altos de Ca/P en zonas de la apdfisis larga del yunque, aunque sin
significacion estadistica.

b) Se realiz una comparacién entre los anélisis por energia dispersa que habian sido obtenidos
en la superficie distal de la rama larga de 10 yunques normales con los 10 yungues que
habian sido raspados en el extremo de la apdfisis larga (cara medial).

Se obtuvieron unas medias de Ca/P de 151 + 0,22 en superficie y 1,80 + 0,47 bajo la primera
capa de hueso (no significativo).

c) Se encontrd azufre cuantificable en todos los huesos excepto en 7; un 70%. No se identifica
suficientemente fldor en ninguna pieza.

d) No se apreciaron diferencias en la relacién Ca/P entre zonas con patrén fibrilar y zonas de
resorcion osteoclastica en varias muestras analizadas.

e) En la zona de insercién del ligamento posterior del yunque el cociente Ca/P fue algo més
elevado que en otras éreas.
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6.2.4 Estudio SEM-EDX del yunque en Colesteatoma

resultados

Se estudiaron 15 yunques patoldgicos extraidos durante la cirugia del colesteatoma.

Los huesos procedian de 8 mujeres (53%) y 7 varones (47%), de edades comprendidas entre los
16 y los 79 anos. La media de edad fue de 52 + 18 anos.

Frecuencia

10

20 30

40 50
Edad (afios)

(0]

70

Sexo

B Hombres
Emujeres

80

Figura 110. Distribucién por edad y sexo de la muestra analizada.

Paciente

Porcentaje de erosion

68

71

102
156
162
72
205
21
220
229
232
281
385
386
406

Apdfisis corta
100%
100%
50%

0%
100%
50%
100%
0%
0%
0%
0%
100%
25%
50%
75%

Cuerpo Apffisis larga

50%
0%
25%
0%
0%
25%
25%
0%
0%
0%
0%
33%
25%
50%
50%

75%
100%
25%
25%
0%
25%
25%
66%
100%
66%
33%
100%
33%
100%
100%

Tabla 39. Porcentaje de erosidn de las diferentes areas del yunque por cada pieza.
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Todos los casos correspondian a pacientes con un diagndstico de colesteatoma que precisd de
un tratamiento quirdrgico.

En el momento de la cirugia los pacientes describian diferentes tiempos de evolucion desde el
comienzo de la clinica. Cinco de ellos referian de 1a 5 afos de sintomatologia, mientras que en
un caso sdlo llevaba un afio de clinica. El resto, de 5 a 10 afios (3), de 10 a 20 afos (4) y més de
20 afios (2) de problemas otoldgicos en su historia clinica.

Todos los huesos de este grupo tenian erosiones macroscdpicas que fueron observadas durante
la cirugia mediante el microscopio dptico. La zona mdas afectada fue la apdfisis larga, que se
encontraba ausente en cinco de ellos. La apdfisis corta también se encontrd totalmente litica en
otros cinco pacientes (Tabla 39).

6.2.4.1 Andlisis de superficie

Son numerosas las areas liticas que se pueden observar en los yunques dahados por
colesteatoma (Figs. 112-114). La zona més habitual de destruccidn, al igual que ocurre en la otitis
media crénica, es la crus longum (incluyendo la apdfisis lenticular). Algunas piezas presentan
una erosion muy localizada en la apdfisis corta, incluso con el resto del hueso
macroscopicamente normal.

Landing E spot mag WD HFW mode - 1 mm - Landing E spot mag WD HFW mode - 1mm
20.00 keV| 4.5 100 x 9.3 mm 2.98 mm A UM-PCUVa 20.00 keV 4.5 100x 10.2 mm 2.98 mm A UM-PCUVa

Figura 111-112. Imagen del cuerpo de un yunque normal (izquierda) y otro con colesteatoma (derecha). Obsérvese
el grado de destruccion que provoca el colesteatoma en la zona de contacto.
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Landing E spot, mag WD HFW 'mode - 1 mm - Landing E spotmag WD HFW |mode - 2mm
20.00 keV 4.5 /100 x 10.4mm 2.98 mm A UM-PCUVa 20.00 keV 4.5 50 x 15.1 mm 5.97 mm A UM-PCUVa

Figura 113. Apdfisis corta con amplias dareas de Figura 114. Resto de la porcidén craneal de un yunque
destruccién por un colesteatoma. masivamente destruido por un colesteatoma.

En la superficie dsea se pueden identificar, ademas del patrdn fibrilar entrelazado del hueso
normal, diferentes patrones de erosién en las zonas liticas. El hallazgo mas habitual es un
aumento de las lagunas osteoclésticas en las areas de destruccion (Fig. 115). Estas lagunas son
mas o menos profundas, llegando a verse pequenos canales vasculares como una imagen en
punteado (Fig. 116). Es la imagen més predominante en las zonas de mayor destruccidn.

N
100 um!

Figura 115. Gran &rea de destruccion con intensa Figura 16. Focos osteoclasticos que penetran en
actividad osteoclastica. profundidad del hueso, observandose un punteado
que corresponde con los canales vasculares.

Los bordes de erosién en las zonas liticas son abruptos e irregulares, con amplios focos
resortivos osteoclasticos. En algunos casos se encuentran pequefos fragmentos de hueso que
pudieron desprenderse durante la cirugia debido a la fragilidad del tejido dseo en estas
localizaciones.
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WD10.2mm 20.0kV x90 500um WD 9.0mm 20.0kV x150  200um

Figura 117. Area litica en la apdfisis larga en la que se Figura 118. Pieza con lisis casi total de la crus longum
aprecia una numerosa cantidad de bahias de con bordes abruptos y zonas de actividad
resorcion. osteoclastica extensas.

Ademas del aumento de la actividad osteoclastica, también aparece un patrén progresivo de lisis
mas superficial en el que las fibras entrelazadas que se han descrito van sufriendo un alisado
aparentemente progresivo (Figs. 112, 121) hasta llegar a producirse una especie de limado de la
superficie. Este aspecto -caracteristicamente patoldgico- es descrito por algunos autores como
“‘apomazado” (aspecto de piedra pdmez) en el que se aprecia un punteado generalizado que se
corresponderia con orificios de los canaliculos vasculares del tejido (Fig. 122).

s

Figura 119. Patron fibrilar normal. Figura 120. Area de erosién superficial donde alin se
aprecian intactas capas mas profundas de fibras.

Estas 4reas apomazadas del hueso se encuentran aparentemente en las zonas de contacto con
el colesteatoma o el epitelio de retraccion timpanica, ya que suelen aparecer en la cara
timpdnica del yunque mas que en su orientacién medial.
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Figura 121. En esta pieza se observa cdmo la erosién Figura 122. Area de apomazado en la que se ha
comienza a afectar a capas mas profundas de fibras. regularizado la superficie, observando los orificios de
los canaliculos vasculares.

Otro tipo de dano que se observa en el hueso danado por colesteatoma es la rotura de fibras.
Este fenémeno ocurre adyacente a bahias de resorcién frecuentemente (Fig. 123) pero puede
observarse en areas donde no hay actividad osteocldstica. También se aprecia una lisis de las
fibras dispuestas alrededor de algunos agujeros vasculares, sin la presencia de osteoclastos
(Fig. 124).

WD IO MA T2 OO VAIX 400/ #1100 8m WD 0mm 20
D A i

Figura 123. Rotura de fibras en el borde de Figura 124. Lisis de fibras alrededor de un agujero
amputacidn de una apdfisis larga. vascular en el cuerpo de este yunque.

En algunos casos, cuando la destruccion del hueso es importante, las areas liticas dejan ver
cavidades amplias en la profundidad del hueso (Fig. 125). Si bien el yunque carece de hueso
esponjoso en su interior, a veces se reconocen trabéculas, con fibras maduras dispuestas en la
direccion del eje principal y sin el entrelazado que se observa en la superficie cortical del hueso
normal (Fig. 126).

I/



microestructura y composicién mineral del yunque normal y patoldgico

WD 9.8mm 20.0kV x250  200um

Figura 125. Cavidad provocada por un colesteatoma Figura 126. Gran caverna abierta en el cuerpo de un
en una paciente de 27 anos tras haber destruido por yunque en la que se aprecian fibras que se agrupan
completo la apdfisis corta. alineadas formando una trabécula.

Landing E 5;301 |11ég WD HFW 'mode| - 500 pm
20.00 keV 4.5 250 x 10.3 mm 1.19mm B UM-PCUVa

Landing E spot m ‘ ) HFW mode 500 pm
20.00 keV 4.5 250 x 1.19 mm SE UM-PCUVa

Figura 127-128. Cavitacién en la regidn posterior del cuerpo fotografiada en modo SE (izquierda) y en modo
BSED (derecha). Obsérvese la estructura pseudo-trabecular del interior del hueso.

En algunas zonas se observan todos estos patrones de destruccién dsea en relacion a restos
de tejido organico no mineralizado que corresponderian al limite del colesteatoma. En el caso
particular de las Figuras 129 y 130 se aprecia el efecto combinado tanto de la accidn
osteoclastica como de otro mecanismo que origina el apomazado descrito anteriormente. La
destruccién es tan agresiva que deja fragmentos de tejido dseo junto a unos bordes muy
irregulares.
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Figura 129. Borde de destruccién que afecta a la Figura 130. Detalle de la figura anterior donde se

apdfisis corta en un hombre de 54 afios. aprecia la destruccion osteoclastica y el apomazado
junto con restos que corresponderian al limite del
colesteatoma. Ndtese la menor intensidad en el brillo
del tejido destruido frente a las fibras normales.

Ocasionalmente en un paciente (el de mayor edad, 79 afios), se observé que la destruccién del
hueso habia sido muy intensa. No solamente por el porcentaje de hueso eliminado sino también
por los hallazgos que se encontraron en la superficie, en la que se aprecia una resorcion masiva
de tejido dseo, sin apenas encontrar fibras normales, extremadamente frdagil, con bahias
osteocldsticas muy amplias, extensas areas de rotura de fibras y -dispersos por toda la
superficie- cristales octaédricos caracteristicos del oxalato célcico dihidratado (confirmado
mediante EDX).

F0kV %2508 £200um

!

Figura 131. Cavitacidon en el cuerpo del yunque con Figura 132. Cristal precipitado de sales célcicas en
fibras rotas, resorcidon osteoclastica y cristales de este tejido dseo tan danado.
sales de calcio.
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6.2.,.2 Resultados EDX

a) Se obtuvieron andlisis EDX en diferentes éreas del hueso, aprecidndose valores de media
ligeramente mas bajos de Ca/P en zonas distales de la apdfisis larga del yunque, cuando se
conservaba, aunque sin significacion estadistica.

b) Se encontré azufre en cantidades cuantificables en todos los huesos excepto en 2 (83%; uno
de ellos, el descrito anteriormente del paciente més anciano). Se detectd la presencia de
fldor en 5 de los 12 pacientes (42%).

c) Igual que en el hueso normal, no existen diferencias importantes en la relacién Ca/P entre
zonas con patrdn fibrilar y zonas con osteoclastos. Por el contrario, en areas en las que
predomina un patrén de gpomazado, a relacién Ca/P es menor.

d) Los cristales del paciente 172 fueron analizados con EDX, obteniendo unos porcentajes del
17% en C, 15% en P y 15,5% en Ca, que son los esperados para una mezcla de oxalato célcico
dihidratado y la hidroxiapatita subyacente:

C2H4C806 + Cam(PO[.)é(OH)g

WD14'. 6mm, 20/-0kVEx3r0ki SQu:

Figura 133. Cristal de oxalato calcico dihidratado Figura 134. Representacidn bipiramidal del oxalato
(Weddellita). célcico dihidratado (Lieske, 2001, modificado) [111].
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Se estudiaron 24 yunques patoldgicos procedentes de cirugias en pacientes con patologia
cronica de oido medio, diagnosticados de otitis media crénica no colesteatomatosa.

La distribucién por sexos fue de 57% mujeres (14) y 43% hombres (10). La media de edad se situd
en 47,3 anos (DE 16,3).

Sexo

B Hombres
B Mujeres

Frecuencia

0 30 40 S0
Edad (afios)

Figura 135. Distribucién por edad y sexo de la muestra analizada.

En 15 de los 24 pacientes existia una perforacion timpénica (63%). EL resto (37%) tenia un
diagndstico de atelectasia timpanica.

Segln el tiempo de evolucidn desde el comienzo de la clinica se hicieron cuatro grupos de
estudio, tal y como se refleja en la tabla siguiente.

Frecuencia Porcentaje

<5 anos 2 8,3%
5-10 afos 6 27,0%
10-20 anos 9 375%
>20 anos 7 29,2%

Total 24, 100%

Tabla 40. Grupos segun el tiempo de evolucion.
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6.2.5.1 Andlisis de superficie

A nivel macroscépico, se observan lesiones liticas en un 60,7% de los casos que, de forma
variable, afectan a la apdfisis larga del yunque (Fig. 136). Por el contrario, la morfologia de tanto
el cuerpo como la apdfisis corta se encuentra conservada en la totalidad de los casos, no
aprecidndose areas de destruccién muy evidentes.

A diferencia de lo observado en el colesteatoma, en la OMC los bordes de erosion son —en
general- menos abruptos y las superficies de las areas liticas estdn mas redondeadas cuando
se observan al detalle (Fig. 137).

WD11 .0mm 20.0kV: x70 500um

Figura 136. Lisis distal de una apdfisis larga. Figura 137. Detalle del borde de erosidn, con la
superficie redondeada.

De forma general, en los osiculos analizados, predomina el patrdn fibrilar entrelazado en la
mayor parte del hueso. Las fibras se organizan aleatoriamente y se entrecruzan en capas como
se ha descrito previamente. Pero existen diferentes puntos en las muestras en las que se
aprecia un deterioro variable en la forma y disposicion de estas fibras.

En las zonas liticas de la apdfisis larga se distinguen imagenes en las que aparecen mas roturas
de fibras y la actividad osteoclastica que existe parece ser mucho menos intensa que en el caso
del colesteatoma (Fig. 138). EL grado de resorcidn osteocldstica que se observaba en el hueso
normal y que parecia incrementarse en el caso del colestatoma, ahora parece estar mucho
menos presente a pesar del dano osicular que se ha generado. Por el contrario son numerosas
las im&genes en las que se aprecia la rotura de las fibras calcificadas del hueso (Fig. 139).
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WD 197 7mm 201, 0kVi x180.8250um

Figura 138. Crus longum que exhibe numerosas fibras Figura 139. Areas de resorcién osteoclastica en la
longitudinales con bordes rotos (existen dafios apdfisis larga, junto a un patron fibrilar normal.
mecdnicos provocados en la extraccién quirdrgica).

En los huesos procedentes de pacientes con Otitis Media Crdnica, ademds de en la zona de
erosion de la apdfisis larga, aparece también dafio generalizado en otras areas de la superficie
del hueso, especialmente en el cuerpo. Las fibras se observan danadas, rotas y
desestructuradas, una imagen muy diferente al patrén entrelazado que deberia dominar (Figs.
140, 141).

Figura 140. Cuerpo de un yungque con OMC en el que Figura 141. La imagen en entrelazado ya no se aprecia
se aprecia un dafo parcial en las fibras superficiales. debido a la rotura mdltiple de fibras superficiales en
esta zona.

Este patrdn patoldgico, en el que la imagen en entrelazado de las fibras se vuelve menos
definida y de aspecto muchas veces amorfo, se repite en numerosos puntos de la superficie del
hueso y estd presente en mayor o menor medida en casi la totalidad de los casos.
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Figura 142-143. Patrén en entrelazado normal (izquierda) y zona de fibras deterioradas (derecha) encontradas en
la misma regidn del cuerpo de un yunque.

Las regiones osteoclasticas son menores en nimero y extension que en el hueso normal o en el
caso de colesteatomas, aunque las caracteristicas generales se mantienen. Las lagunas
resortivas no difieren de las observadas en huesos sanos y sigue predominando la localizacién
en la apdfisis larga y alrededor de las zonas liticas aunque, en ocasiones, sea menos intensa.

WD12. 4mm 20.0kV x80

Figura 144. Amputacion de una apdfisis larga con focos Figura 145. Detalle de las lagunas de resorcion en el
resortivos. borde litico de la misma pieza.

Como ocurre en el colesteatoma aparece aqui también un mecanismo de lisis diferente al
osteoclastico, en el que las fibras de la superficie se van deteriorando y puliendo en lo que
denomindbamos patrén de apomazado. Pero, a diferencia de lo que ocurria en la anterior
ocasién, en muchas ocasiones aqui es menos limpio, mds extenso (en superficie) y con mas
irregularidades. En algunos casos también aparecen cavitaciones si el dano es suficientemente
grande, aunque no tan profundas como se observaron en el colesteatoma (Fig. 147).
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Figura 146. Extenso apomazado en la superficie del Figura 147. Apomazado irregular con cavitacién en una
cuerpo del yunque bajo la capa de tejido no apdfisis larga.
calcificado.

En muchas muestras se observa un dano combinado en diferentes puntos, incluso sin zonas
liticas importantes en la apdfisis larga. Aparecen fibras rotas, actividad osteoclastica escasa,
abundante apomazado y, como consecuencia de éste, imagenes en punteado que corresponden
con los orificios de los canaliculos vasculares que se dejan ver a medida que avanza la
destruccién del tejido (Fig. 148). En algunas muestras no se produce sélo el deterioro de las
fibras de superficie, sino una deformacion de su aspecto (Fig. 149).

Figura 148. Bahias osteoclasticas sobre un fondo Figura 149. Patrén entrelazado deformado en la
deteriorado con ausencia de fibras entrelazadas. Se superficie del hueso.
observan los canaliculos vasculares en profundidad.
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En ocasiones el dafo en la superficie del hueso es muy intenso y aparecen imagenes en
“apolillado’, con multiples cavitaciones superficiales y con zonas descamativas de tejido dseo
(Figs. 150, 151). La actividad osteocléstica aqui aparece en mayor o menor medida pero no es
acorde con el dano y -al observar la zona con mayores aumentos- no parece ser la
responsable del dafo profundo y -finalmente- la amputacidn total o parcial de la apdfisis larga
(Fig. 152).

Figura 150-151. Areas extensas de dafio en la superficie de diferentes huesos con aspecto descamativo en forma
de “apolillado”.

"
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Figura 152-153. Amplias zonas de destruccién con una combinacién de mecanismos, que llevan a la amputacién
total de la crus longum. La actividad osteoclastica aqui no es tan intensa como en casos similares originados
por un colesteatoma.

Sin contar con las zonas de gran destruccion general, los orificios vasculares aparecen
ocasionalmente en la OMC con una morfologia muy irregular y actividad osteoclastica
importante. Estas estructuras parecen estar lesionadas a pesar de no existir danos
significativos en las inmediaciones y conservar la superficie el aspecto fibrilar habitual (Figs. 154,
155).
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Figura 154-155. Foramina nutricia irregulares en areas sin danos en la superficie, salvo la presencia de lagunas
osteoclasticas en su interior.

Finalmente, un fendmeno muy relevante que se observa en muchos de los yunques de OMC
analizados es la presencia de tejido dseo aparentemente neo-formado, de morfologia irregular y
desorganizada que aparece en la superficie de las zonas danadas. En algunos casos se trata de
una desorganizacion de la estructura morfoldgica de la zona, mostrando pequenas deformidades
a modo de prolongaciones o erupciones (Fig. 156). Otras veces, son verdaderos depdsitos de
sustancia amorfa calcificada que se extiende por algunas &reas de la superficie del hueso (Figs.

157, 158).

WDHOHBmmE20M0kVax 3508110 Oum

Figura 156. Cara lateral de la apdfisis larga con areas de resorcion sobre una zona deformada con
prolongaciones de tejido dseo anormal.
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Figura 157-158. Sustancia amorfa calcificada en la superficie del hueso.

En algunas muestras, esta formacion de tejido calcificado se dispone macroscépicamente y parece
corresponder a fragmentos de timpanosclerosis que habian sido descritos durante la cirugia. En ellos si
se distinguen algunas fibras longitudinales, con cierta organizacion lineal, aunque lejos de la estructura
de superficie del hueso normal y con una predominancia de tejido amorfo de aspecto arenoso.

WD12'. 8mm!

Figura 159-160. Formacidn irregular adherida al yunque en las inmediaciones de la faceta articular con el
martillo (izquierda). Se observan las fibras longitudinales calcificadas que lo conforman (derecha).
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a) Se obtuvieron andlisis EDX en diferentes areas del hueso, aprecidndose valores de media
ligeramente méas altos de Ca/P en zonas centrales del hueso, aunque no estadisticamente
significativos.

b) Se encontrd azufre en un 46,,% de los casos. Aparece fldor en 35,7% de los huesos.

c) En aquellos casos en los que aparece S y/o F, los valores de Ca/P son menores, aunque no
tienen suficiente significacion estadistica.

d) No hay una correlacion en los cambios de Ca/P y el tiempo de evolucién de la enfermedad.

e) En las zonas descritas como placas de timpanosclerosis se aprecia una relacion Ca/P més
baja que en el hueso normal. En las zonas que aparece tejido 6seo amorfo, aparentemente
neoformado, los valores de Ca/P son variables (en algunos casos son menores que en el
resto de hueso en y otros son mayores).
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7. DISCUSION

El trabajo demuestra que las caracteristicas quimicas del hueso yunque cambian con los
procesos de envejecimiento. También se deduce con este estudio que existen diferencias de la
estructura mineral en determinadas regiones del osiculo, como es la apdfisis larga, en las que
los cambios que se producen como consecuencia de procesos patoldgicos van a alterar la
evolucion normal del tejido.

Ninguna de las técnicas utilizadas en este trabajo logra demostrar diferencias importantes en
las caracteristicas quimicas o estructurales entre hombres y mujeres. Parece que ambos sexos
sufren cambios similares relacionados con la edad y que las modificaciones de dichas
caracteristicas que ocurren con los diferentes procesos patoldgicos, no se diferencian de forma
significativa.

7.1 ESTUDIO MEDIANTE FTIR

Diferentes trabajos han evidenciado la existencia de cambios en la estructura del tejido dseo en
relacion con la edad, tanto en modelos animales como en seres humanos. En estudios con ratas
se ha observado que con la edad aumenta la mineralizacién y la cristalinidad del hueso,
disminuyendo sus propiedades elasticas [112]. En primates también se ha comprobado que la
relacién Mineral/matriz aumenta répidamente en los primeros afos de vida y desciende en los
dltimos. A su vez, la relacion Carbonato/Fosfato aumenta progresivamente con la edad del
animal [113, 114].

En un estudio mediante espectroscopia Raman sobre fémur en hombres, Yerramshetty [115]
encuentra un aumento en la mineralizacion del hueso a partir de la sexta década de la vida. Este
hallazgo coincide con nuestras observaciones en hueso yunque, en las que se puede apreciar un
aumento en la relacion M/m en mayores de 60 afos, comparados con los mas jovenes. Estos
cambios son especialmente evidentes en la apdfisis larga del yunque, que es —ademas- la zona
gue mas remodelacion Gsea sufre a lo largo de la vida [81].

En numerosos estudios se han demostrado diferencias en el comportamiento de diversas zonas
y tipos de hueso. El hueso cortical posee unas caracteristicas diferentes al hueso trabecular.
Ademads, el tejido dseo en remodelacion cambia sus propiedades a medida que lo hace el proceso
de maduracidn. Existe un aumento progresivo en las relaciones M/m y C/P hasta que la
madurez del hueso alcanza su maximo. Una vez que el hueso es “adulto” los parametros se
mantienen constantes, a menos que exista un proceso patoldgico que altere ese equilibrio [116].
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En nuestro estudio, sin precedentes en la literatura, la tendencia a aumentar el indice M/m a
medida que lo hace la edad se frena o modifica en caso de que existan procesos inflamatorios
crénicos que afecten al hueso.

De los datos globales obtenidos con FTIR no se infieren unas diferencias importantes si se
comparan los yunques sanos con los patoldgicos, tanto en el caso de colesteatoma como de
OMC. Pero un andlisis mas pormenorizado evidencia diferencias sustanciales y permite especular
sobre las causas de esta homogeneizacion global. Parece que el aumento de la mineralizacion
del yunque a partir de los 60 anos ocurre en menor medida en pacientes con colesteatoma, y
mucho menos diferencias se encuentran en la otitis media cronica.

El incremento de la carbonatacion observado en los pacientes mayores, se invierte
especialmente en la otitis media crénica. Aunque los resultados no sean muy significativos,
parece que esta entidad origina un aumento del cociente C/P en jovenes, pero posteriormente, y
al contrario que en hueso normal, un descenso en la carbonatacion a medida que aumenta la
edad.

En un reciente estudio mediante espectrografia de infrarrojos, de los pocos existentes en oido,
el indice de mineralizacion fue significativamente mds alto en yunque comparado con hueso
cortical femoral, mientras que la madurez fue significativamente menor en el primero [72].

En nuestro estudio se ha realizado una comparacion con 6 muestras de hueso cortical craneal
(temporal y frontal). También encontramos que el cociente fosfato/amida | es mayor en los
osiculos que en el hueso cortical, aunque esta diferencia no fue estadisticamente significativa. La
apdfisis larga es la que tiene valores mas similares a los del grupo control. Al contrario que en
el estudio de Duboeuf, el indice carbonato/fosfato es significativamente menor en los yunques
analizados que en el hueso cortical craneal.

7.2 ESTUDIO MEDIANTE EDX

Nuestro estudio coincide con las investigaciones de Tohno [85] en que las diferencias entre
ambos sexos no son significativas. La relacion masa Ca/P que encuentra es de 2,17 en hombres
y de 2,18 en mujeres. Tampoco se apreciaron cambios en la relacién Ca/P con la edad, como en
nuestro caso.

En nuestro trabajo se obtienen unas medias de la relacidon Ca/P de 153 en el andlisis global de
superficie, significativamente menores que en el estudio citado. No obstante, en el andlisis que
realizamos de la capa subperidstica de la rama larga del yunque los valores son de 1,8 en hueso
normal, algo mas cercanos a los estudios publicados [84, 85]. Parece que nuestro andlisis de
superficie detecta menos Ca/P que cuando lo hacemos en profundidad.



Nuestra investigacion si revela diferencias significativas entre el hueso normal y el patoldgico,
especialmente en colesteatomas y OMC con perforacion timpanica, en los que los valores de
Ca/P aumentan, al contrario que en los estudios de Bagger-Sjoback a los que habiamos hecho
referencia con anterioridad [83].

La aparicion de S en el proceso de mineralizacion se debe a las glicosaminas sulfatadas y
normalmente desciende a medida que la mineralizacion progresa. Aunque Tohno [85] no
encuentra cambios relevantes en las concentraciones de azufre en las muestras -
probablemente porque todos los individuos tienen mas de 40 anos-, en el trabajo de Sanchez-
Fernandez [84] si que se aprecia una relacidn inversa entre Ca/P y la presencia de azufre en el
proceso de osificacion. Nosotros encontramos azufre en el 70% de los huesos sanos, en un 83%
de los colesteatomas, pero solamente un 46,4% en OMC. Este hallazgo nos hace pensar en la
posible alteracidn de la formacién de hueso nuevo en respuesta a la agresion que supone el
proceso inflamatorio crénico. Al contrario que en el colesteatoma, en el que el hueso parece
defenderse formando mas tejido dseo normal, en la OMC el proceso de reparacidn estd
disminuido, es mas erratico e ineficaz, con formacidn de estructuras amorfas, fragiles y
desorganizadas, como se observa al microscopio. Coincidimos también con Tohno en que cuando
aparece azufre en los resultados analiticos, los valores de Ca/P son menores, aunque sdlo lo
observamos en OMC.

Otro elemento que aparece en hueso patoldgico es el fllor que estd presente en un 42% en
colesteatoma y en un 357% de OMC. En el hueso normal no se ha encontrado de forma
significativa en ninguna de las piezas analizadas. El fldor es un agente que se puede unir a los
cristales de apatita (sustituye al ion —OH) provocando un aumento de tamafio y una disminucion
de la solubilidad. Esto puede tener consecuencias en las caracteristicas elasticas del hueso, ya
que la incorporacion de flior incrementa la cristalinidad mineral [117].

Los valores de Ca/P que obtenemos mediante EDX en la superficie del hueso normal son
significativamente menores que en el hueso patoldgico. Cifras similares a estos Ultimos son las
que se obtienen en las medidas de profundidad en hueso normal. Una conclusién a la que
legamos en vista a tales resultados, y a la gran variabilidad que hemos encontrado, es que las
medidas con EDX no son Utiles en términos generales y sus cifras hay que considerarlas con
cautela. Esto es debido probablemente a la existencia de niveles de mineralizacién muy
diferentes en funcion del grado de madurez del tejido Gseo [118, 119].

Por este razonamiento, creemos que el dano de la superficie que ocurre en hueso patoldgico
nos dan medias de Ca/P similares (discretamente menores en colesteatoma) a las obtenidas bajo
el raspado de la superficie. Pero cuando se analiza la capa superficial del hueso normal, que
estd en continua remodelacion, el contenido de calcio es menor. Podria pensarse que la capa
superficial del hueso —que con nuestra técnica de preparacion se conserva fielmente- posee
tejido en formacién con una mas baja calcificacion que en las partes profundas, mas antiguas,
que se exponen artificialmente en el hueso normal, y debido al dano del tejido en el hueso
patoldgico.
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7.3. ESTUDIO SOBRE YUNQUE NORMAL

En los yunques sanos analizados en nuestros estudios se aprecia una cierta estabilidad en la
morfologia del hueso, si bien se distingue una mayor variabilidad en la zona mas delicada del
osiculo. La crus longum difiere de unos pacientes a otros en el angulo de proyeccién o el
grosor, pero es la apdfisis lenticular la que mayor diversidad de morfologias y disposiciones
exhibe en nuestras observaciones.

La apdfisis lenticular ha sido un tema de controversia durante muchos siglos en la anatomia del
oido. Es descrita en tratados clasicos de anatomia como un hueso independiente [120]. Intentos
de demostrar la conexidn con el yunque de este elemento no consiguieron convencer a toda la
comunidad cientifica del siglo XIX [121, 122]. Incluso en el siglo XX se ha defendido la existencia
de este cuarto hueso [20], pero a dia de hoy es incuestionable la conexién de estas dos
estructuras [123]. Otra cuestién es si se sigue considerando adecuada la denominacion que
posee. La calificacion de lenticular deberia corresponderse con una estructura biconvexa pero
eso no es asik: esta apdfisis consiste en un pediculo que nace de la porcién medial y distal de la
rama larga del yunque y una estructura plana que se recubre de cartilago y que formara parte
de la articulacién incudoestapedial [12]. Existen modelos computerizados que demuestran la
flexibilidad de esta estructura y la contribucién a la micromecénica de la articulacion [124].

Magnified Views of the extremity of the long
Crus of the Os Incus.

1. Inner side of the long crus of the os
incus, with the processus lenticularis.

2. The articular surface of the proces-
sus lenticularis,

3. Anterior view.

4. Posterior view.

5. The process broken off, shewing the
form of the neck of bone supporting the
lenticular plate.

6. The lenticular portion, named the os
Ienticulare. Landing E|spot mag HFW WD mode 1mm

i b Ui e 20.00 keV/ 4.5 100 x 2.98 mm 10.6 mm A UM - PCUVa

Fig 161. A la izquierda, ilustracidn de Soemmerring (1806) [125]. A la derecha, detalle de la unidn entre apdfisis
larga y lenticular en una fotografia obtenida con SEM-BSED.



Aungue también se ha comprobado cierta variabilidad en la disposicion de la apdfisis corta, de
acuerdo con los resultados de este trabajo, la apdfisis larga es el elemento critico de la
estructura del yunque. De las caracteristicas morfoldgicas, es la que mas difiere entre unos y
otros ejemplares, con mucha mas variabilidad en la longitud, angulo, grosor y curvatura que el
resto de partes rigidas del hueso. Esta diversidad morfoldgica no parece estar relacionada con
el sexo o la edad del paciente.

Existen numerosos canales vasculares de calibre muy diverso distribuidos por todo el hueso,
excepto en las superficies articulares y las uniones ligamentosas. La red vascular que nutre al
yunque puede observarse en algunas muestras analizadas. En algunos casos los orificios son de
un didmetro considerable y pueden dejar ver grandes cavernas en el interior del hueso. En la
mayoria, la extensa perforacion por pequenos orificios en la superficie nos habla de las
caracteristicas microvasculares de la nutricion del hueso. La vascularizacion del yunque sigue
un patrdn diferente a otros elementos esqueléticos habituales [21]. Los vasos submucosos que
discurren por la superficie del osiculo penetran en el espesor del hueso formando una intrincada
red de canales y canaliculos que atraviesa la integridad del yungque [26, 126]. Una regidn
importante, por las implicaciones fisiopatoldgicas que puede tener, es la correspondiente a la
apofisis larga y lenticular y su relacién con la articulacién incudoestapedial. En esta Ultima
localizacion las estructuras reciben un aporte sanguineo de las arterias que discurren por el
tenddn del musculo estapedial, vasos estapediales y vasos que descienden por la apdfisis larga
-en superficie y en profundidad- hasta anastomosarse en conjunto [127,128],

En este trabajo se analiza fundamentalmente la morfologia y las alteraciones que sufre el
yunque en su superficie, pero se comprobd en varios cortes realizados en dos piezas la
existencia de estos canales vasculares en la profundidad del hueso. Con iguales resultados, los
procesos patoldgicos que habian llevado a la destruccién de una parte considerable de ciertas
regiones del osiculo también permitieron observar este entramado vascular interno que,
especialmente en el cuerpo central, pudo ser inspeccionado al microscopio en varios casos. Los
orificios por los que penetran los vasos que nutren el tejido dseo profundo son de diferente
calibre, estan dispuestos de forma aleatoria y no se pudo comprobar ningln patrén especifico o
localizacion estable en las muestras analizadas aunque si se aprecié una mayor confluencia en
la zona mas superior del cuerpo del yunque.
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Bajo las capas mucosa y peridstica del yunque, se encuentra el tejido dseo formado por fibras
colagenas calcificadas parcialmente compactadas [75]. En el estudio microscépico se aprecia una
predominancia de tejido fibrilar calcificado en la mayor parte de la superficie dsea. Estas fibras
de coldgeno forman un entrelazado caracteristico que, en algunas zonas, adoptan caprichosos
patrones como si un complicado trabajo de cesteria se tratase. En ocasiones se aprecian valles
en forma de nichos en cuyo interior podrian haberse encontrado células osteociticas.

Este patrén fibrilar que domina la mayor parte del yunque, se organiza de forma mas ordenada
en ciertas localizaciones. Bajo las superficies articulares, el aspecto es mucho mas uniforme
dando cuenta de una mayor compactacion del material protéico calcificado. Algo similar ocurre
en la zona de insercion del ligamento posterior del yunque, donde la imagen en empedrado
refleja la union mucho mas vigorosa de las fibras elasticas al tejido 6seo. Alrededor de la faceta
de la articulacion incudomaleolar, las fibras se organizan de forma mas paralela y
circunferencial a aquélla. En los canales vasculares también ocurre algo similar, donde estos
filamentos adquieren una disposicién helicoidal hacia el interior del orificio.

Otra zona donde las fibras se disponen mas ordenadas es en la apdfisis larga, donde se
organizan paralelas al eje principal. Esta caracteristica se ha podido comprobar tanto en
superficie como en profundidad gracias a la existencia de cavidades vasculares o, también,
debido a la destruccidn que las patologias crénicas de oido medio (en especial la Otitis Media
Crénica) habian provocado en algunas piezas y que dejaba a la vista las fibras organizadas y
truncadas por esa erosidn.

Las fibras de colageno en el tejido dseo se disponen de forma muy diversa segun el tipo de
hueso que sea, asi como de su localizacion y funcion. Estas fibras se alinean generalmente
paralelas a los huesos largos, especialmente aquellos que soportan cargas. Cambios en las
fuerzas que se aplican sobre el tejido dseo llevan a una reorganizacion de las fibras de
colageno [129].

Cualquier proceso de reorganizacion que tenga lugar en un tejido en que han cristalizado sales
de calcio va a requerir la destruccidn previa de las fibras que lo contienen para mas tarde iniciar
un proceso de reconstruccion y formacién de nuevas fibras en la orientacidon adecuada. En este
proceso de remodelacion interviene el osteoclasto, que produce la resorcién del tejido éseo
[130]. La accidn de los osteoclastos origina una serie de horadaciones en el hueso denominadas
bahias osteoclasticas o lagunas de Howship [131. En nuestro estudio se pueden ver estas
lagunas de unas 10-20 micras de didmetro agrupadas en racimos mas o menos extensos y que
afectan a la superficie del hueso en diversas localizaciones, aunque también pueden estar
presentes en zonas mas profundas del hueso. Especialmente elevada es la presencia de zonas
de resorcidn dsea en la parte inferior del cuerpo del yunque y la apdfisis larga. También hemos
notado, por los hallazgos al microscopio, una predileccién por los agujeros vasculares, en los
que se pueden apreciar partes mas o menos extensas de remodelacidn de tejido.



El yunque alcanza su aspecto externo adulto alrededor de la semana 16 de gestacién [132, 133] y,
a continuacion, se produce una osificacion progresiva que no estd completa en el momento del
nacimiento. En los primeros meses de vida extrauterina existe todavia una cavidad medular en el
cuerpo del yunque que serd sustituida por tejido 6seo compacto y canales vasculares,
conservando esta estructura durante toda la vida [14].

A lo largo de los afnos el yunque sufre una serie de modificaciones, produciéndose pequenos
cambios morfoldgicos en la mitad inferior, en forma de depresiones [15]. Es conocido que la
superficie del osiculo no se mantiene estable, sino que se remodela a lo largo de la vida. Estos
cambios suceden con mayor frecuencia en la apdfisis larga, donde existe un aumento de la
actividad osteoclastica [77]. Se ha descrito un incremento de la resorcion Gsea del extremo
distal de la crus longum y |a apffisis lenticular relacionado con la edad, especialmente a partir
de 60 afos [79]. En este estudio de Lannigan encuentran una mayor destruccién de tejido en
varones en la sexta década de la vida pero otros autores no estdn de acuerdo con esas
diferencias en cuanto al sexo del individuo [81].

A la vista de nuestra investigacion, las areas de actividad osteoclastica en la superficie del
yunque son mas frecuentes en la parte inferior del cuerpo y la apdfisis larga del yunque,
aunque pueden verse por toda la extension del hueso donde existe un patrén fibrilar de
superficie. Y estos cambios se pueden apreciar con mayor frecuencia en individuos jévenes, en
los que parece existir un recambio 6seo mas intenso. En los pacientes de mayor edad, la
remodelacion dsea no desaparece y se sigue observando actividad osteoclastica, aunque menos
extensa. Lo que si se objetiva es un dafno progresivo de la arquitectura dsea a nivel distal de la
crus longum que, en ocasiones, provoca la desconexidén con la apdfisis lenticular, un hecho que
se ha descrito espontaneamente en alguin caso [134].

De acuerdo con los hallazgos obtenidos, parece existir una disminucidén -relacionada con la
edad- de la actividad celular que interviene en el proceso de renovacion dsea. La disminucion de
la actividad osteocldstica, no obstante, no es suficiente para equilibrar el descenso en la
formacion de hueso nuevo. Todo ello provoca un aumento de las areas liticas que, como
consecuencia del desequilibrio destruccion-formacién dsea, se originan sobre la apdfisis larga
del yunque.

El equilibrio entre destruccién y reparacion del tejido 6seo depende de muchos elementos, entre
los cuales destacan los factores hormonales responsables del metabolismo dseo sistémico [135].
Por esta razén deberian explicarse cambios generales en la composicién del hueso, pero no
seria suficiente para aclarar las peculiaridades topogréficas a las que hacemos referencia.
Ademas, hemos comprobado que la mineralizacion aumenta de forma generalizada en el yunque
con el paso de los afos y la mayor parte de alteraciones del metabolismo fosfocalcico provocan
un efecto contrario, como ocurre en la osteoporosis [136]. Por esta razén, no podemos asignar
un papel a los cambios hormonales en las transformaciones que hemos podido documentar.
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El que exista una remodelacién mas intensa en la apdfisis larga podria deberse simplemente a
factores anatdmicos, ya que es una de las zonas mas estrechas de la cadena. Pero el estribo
tiene estructuras mas finas y, salvo en el cuello, es muy rara su erosion [81], asi que deben
existir otras causas. La teoria vascular puede encajar aqui de alguna manera, pues existe una
delicada red que nutre la zona de la articulacion incudoestapedial [128] y que podria limitar de
alguna manera la vascularizacion de la apdfisis larga. La actividad celular, no obstante,
disminuiria en el caso de un menor aporte sanguineo al tejido [137] y hemos comprobado que
existe una extensa actividad osteoclastica en la region. Por lo tanto, no parece que el factor
vascular juegue un papel importante en la especial remodelacion que sufre la crus longum.

Como se apuntd anteriormente, las fibras de tejido dseo se alinean dependiendo de las fuerzas
que se ejercen sobre el hueso siguiendo lo que se conoce como la Ley de Wolff [138]. Aunque no
se conocen bien estos mecanismos se propone en algunos casos la existencia de un
‘mecanostato’, o sistema capaz de regular la cantidad de masa dsea en funcidn, por una parte,
de la sobrecarga mecdnica detectada, y, por otra, de las necesidades de resistencia del
momento [139]. La crus longum incudis es una zona en la que existen numerosas fuerzas de
traccion y torsién en la transmisidn sonora y, aunque los estudios publicados se centran mas en
la biomecanica de la articulacién incudo-estapedial, algin trabajo demuestra la influencia que
tienen estas fuerzas de torsion en el equilibrio del tejido dseo [140]. Hay que tener en cuenta
también la participacion activa e intermitente de los musculos del oido medio, que alteran la
biomecénica de la cadena osicular, y que modifican las fuerzas de torsién que existirian en la
apdfisis larga del yunque. La accién de estos musculos disminuye con la edad [141] por mdiltiples
factores algo que, unido a la rigidez que se puede inducir debido a cambios en las cépsulas
articulares, hace que -probablemente- estas fuerzas de torsion disminuyan en esta zona a la
vez que lo hace la necesidad de un tfurnover elevado. Otro hallazgo que se relaciona con estos
fendmenos torsionales es la aparicién -en la apdfisis larga de algunos especimenes- de hueso
desestructurado morfoldgicamente, algo que ocurre tanto en huesos normales como en los
patoldgicos.



Hemos hablado ya de los cambios morfoldgicos que sufre el yunque -o mas especificamente
ciertas zonas de él- en relacidn con la remodelacién a medida que el sujeto envejece. Uno de
los objetivos de esta tesis es relacionar los hallazgos que se obtienen al microscopio con los
resultados de los andlisis quimicos respecto a las caracteristicas de la estructuras protéica y
mineral del hueso. He aqui los resultados de estas averiguaciones.

Existen algunos trabajos que estudian la relacion de la edad con el contenido mineral del hueso
en base a andlisis elemental de calcio y fdsforo, no encontrando diferencias entre individuos
jovenes y mayores [142, 143]. También se ha afirmado que el martillo mantiene su composicion
mineral desde edades medias de la vida hasta la senectud [85]. Pero son la mayoria de los
estudios los que sostienen todo lo contrario: que el contenido mineral del tejido dseo se
incrementa con la edad hasta que alcanza un méximo [144] y que sufre modificaciones en la
composicién y la cristalinidad a lo largo de la vida [145]. Ademas, existe una serie de cambios en
la hidroxiapatita del hueso a medida que el organismo envejece, produciéndose una sustitucion
con iones carbonato [113-115]. Los cambios en estas caracteristicas no sélo aparecen con la edad
del individuo, sino también con la edad del tejido [146, 147]. El hecho de que el hueso esté en
constante cambio, y que esté constituido por una mezcla de tejido éseo nuevo y antiguo, hace
que los resultados de las mediciones puntuales sean muy diversos [148]. En periodos de répido
crecimiento o alta remodelacidn del hueso existe una mineralizacion menor del tejido; mientras
gue con la edad, a medida que el hueso se estabiliza, la mineralizacién aumenta [149].

La mineralizacion del yunque parece aumentar a medida que lo hace la edad, tal y como
demuestra este trabajo. Mas aln, a partir de la sexta década de la vida se produce un cambio
importante en la proporcién entre la fraccidn mineral del tejido dseo, fundamentalmente
hidroxiapatita, y la estructura orgdnica, formada en su mayor parte por colageno tipo I. Esta
variacion se hace a favor de la parte mineral que —-a su vez- también sufre modificaciones. En el
estudio con FTIR se evidencid que los individuos de igual o mas de 60 afos tenian un indice M/m
un 58% mas que los pacientes jovenes. No existe descripcidn en la literatura que describa este
hecho en ningln elemento de la cadena osicular, sino que se postulaba que la cantidad de
mineral en los huesecillos era constante a lo largo de la vida [85, 150]. Estos estudios median la
relaciéon Ca/P y vienen a coincidir con nuestros resultados con EDX, en los que no se logra
detectar diferencias del cociente Calcio/Fdsforo para jévenes y ancianos. Es, quizas, una técnica
inadecuada puesto que hemos tenido en cuenta mediciones puntuales en varias localizaciones
del hueso y, como hemos dicho anteriormente, el tejido dseo se compone de diversas areas de
madurez en las que la mineralizacion es distinta [116]. Los resultados de Ca/P que hemos
obtenido en hueso profundo, mas maduro, corroboran esta teoria.

Una razén que explica el incremento de la mineralizacidon con la edad es el aumento de la
madurez del tejido dseo al disminuir la renovacion o turnover dseo con el paso de los afos [151].
Esta hipdtesis encaja con nuestras observaciones con SEM, en las que se ha visto un descenso
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en la actividad de remodelacion del hueso, con menos presencia de osteoclastos a la par que un
aumento en el deterioro del hueso.

El indice Carbonato/Fosfato también se incrementa en etapas avanzadas de la vida, lo que habla
de una transformacion en las caracteristicas de las sales calcicas que componen el hueso. La
carbonatacién se asocia, por lo general, a un aumento en la cristalinidad y, en consecuencia, un
incremento en la fragilidad del hueso [113-115]. Ademas, el tejido Gseo es mas fragil cuando el
contenido mineral excede un valor critico [152].

Los cambios que observamos en este estudio afectan a todo el hueso, pero es significativo que
la mineralizacién y la carbonatacion sucedan con mas intensidad en la apdfisis larga del yunque
que en el resto del osiculo. Recordemos ademds que, aunque no siendo estadisticamente
significativo, hemos detectado valores superiores en el cociente Ca/P en la rama larga del
yunque. Como se ha visto mediante SEM, la crus longum sufre a lo largo de la vida un proceso
de remodelacidn activa muy intenso. Este recambio continuo de una gran parte de la superficie
de la apdfisis hace que la madurez del tejido de esta regidn sea menor y, por lo tanto, el
depdsito de sales calcicas sea menor. En el experimento realizado con FTIR se evidencian
valores menores en el cociente M/m en este fragmento que, si bien no tienen significacion
estadistica, pueden ratificar esta teoria.



7.4. ESTUDIO SOBRE YUNQUE EN COLESTEATOMA

Es caracteristico en el colesteatoma, y un signo diagndstico fundamental, la destruccién dsea
que provoca en las estructuras del oido [64, 154-158]. De especial interés para este estudio es el
dano provocado por esta patologia en la cadena osicular, hecho que tiene consecuencias sobre
la funcidn de estos elementos en la transmision del sonido [159]. Uno de los objetivos de esta
tesis es recabar informacion acerca del mecanismo de destruccion dsea que provoca el
colesteatoma en los huesecillos del oido medio. Con las técnicas analiticas empleadas se ha
logrado obtener una serie de datos que aportan nueva informacion sobre el fendmeno
fisiopatoldgico por el que se llega a la destruccidn del yunque en esta enfermedad.

Todos los casos que fueron estudiados correspondian a pacientes con un diagndstico de
colesteatoma realizado en la consulta otorrinolaringoldgica y que precisd, como es habitual, de
un tratamiento quirdrgico con el objetivo de intentar eliminar las estructuras epiteliales
alteradas responsables del dano en el oido medio, fundamentalmente. Pero uno de las
dificultades a las que se enfrenta el cirujano en estos casos es el dano originado por esta
patologia en los elementos de la cadena osicular y que es responsable, en numerosas
ocasiones, del déficit auditivo del paciente. La problemética surge al intentar devolver la
transmision sonora necesaria para este proceso sensorial [160]. En algunas ocasiones esto,
lamentablemente, no es posible [161]. Los huesecillos de la cadena -en especial, el yunque- son
elementos delicados en los que es dificil la reparacion en casos de destruccion leve [162]. En
caso de dafo mayor, el uso de sus restos para la reconstruccién es no menos que controvertido
en una patologia que tiende de forma muy significativa a la recurrencia [163-165].

Uno de los problemas metodoldgicos al que nos enfrentamos en este trabajo fue el intentar
conocer el momento en el que se inicia el proceso patoldgico que estamos estudiando. De la
historia clinica se puede recoger el periodo aproximado del inicio de los sintomas, bien sean de
tipo inflamatorio o auditivo. Pero este momento, que para el clinico puede ser importante, para el
paciente resulta complejo de identificar con una minima precision. Es, por ello, por lo que los
datos sobre el tiempo de evolucion deben tomarse con cautela. Mas aln si consideramos que,
como el andlisis de los datos revela, se hallan en relacién directa con la edad del paciente, lo
cual constituye un factor de confusion significativo.

De los remanentes osiculares analizados, el 99,1% presentaban alteraciones morfoldgicas de
diversa consideracion en forma de lisis o destruccién de diferentes partes del hueso. La zona
que con mayor frecuencia se hallaba afectada, fue la crus longum, erosionada en la mayor parte
de los pacientes, aunque no en todos ellos. En algunos casos el colesteatoma habia producido
una destruccidn selectiva de la apdfisis corta, permaneciendo indemnes -macroscdpicamente- el
resto de regiones.

La regidn del yunque mas afectada en los procesos inflamatorios del oido medio es la apdfisis
larga [166] pero, en el caso del colesteatoma no es infrecuente observar lesiones en el cuerpo o
la apdfisis corta de forma aislada, sin que se produzcan dafos en el resto del hueso [167].
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Los mecanismos de destruccién dsea del colesteatoma han sido estudiados en numerosas
ocasiones [153, 154, 168-171] pero a dia de hoy sigue sin conocerse completamente el proceso por
el que el tejido dseo, tanto de los huesecillos del oido medio como el resto de estructuras dseas
del temporal, es depuesto por esta enfermedad. Por un lado se ha intentado explicar por un
proceso expansivo del propio colesteatoma [21, 172]. Hay autores que sugieren un mecanismo
quimico [173] como responsable del efecto litico sobre el hueso, directamente provocado por el
colesteatoma. Otros pensaban que el dano era generado por el proceso inflamatorio que tiene
lugar en el oido medio, independientemente de si existe colesteatoma o no [174]. A dia de hoy se
considera un problema aun no resuelto completamente. Se conoce que la resorcion de tejido
6seo, ademas de estar relacionada con factores inflamatorios y mecdnicos, se asocia a factores
humorales como interleukinas [175], colagenasa [176], interferén-beta, citoquinas [177], proteina
relacionada con parathormona o la queratina [55], liberados por la matriz del colesteatoma [56,
178]. La regulacidn de la actividad celular del tejido dseo parece jugar un papel importante en el
proceso de lisis. El equilibrio entre destruccion osteoclastica y renovacion de las fibras
colégenas por parte del osteoblasto parece estar alterado por efecto del colesteatoma [179].

En nuestro trabajo mediante SEM hemos encontrado un aumento franco de la actividad
osteoclastica en las zonas de destruccion del colesteatoma. Este hallazgo ha sido muy evidente
en los casos de colesteatomas aticales con erosidn de la apdfisis corta y en cuerpo del yunque.
Para muchos autores, la localizacidn del colesteatoma influye en la destruccion del yunque,
especialmente el atical [165]. Como se mencionaba anteriormente, estas areas superiores del
osiculo sufren una remodelacion mucho mas baja en situaciones de normalidad y la presencia de
osteoclastos es menor que en el resto de regiones. En los casos que existe una agresidn local
por esta enfermedad, la actividad resortiva celular se aumenta claramente. De la intensa
remodelacién que ocurre en estas localizaciones da cuenta el hecho de encontrar superficies
irregulares y bordes abruptos en las zonas liticas, incluso con desprendimiento de fragmentos
de hueso.

Pero este aumento de la resorcién dsea puede no ser el verdadero mecanismo por el que el
colesteatoma provoca el dafo en el hueso, sino mas bien una consecuencia de ello. Existe cierta
controversia sobre si la actividad osteoclastica estd aumentada o disminuida globalmente en la
otitis media colesteatomatosa [80, 180-184]. En nuestro caso podemos afirmar que la actividad
osteoclastica estd aumentada claramente en las zonas de agresion y de forma general en el
osiculo.

Pero ademds, y especialmente en las zonas de contacto con el colesteatoma, se observan
lesiones completamente diferentes en las que se produce una agresidon sobre las fibras
coldgenas provocando su rotura y descomposicion, tal y como se observa en las areas de pulido
0 apomazado ampliamente detectadas en nuestra investigacion. Por este mecanismo se produce
otro dano anadido que también se detecta en las observaciones al microscopio, que es el
vascular. Numerosos canales vasculares quedan expuestos tras esta lisis superficial que se
produce en muchas regiones de apomazado. Pero es importante resaltar que otros muchos
foramina nutricia en otras localizaciones exhiben la rotura de las fibras superficiales de hueso
que lo rodean, lo que habla de una lesién vascular generalizada. Algunos autores [185] piensan



que el proceso inflamatorio que habitualmente acompana al colesteatoma origina un dano
vascular que limita el aporte de iones carbonato, lo que provoca una decarbonatacion del tejido.
Este hecho ha sido comprobado en nuestros estudios sélo en el nicleo del hueso y no tanto en
el resto de su anatomia, pero muy en relacién significativa con el grado de agresividad del
colesteatoma.

En un completo estudio de Wong [76] con microscopia electrénica de barrido, se postula que la
erosion dsea del colesteatoma ocurre en etapas y se invocan mecanismos de presion e
inflamatorios. En hueso danado por colesteatoma el apomazado que describen estos autores es
muy caracteristico de la zona de contacto del colesteatoma y supone el hallazgo de una forma
de destruccion no mediada por células a la que se suma la que estd provocada por el
osteoclasto. A nuestro entender, el dano que se produce en el colesteatoma es el resultado de
una accion quimica/bioquimica y el desequilibrio del turnover éseo. ELl osteoclasto probablemente
no sea responsable directo de la destruccidn del hueso; su frecuente presencia en la proximidad
del colesteatoma es el resultado de un primer paso en la reparacion del tejido dseo que no se
completa por el osteoblasto, bien por la agresividad del pseudotumor o, quizas, por la inhibicidn
de su actividad. La alteracion de la funcién celular y la desestabilizacion del balance dseo
parece ser mas evidente en el caso de otitis media crénica, tema que se tratara posteriormente.

Aungue la presencia de lagunas de resorcidn osteocldstica es incuestionable segin nuestros
hallazgos, no deja de ser cierto que existe otro mecanismo de destruccién osicular en el que se
produce una destruccidn de las fibras y una probable decalcificacion a raiz de los resultados. La
teoria acidica de Walsh [173] como medio de destruccion a través de la decalcificacion tiene un
reflejo en nuestro estudio con EDX, ya que se observa una disminucion del cociente Ca/P en las
dreas de apomazado (y no en las lagunas osteoclasticas) con respecto al hueso normal.

La destruccién del tejido 6seo del yunque ocurre progresivamente pero a velocidad muy
variable de unos pacientes a otros. Como se denota en el capitulo anterior, el grado de
destruccién no se relaciona de forma evidente con la edad del sujeto, salvo en el caso de la
apdfisis larga, cuya destruccion es mas frecuente en individuos de mas de 60 anos.

En algunos casos en los que existe un dano muy importante de la estructura dsea y se ha
comprometido, muy probablemente, la vascularizacidon del tejido, el sistema de reparacion
colapsa provocando que las sales de calcio, removidas intensamente de las fibras de coldgeno,
precipiten en forma de cristales. Aunque este fendmeno s6lo se haya visto en un caso (en el que
se descartaron problemas renales de base), es muy significativo que los cristales correspondan
a oxalato célcico dihidratado, un precipitado de sales célcicas que predomina en medios &cidos
[1m1].

De los hallazgos con FTIR se deduce que el aumento de la mineralizacion y carbonatacion que
sucede a medida que avanza la edad se frena, incluso se invierte en el centro del osiculo
(cuerpo), en pacientes con colesteatoma. Cuando se analiza el grado de destruccién que provoca
la enfermedad, son mas patentes estos cambios.

Los datos que se obtienen con el andlisis por tiempo de evolucién quedan muy probablemente
enmascarados por los cambios que se producen en el osiculo en relacién con la edad del
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paciente y que fueron descritos en el hueso normal. El cociente M/m y el C/P aumentan a
medida que avanza la enfermedad y -de forma dominante- al aumentar la edad. Es
especialmente significativo en la apdfisis larga, que parece seguir una evolucion similar a la de
un paciente sano.

Hay que llamar la atencidn sobre un factor importante, que es el hecho de que con esta técnica
espectrografica se analizan los remanentes de hueso y que en un grupo NumMeroso No se
conservaban por la destruccion localizada en el drea correspondiente. Por ello es importante
tener en cuenta los datos que nos ofrece el cuerpo del yungue, con un sentido inverso a todos
los cambios que se producen de forma normal.

Parece que el hueso, tras una agresion por parte del colesteatoma, se defiende aumentando el
turnover 6seo en las dreas lesionadas. El desajuste entre destruccidn y nueva formacién de
hueso a favor del primero provoca la progresiva destruccidn de la arquitectura normal del
yunque. Por otro lado, en las zonas no afectadas por el problema, no parece existir grandes
cambios en un primer momento y el tejido evoluciona como lo haria en situacién normal. Pero
lentamente, en el ndcleo del hueso se va provocando una desmineralizacidn progresiva,
probablemente debido a la descalcificacion que tiene lugar en el medio ambiente &cido que
caracteriza al colesteatoma [58]. Acidos grasos de cadena corta (acetato, propionato, isobutirato,
butirato y isovalerato) que se han descrito en la matriz del colesteatoma pueden alcanzar el
hueso gracias a un incremento de permeabilidad asociado mecanismos inflamatorios. Parece que
el componente inorgénico del hueso se disuelve (disocidndose en iones calcio, fosfato, carbonato
e hidroxilo) debido a las condiciones de acidez provocando la desmineralizacién del hueso [71].
Segun estos autores, a medida que la desmineralizacion progresa, la concentracion de iones en
el exudado aumenta y, en ocasiones, hidroxiapatita u otro tipo de sal célcica se precipita en
dicho exudado.



7.5. ESTUDIO SOBRE YUNQUE EN OTITIS MEDIA CRONICA

Para el estudio en Otitis Media Crdnica sin colesteatoma, se utilizaron 24 yunques de pacientes a
los que se intervino quirdrgicamente en cirugias de tipo funcional. Este tipo de patologias
conforma un grupo heterogéneo de procesos cuyo nexo en comuin es la existencia de un
proceso inflamatorio crénico en el oido medio. El andlisis agrupé a 15 pacientes con perforacion
timpdnica central y a 9 con un diagndstico de proceso adhesivo crénico.

Del andlisis macroscdpico se advierte la especial predileccion de las lesiones liticas en la
apdfisis larga de los yunques analizados, circunstancia que comparte con el otro grupo de
patologia inflamatoria crénica. Pero, al contrario que en el colesteatoma, en este caso no se
observan areas de destruccion importantes en el resto de topografia del osiculo, algo que
ocurria con relativa frecuencia en la otitis media colesteatomatosa.

En muchos estudios descriptivos, y la experiencia clinica lo demuestra, se comprueba que en la
OMC se producen menos lesiones osiculares que en el caso de la patologia colesteatomatosa.
Los defectos de la crus longum son los mas frecuentemente encontrados en estas patologias,
siendo de muy diversa extension [186].

Los defectos liticos de la cadena suelen ser mas frecuentes en el caso de las otitis crdnicas
con perforacion timpdnica. Las perforaciones totales y posteriores parecen tener un efecto
erosivo mayor en los osiculos [187]. En nuestro estudio, por el contrario, no se han observado
diferencias significativas —tanto con el uso de técnicas espectrograficas como con el empleo de
microscopia— entre el dafio osicular patente en las otitis medias perforadas como en el caso de
patologias inflamatorias con timpanos cerrados.

Otra diferencia que caracteriza los hallazgos que se obtienen en OMC es la existencia de menos
irregularidades en los bordes de erosidn, hecho que sugiere una menor agresividad en el
mecanismo de destruccion dsea. Esta erosidn parece tener un componente celular mas escaso
ya que, segun nuestras observaciones, la actividad osteoclastica es significativamente menor en
este caso. La existencia de numerosas roturas de fibras coldgenas en varios puntos de la
superficie del osiculo, asi como el reconocimiento de deformidades de la estructura fibrilar,
sumado a la presencia de un patron apomazado en diferentes localizaciones, son varias
manifestaciones que caracterizan la alteracidn de la microestructura en estos procesos
inflamatorios cronicos. Estos determinantes hallazgos hacen pensar en la existencia de un fallo
en la remodelacion dsea.

Existe, como en el caso de la otitis colesteatomatosa, un dano vascular que se refleja en el
deterioro de los orificios vasculares examinados en multiples localizaciones del hueso. Parece
existir una alteracion generalizada en la vascularizacion del yunque que, si bien no es tan
agresiva localmente como en el caso del colesteatoma, conlleva un dano difuso y progresivo en
todo el osiculo.
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Se ha otorgado un papel muy importante a la célula osteoclastica en la patogenia del dafo
osicular en OMC; algunas veces, de forma exclusiva [78]. Algunos autores se basan en que el
osteoclasto es la Unica célula capaz de provocar la resorcion Gsea [188]. Pero también se han
invocado otras células involucradas en el dano del tejido dseo en otitis crénicas, como los
mastocitos [189]. En muchos estudios se investiga el mecanismo de destruccion dsea desde un
punto de vista general, aglutinando todos los procesos inflamatorios del oido medio, incluido el
colesteatoma [190]. Con este Ultimo comparte las teorias del dafio provocado por factores
enzimaticos como la colagenasa [191] o la fosfatasa &cida, a la que se ha otorgado bastante
importancia [192, 193].

El efecto de la OMC sobre el tejido dseo se define en muchos casos como una osteomielitis [194]
y se han relacionado numerosos agentes infecciosos capaces de provocar tanto la inflamacién
del tejido Gseo, como su erosion [195]. Se ha investigado la existencia de biofilms presentes en
otitis media crénica supurativa, colesteatoma y —en menor medida- en otitis media crénica no
supurativa [196].

En nuestra investigacion no podemos otorgar ese papel tan activo al osteoclasto en los casos
de OMC. En el caso de colesteatoma si veiamos que la resorcidn celular estaba aumentada en
las dreas de destruccidn, pero también se apreciaban mecanismos diferentes de lisis dsea. Otro
hallazgo en contra de la proliferacion osteoclastica que aportamos es que cuando el dano al
tejido avanza en profundidad se observan al microscopio electrdnico superficies sin la presencia
de lagunas de Howship. En su lugar se visualiza un patrén de fibras rotas o el apomazado al
gue nos hemos referido en varias ocasiones.

Pero en nuestro caso, ademas de la disminucién de la resorcion osteocldstica que observamos,
una caracteristica importante en la OMC frente al colesteatoma es la progresiva deformacion de
la micro-arquitectura de la superficie osicular. Existe, por tanto, un problema en la formacion de
tejido dseo de manera que las nuevas fibras de coldgeno son morfoldgicamente irregulares y el
proceso de mineralizacidn no se realiza correctamente. La teoria de que en las OMC exista un
dafo en la matriz extracelular se justifica en la existencia de tejido dseo aparentemente neo-
formado de caracteristicas amorfas en lugar del patrén fibrilar habitual. Esta manifestacion ha
sido recogida ampliamente en varios pacientes con otitis media crénica en los que, ademas de la
sustancia mineral irregular se aprecian también placas de tejido hialino degenerado y calcificado
que parecen corresponder a fragmentos de timpanosclerosis. En estas placas se distinguen
algunas fibras con cierta organizacion lineal en algunos casos, aunque suele predominar un
tejido de aspecto arenoso y desorganizado.

La estructura protéica de las placas de timpanosclerosis ha sido investigada identificando
coldgeno tipo | como el principal componente de la matriz [197]. Pero su estudio es muy complejo
por la gran variedad de situaciones y tejidos que se pueden calcificar progresivamente en el
oido medio [198].

El andlisis espectrogréfico evidencia un marcado descenso de los cocientes Mineral/matriz y
Carbonato/Fosfato que tiene lugar primordialmente en la apdfisis larga del yunque. En esta



localizacién, la principal afectada en este grupo de patologias, se produce una aparente
desmineralizacion de las fibras coldgenas que, segln nuestra teoria, estan alteradas en la OMC.

La disminucién de la mineralizacidn del hueso es un fendmeno caracteristico de la osteoporosis
[89]. En cambio, la carbonatacién se mantiene normal [116]. La osteomalacia es otra situacién en
la que -igualmente- disminuye el cociente M/m [136]. La densidad mineral del hueso estd
relacionada directamente con la resistencia mecdnica, y su disminucién se asociada a un
aumento del riesgo de fracturas [199]. Esto explicaria la rotura de fibras aumentada y la lisis no
mediada por células que defendemos en este trastorno. La calidad del hueso se altera en la
osteoporosis a nivel de las interacciones entre los cristales minerales y las fibras de colageno
[200]. Algo similar puede ocurrir en el yunque durante los procesos crénicos que hemos
estudiado.

Demostramos que en la apdfisis larga de los yunques con OMC también tiene lugar una
descarbonatacion, algo que no aparece en la osteoporosis. Pero en ciertas circunstancias donde
existen fendmenos inflamatorios como la osteomielitis, y bajo el concurso de un ambiente &cido,
los minerales de fosfato de calcio tales como apatita descarbonatada y la brushita pueden
precipitar sobre la superficie del hueso [201]. En nuestro estudio con EDX se obtuvieron
relaciones Ca/P muy diversas en las mediciones del tejido amorfo encontrado, signo muy
probable de la variedad de especies minerales que lo conforman.

Dentro de la remodelacion dsea, en el proceso de remineralizacion de las nuevas fibras
coldgenas intervienen varios factores, como la carga de la matriz, el pH o proteinas no-colédgeno
como la osteonectina [202]. En el tejido dseo la formacidon y mineralizacion de la matriz
extracelular es un proceso complejo que depende de interacciones moleculares [203]. Nuestra
tesis es que en los procesos inflamatorios crénicos se alteran estas interacciones y dan lugar a
un proceso de remineralizacién andémalo, en el que se forma tejido dseo irregular, se depositan
sales cdlcicas de diferente composicion fuera de la matriz protéica y se produce una
mineralizacion de diferentes areas de degeneracién hialina formando las placas de
timpanosclerosis, cuyo contenido en calcio varia.

Si bien en el caso de la otitis media crénica con colesteatoma se tuvo la dificultad de inferir el
tiempo de evolucion de la enfermedad, fue aun mas complejo el situar el inicio de la
sintomatologia en estos pacientes con historia imprecisa de patologia crénica de oido medio. No
obstante, se intentd clasificar a los pacientes segun el tiempo de evolucién desde el comienzo
de los sintomas auditivos y/o inflamatorios.

De los resultados obtenidos del andlisis por la evolucion de la enfermedad, de gran
heterogeneidad y complejos de interpretar, se alcanza una conclusion esencial que retorna al
planteamiento inicial: la OMC es un conglomerado de procesos inflamatorios con etiopatogenias
muy diversas que llevan al deterioro de los elementos de la cadena osicular —en nuestro caso,
el yunque- a través de mecanismos diversos y, en muchas ocasiones, combinados.

De forma general, lo que si se aprecia con nuestros estudios es que en OMC, el aumento de
M/m y de C/P -que habiamos demostrado en yunque normal- resulta frenado. En osteoporosis
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también se ha descrito un descenso en el contenido de carbonato que va apareciendo a medida
que lo hace la edad [112].

En definitiva, la alteracion de la funcidn celular y la desestabilizacion del turnover dseo parece
ser méas evidente en el caso de las OMC, donde se observa una menor actividad osteoclastica,
rotura de abundantes fibras, un proceso de desmineralizacién de la matriz y la neformacion de
tejido calcificado de forma errética y desestructurada.
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8. CONCLUSIONES

De la interpretacion de los resultados obtenidos se pueden extraer varias conclusiones. Estas
son las mas importantes:

B Las caracteristicas quimicas del yunque cambian con la edad, produciéndose un aumento
en la Mineralizacion y en la Carbonatacion. Las diferencias son mas evidentes a partir de
la sexta década de la vida.

B No existen diferencias de la microarquitectura dsea ni de la composicién de la matriz
extracelular del yunque entre ambos sexos.

B No existen diferencias significativas de la composicién de la matriz extracelular entre
las diferentes partes del yunque normal, salvo a partir de la segunda década de la vida,
donde se produce un aumento de las relaciones Mineral/matriz y Carbonato/Fosfato.

B La apffisis larga es la estructura que mas remodelacion ésea sufre, disminuyendo ésta a
lo largo de la vida. Este proceso se altera con los trastornos inflamatorios crénicos del
oido medio, siendo esta crus longum a zona mas frecuentemente dafada por aquéllos.

B El Colesteatoma invierte los cambios observados en la composicion de la matriz
extracelular del cuerpo del yunque normal en individuos mayores de 60 anos.
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El mecanismo de destruccién dsea en el Colesteatoma es una combinacién de agentes
fisicos y bioquimicos que acttan localmente y alterando el metabolismo dseo y su
vascularizacion, y que los procesos de remodelacion/cicatrizacion no son capaces de
contener.

El grado de Mineralizacién del yunque desciende mds cuanto mayor sea la agresividad
del Colesteatoma.

Los procesos inflamatorios crénicos del oido medio (excluyendo el Colesteatoma)
producen un dano celular que altera la vascularizacidn y el proceso de remodelacion del
yunque.

La Otitis Media Cronica simple produce una desmineralizacién y descarbonatacion de la
apdfisis larga del yunque especialmente.
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