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RESUMEN

El cartilago articular es un complejo tejido bioldgico que recubre los extremos de
las articulaciones diartrodiales y proporciona resistencia a la compresién y
excelentes propiedades de friccién durante el movimiento articular. La presencia de
cargas mecanicas influye en el comportamiento y condicion fisioldgica del cartilago.
Es asi como, mediante el mecanismo de mecanotrasduccion, los condrocitos
perciben la magnitud de la carga y a partir de éste estimulo mecanico expresan
genes como el Sox9 o el Runx2, los cuales generan cambios bioquimicos en las
células y por tanto en el cartilago mismo. Diferentes trabajos experimentales se
reportan acerca del efecto de las cargas impuestas al cartilago relacionadas con la
expresion morfogénica del condrocito, sin embargo, no se cuenta con un modelo
matematico y/o computacional que pueda explicar el comportamiento antagénico
del Sox9 y el Runx2. El objetivo de este trabajo es introducir un modelo
matematico que permita predecir el comportamiento mecano-bioldgico del cartilago
articular a partir de las cargas mecanicas ciclicas, la presion hidrostatica y la
expresion génica y/o de proteinas que facilitan el proceso de sintesis o destruccion
del tejido. El modelo se implementé numéricamente con el uso del método de los
elementos finitos y los resultados obtenidos permitieron predecir diversos
comportamientos mecano-bioldgicos del cartilago articular.
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ABSTRACT

Articular cartilage is a biological tissue complex coating the extremes of diarthric
joints and provides resistance to compression and excellent friction properties
during the articular movement. Presence of mechanical stress influenced on the
behavior and physiologic condition of cartilage. That is how by means of the
mechanotransduction, the chondrocytes may to perceive the stress magnitude and
from this mechanical stimulus, they express gens like the Sox9 or the Runx2, which
generate biochemical changes in cells and thus in the cartilage. Different
experimental papers reporting on the effect of the stress imposed on the cartilage
related to chondrocytes morphogenetic expression, however, there are not a
mathematical model and/or computation to explain the antagonist behavior of Sox9
and the Runx2. The aim of present paper is to introduce a mathematical model
allows predicting the mechano-biological behavior of articular cartilage from the
cyclic mechanic stress, the hydrostatic pressure and the genic expression and or
proteins providing the tissue synthesis or destruction. Model was numerically
implemented using the finite elements method and the results obtained allowed to
predict different mechano-biological behaviors of articular cartilage.

Key words: Articular cartilage, chondrocytes, mathematical modeling, finite
elements, mechanobiology, osteoarthritis, Sox9, Runx2.

INTRODUCCION

La osteoartritis (OA) es una causa comun de dolor y discapacidad, especialmente
en personas mayores. Se caracteriza por dafo enzimatico y mecanico de la matriz
extracelular, que lleva a la degeneracién del cartilago, exposicion del hueso
subcondral, formacion de osteofitos marginales y a la inflamacion de la membrana
sinovial en la etapa clinica de la enfermedad.™

El inicio y la progresion de la osteoartrosis estan cominmente afectados por
factores mecanicos relacionados con la carga articular.* La carga ciclica es el modo
mas comun de carga en las articulaciones del miembro inferior del ser humano.’
Recientemente, existe gran interés por estudiar el efecto de las cargas dinamicas
repetitivas sobre el cartilago articular, ya que la fuerza de contacto articular tiene
un patrén ciclico durante las actividades diarias.®” Algunos investigadores
confirman que la fuerza mecanica que recibe una articulacion puede regular las
actividades metabdlicas del cartilago articular en vivo.®

Los condrocitos secretan una matriz rica en colageno tipo II y agrecanos y que
expresan una caracteristica genética programada por el SOX9 y otros homeogenes
y factores de transcripcion, que favorecen la formacién y el mantenimiento de las
proteinas propias del cartilago articular.® Wong y colaboradores,'° plantearon que la
expresion del Sox9 se regula por presion hidrostatica, de igual forma, Smith y
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colaboradores'' demostraron que niveles fisioldgicos de presidn hidrostatica
resultan en una regulacion del coldgeno tipo II y agrecanos, por lo que se considera
un factor condrorregulador.

Por su parte, el homeogen Cbfal/Runx2, es un importante regulador de la
diferenciacion de condrocitos. La sobreexpresiéon del Cbfal/Runx2 en el cartilago de
ratones transgénicos promovié la maduracion de condrocitos hipertréficos y la
osificacion endocondral, mientras que la inhibicién o la eliminacién de la actividad
del Cbfal/Runx2, retardd o blogueo la maduracion de los condrocitos
hipertréficos.?13

Los resultados a partir de los estudios de Inada y Cols.,** muestran como el
Cbfal/Runx?2 en ratones generd ausencia de expresion de la metaloproteinasa de la
matriz MMP-13 y por lo tanto la inhibicidon de la degradacion de la matriz del tejido;
mientras que la sobreexpresion del Cbfal/Runx2 acelerd la osificacion endocondral
por la maduracion precoz de los condrocitos.*> Como la actividad del Cbfal/Runx?2
es un factor determinante en la maduracién de los condrocitos en la placa de
crecimiento, puede ser un punto de referencia de la sefializaciéon anormal de los
mecanismos que promuevan la iniciacién y progresién de la OA.*

A pesar de contar con reportes de varias investigaciones que consideran el efecto
de las cargas mecanicas sobre el tejido articular,'%!%517 existe ausencia de
modelos matematicos o de simulacion computacional, que permitan realizar
comprender del comportamiento de los genes de expresion propios del cartilago. La
mayoria de los estudios son experimentales, como el trabajo de Wang y Cols.,** en
el 2004, quienes detectaron por inmunohistoquimica, un mayor porcentaje de
condrocitos con expresion Cbfal/Runx2 en las articulaciones con OA en
comparacion con articulaciones de control (sin sintomas clinicos de OA) de edades
similares. El relativo alto nivel de expresion del Cbfal/Runx2 en relaciéon con la OA
avanzada, permite establecer una correlacion entre la expresidon génica observada
en condrocitos articulares con OA respecto a la que normalmente se presenta en los
condrocitos hipertroéficos en las placas de crecimiento.'® Asi, la sobre expresién de
Cbfal/Runx?2 acelera la absorcién de calcio y la actividad de fosfatasa alcalina,? lo
cual puede asociarse con el inicio y la progresion de la OA dependientes de los
cambios en la expresién génica de los condrocitos.'® Wong y Cols.,'° en el 2003
reportaron cdmo la osificacion endocondral se regula por varios factores, como los
estimulos mecanicos, los cuales pueden suprimir o acelerar la maduracién de los
condrocitos.

Por lo tanto, en el presente trabajo se propone un modelo matematico que
representa las principales caracteristicas mecanobioldgicas del cartilago articular.
Se implementé un programa computacional para solucionar el modelo matematico
propuesto. El objetivo del trabajo fue proporcionar una herramienta para la
prediccidén de la expresion génica de moléculas en respuesta a las cargas mecanicas
impuestas sobre el tejido, las cuales son percibidas por el condrocito mediante el
mecanismo de mecanotrasduccion, lo que condiciona de esta forma la expresién
génica de las células. Se utilizé el método de los elementos finitos para realizar
simulaciones que permitieron establecer la relacidon de dicha expresion génica con
las cargas cortantes octaédricas y con la presion hisdrostatica presentes en el
cartilago como consecuencia de las cargas mecanicas. Esto permitié predecir la
influencia de las cargas en la conservacion o degradacion del cartilago articular y
predecir el comportamiento de la expresion, asi como el patron de difusion de las
moléculas que regulan el comportamiento del tejido.

Este trabajo inicia con una breve revisién acerca del mecanismo fisiolégico de
regulacién de la matriz extracelular en el cartilago articular y contempla un
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acercamiento al modelado mecanobioldgico, posteriormente se plantean los
supuestos que metodolégicamente soportan el modelo asi como la forma de
implementarlo. En la siguiente seccion se realiza la discusion de los resultados
obtenidos a partir de las simulaciones realizadas y se sefialan nuevas lineas de
investigacion para el futuro.

Regulacion de la matriz extracelular en el cartilago articular en funcién de
las cargas

La topologia histomorfoldgica del cartilago articular puede modificarse por la carga
mecanica local que soportan los condrocitos en las distintas zonas del cartilago
articular.’® De manera general, y bajo condiciones de equilibrio fisioldgico, el
cartilago articular adulto, estd sujeto a un equilibrio entre los procesos anabdlicos
(sintesis de matriz extracelular) y catabdlicos (degradacion y pérdida de matriz),
regulados, fundamentalmente por el condrocito. Esta respuesta se presenta por los
factores en el microambiente, incluidas las fuerzas fisicas o mecanicas, los factores
de crecimiento, las citoquinas, el envejecimiento y la presencia de lesiones.!®?! Se
reporta que las cargas ciclicas son necesarias para el mantenimiento normal de la
funcién del cartilago articular en las articulaciones diartrésicas.??

De manera general, las propiedades mecanicas del cartilago articular (CA) se
atribuyen a su estructura compleja y a la composicidon de su matriz extracelular
(MEC) que comprende una fase de fluido (agua con iones disueltos), y una fase
solida (colageno tipo II, agregados de proteoglicanos (PGs), proteinas, lipidos, y
células).?® Con la carga mecanica, el fluido intersticial se redistribuye a través de
los poros de la matriz so6lida permeable, con una conducta predominantemente
poroelastica.*

En vivo, las cargas de compresion articular pueden ser resistidas mediante
tensiones en la fase soélida, y también por la generacién de presién en la fase de
fluido. La presurizacién de los fluidos en la superficie reduce la tension impuesta a
la matriz sélida y previene el excesivo desgaste y el dafio del cartilago.'® Estas
cargas inducen la deformacién de la matriz del cartilago y causan alteracién en la
presidn hidrostatica, en la composicidn iénica y osmética y en el fluido intersticial.?®
Como se menciond anteriormente, algunos investigadores confirman que la fuerza
mecanica sobre una articulacidon puede regular las actividades metabdlicas del
cartilago articular in vivo,® entre ellas la diferenciacién de los condrocitos.?®

Los cambios a partir de un estimulo mecanico impuesto al tejido, son percibidos por
los condrocitos a través del mecanismo de mecanotrasduccion.?’ La respuesta a
éste estimulo coordina la expresién de genes, la sintesis de proteinas, la
composicion de la matriz y finalmente el desempefio biomecanico del tejido.?® Por
tanto, la mecanica puede controlar un proceso de regeneracion o degradacion de la
matriz, de acuerdo a la magnitud y al tipo de carga que se imponga®’ (Fig. 1). En
este sentido D'Lima y Cols.,?® reportan que cargas por debajo de 7 Mpa no
muestran muerte celular medible pero cargas por encima de 20 Mpa resultan en un
extenso dafio estructural del tejido.

Los condrocitos mantienen y remodelan la matriz del tejido cartilaginoso por un
cuidadoso equilibrio de los procesos catabdlicos y anabdlicos que involucran la
expresion de genes como el Sox9, el Cbfal/Runx2 y su objetivo principal: las
metaloproteinasas de la matriz (MMPs) y las metaloproteinasas inhibidoras de
tejido (TIMPs). Durante la ultima década, dentro de los factores importantes en el
control de crecimiento y desarrollo del cartilago se identificaron el Sox9 como un
factor de transcripcion que se expresa como condroprogenitor de los condrocitos
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diferenciados,*® por su parte el Cbfal/Runx2 acelera la osificacién endocondral
debido a maduracidn precoz de los condrocitos.'? Los estudios de Ueta y Cols.,?
también senalan que la activacion de sefalizacion Cbfal/Runx2 en condrocitos
inmaduros promueve la hipertrofia y la osificacion endocondral precoz (Figs. 2 y 3).

En este contexto, algunos estudios demuestran que los niveles fisiolégicos de
presion hidrostatica, resultan en una regulacion del colageno tipo II y agrecanos,
los que constituyen una carga condroprotectiva.'! Wong y Cols.'® describieron en el
2003 los valores normales de carga de los cartilagos articulares, que in vivo estan
expuestas a presiones de contacto entre 0 y 20 MPa, en frecuencias que van de 0,1
a 10 Hz. También reportan que los periodos de carga ciclica rara vez duran mas de
una hora y que éstos se intercalan con periodos de recuperacién parcial y de plena
recuperacion total de al menos 16 horas por dia.'®

En este sentido Wong y Cols.,'° sugieren que la sefializacién Cbfal/Runx2 puede
proporcionar el vinculo molecular entre la carga mecanica y la maduracion de
condrocitos, en tanto que la presidn hidrostatica se traduce en una importante
disminucion de la expresion del MMP-13, lo que refuerza la hipotesis de que la
presidn hidrostatica es condroprotectora. A su vez, los estudios de Wang y Cols.,*”
en el 2004, detectaron por inmunohistoquimica, un mayor porcentaje de
condrocitos con expresion Cbfal/Runx2 en las articulaciones con OA en
comparacién con articulaciones de control de edad comparable.

La conservacion de la composiciéon normal del cartilago requiere un nivel minimo de
carga y movimiento de la articulacidon. Sin embargo, una carga o movimientos
repetidos de la articulacion a un nivel mayor al considerado fisioldgico, puede
aumentar la actividad sintetizadora de los condrocitos.>! Un desequilibrio entre los
procesos anabdlicos y catabdlicos puede llevar a la muerte celular y al deterioro
funcional del tejido.'® El proceso degenerativo puede iniciarse con la pérdida de
proteoglicanos de la MEC seguida de los trastornos de la red fibrilar de colageno, lo
cual es una de las caracteristicas principales de la OA.

METODOS

Las fuerzas mecanicas son importantes reguladores de la funcidén primaria de los
condrocitos y de la diferenciacién de los progenitores. Numerosos estudios revelan
los efectos de la compresidon dinamica, la presion hidrostatica, y las fuerzas
cortantes sobre el metabolismo de los condrocitos articulares en explantes
cultivados en gel. Las cargas mecanicas inducen deformacion de la matriz del
cartilago y causan alteracion en la presion hidrostatica, por lo tanto modifican la
composicién idnica y osmética del fluido intersticial. Estos cambios son percibidos
por los condrocitos, la respuesta a éste estimulo es diferencial segun el tipo y la
magnitud de la carga que el condrocito percibe y puede coordinarse para generar
cambios en la expresion génica, en la sintesis de proteinas en la composicién de la
matriz y finalmente en el desempefio biomecanico del tejido.? Por tal razén éstas
cargas determinan la conservacién o no de la matriz del tejido mediante Ila
activacién de los morfogenes como el Sox9 y el Runx2.

Segun lo planteado por Wong y Cols.'° y por Shieh y Cols.,?° los condrocitos tienen
la capacidad de detectar acciones mecanicas como la presion, la deformacion y el
flujo de fluido del tejido a través del mecanismo de mecanotransduccion. Por tanto,
los condrocitos pueden responder mediante la expresién de diferentes sefiales
moleculares, tales como el Sox9 y el Runx2, y asi controlan la histomorfologia del
cartilago articular. Este trabajo presenta un nuevo modelo mecanobioldgico que
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permite cuantificar la expresién génica del Sox9 y del Runx2 y su correlacién con
los procesos de conservacion o degradacion de la matriz del tejido; se considero6 el
tejido como un material elastico, bajo cargas ciclicas, las cuales generan activacion
de los mRNA para el Sox9 y para el Runx2.

El modelo matematico

Las propiedades mecanicas del cartilago articular (CA) se atribuyen a su estructura
compleja y a la composicién de la MEC que comprende una fase de fluido (agua con
iones disueltos), y una matriz solida (colageno tipo II, agregados de PGs, proteinas,
lipidos, y células).?® Con la carga mecdnica, el fluido intersticial se redistribuye a
través de los poros de la matriz sélida permeable, lo que da lugar a una conducta
predominantemente poroelastica.

Varios autores® ***° muestran el comportamiento bifasico que exhibe el cartilago.
Esto permite modelar el material como un tejido poroelastico. La ecuaciones que
rigen el comportamiento poroelastico dependen del desplazamiento u(t,x) del sélido
(matriz) y la presion p(x) del fluido que es desplazado por la carga. Este modelo es
descrito por las ecuaciones (1) y (2):*

—V.2u, e(u)y+ ANV.ul)+Vp=0

(1)
0
— (V.u)=V.(kVp)=10
or -

(2)

donde:

_ 1
c =214 £()+ ANV.ul

es el esfuerzo sobre la matriz sélida y p es la presion del fluido. El término & (u)
corresponde al tensor de deformacion, ps y As son las constantes elasticas de Lamé
para el sélido, relacionadas con el mddulo de Young y el coeficiente de Poisson (E,
7); 0. u es la divergencia de los desplazamientos que representa la dilatacién de la
matriz, y k es la constante de permeabilidad del sélido ante el flujo del fluido
intersticial.*?

Por tanto, la ecuacién 1, de momentum, tiene en cuenta las cargas soportadas por
el solido y la presidn sobre el fluido, a su vez la ecuaciéon (2) representa la variacion
de la dilatacién de la matriz sdlida gracias a la distribucién de presiones del fluido.
En el caso del cartilago, al ejercer cargas sobre el tejido se produce exudacion o
imbibicién del fluido, lo que altera, no solo el volumen de la articulacién, sino
ademas, el movimiento de diversos componentes que se transportan gracias al
flujo.
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Formulacion para el Sox9

Uno de los factores mas importantes para el control del crecimiento y desarrollo del
cartilago, es el Sox9, éste se define como un factor de transcripcion
condroprogenitor que se expresa a nivel de los condrocitos diferenciados.*® De
manera general se puede decir que el Sox9, regula la expresidon del colageno tipo
II, IX y XI, el agrecano, y el COMP en el desarrollo del cartilago,'® gracias al
estimulo percibido por los condrocitos mediante la mecanotransduccion.*!

El Sox9 se identifica como un regulador del linaje de condrocitos. Es un factor de
transcripcién con una alta movilidad, del grupo (HMG), que se expresa en los
condrocitos y otros tejidos.** El Sox9 es un potenciador especifico de los
condrocitos que puede activar el potencial condrogénico aun en células no
condrociticas.** Como todos los factores de expresidn génica el Sox9 se encuentra
en el ndcleo celular, y ante algunos estimulos, como la presidn hidrostatica, se
activa para su posterior expresion en el citoplasma, mediante la accion del mRNA
de Sox9.**

En este trabajo se presupone que la expresion de Sox9 esta dada por un valor de
equilibrio que lleva a cabo el mantenimiento habitual del cartilago articular, ademas
de la accion de las cargas mecanicas, en especial, la presion hidrostatica, esto es:

S Total _ o Equilibrio N

Sox9 T M Sox0 T 9 50x9
(3)
STJ'O!"EZI
donde, 5227 es la concentracién total de Sox9 presente en cada punto del tejido y
+ Eguilibrio
en cada instante, * Sox D es el valor de la expresion normal de los condrocitos,

T

en equilibrio y M lox%es la sobreexpresion de Sox9 debida a diferentes condiciones
de carga y patologias del cartilago.

En este estudio, se presupone que la variacién de la concentracion de Sox9
depende de la presion hidrostatica, por lo que:

as - \ n s’
Sox 9 : -2 re U
— == LV elv S =D V=S + - u
At (‘ Hox 9/ S50ox9 Sox9 " ESox9” A 7 Rl R
potp b i * Sox Y
Variacion Conveccion Difusicn Switch  Saturacidn

Produccicn

(4)
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en donde: v representa la velocidad del fluido debido a su condicién poroelastica. D
es el coeficiente de difusion del Sox9, g es el nivel de expresidon de Sox9 por cada
célula y C, es la concentracion celular de condrocitos metabdlicamente activos. El
término de produccion del Sox9 se establecio en relacién a la presién hidrostatica
(p) que percibe el condrocito, el umbral de activacion debido a la carga mecanica
(pu) vy €l nivel umbral de concentracion de moléculas de (Ssx) presentes en el
tejido.

De ésta forma, al nivel p, de presién hidrostatica (p) activa la expresiéon del Sox9.
Ademas, el término de saturacién determina a qué valor maximo S, de Sox9 se
satura la liberacion molecular y se reduce su expresion.

En la figura 4 se muestran las funciones de liberacion y saturacién de Sox9 en
funcion de la presion y la concentracion molecular, respectivamente.

Formulacién para el Runx2

La diferenciacion de las células a lo largo del linaje osteoblastico se regula a nivel
de la traduccién del mRNA de Runx2. El Cbfal/Runx2 es un factor de transcripcién
potenciador de la maduracion de los condrocitos y de la diferenciacién
osteoblastica.*® El Cbfal/Runx2 es ademas un importante regulador de la
diferenciacion de condrocitos y se relaciona con la expresién de la MMP-13, la
osteocalcina, y la fosfatasa alcalina en condrocitos hipertréficos asi, como en
osteoblastos. La sobreexpresion del Cbfal/Runx2 acelera la osificacion endocondral
a través de la maduracién precoz de los condrocitos.?

Wong y Cols.,'° reportaron que los esfuerzos de la matriz a partir de la carga ciclica
mecanica que se aplico a condrocitos primarios de bovinos por espacio de tres dias,
incremento significativamente la expresidon de Cbfal/Runx2 (1,4 veces) y la MMP-
13 (2,3 veces). Este nivel de carga, especificamente octaédrica llevé a la
maduracién temprana de los condrocitos, y los transformé en hipertréficos.

Bajo un enfoque similar al que se utiliza para el Sox9, en este trabajo se infiere que
la expresién de Cbfal/Runx2 esta dada por un valor de equilibrio que lleva a cabo
la degradacion y recambio del cartilago, mas un término que se modifica por las
cargas mecanicas, en especial, los esfuerzos octaédricos, esto es:

S Total g Equilibrio

T
Rumx2 = " Runx?2 +.5 Runx?2
(5)
+ Tofal
donde, * RinxZes la concentracion total de Runx2 presente en cada punto del
N Eauilibrio
&L

tejido y en cada instante, " Runx?  es el valor de la expresion normal de los

condrocitos, en equilibrio, v, S Runx? es la sobreexpresion de Runx2 secundaria a
diferentes condiciones de carga y patologias del cartilago.

Para determinar la expresion del Runx2 (Srunx2), que depende del nivel de esfuerzo
octaédrico se supone la ecuacion (6), dada por:
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a5y 1 R

Frirm2 [r |_ 2 J2 " i
— Y + Velvys 5 =D 2? S 5 tE ZCH - o

JET+ T2 R+ R
Hooon Frip2
Variacion — Conveccion Dgﬁzss'érz Switch Saturacion
Pr oduccidn
(6)

en donde v representa la velocidad del fluido, D es el coeficiente de difusion del
Runx2, g es el nivel de expresion de Runx2 por cada condrocito que se encuentra
en la regién pre-hipertroéfica. El término de produccién del Runx2 se establece sobre
el criterio del esfuerzo cortante octaédrico, especificamente de la variante (J2) de la
matriz de esfuerzo, que percibe el condrocito.

Por su parte, el término que representa el switch, activa la expresion del Runx2 a
ciertos niveles de presidn octaédrica (Ju). La demarcacién de saturacién, determina
a qué valor de Runx2 se disminuyd la liberacidon del mismo. La forma de las graficas
de activacion y saturacion son iguales a las supuestas para el Sox9.

Determinacion de los parametros del modelo para el Sox9 y para el Runx2

El conjunto de ecuaciones que se presentaron anteriormente, corresponde a un
sistema integral. Las variables a resolver en este modelo incluyeron parametros de
reaccién-difusién que describen las interacciones quimicas que generan patrones en
el espacio y/o el tiempo, secundarios a la presencia de términos de transporte,
sintesis y degradacion.

Las variables objeto de analisis constituyeron factores moleculares, como la
expresion del Sox9 y del Runx2, que se asociaron a procesos difusivos, como
consecuencia de la modificacién de presiones o deformaciones. Los datos de
referencia tales como la concentracién celular de condrocitos activos e hipertréficos
y las concentraciones de Sox9 y de Runx2 proveyeron valores cercanos a la
magnitud real, que pueden presentarse en un experimento sobre expresion génica,
en presencia de soporte de cargas octaédricas o de presiones hidrostaticas.

A continuacién se muestran los parametros para el disefio del modelo, para el
calculo de la expresion del Sox9 y del Runx2; estos se calculan a partir de datos de
experimentaciéon numérica y bioldgica de modelos semejantes al que se plantea en
este trabajo (ver tabla).
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Tabla. Parametros utilizados en el modelo que se propone

Parametro valar Unidades Referencia

E 10 M, Felly v Srendergast,’ 2005
G 4,2844 M me Keally v Drendargast,’” 2005
I 0,167 el v Prendergast,’ 2005
K 0,005 rmm’ /M .S Kelly v Drendergast,’ 2005
S-.. 1,5 nig,mnl Garzon-Alvarado, '* 2007
P. 3,0 EEnIng Geborek, et 3f.°° 1989

Garzdn-Alvarado, ¢ 2007
Garzdn-Alvarado, Garcia-
D-.. 0,0011 mm® /s Aznar v Doblare, " 2009 a,
Garzon-Alvarada, Garcla-
Aznar v Doblare, °° 2009 b

i, 10° celulas/mm? Garcia-Aznar, et 3l .,° 2007

Garzon-Alvarado, Garciz-
Aznar v Doblare, 152009 a,

Ske 107 no/celulas. s Garzdn-Alvarado, Garcia-

Aznar v Doblzré, 57 2009 b
Do 0,00011 mrmefs Garztn-Alvarado, 1F 2007
LT 1 gL Garzon-Alvarado, ¢ 2007
1z, 2.5 YRt Geborek, et 3/, “* 1989
[ 0,001 nig,/mb Garzdn-Alvarago, * 2007
(n PO 0,001 g,k Garzdn-Alvarado, * 2007

Implementacién

Este modelo fue resuelto numéricamente con base en el método de los elementos
finitos.>® La solucidn a este problema se implementd con el uso de una rutina de
usuario que se programé en FORTRAN y se solucioné con la ayuda de ABAQUS
6.5.1 por medio de una sub-rutina UEL>® en un PC con procesador AMD de 2.4 GHz
y 1.0 GB de memoria RAM.

Se model6 un segmento de la articulacién de rodilla (20 mm), con y sin menisco.
En ambos casos se representaron: una porcién de céndilo femoral, el hueso
esponjoso, el hueso subcondral y el cartilago articular que soporta las cargas. Para
el caso del modelo con menisco se consideré ademas del menisco, una delgada
membrana flexible, pues se conoce que el contacto entre 2 o0 mas cuerpos
deformables pueden provocar graves dificultades en los calculos con el método de
los elementos finitos. Esta membrana se disefidé con baja rigidez para ubicarse
entre el cartilago y el menisco y supuso una interfase entre los dos tejidos (Fig.
4.3b), de manera analoga al trabajo de Wilson y colaboradores.>*

El cartilago se considerd con una profundidad de 4 mm, para lo cual se realizé una
malla de 5 100 elementos y 5 253 nodos correspondiendo 4 nodos para cada
elemento en el caso del modelo sin menisco (en la Fig. 5 ver 5.3a) y de 3 592
nodos y 3 443 elementos para el modelo con menisco (5.3b).

Se simuld una condicidon de confinamiento del tejido en la forma que indica la figura
6. Se aplicé una carga en el borde superior de 0,63662 por cada elemento en el
caso de la carga normal (80 kg de peso corporal) y de 1,27324 para cada elemento
cuando se realizaron simulaciones con sobrecarga (160 kg de peso corporal).
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Fig. 6. Representacion esguematica de las condiciones de
contorno v de carga (a) para el modelo con menisco v (b)
para el modelo sin menisco,

RESULTADOS

Las respuestas del modelo propuesto con integridad del menisco pueden observarse
en las figuras de la 6 a la 9, mientras que los resultados del modelo sin menisco
pueden observarse en las figuras de la 10 a la 13.

Modelo con menisco

El modelo de la simulacion representa la mitad de un condilo femoral con soporte
de menisco. La figura 7 representa la expresién del Sox9 en respuesta las presiones
hidrostaticas percibidas a partir de las cargas impuestas al tejido. Se muestra la
presion hidrostatica soportada por el cartilago, ésta es mayor en la region central
del cartilago, lugar en donde el tejido percibe mayores esfuerzos. De igual forma se
puede evidenciar el incremento en la expresion del Sox9 con respecto al tiempo, la
cual se inicia en el sitio de mayor presion hidrostatica que posteriormente se
propaga a lo largo de todo el cartilago.

La figura 8 representa la expresidn del Sox9 en respuesta a las presiones
hidrostaticas resultantes de la sobrecarga impuesta al cartilago. Al duplicar la
carga, se consigue una duplicacidon de la presidn hidrostatica lo que determina, asi
mismo, un incremento en la expresion del Sox9, en respuesta a la presién (efecto
condroprotector).

Por su parte, la expresion del Runx2 en relacion con la presion octaédrica, se
aprecia en la figura 9, en donde se evidencia como en condiciones de carga normal
la presion octaédrica se incremento a través del tiempo y llegé a valores de 1,4
MPa. Este incremento generd una activacién en la expresién del Runx2, la cual se
inicié en el sitio de mayor concentracion de esfuerzos de la capa profunda del
cartilago, cerca de la unién con el hueso subcondral el cual se propagd a lo largo de
todo el tejido con el paso del tiempo.
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Al incrementar la carga (sobrecarga), se aprecié que la presién octaédrica se
duplicé y se incrementé la expresién del Runx2 (Fig. 9). En ambos casos (con carga
dentro de rangos normales y en sobrecarga) se aprecio un desequilibrio entre la
expresion del Sox9 y del Runx2, lo que favorecié la degradacion de la matriz (Fig.
10).

Modelo sin menisco

Al igual que en el modelo con menisco, en la simulacién se utilizé un modelo que
represento la mitad de un céndilo femoral pero en este caso sin el soporte del
menisco (meniscectomia). Los resultados se pueden apreciar en las figuras 11 a 14.

En la figura 11 se observa como la presion hidrostatica (PresH) que soporto el
cartilago presentd una mayor variacién ante la aplicacion de las cargas en el
tiempo, en comparacion con el modelo con menisco, el cual permitié variaciones en
rangos muy pequenos. Esto hizo que la expresidon del Sox9 fuera mayor que la
exhibida en el modelo con menisco.

=0

MPa 10 Horas aaind
0 0.0n
om

0.009
0.008
; 0.007
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Fig. 11. Resultados al aplicar carga de manera constante al modelo
sin menisco. Se observa la expresion del Sox9 en presencia
de |la presion gue soporta el cartilago en condiciones de carga
normales (80 kg).

(151

B dndh b b G R R = -
h g

A su vez, la figura 12 representa el mismo modelo pero en una simulacion con
sobre carga (160 kg de peso corporal). Es facil apreciar como la presién
hidrostatica se duplico pero el crecimiento en la expresion del Sox9 se incremento
mucho mas que el doble, lo que refuerza la teoria que una presidon hidrostatica
fisiologica (10 a 20 MPa) multiplica la expresion del Sox9, que se convierte en un
estimulo condroprotector.
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Fig. 12. Resultados al aplicar carga de manera constante al modelo
sin menisco. Se observa la expresion del Sox9 en respuesta
a la presion gue soporta el tejido en condiciones de sobrecarga
(160 kg).

La expresion de Sox9 se presentd en la zona media del cartilago, que correspondid
a la region en donde se encuentraron los condrocitos metabdlicamente activos, de
igual forma se aprecid que ésta expresion se inicidé desde el lugar de mayor
deformacion por presion (lo cual puede significar un inicio de dafio) y se propagé a
lo largo de todo el cartilago.

La expresion del Runx2 para el modelo sin menisco, como consecuencia de la
presion octaédrica que soporto el tejido ante la carga, se represento en la figura
13. En una condicién de carga habitual (80 kg de peso corporal), se evidencio que
la expresion del Runx2, fue menor que la expresion del Sox9 para este mismo
modelo (Fig. 11). Esto puede interpretarse como un proceso natural de
mantenimiento de la MEC.
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Fig. 13. Resultados al aplicar carga de manera constante al modelo
sin menisco. Se observa la expresion del Runx2 en presencia
de la presion gue soporta el cartilago.

Sin embargo, la figura 14 evidencia que al duplicar la presidn octaédrica cuando se
simuld una condicidon de sobrecarga (160 kg de peso corporal), se incremento de
manera muy importante la expresién de Runx2, lo cual favorecié la degradacién de
la matriz extracelular (dado que el Runx2 facilita la expresion de las MMPs que son
proteinas que degradan la MEC), en comparacion con la respuesta obtenida al
aplicar una carga normal de peso, en donde la expresion del Runx2 fue menor.

En la figura 14 puede notarse como la expresidon de Runx2 se origind a partir de la
zona mas profunda del cartilago que se encontrd en contacto con el hueso
subcondral y posey6 condrocitos pre-hipertréficos, lo cual se correlaciond con el
hecho que el Cbfal/Runx2 fue un importante regulador de la diferenciacion de
condrocitos.'>** Aunque la expresién del Runx2 se inicié en la unién del cartilago
con el hueso sub-condral, ésta se propagé a lo largo de toda la zona del tejido e
inicié asi un proceso osteoartrosico. Esto explica el adelgazamiento del cartilago y
el incremento en la region del hueso sub-condral en los procesos osteoartrdsicos,
descritos por varios autores entre ellos Fukuda y Cols.>®
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Fig. 14. Resultados al aplicar carga de manera constante al modelo
sin menisco. Se observa como |la expresion del Runx? se incrementa
de manera importante ante el incremento de la presion octagdrica
consecuencia de una sobrecarga (160 kg).

DISCUSION

En un esfuerzo por comprender la mecanobiologia del cartilago, multiples
investigaciones se desarrollaron en los Gltimos afios con una variedad de protocolos
experimentales in vitro e in vivo que permiten entender y confirmar el
comportamiento del cartilago articular ante la imposicion de cargas mecdnicas.>*>°
Los resultados a partir de la simulacién con los modelos de trabajo, permiten
evidenciar que el cartilago sometido a cargas continuas en el tiempo, puede
desencadenar la activacion de moléculas como el Sox9 o el Runx2. Sin embargo, se
evidencié que la presencia de los meniscos constituyd un factor determinante de
proteccién, en la respuesta del cartilago articular, ante las cargas mecanicas. Esto
condicion6 mejor distribucidn de las cargas en una region mas extensa del mismo,
hizo posible que el soporte de presidn octaédrica por parte de la matriz y el
incremento de la presion hidrostatica en su interior fueran menores.

Lo anterior se correlaciona con lo reportado por otros autores,®*®? quienes
plantearon que el normal desarrollo, crecimiento y mantenimiento del tejido
cartilaginoso depende de factores mecanicos de carga y bioquimicos, como la
expresion osteoblastica o condroblastica. Diversos estudios reportan como, la
deformacion secundaria a las cargas mecanicas impuestas, facilita la degradacion
de la matriz del cartilago, mientras que las presiones hidrostaticas son
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condroprotectoras. De igual forma, algunos autores también reportan como el flujo
de diversas sustancias modula la actividad de biosintesis de los condrocitos.%°%

Las simulaciones permitieron evidenciar cémo en el modelo con menisco, la
expresion de Runx2 fue menor en comparacion con el modelo sin menisco. De
manera analoga la mejor distribucion de las carga a lo largo del tejido en el modelo
con menisco hizo que la presion hidrostatica no presentara grandes
transformaciones como si lo ocurrié en el modelo sin menisco, lo que obligé al
condrocito a emitir una mayor respuesta de proteccién en la regulacién de la matriz
extracelular del mismo.

En éste sentido, fue importante plantear como el correcto balance entre los factores
catabdlicos y anabolicos permitié mantener una adecuada expresion del cartilago
articular en condiciones de presién hidrostatica fisioldgica. Sin embargo, un
incremento de la carga ciclica o de la presion hidrostatica mas alla de las cargas
consideradas como fisioldgicas a nivel articular’®®® desencadend un dafio a nivel de
la matriz con la consiguiente alteracidn del tejido. Esto se ilustra en la figura 15.

Los resultados de este trabajo igualmente se correlacionan con los hallazgos de
Wong y Cols.,'° quienes plantearon la hipdtesis de que los genes que se vinculan a
la hipertrofia y a la osificacién pueden ser regulados por la tensién ciclica y que los
genes que se asocian con la condrogénesis reciben la accidén reguladora de la
presidn hidrostatica.'®

A pesar de que los resultados se correlacionan con otros estudios experimentales,
se hace necesario continuar con los estudios que permitan verificar las condiciones
fisiologicas, tanto para carga ciclica como para presion hidrostatica en el cartilago,
y se debe considerar no solamente la magnitud, sino el tiempo de aplicacion de la
misma. Esto permitird entender los mecanismos del dano articular en funcién de las
cargas mecanicas y de la expresion de factores génicos que se generan a partir de
ellas.
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Fig. 5. Representacion de una porcion de condilo femoral cuyo cartilago articular soporta
carga. (a) Representa la malla para el modelo sin menisco v (b) la malla para el modelo
con menisco. En ambos casos: (1) hueso esponjoso, (2) hueso subcondral,

(3) cartilago articular, (4) interfase v (5) menisco.
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Fig. 7. &l aplicar carga de manera constante al modelo con menisco, se observa
la expresion del Sox9, en presencia de la presion que soporta el cartilago
en condiciones de cargas normales (80 kg).
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Fig. 8. Resultados a partir de |la aplicacion de carga de manera constante al modelo
con menisco. Se observa la expresion del Sox9 en presencia de la presion
que soporta el cartilago en condiciones de sobrecarga (160 kg).
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Fig. 9. &l aplicar carga de manera constante al modelo con menisco, se observa la
expresion del Runx2 en presencia de la presion que soporta el cartilago ante
una carga normal (80 kg).
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Fig. 10. Resultados a partir de |a aplicacion de carga de manera constante
al modelo con menisco. Se observa el incremento en la expresion del Runxz,
con el aumento de |3 presion octaedrica que genera la sobrecarga (160 kg),
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Fig. 15, Representacidn del mecanismo mediante el cual las diversas proteinas
¥ expresion génica remodelan el cartilago articular ante cargas apropiadas
(flechas azules). También se puede apreciar como el tejido se calcifica ante cargas
prolongadas, exagderadas o de cizallamiento, o gue explica el proceso osteoartrisico
en articulaciones sometidas a este tipo de cargas.
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