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RESUMEN

El tejido dseo es un sistema dindmico regulado por el equilibrio entre formacion y resorcién ésea, procesos
en los que la sefializacidn intracelular de calcio desempeiia un papel clave. El canal iénico TPC2, localizado en
lisosomas, participa en la regulacion de estas sefiales, especialmente en la osteoclastogénesis. Sin embargo, su
funcién en modelos porcinos es atin poco conocida. El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto de la delecién
del gen TPC2 sobre la estructura y composicion ésea de la tibia en cerdos editados genéticamente (TPC2KO) en
comparacion con animales control (WT). Se analizaron tibias de 12 animales (6 por grupo) mediante microtomo-
grafia computarizada (micro-CT), microscopia electrénica de barrido (SEM), andlisis de textura cortical (GLCM)
y espectroscopia de rayos X (SEM-EDX). Los resultados mostraron que los animales TPC2KO presentan un
aumento significativo del volumen 6seo, de la fraccién ésea (BV/TV) y del grosor trabecular. No se observaron
diferencias en el espaciado trabecular ni en los indices de conectividad. El andlisis por SEM revel6 una corteza
dsea mds compacta y homogénea en los animales KO, lo que fue confirmado por GLCM, indicando menor com-
plejidad estructural. En cuanto a la composicion elemental, se observé un incremento significativo de magnesio
en los animales TPC2KO, sin cambios en calcio ni fésforo. Este hallazgo sugiere una mineralizacién ésea menos
madura y mds dindmica. En conjunto, la delecion de TPC2 altera la microarquitectura y composicién del hueso,
probablemente debido a cambios en la osteoclastogénesis y en la sefializacion de calcio. Estos resultados refuerzan
el valor del modelo porcino TPC2KO para el estudio de la fisiologia 6sea.
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ABSTRACT

Bone tissue is a dynamic system regulated by the balance between bone formation and resorption, proces-
ses in which intracellular calcium signaling plays a crucial role. The lysosomal ion channel TPC2 is involved
in these mechanisms, particularly in osteoclastogenesis, although its role in porcine models remains poorly
understood. The aim of this study was to evaluate the effect of TPC2 gene deletion on bone structure and com-
position in the tibia of genetically edited pigs (TPC2KO) compared to wild-type (WT) controls. Tibias from
12 animals (6 per group) were analysed using micro-computed tomography (micro-CT), scanning electron
microscopy (SEM), cortical texture analysis (GLCM), and energy-dispersive X-ray spectroscopy (SEM-EDX).
Micro-CT results showed that TPC2KO animals had significantly increased bone volume, bone volume fraction
(BV/TV), and trabecular thickness. No significant differences were found in trabecular spacing or connectivity
indices. SEM observations revealed a more compact and homogeneous cortical structure in KO animals, which
was supported by GLCM analysis indicating reduced structural complexity. Elemental analysis showed a signi-
ficant increase in magnesium content in TPC2KO animals, while calcium and phosphorus levels remained un-
changed. This suggests a less mature and more dynamic mineralization process. Overall, TPC2 deletion alters
both bone microarchitecture and mineral composition, likely due to changes in osteoclastogenesis and calcium
signaling. These findings highlight the relevance of the TPC2KO porcine model for studying bone physiology.

Keywords: TPC2, gene-edited pigs, micro-computed tomography (micro-CT), scanning electron micros-

copy (SEM), bone remodeling

INTRODUCCION

El cerdo (Sus scrofa domesticus) es una es-
pecie de enorme relevancia a nivel agropecua-
rio y cientifico. A nivel mundial es la segunda
fuente de carne mas consumida, detras de la
carne de aves (FAQO, 2021). En el ambito bio-
médico, su importancia radica en las similitudes
anatémicas y fisiolégicas con los seres huma-
nos, convirtiéndolo en un valioso modelo para
el estudio de enfermedades y la biisqueda de
soluciones terapéuticas (Hou et al., 2022).

Los animales utilizados en este estudio son
resultado de un cruce de animales editados ge-
néticamente con la técnica CRISPR/Cas9. Esta
herramienta ha revolucionado la edicion gené-
tica porcina gracias a su eficacia, precision y
rapidez. Se trata de un complejo formado por
la endonucleasa Cas9 y una guia de ARN (sgR-
NA), que determina el lugar de corte del ADN
al reconocer una secuencia complementaria en
el genoma (Gadea et al., 2024). Localizada la
regién, Cas9 induce un corte de doble cade-

na, desencadenando mecanismos de reparacién
celular, permitiendo corregir secuencias, elimi-
nar fragmentos o insertar nuevas regiones de
ADN. Esto convierte a CRISPR/Cas9 en una
tecnologia capaz de cortar, eliminar o modificar
secuencias de ADN especificas con precisién
(Gadea et al., 2024) lo que permite generar mo-
delos animales especificos con aplicaciones en
el 4mbito sanitario (modelos de enfermedad y
xenotrasplantes) o en el campo de la produccién
animal (resistencia a enfermedades viricas).

El hueso es un tejido conectivo especializa-
do en el soporte del cuerpo, la proteccioén de Or-
ganos vitales, el almacenamiento de minerales
y la participacién en la hematopoyesis. Desde
el punto de vista estructural estd compuesto por
una matriz orgdnica, rica en coldgeno, que le
confiere flexibilidad y resistencia, y una ma-
triz inorgdnica, responsable de su dureza. Esta
dltima se encuentra constituida principalmen-
te por hidroxiapatita (HAP), cuyos principales
componentes son el calcio y el fésforo. Aun-
que también contiene porcentajes reducidos de
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sodio, cloro, carbonatos y magnesio, que son
importantes para la regeneracion 6sea (Garcia-
Garduiio & Reyes-Gasga, 2006).

El tejido dseo estd compuesto por distintos
tipos de células; los osteoblastos, que son res-
ponsables de la formacién 6sea; los osteocitos,
que mantienen la matriz, y los osteoclastos, que
reabsorben el hueso. El equilibrio del sistema
0seo se sostiene mediante un proceso dindmico
de reabsorcién llevado a cabo por los osteo-
clastos y de formacion 6sea por parte de los
osteoblastos. La osteoclastogénesis es un proce-
dimiento complejo que dard lugar a la madura-
cion de los osteoclastos los cuales desempefian
un papel crucial en la remodelacién, permitien-
do la renovacién y mantenimiento de la estruc-
tura ésea (Yavropoulou & Yovos, 2008).

Los cerdos utilizados en este estudio tenfan
editados el gen TPC2 (Two-Pore Channel 2)
(Navarro-Serna et al., 2021). Este gen codifica
una proteina de membrana denominada TPC2
(canal de dos poros tipo 2, two pore channel)
localizada principalmente en los lisosomas y
endosomas, donde actia como un canal i6nico
permeable al calcio. Su apertura es activada por
la molécula NAADP, lo que desencadena la li-
beracion de calcio desde los orgdnulos hacia el
citoplasma (Figura 1). Esta sefializacién de cal-
cio intracelular es crucial para regular miiltiples
procesos celulares, como la autofagia, la endoci-
tosis, la exocitosis, ademas de diversas rutas de
diferenciacion celular (Lagostena et al., 2025).

En el tejido 6seo, TPC2 participa directa-
mente en la diferenciacion de los osteoclastos,
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Figura 1. Modelo que resume la localizacién de los principales transportadores de membrana ex-
presados en los osteoclastos. Los sustratos conocidos se indican de color gris. Los compartimentos
intracelulares corresponden al reticulo endoplasmadtico (ER); lisosoma (SL); endosoma (LE) y
vesicula transcitética (TV). La proteina TPC2 (TPCN2) se detecta tanto en el lisosoma como en el
endosoma facilitando la sefalizacion de calcio. Fuente: Ribet et al., 2021.
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la osteoclastogénesis (Notomi et al., 2012; No-
tomi et al., 2017). Durante la formacién de
osteoclastos, la expresiéon del gen TPC2 au-
menta y su actividad favorece la generacion
de las oscilaciones de calcio inducidas por
RANKL (Receptor Activator of Nuclear Fac-
tor kB Ligand), necesarias para activar la via
de NFATc1 (Factor Nuclear de Células T acti-
vadas 1), el principal regulador transcripcional
de la diferenciacién osteocldstica. De manera
que la disminucién de TPC2 reduce la sefiali-
zacion de calcio, disminuye la translocacion
nuclear de NFATc1 y bloquea la formacién de
osteoclastos funcionales, afectando negativa-
mente la resorcion 6sea (Notomi et al., 2021).
(Figura 1)

La informacién hasta ahora disponible pro-
viene de modelos de ratones TPC2KO (Notomi
et al., 2012; Notomi et al., 2020; Notomi et
al., 2021; Notomi et al., 2017). La posibilidad
de utilizar modelos porcinos TPC2KO para co-
nocer cémo la delecién del gen TPC2 afecta a
la estructura y composiciéon del hueso puede
aportar una gran informacion.

HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Debido al papel del gen TPC2 en la sefia-
lizacién de calcio y en la regulacién de la os-
teoclastogénesis, se plantea la hipétesis de que
su delecion dard lugar a diferencias en la es-
tructura y/o composicion del tejido éseo en los
animales editados genéticamente (TPC2KO) en
comparacién con los controles (WT).

Para comprobar esta hipétesis, se requie-
re evaluar tanto la arquitectura 6sea como la
composicién mineral, ya que ambas reflejan los
procesos de remodelado y mineralizacién afec-
tados por la deleciéon de TPC2.

Para rechazar o aceptar esta hipétesis se
plantean los siguientes objetivos:

1. Anilisis de la estructura dsea trabecu-
lar de la tibia utilizando la tecnologia de
microtomografia computarizada (micro-
CT).

2. Andlisis de la estructura ésea cortical y
composiciéon porcentual de elementos
mediante microscopia electrénica de
barrido y andlisis de espectroscopia de
rayos X de dispersion de energia (SEM-
EDX).

MATERIALES Y METODOS
1. Material biologico

Los animales utilizados en este estudio se
obtuvieron mediante cruces de animales TPC-
2KO en heterocigosis para este gen (que por-
taban un alelo mutante y un alelo de tipo wild-
type) (Navarro-Serna et al., 2021), lo que dio
lugar a camadas con proporciones de herencia
mendeliana (Barceld et al., 2023). Por tanto,
las camadas incluyeron animales con delecion
bialélica (KO), delecién monoalélica (heteroci-
gotos) y de tipo wild-type (WT). En este traba-
jo, solo se compararon los animales KO y WT
bialélicos. El genotipado se realiz6 a partir de
muestras de piel de las orejas y/o las colas de
cada animal. La detecciéon de la mutacién se
llevé a cabo mediante electroforesis capilar en
gel con PCR fluorescente, segin el protocolo
descrito previamente por Navarro-Serna et al.
(2021).

Para este estudio se seleccionaron doce ani-
males de peso y tamafio similares, seis animales
WT y otros seis KO, que habian fallecido en el
periparto (Figura 2).

2. Consideraciones éticas

Este trabajo forma parte de proyectos apro-
bados por el Comité Etico de la Universidad
de Murcia y el Gobierno Regional de Murcia
para el uso de organismos modificados gené-
ticamente (licencia de establecimiento refe-
rencia A/ES/16/1-22; referencia de actividad
A/ES/16/79; referencias de proyectos GENO-
CRISPR CARM A13230307 y PHENOCRIS-
PR CARM A13221206).
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Figura 2. Distribucion de pesos de los animales incluidos en el estudio agrupados por genotipo
(TPC2KO vs. WT) y sexo (hembra en azul, macho en rojo, n total=12, n por genotipo y sexo=3).

Todos los métodos se llevaron a cabo de
acuerdo con las directrices y normativas per-
tinentes, y bajo supervision de personal capa-
citado y con experiencia. En este estudio no
se utilizaron animales vivos, por lo tanto, las
directrices ARRIVE (Animal Research: Repor-
ting of In Vivo Experiments. https://arrivegui-
delines.org/) no son aplicables.

3. Evaluacion de la estructura 6sea mediante
micro TC

3.1. Diseccion de las tibias
Una vez seleccionados los animales se di-

secaron las tibias de cada animal, para retirar
cuidadosamente la piel y la musculatura que las

rodeaba el hueso sin llegar a dafiar la estructura
dsea, con la ayuda de tijeras, pinzas y bisturi.
Las tibias diseccionadas se guardaron en bolsas
individuales, y debidamente identificadas en
conservacion de congelacioén hasta el momento
de su andlisis (Figura 3).

3.2. Escaneado con micro-CT para la obtencion
de imdgenes de alta resolucion

Para obtener las imigenes de microtomo-
graffa computerizada (micro-CT) de las tibias
se utilizo el escaner Quantum GX2 microCT
Imaging System (Perkin Elmer, Shelton, CT,
USA)) disponible en el Servicio de Experi-
mentacion Animal de la Universidad de Mur-
cia (Figura 4).


https://arriveguidelines.org/
https://arriveguidelines.org/

6 AN. VET. (MURCIA) 40: 1-21 (2026). ESTRUCTURA OSEA EN CERDOS TPC2KO. FLORES-BOLANOS, C., ET AL.

Figura 3. Tibias disecadas, envasadas e identificadas adecuadamente para su conservacion.

Figura 4. Detalle de la presentacién de las muestras dseas (tibias) en el escaner Quantum GX2
microCT Imaging System (PerkinElmer, Shelton, CT, USA), disponible en el Servicio de Experi-
mentacién Animal de la Universidad de Murcia, previo a la adquisicién de imdgenes de microto-
mografia computarizada (micro-TC).
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La adquisicién de las imdgenes se realizé
con un campo de visién de 36 mm, un recono-
cimiento centrado en una regién de 10 mm, y
un tamaiio de véxel de 20 ym, para evaluar los
pardmetros estructurales del hueso trabecular.

Las tibias se colocaron en el equipo orienta-
das de una manera especifica y homogénea en
todas las muestras para garantizar que las ima-
genes resultantes fueran lo mds similares posible,
lo que permitié obtener resultados homogéneos.

Las imdgenes fueron almacenadas en for-
mato DICOM. Para cada muestra se obtuvieron
511 cortes. Se seleccionaron los cortes com-
prendidos entre los nimeros 290 y 340, ya que
en ese intervalo se identificaba claramente la re-
ferencia anatémica de la tuberosidad de la tibia.

3.3. Andlisis de las imdgenes obtenidas

Para el andlisis de las imagenes se usé Bone
J2, una aplicacién de libre acceso (https://bo-
nej.org/) (Domander et al., 2021; Doube et
al., 2010) asociada al programa de anélisis de
imagen ImagelJ (https://imagej.net/software/
imagej/) (Schneider et al., 2012) , que permite
evaluar diferentes pardmetros dseos a partir de
las imagenes obtenidas del micro-CT.

Los pardmetros evaluados fueron los si-
guientes:

¢ Volumen total TV (mm?): es el volumen

total de la muestra, en la que se conside-
ran los espacios internos.

¢ Volumen de hueso BV (mm?®): Volumen

total de hueso mineralizado dentro de la
region analizada. BV/TV (%): se refiere
al porcentaje del volumen de hueso en
relacién con el volumen total. Es utiliza-
do en patologias que alteran las caracte-
risticas dseas ya que refleja perfectamen-
te la ganancia/pérdida de hueso.

¢ Grosor trabecular Tb.Th (mm): es el

grosor o didmetro medio de los soportes
oseos (trabéculas) en una estructura dsea
esponjosa. Un valor més alto puede indi-
car una estructura 6sea mds fuerte.

Espaciado trabecular Tb.Sp (mm): se co-
rresponde la distancia media entre estas
trabéculas, que representa la anchura de
las cavidades medulares entre ellas. Es
un indicador de la porosidad del hueso.
Un mayor espaciamiento puede indicar
una menor densidad dsea. Las medicio-
nes de grosor y espaciado trabecular son
pardmetros importantes para analizar la
calidad 6sea.

Caracteristica de Euler (Euler char). El
nimero de estructuras conectadas en una
red puede determinarse calculando dicha
caracteristica. Este concepto describe la
relacién entre vértices, aristas y caras.
Se trata de un nimero que describe las
propiedades de las formas geométricas o
los espacios sin necesidad de utilizar una
unidad de medida especifica.

El hueso trabecular es una de esas
redes en las que puede calcularse la
conectividad (Conn) a partir de las ca-
racteristicas de Euler del hueso y la
densidad de la conectividad (Conn.D),
dividiendo la estimacién de la conec-
tividad por el volumen de la muestra
(Odgaard & Gundersen, 1993). Estos
pardmetros informan sobre la estructu-
ra de las trabéculas 6seas; no obstante,
no se refieren al nimero de estructuras
trabeculares, sino a la densidad de sus
conexiones. Mide cuédn interconecta-
das estdn las trabéculas 6seas, y una
mayor densidad de conexiones implica
una estructura mas fuerte y un menor
riesgo de fractura.

Area total de la superficie del hueso tra-
becular (mm?). Refleja la complejidad y
extension de la estructura.

Nivel medio de gris (mean grey value):
se refiere al valor promedio de intensi-
dad en la imagen micro-CT, se relaciona
con la densidad mineral 6sea del tejido,
pero no es una medida directa de densi-
dad absoluta.
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Con el software BoneJ2, ademas de medir
los pardmetros numéricos, obtuvimos imdgenes
de todas las muestras en formato 2D y 3D, lo
que nos permitié observar graficamente su com-
plejidad estructural y visualizar sus dimensio-
nes trabeculares (Figura 5).

4. Evaluacion de la estructura 6sea cortical y
de la composicion 6sea mediante microscopia
electronica y difraccion de rayos X.

4.1. Corte, fijacion y preparacion de las muestras

El proceso comenzé con el corte en ldminas
finas de las tibias, de entre 5 y 10 mm de grosor,

evitando el sobrecalentamiento del hueso du-
rante el corte para no alterar su microestructura.
Para ello, se emple6 un minitaladro equipado
con un disco de diamante de doble cara de 22
mm de didmetro y 0.15 mm de grosor, que per-
miti6 realizar cortes precisos.

A continuacion, las laminas obtenidas se so-
metieron a un proceso de fijacién, mediante una
inmersién en una solucién de glutaraldehido al
2.5% en PBS durante 24 horas a 4°C. (Figura 6)

Tras la fijacion, las muestras se sometieron
a un proceso de secado introduciéndolas en es-
tufa a 40°C durante 72 horas para eliminar la
humedad. Posteriormente, se montaron en un
soporte de aluminio con cinta de carbono para

Figura 5. Ejemplos de imigenes en 2D y reconstruccién en 3D de la estructura dsea de la tibia,
obtenidas a partir de imdgenes de microtomograffa computarizada (microTC) y procesadas con el

software BoneJ2 (https://bonej.org/).

Figura 6. Muestras 6seas fijadas por inmersion en una solucién de glutaraldehido al 2.5 % en PBS.
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evitar el movimiento y asegurar la conductivi-
dad. Por tltimo, se aplicé un recubrimiento de
platino de 5 nm (Leica EM ACE 600, Leica
Microsystems, Wetzlar, Germany) a las mues-
tras montadas para crear una capa conductora y
mejorar la calidad de las imagenes microscépi-
cas (Figura 7).

i

Figura 7. Muestras dseas tras la fijacion, monta-
das en soportes de aluminio con cinta de carbono
para evitar el movimiento y asegurar la conduc-
tividad, preparadas para su andlisis mediante mi-
croscopia electronica de barrido (SEM).

4.2. Andlisis de la estructura dsea cortical

Las muestras dseas se observaron mediante
microscopia electrénica de barrido de emisién
de campo (FE-SEM, modelo Apreo S LowVac
IML, Thermo Fisher, Waltham, MA USA) dis-
ponible en el Servicio de Microscopia y Andlisis
de Imagen de la Universidad de Murcia. Se ad-
quirieron imagenes con un voltaje de aceleracion
de 20 kV (HV) y una distancia de trabajo (WD)
de 9,9 mm, empleando el detector de electrones
secundarios (SE) para obtener informacion topo-
gréfica de la superficie. Se tomaron micrografias
a diferentes niveles de magnificacién (Mag): ini-
cialmente todas las muestras se observaron a 50x
para tener una vision general de la superficie cor-
tical de la tibia; posteriormente cuatro muestras

procedentes de cuatro sujetos machos (dos WT'y
dos KO), se observaron a 1500x para identificar
posibles diferencias Opticas entre las muestras
como detalles en la forma y distribucién de los
poros, la textura de la matriz mineral o la presen-
cia de irregularidades (Figura 8).

¢ W am  de

¥ 20.00kV 3.2nA ETD SE Standard 9.9 mm 50x

. HY cur | det mode I mag R HFW

WX 20.00kV|3.2nA ETD SE  Standard 9.9 mm 1500x 84.7 ym

Figura 8. Microfotografias de muestras de la
corteza 6sea de tibia obtenidas mediante mi-
croscopia electrénica de barrido de emisidn de
campo (FESEM) a aumentos de 50X (imagen
superior), 1500X (imagen inferior).
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4.3. Andlisis de textura cortical mediante matri-
ces de co-ocurrencia de niveles de gris (Gray
Level Co-occurrence Matrix, GLCM)

Para cuantificar las caracteristicas de la es-
tructura cortical de la tibia se analizaron las
imdgenes tomadas a 50x aumentos mediante
un andlisis de textura basado en matrices de
co-ocurrencia de niveles de gris (Gray Level
Co-occurrence Matrix, GLCM) a partir de imé-
genes de microscopia electrénica de barrido
(SEM), utilizando el software ImageJ.

Las imdgenes fueron convertidas a formato
de 8 bits (256 niveles de gris) y sometidas a
una normalizacién del contraste previa al and-
lisis, con el objetivo de minimizar diferencias
debidas a la adquisicién de la imagen. En cada
imagen se seleccionaron cinco regiones de inte-
rés (ROIs) de dimensiones equivalentes y loca-
lizadas en dreas corticales comparables, garan-
tizando la consistencia espacial entre muestras
y animales.

Todas las imdgenes fueron analizadas utili-
zando un tnico dngulo de orientacién (0°) en
el calculo de la GLCM, con el fin de evitar
posibles sesgos derivados de la anisotropia di-
reccional y asegurar la comparabilidad entre
muestras. A partir de las matrices GLCM se
calcularon los siguientes pardmetros texturales:

e Angular Second Moment (ASM) o
Energy, que mide la uniformidad de la
textura y el grado de orden estructural.
Valores elevados de ASM indican una
textura mds homogénea, regular y poco
compleja, mientras que valores bajos re-
flejan una mayor heterogeneidad e irre-
gularidad estructural.

* Contraste, que cuantifica la variacién
de los niveles de gris y las diferencias
entre pixeles vecinos. Valores elevados
de contraste se asocian a una mayor ru-
gosidad microestructural y a cambios
bruscos en la organizacién de la matriz,
mientras que valores reducidos indican
superficies mas suaves y uniformes.

* Correlation, que evalda la dependencia
lineal entre los niveles de gris de pixeles
adyacentes. Valores altos de correlacién
indican patrones mas predecibles y orga-
nizados, mientras que valores bajos refle-
jan una estructura mas aleatoria o cadtica.

¢ Inverse Difference Moment (IDM) o Ho-
mogeneity, que mide la similitud local
de los niveles de gris. Valores elevados
de IDM son indicativos de una textura
homogénea, mientras que valores bajos
se asocian a una textura mds irregular.

* Entropy, que refleja el grado de comple-
jidad y desorden de la textura. Una en-
tropia elevada indica patrones complejos
y desorganizados, mientras que valores
bajos corresponden a estructuras mds
simples y ordenadas.

4 4. Andlisis de la composicion porcentual de
elementos mediante microscopia electronica de
barrido y andlisis de espectroscopia de rayos X
de dispersion de energia

Los andlisis de la composiciéon quimica
de las muestras éseas mediante microscopia
electrénica de barrido con emisién de campo
(FESEM-EDX) se realizaron con un micro
analizador Octane Plus EDAX ((AMETEK/
EDAX LLC, Mahwah, NJ, USA) con un vol-
taje de 20kV, acoplado al microscopio Apreo
S LowVac IML (Thermo Fisher, Waltham, MA
USA).

Para cada muestra se seleccionaron siete
areas de andlisis distribuidas sobre la superficie
cortical. En las cuatro primeras se analizaron
espectros en modo automdtico, sin restringir la
bisqueda de elementos, con el fin de identificar
los componentes principales detectados de for-
ma automatica por el sistema.

En las tres areas restantes, se afiadieron ma-
nualmente a la lista de bisqueda los elementos
potasio (K), hierro (Fe), zinc (Zn) y estroncio
(Sr), con la finalidad de verificar su presencia
en concentraciones bajas.
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Este procedimiento permitié identificar los
elementos principales presentes en la matriz
Osea cortical y comparar sus proporciones rela-
tivas entre los diferentes grupos experimentales.

Las variables analizadas fueron las siguientes:

* Porcentaje en peso (Weight %): porcen-
taje del peso total que representa cada
elemento en la zona analizada.

* Porcentaje atémico (Atomic %): por-
centaje relativo del ntimero de atomos
de cada elemento, se calcula a partir del
porcentaje en peso teniendo en cuenta el
peso atémico de cada elemento.

¢ Intensidad neta (Net Int): intensidad
neta del pico caracteristico del elemento,
cuanto mayor sea mds fuerte es la sefial
del elemento.

e Error porcentual (Error %) estimado en
la medicion del elemento.

5. Analisis estadistico

En primer lugar, se realiz6 una prueba para
comprobar si las variables seguian una distribu-
cién normal. Como el nimero de datos era de 24
(dos mediciones por animal), debemos utilizar la

prueba de Shapiro-Wilk. Para las variables que se
van a medir, el valor de P es mayor de 0.05 (ex-
cepto para la variable Surface drea p =0.023). Por
tanto, siguen una distribucién normal y se pueden
utilizar tests paramétricos como ANOVA.
Posteriormente se realizé un andlisis de
ANOVA de una via y un factor anidado (in-
dividuo dentro de genotipo). Y se analizaron
las correlaciones de Pearson entre las variables.
Los resultados se muestran como media + error
estindar de la media (sem). El nivel de sig-
nificacién se consideré con p<0.05. Todos los
andlisis se realizaron con el software IBM SPSS
Statistics v28 (IBM Corp., Armonk, NY, USA).

RESULTADOS

1. Evaluacion de la estructura ésea mediante
micro-CT

Se observaron diferencias entre ambos gru-
pos de animales en cuanto al volumen del hue-
s0, la relacién entre el volumen del hueso y el
volumen total y el grosor trabecular, con va-
lores superiores en los animales TPC2KO que
en los animales WT (p<0.05, Tabla 1). Por el

Tabla 1. Valores de la estructura dsea (media+error estindar de la media) en tibias de animales con
delecién del gen TPC2 (TPC2KO) y animales del grupo control (WT). Valores de probabilidad para el
factor genotipo eID (Gen): factor correspondiente al individuo, anidado dentro del grupo de genotipo.

Parametro TPC2KO WT Genotipo ID (Gen)
P value P value
Peso (gr) 1411.50£128 45 1185.83+5.17 0.080
Volumen de hueso 2.40+0.06 2.27+0.06 0.046 0.022
Fraccién de volumen dseo 0.37£0.01 0.35£0.01 0.016 <0.001
Grosor trabecular 0.18+0.00 0.17+£0.00 <0.001 <0.001
Espaciado trabecular 0.29+0.01 0.29+0.01 0.384 <0.001
Area de superficie 51.49+1.17 51.38+1.06 0.834 <0.001
Nivel medio de Gris 289.95+59.62 263.81+£52.92 0.320 <0.001
Caracteristica de Euler -150.75+9.10 -144.58+11.98 0.219 <0.001
Correccion de Euler- -168.67+8.59 -164.52+13.58 0.467 <0.001
Conectividad- 169.66+8.59 165.52+13.58 0.467 <0.001
Densidad de la conectividad- 25.89+1.31 25.26x+2.07 0.467 <0.001
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contrario, se obtuvieron valores similares para
el espaciado trabecular, el drea de superficie y
la densidad trabecular. Los valores de gris que
estiman la densidad dsea también fueron simi-
lares. Todo ello apunta a que existe un patrén de
osificacién ligeramente diferente entre ambos
genotipos. (Figura 9, Tabla 1)

Se analizaron las correlaciones de Pearson
entre las variables medidas. De manera inte-
resante los pesos de los animales no estaban
correlacionados con ninguna de las variables
del hueso. El volumen 6seo (BV) y la fraccion
osea sobre el volumen total (BV/TV) estaban
directamente relacionados con el drea de la
superficie 6sea trabecular y el nivel medio de
gris e inversamente relacionados con el espa-
ciamiento trabecular (Tb,Sp).

El grosor (Tb,Th) y el espaciamiento trabe-
cular (Tb,Sp) estuvieron correlacionados entre
si. La densidad de la conectividad se correla-
cion6 negativamente con el grosor y el espacia-

miento trabecular, y positivamente con el drea
superficial (Tabla 2, Figura 10).

2. Evaluacion de la composicion dsea me-
diante microscopia electrénica y difrac-
cion de rayos X.

2.1. Estructura osea evaluada por microscopia
electronica.

Los resultados relacionados con el andlisis
cualitativo de las imdgenes obtenidas con el
microscopio electrénico mostraron a 1500x au-
mentos que los animales WT presentaban una
matriz con amplia porosidad, con cavidades
irregulares, una superficie rugosa y una orga-
nizacioén heterogénea. En cambio, las muestras
TPC2KO presentaban una superficie mas com-
pacta y homogénea, con porosidad reducida,
ausencia de cavidades grandes y una textura
mds lisa (Figura 11).

W &

Figura 9. Imdgenes en 2D y reconstrucciones en 3D de la estructura dsea de la tibia, obtenidas
mediante microtomografia computarizada (microTC) y procesadas con el software BoneJ2 (https://
bonej.org/). El panel izquierdo corresponde a un animal con delecion del gen TPC2 (TPC2 KO),
mientras que el panel derecho corresponde a un animal del grupo control (WT).


https://bonej.org/
https://bonej.org/
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Tabla 2. Correlaciones de Pearson entre el peso y las variables medidas en los huesos.

Peso BV  BV/TV ThTh TbSp Area |Uvel FEuler o D
Gris char

Peso (gr) --

BV 403 -

BV/TV 403 994 -

Tb,Th 398 395 395 -

Th,Sp 112 -625"  -625 A4ll -

Area 098 701 701 -335  -964" -

Nivel Gris 248 682" 682" -119  -705" 680" -

Euler char  -243 -.400 -400 376 786" -800™ -374 -
Conn.D 151 270 270 -429° 715" 712" 287  -978" -

*p value <0.05 **p values<0.01
BV: Volumen hueso. BV/TV: Fraccién de volumen 6seo. Tb,Th: Grosor trabecular. Tb,Sp: Espaciado trabecular. Euler char:
Caracteristica de Euler. Conn.D: Densidad de conectividad

0 [}
owr owr

B owr owr

Figura 10. Distribucion de puntos de las variables analizadas de la estructura dsea en tibias de
animales con delecion del gen TPC2 (TPC2KO, azul) y animales del grupo control (WT, rojo). A.
Grosor (Tb,Th) y espaciado trabecular (Tb Sp) (r=0.411, p<0.05). B. Volumen dseo (BV) y espa-
ciado trabecular (Tb Sp) (r=-0.625, p<0.01). C. Grosor trabecular (Tb,Th) y densidad de conecti-
vidad (Conn. D) (r=-0.429, p<0.05) y D. Espaciado trabecular (Tb Sp) y densidad de conectividad
(Conn. D) (r=-0.715, p<0.01).
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En el resto de las imdgenes a 50x aumentos
no se aprecian diferencias significativas entre
las diferentes muestras.

2.2. Andlisis de textura cortical mediante GLCM

Los valores medios (+ desviacion estandar)
de los pardmetros GLCM analizados en anima-
les TPC2 KO y WT se resumen en la Tabla 3.

Los animales WT presentaron valores sig-
nificativamente mas elevados de contraste, lo
que indica una mayor variacién local de los

mag & | HIW
mm 1500  84.7 ym

2 [Hy arr | det
B 2000 kv | 32na | ETD

niveles de gris y sugiere una mayor rugosidad
y complejidad microestructural de la corteza
tibial en comparacién con los animales TPC-
2KO. De forma consistente, los animales KO
mostraron valores ligeramente superiores de
homogeneidad (IDM) y valores inferiores de
entropia, lo que apunta a una organizacién cor-
tical mds uniforme y menos compleja. No se
observaron diferencias claras entre genotipos en
los pardmetros ASM ni Correlation.

En conjunto, los resultados del andlisis
GLCM indican que la corteza tibial de los ani-

Figura 11. Microfotografias de muestras de la corteza dsea de tibia obtenidas mediante microscopia
electronica de barrido de emision de campo (FE SEM) a 1500x .aumentos. Imagen izquierda: tibia
de animal con delecion del gen TPC2 (TPC2KO). Imagen derecha: animal del grupo control (WT).

Tabla 3. Andlisis de la textura cortical mediante matrices de co-ocurrencia de niveles de gris (Gray
Level Co-occurrence Matrix, GLCM) medidos en tibias de animales con delecion del gen TPC2
(TPC2KO) y animales del grupo control (WT). Valores de probabilidad para el factor genotipo y
el factor correspondiente al individuo, anidado dentro del grupo de genotipo ID (Gen).

Parimetro TPC2KO WT Genotipo ID (Gen)
P value P value
ASM 0.24 +0.04 0.28 +0.04 0.571 0.281
Contraste 203.49 £0.24 278.85 £ 0.25% 0.031 <0.001
Correlacién 0.38 +0.04 0.40 0.04 0.756 0.590
Homogeneidad 023002 021002 0.256 0.002
Entropia 8.08 0.15 8.28+0.16 0.358 0.022

ASM, Angular Second Moment (ASM)
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males TPC2KO presenta una textura mas ho-
mogénea y menos compleja que la observada en
los animales WT, caracterizada principalmente
por un menor contraste y una menor entropia.
Este patrén sugiere una organizacién microes-
tructural mds uniforme de la matriz cortical en
ausencia de TPC2, mientras que los animales
WT muestran una estructura mds heterogénea
y rugosa.

Estas diferencias, detectables ya a nivel mi-
croestructural, son compatibles con alteraciones
tempranas en los procesos de formacién y orga-
nizacion de la matriz ésea cortical, y refuerzan
la utilidad del andlisis GLCM como herramien-
ta sensible para identificar cambios sutiles en la
arquitectura 6sea asociados al genotipo.

2.3. Evaluacion de la composicion elemental
del hueso

2.3.1. Calibracion del sistema de evaluacion de
composicion elemental del hueso

En el presente estudio se abordé la compa-
racién de los resultados obtenidos tras la eva-
luacién de la composicién mediante un sistema
automadtico del espectro frente al sistema en el
que se afiadieron manualmente a la lista de bus-
queda los elementos potasio (K), hierro (Fe),
zinc (Zn) y estroncio (Sr).

Tras el andlisis de los datos, se llegd a la
conclusién de que los valores obtenidos para
sodio por el proceso manual deben excluirse
debido a que presentan un error cercano al 100
% y valores préximos a cero y significativa-
mente menores a los obtenidos por el sistema
automadtico (p<0.01). Por lo tanto, el andlisis de
este elemento se basa tinicamente en los valores
obtenidos por el sistema automatico. Por el con-
trario, los valores de hierro (Fe) y potasio (K)
solo estdn disponibles en la valoraciéon manual.

Finalmente, se observé que el porcentaje
atémico de nitrogeno (N) fue mayor en el sis-
tema manual en comparacién con el sistema
automadtico, con valores de 12,27% y 11,87%,

respectivamente (p=0.045). En las tablas defi-
nitivas se presentan los datos de porcentajes en
peso y atémico de los diversos elementos. Los
datos de los elementos C, Ca, Mg, N, O y P
provienen de las siete dreas medidas por sis-
tema automadtico (cuatro) y manual (tres). Por
su parte, los valores de Fe y K solo proceden
de las tres dreas medidas por sistema manual y
los de Na, exclusivamente, de las cuatro areas
medidas por sistema automético.

2.3.2. Comparativa de la composicion elemen-
tal en huesos de animales TPC2KO y WT

Se observé que los valores de Mg en el gru-
po TPC2KO son superiores a los del grupo con-
trol tanto en porcentajes de peso como atémicos
(Tablas 4y 5).

DISCUSION

El cerdo es uno de los modelos mds ade-
cuados para el estudio de la estructura dsea y
de patologias del sistema esquelético, debido a
la similitud anatémica y fisiolégica con el ser
humano (Luthje et al.,2018). La estructura del
hueso cortical y trabecular, asi como su ritmo
de crecimiento y remodelado, presentan carac-
teristicas comparables en humanos, convirtién-
dose en un modelo adecuado para el andlisis de
procesos de mineralizacién, remodelado dseo
y enfermedades del hueso (Luthje et al.,2018).

Este estudio tuvo por objetivo evaluar las
posibles diferencias en estructura y composi-
cion 6sea entre animales TPC2KO y sus contro-
les. Los resultados obtenidos muestran diferen-
cias significativas en los pardmetros volumen
6seo (BV), la fraccion 6sea sobre el volumen
total (BV/TV) y el grosor trabecular (Tb.Th),
con valores superiores en los animales TPC-
2KO respecto a los controles WT. Estos ha-
llazgos sugieren que la delecién del gen TPC2
podria alterar la dindmica de remodelado éseo,
favoreciendo la acumulacién de tejido minera-
lizado y modificando la organizacién trabecular.
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Tabla 4. Valores de porcentaje en peso de los diversos elementos quimicos medidos en tibias de
animales con delecién del gen TPC2 (TPC2KO) y animales del grupo control (WT). Valores de
probabilidad para el factor genotipo y el factor correspondiente al individuo, anidado dentro del
grupo de genotipo ID (Gen).

Pardmetro TPC2 KO WT Genotipo ID (Gen)

P value P value
C 6.631x0.280 6.289::0.280 0.338 <0.001
Ca 32910:0487  32.8130.487 0.888 <0.001
Fe 0.271+0.011 0.281+0.011 0.536 0015
K 0.002+0.001 0.005+0.001 0.124 <0.001
Mg 04160018 0.359+0.018 0.024 <0.001
N 8.482+0.129 8.302+0.118 0.303 <0.001
Na 1.630+0.070 1.660+0.070 0.791 <0.001
39.930:0.393  39.6230.393 0.581 0.004
P 16347+0.171 163470171 0.998 <0.001

C, carbono; Ca, calcio; Fe, hierro; K, potasio; Mg, magnesio; N, nitrogeno; Na, sodio; O, oxigeno; P, fosforo.

Tabla 5. Valores de porcentaje atémico de los diversos elementos quimicos medidos en tibias de
animales con delecién del gen TPC2 (TPC2KO) y animales del grupo control (WT). Valores de
probabilidad para el factor genotipo y el factor correspondiente al individuo, anidado dentro del
grupo de genotipo ID (Gen).

ELEMENTO TPC2KO WT Genotipo ID (Gen)

P value P value
C 11.486+0.420 11.012+0.420 0.425 <0.001
Ca 18.036+0.385 17.8970.385 0.798 <0.001
Fe 0.105+0.005 0.109:£0.005 0.504 0.003
K 0.0010.001 0.003+0.001 0.204 0014
Mg 0.364+0.016 0.313+0.016 0.022 <0.001
N 12.071x0.125 11.842+0.114 0.176 <0.001
Na 1.520+0.060 1.540+0.060 0.869 0.002
0 53.987+0.521 53.463+0.521 0477 <0.001
P 11.5400.186 11.481+0.186 0.822 <0.001

C, carbono; Ca, calcio; Fe, hierro; K, potasio; Mg, magnesio; N, nitr6geno; Na, sodio; O, oxigeno; P, fésforo.
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Este efecto es coherente con el papel descrito de
TPC2 en la osteoclastogénesis, donde su activi-
dad regula las oscilaciones de calcio necesarias
para la diferenciacion y funcién osteocldstica
(Notomi et al., 2012; Notomi et al., 2017; No-
tomi et al., 2021). Sin embargo, la regulacién
del remodelado dseo es un proceso complejo
que involucra miiltiples canales y transporta-
dores i6nicos (Ribet et al., 2021). Por tanto,
los cambios observados no pueden atribuirse
exclusivamente a la pérdida de TPC2, sino al
efecto combinado de distintas vias reguladoras.

Las imédgenes obtenidas mediante microsco-
pia electrénica de barrido (SEM) refuerzan esta
interpretacién: las muestras TPC2KO presentan
una superficie mas compacta y homogénea, con
menor porosidad y ausencia de cavidades gran-
des, en contraste con la estructura mds rugosa y
heterogénea observada en los WT. Esta aprecia-
cién cualitativa es coherente con los resultados
del andlisis GLCM indican que la corteza tibial
de los animales TPC2KO presenta una textura
mds homogénea y menos compleja que la ob-
servada en los animales WT.

Uno de los hallazgos més relevantes de este
estudio fue el incremento significativo del con-
tenido de magnesio (Mg) en el tejido éseo de
los animales TPC2KO en comparacién con los
controles WT, mientras que el resto de los ele-
mentos analizados, incluidos Ca y P, no mostra-
ron diferencias significativas entre grupos.

La presencia de Mg en el hueso se ha des-
crito como resultado de una sustitucién parcial
por Ca?* en la estructura de la hidroxiapatita
biogénica, dando lugar a apatitas menos crista-
linas y mas solubles (Serre et al.,1998; Londo-
no-Restrepo et al.,2019). Este tipo de mineral se
asocia a un tejido 6seo mds joven, en fase de re-
modelado activo o con un grado de maduracién
mineral incompleto. Por lo que el aumento de
Mg observado en los animales TPC2KO podria
reflejar una alteracién en la dindmica de mine-
ralizacién d6sea, compatible con un tejido mine-
ral menos maduro y mds dindmico, confiriendo
al hueso mads flexibilidad y menor rigidez.

Por otra parte, el Mg desempefia ademds un
papel relevante en la regulacion de la actividad
de osteoblastos y osteoclastos. Niveles elevados
de Mg se han asociado con una mayor actividad
osteobldstica y con fases tempranas de minera-
lizacién. De manera que el incremento de Mg
detectado en los animales TPC2KO podria es-
tar relacionado con una alteracién del equilibrio
entre formacion y resorciéon 6sea (Bystrov et
al.,2023; Garbo et al.,2020).

Este hallazgo resulta consistente con el pa-
pel descrito de TPC2 en la regulacion lisoso-
mal del Ca?* y en la sefializacién intracelular
implicada en la diferenciacién osteoclastica.
La alteracion de estas vias podria modificar
indirectamente los mecanismos de incorpo-
raciéon y maduracién del tejido éseo, dando
lugar a una apatita con mayor contenido en
Mg, observandose como una mineralizacion
Osea alterada (Notomi et al., 2012; Notomi et
al.,2017; Ribet et al.,2021).

Las alteraciones estructurales y en la
composicion observadas en el hueso de los
animales TPC2KO entran dentro de otros
estudios que utilizan al cerdo como mode-
lo para analizar las consecuencias dseas de
modificaciones genéticas (Braux et al., 2020;
Barcel6 et al., 2025). Trabajos previos han
demostrado que la delecién o alteracién de
genes implicados en procesos celulares fun-
damentales puede traducirse en cambios de-
tectables en la microestructura y composicion
del hueso. Un ejemplo relevante son los mo-
delos porcinos con el gen CFTR modificado,
en los que se han descrito alteraciones en la
microestructura 6sea y en la composiciéon mi-
neral desde el nacimiento, lo que muestra la
sensibilidad del tejido éseo a cambios gené-
ticos especificos (Braux et al., 2020). En la
misma linea, estudios recientes realizados por
nuestro grupo de investigacion en el modelo
porcino TPC2KO se ha demostrado median-
te microtomografia computarizada del fémur
que los animales TPC2KO presentan fémures
de menor longitud, con una reduccién signi-
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ficativa del volumen 6seo total, asi como una
disminucién de la densidad y del volumen
tanto del hueso cortical como del trabecu-
lar, en comparacién con animales control WT
(Barcelé et al 2025). Estos resultados sugie-
ren alteraciones en los procesos de formacion
y mineralizacién ésea asociadas a la pérdida
de TCP2, respaldando que la delecién de este
gen podria tener un impacto generalizado so-
bre el tejido éseo, afectando a diferentes re-
giones anatémicas (Barceld et al.,2025). En la
actualidad se estdn realizando estudios en la
estructura ésea del oido de cerdos TPC2KO
que pueden aportar informacién complemen-
taria a la descrita en este estudio (Barceld et
al, datos no publicados).

Las limitaciones de este trabajo deben ser
consideradas a la hora de interpretar los resul-
tados obtenidos. En primer lugar, el tamafo
muestral, aunque se lograron detectar diferen-
cias significativas en determinados pardmetros
estructurales y composicionales, podria limitar
los resultados. Por otra parte, el estudio se ha
realizado sobre muestras Gseas post mortem,
lo que impide evaluar la evolucién de los cam-
bios asociados a la delecién de TPC2 a lo lar-
go de la vida del animal. Estas limitaciones
muestran la necesidad de futuros estudios que
permitan profundizar en los mecanismos mo-
leculares y funcionales implicados. Estos es-
tudios deberian incluir estudios longitudinales
que permitan determinar la progresion de los
cambios estructurales y de la composicion del
hueso a lo largo del desarrollo, asi como eva-
luaciones densitométricas que permitan ana-
lizar la microestructura y la resistencia dsea.
Ademas, seran necesarios estudios molecula-
res que exploren en profundidad la interaccion
entre TPC2 y otras vias de sefializacién im-
plicadas en la homeostasis 6sea. En conjun-
to, estos avances facilitardn una comprension
mds precisa del papel de TPC2 en la fisiologia
Osea y respaldardn su potencial como diana
terapéutica en patologias relacionadas con el
remodelado del tejido 6seo.

CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en las tibias de
los cerdos TPC2KO apoyan la hipétesis de que
la delecién de TPC2 altera la estructura dsea:
los animales KO presentaron un aumento del
volumen éOseo, de la fraccion Osea sobre el
volumen total y del grosor trabecular en com-
paracién con los controles WT, mientras que
el espaciado trabecular, el drea de superficie
y los indices de conectividad no mostraron
diferencias significativas. Las observaciones
cualitativas por SEM evidenciaron una corteza
mds compacta y homogénea en los KO, lo que
es coherente con una remodelacion alterada,
estas diferencias fueron confirmados con datos
cuantitativo del andlisis de GLCM. El andlisis
SEM-EDX revel6 un incremento significativo
de magnesio (Mg) sin cambios en el contenido
de calcio (Ca) y fésforo (P), lo que es compa-
tible con una mineralizacién menos madura y
una mayor dindmica de formacién. Aunque el
tamafio de la muestra y el cardcter post mor-
tem limitan la generalizacién, la convergencia
entre micro-CT, SEM y composicién elemen-
tal sugiere que la pérdida de TPC2 modula
la osteoclastogénesis y la mineralizacion, lo
que podria tener un impacto funcional sobre la
resistencia del tejido. Estos resultados refuer-
zan el valor del modelo porcino TPC2KO para
estudiar los mecanismos de remodelacion dsea
y abren la puerta a investigaciones para cuanti-
ficar la repercusién biomecdnica y explorar el
posible papel de TPC2 como diana terapéutica
en los trastornos 9seos.
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LISTA DE ABREVIATURAS / ABBREVIATIONS

Abreviatura Definicion (EN) Definicion (ES)
Animal Research: Reporting of In Vivo Investigacion animal: directrices para la comunicacién
ARRIVE . . A
Experiments de experimentos in vivo
ASM Angular Second Moment Momento angular de segundo orden
BV Bone Volume Volumen éseo
BV/TV Bone Volume Fraction (Bone Volume;/Total Fraccion de volumen 6seo (volumen éseo/volumen total)
Volume)
Conn Connectivity Conectividad
Conn.D Connectivity Density Densidad de conectividad
Clustered Regularly Interspaced Short Repeticiones palindromicas cortas agrupadas
CRISPR/Cas9 Palindromic Repeats/CRISPR associated P p . P £rup y
. regularmente espaciadas / proteina asociada a CRISPR 9
protein 9
DICOM Dlglt.al. [maging and Communications in Imégenes digitales y comunicaciones en medicina
Medicine
EDX Energy-Dispersive X-ray Spectroscopy Espectroscopia de rayos X por dispersion de energia
Field Emission Scanning Electron Microscopia electrénica de barrido con emision de
FE-SEM .
Microscopy campo
GLCM Gray Level Co-occurrence Matrix Matriz de co-ocurrencia de niveles de gris
HAP Hydroxyapatite Hidroxiapatita
HV High Voltage Alto voltaje
IDM Inverse Difference Moment Momento de diferencia inversa
KO Knockout Knockout (inactivacion genética)
micro-CT Micro-Computed Tomography Microtomografia computarizada
NAADP Nicotinic Acid Adenine Dinucleotide Fosfato de dinucleétido de adenina del 4cido nicotinico
Phosphate
NFATcl Nuclear Factor of Activated T cells 1 Factor nuclear de células T activadas 1
PBS Phosphate Buffered Saline Solucién salina tamponada con fosfato
PCR Polymerase Chain Reaction Reaccion en cadena de la polimerasa
RANKL Efg:f:lor Activator of Nuclear Factor xB Ligando del receptor activador del factor nuclear «B
ROI Region of Interest Region de interés
SEM Scanning Electron Microscopy Microscopia electrénica de barrido
Scanning Electron Microscopy coupled with  Microscopia electrénica de barrido acoplada a
SEM-EDX . . P . - p
Energy-Dispersive X-ray Spectroscopy espectroscopia de rayos X por dispersion de energia
sgRNA Single Guide RNA ARN guia simple
Tb.Sp Trabecular Spacing Espaciado trabecular
Tb.Th Trabecular Thickness Espesor trabecular
TPC2 Two-Pore Channel 2 Canal de dos poros 2
TV Total Volume
WD Working Distance
WT Wild Type




