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RESUMEN

La placa de crecimiento es una estructura que esta conformada por células,
denominadas condrocitos, que se ordenan en columnas y confieren el alargamiento
del hueso debido a su proliferaciéon e hipertrofia. En cada columna se pueden
observar condrocitos en estado proliferativo (que se dividen constantemente), e
hipertréfico (que crecen para obtener una forma casi esférica). Estas células
expresan diferentes proteinas y moléculas a lo largo de su vida media y tienen un
comportamiento especial que puede depender de su entorno local mecanico y
biogquimico. En este articulo se desarrolla un modelo mateméatico que describe la
relacion entre la geometria, el crecimiento por proliferacion e hipertrofia y la
invasion vascular con los factores bioquimicos y mecanicos presentes durante el
desarrollo endocondral.

Palabras clave: Crecimiento, desarrollo endocondral, placa de crecimiento,
condrocitos, huesos largos, centros de osificacion.
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ABSTRACT

The growth plate is a structure composed of cells called chondrocytes arranged in
columns and causing the bone lengthening due to its proliferation and hypertrophy.
In each column it may observed the presence of chondrocytes in proliferation stage
(constantly divided) and hypertrophy stage (growing to obtain a almost spherical
shape). These cells express different proteins and molecules during half-life and
have a special behavior that may to depend on its mechanical or biochemical local
environment. In present paper it is developed a mathematical model describing the
relationship among the geometry, proliferation and hypertrophy growth and the
vascular invasion by biochemical and mechanical factors present during the
endochondral development.

Key words: Growth, endochondral growth, growth plate, chondrocytes, large
bones, ossification center.

INTRODUCCION

El desarrollo inicial, prenatal, de un hueso largo se produce como consecuencia de
la proliferacion y crecimiento (hipertrofia) de un tipo de célula denominada
condrocito. Durante el crecimiento, los condrocitos se ubican en una estructura que
promueve la elongacion longitudinal del hueso, que se denomina "placa de
crecimiento".! En esta estructura se ubican los condrocitos en estado de reserva, de
proliferacion e hipertrofia.>? Las células en estado de reserva sirven como "células
madre" que entran al estado de proliferacidon y por accién bioquimica y mecéanica se
hipertrofian, elongando la célula, y en total, alargando longitudinalmente el hueso.
Cada hueso largo, tiene, por lo menos, dos placas de crecimiento en cada
extremo.? En cada placa se promueve el crecimiento en direccion axial del hueso y
se mantiene hasta el término de la adolescencia, momento en el cual cesa la
proliferacion, se hipertrofian todos los condrocitos y es invadido por osteoblastos,
con lo cual se cierra la placa de crecimiento y, por tanto, cesa el alargamiento del
hueso. Este cierre esta influenciado por factores locales y sistémicos, del tipo
bioquimico y mecéanico.*?

Desde el punto de vista bioguimico se han identificado la hormona paratiroidea
(PTHrP) y el Indian Hedgehog (Ihh), como principales actores en el proceso de
proliferacion e hipertrofia.*’ Este par de sustancias controlan el desarrollo inicial del
hueso, configurando un bucle negativo de interaccién activador-inhibidor.>%78 Se
ha demostrado® que, en la placa de crecimiento, el PTHrP regula negativamente la
hipertrofia de los condrocitos y el Ihh regula positivamente la entrada de los
condrocitos a la zona proliferativa. En complemento con el PTHrP e Ihh, que
estimulan la proliferaciéon, se han hallado otras moléculas que influyen en el
proceso de hipertrofia, como son el Bone Morphogenetic Protein (BMP), Wnt,
Fibroblast Growth Factors (FGFs), entre otros.

De otro lado, se ha encontrado® que la proliferacién de los condrocitos y la
hipertrofia dependen, también, de la magnitud de las cargas compresivas y
tensionales. En general, la estructura de la placa de crecimiento depende de las
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cargas mecanicas, por tal razén, el ejercicio fisico se convierte en un factor
importante para el buen mantenimiento y crecimiento de la estructura 6sea.
Existen fuerzas internas, como las producidas por el desarrollo del centro
secundario de osificacion, y fuerzas externas como las producidas por los musculos,
el anillo de Ranvier y el periostio.*® El correcto funcionamiento de la placa 6sea
requiere de cargas tensionales o compresivas como lo describe Delpech*! y que se
denomina ley de Heuter-Volkmann. Esta ley establece que dentro de los limites
fisiolégicos la compresion aumenta la tasa de crecimiento. Sin embargo, cuando las
cargas de compresion son excesivas se retrasa el crecimiento, y, contrariamente,
cuando se colocan cargas tensionales se acelera.**? Por otra parte, cuando las
cargas son ciclicas o intermitentes, se cree que la compresion estimula el
crecimiento 6seo.'® De hecho, Stokes y otros'* describen que la variaciéon de la
carga compresiva aumenta la velocidad de crecimiento de una manera mas efectiva
que con la distraccion de la placa 6sea. En un articulo posterior, Stokes y otros™®
confirman los hallazgos previos, en donde la carga sostenida de compresion
disminuye el crecimiento. El trabajo publica los resultados de aplicar compresiéon
sobre las vértebras y la tibia de ratones Sprague-Dawley, cargando la placa de
crecimiento de forma sostenida 24/24 h (carga sostenida), 12/24 (carga diurna),
12/24 (carga nocturna) y 0/24. En este experimento la vértebra estd menos
influenciada que la tibia por la carga sostenida.

El crecimiento longitudinal de los huesos largos sigue siendo objeto de estudio,
debido a que puede existir deformacién y crecimiento anormal o inferior al
esperado en algunos individuos. Por ejemplo, Modi y otros'® muestran que las
cargas y posturas no fisiolégicas en la columna vertebral producen un crecimiento
anormal en un cuerpo vertebral de adolescentes, enfermedad denominada
escoliosis. Otra enfermedad asociada al crecimiento anormal de la placa es la de
Blount,” que consiste en una deformacién angular de la tibia proximal asociada al
sobrepeso, a la baja estatura y a la caminata prematura de los bebes.*® Para
corregir las deformidades, se han propuesto tratamientos entre los que se cuenta la
distraccién de la placa epifisiaria.'® Este tratamiento sirve para la correcciéon de
desviaciones angulares y, tras una aplicacion de baja velocidad, puede llevar al
aumento de la longitud debido a la hiperplasia del cartilago articular.'’ La
distraccion epifisaria sigue siendo, hoy en dia, objeto de estudio debido a la
velocidad y tiempo de aplicacion.

Desde el punto de vista computacional, el crecimiento de la placa epifisaria ha sido
estudiado utilizando el método de los elementos finitos.?°?* Para simular el
desarrollo endocondral, Stevens y otros®? desarrollan un modelo sobre osificacion
en huesos largos desde la octava semana de gestacion hasta dos afios después del
nacimiento. Para esto, utilizan el indice de madurez que refleja la progresion de una
regién del cartilago a través de la secuencia de proliferacién, hipertrofia y
mineralizacion. En este articulo el crecimiento depende del control biolégico (que
depende a su vez del tiempo) y de la contribucidn mecanica de los esfuerzos
cortantes octaédricos y la presiéon hidrostatica durante un ciclo de carga completo.
Este trabajo tiene en cuenta que con altos esfuerzos octaédricos y bajos esfuerzos
hidrostaticos se incrementa la maduracion del cartilago. Luego, Beaupré y otros®
utilizan el indice osteogénico para simular la osificacion durante el crecimiento. De
otro lado, Brouwers y otros®* desarrollan un modelo bioquimico que tiene en
cuenta, Unicamente, la interaccion molecular del PTHrP e Ihh y su efecto sobre la
maduracién de los condrocitos proliferantes e hipertréficos. De igual manera,
Garzon y otros?® desarrollan un modelo de reaccién-difusién que tiene en cuenta la
alta estabilidad en la placa de crecimiento de las dos hormonas centrales que
controlan el crecimiento (PTHrP e Ihh).

El objetivo central de este trabajo es desarrollar un modelo mateméatico sobre el
comportamiento mecanobiolégico de la placa de crecimiento. Para este fin, se

http://scielo.sld.cu



Revista Cubana de Investigaciones Biomédicas 2011;30(1):42-63

modela la geometria de las columnas de condrocitos, y sobre las columnas se
modela el efecto que tienen las cargas mecanicas y la bioquimica. Como resultado
se tiene un conjunto de ecuaciones que describe los efectos locales mecanicos y
bioquimicos sobre la estructura de la placa dsea, especificamente, sobre la
proliferacion e hipertrofia.

METODOS

Los huesos largos se forman a partir de la osificacion endocondral.® Este proceso se
inicia con la condensacion de células mesenquimales en condrocitos para formar un
primer molde de cartilago que se convertira en el futuro hueso. En la parte central
del molde se lleva a cabo la hipertrofia de los condrocitos, proceso que antecede a
la mineralizacion y osificacion del hueso. Esta primera zona de diferenciacion de
condrocitos se denomina centro primario de osificaciéon.>? De la misma forma, un
tiempo después (en etapa posnatal), en los extremos de los huesos (epifisis) se
hipertrofian los condrocitos para formar los centros secundarios de osificacion.?®?”.

En el extremo del centro primario de osificacién se forma la placa de crecimiento.
Esta estructura tiene tres zonas bien diferenciadas: la zona de condrocitos en
reposo, la zona de condrocitos en etapa proliferativa y la zona hipertréfica.?® Los
condrocitos en estado de reposo son la despensa que sirve como «células madre»
para que entren en la etapa de proliferacion.?®° En la etapa de proliferacion los
condrocitos se dividen, maduran y se hipertrofian. En el proceso de hipertrofia los
condrocitos se alargan para permitir el crecimiento longitudinal del hueso.*! En
suma, la proliferacion, hipertrofia, sintesis y degradacion de la matriz condicionan
la tasa de crecimiento del hueso.

Los condrocitos estan organizados en columnas paralelas al eje de crecimiento.3"3?

Cada columna esta hecha de células hijas de una Unica célula que esta ubicada en
la parte superior de la columna.®* Por esto, varios modelos sobre la placa de
crecimiento estudian una Unica columna de condrocitos.**® Olney y otros®?
muestran que, en estado estable, el nimero de células en cada columna es Unico,
es decir, el nUmero de células que estan en proliferaciéon es igual al nimero de
células que estan sufriendo el proceso de hipertrofia. Por esta razén, el crecimiento
es lineal (a trozos) sobre intervalos de tiempo en el que se considera estable el
crecimiento.

El crecimiento 6seo depende de factores bioldgicos, genéticos, bioquimicos y
mecanicos.3?*® Desde esta perspectiva, en este articulo se desarrolla un modelo
matematico que representa el proceso de crecimiento endocondral, y en especial,
hace una descripcion del proceso de proliferacion e hipertrofia. Para este fin se
desarrollan herramientas para la descripcién geométrica de la formacion de
columnas y el patréon de la placa de crecimiento y se relacionan con las principales
variables de crecimiento que son los factores bioguimicos y mecanicos. La premisa
del modelo es que el crecimiento endocondral se basa en el proceso de proliferacion
e hipertrofia de los condrocitos. Cada uno de estos procesos esta influenciado por
las cargas mecanicas y la bioguimica de la placa de crecimiento. En la misma
forma, la formacién columnar y los procesos bioquimicos estan influenciados por los
condrocitos, quienes liberan los principales factores moleculares que regulan la
placa de crecimiento.

Por otra parte, la proliferacién y la hipertrofia modifican el comportamiento
mecanico de la placa de crecimiento. Luego, desde los condrocitos hipertroéficos se
lleva a cabo el proceso de invasion vascular o mineralizacion que permite el avance
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de la metafisis y por tanto, el crecimiento del hueso. A lo largo de este trabajo se
describen las ecuaciones utilizadas para modelar el funcionamiento de la placa de
crecimiento.

Regulacion molecular de la placa de crecimiento

Siguiendo las hip6tesis experimentales descritas por diferentes autores,”*° y con
base en el trabajo de Garzén-Alvarado y otros®® se propone en este trabajo un
modelo matematico de los efectos bioquimicos sobre la osificacion endocondral. En
él se explora la hipétesis de que la osificacion endocondral es controlada por un
proceso hormonal de reaccién-difusion existente entre el lhh y PTHrP. De esta
forma se distinguen dos procesos involucrados en el crecimiento, que interactdan
continuamente: el proceso hormonal o molecular y el proceso celular. El proceso
molecular se produce en cada condrocito y tiene en cuenta el bucle PTHrP-1hh, de
forma tal que en presencia de PTHrP el condrocito consume (inhibe) IThh y en
presencia de Ihh el condrocito produce (activa) PTHrP. Ademas, estos factores
moleculares regulan la evolucién de las poblaciones celulares, a modo de sefiales
biologicas, de manera que donde existe PTHrP e Ihh se promueve la proliferacion
de condrocitos y donde existe PTHrP se retrasa la hipertrofia.

La hipotesis propuesta por Garzén-Alvarado y otros®® ha sido ampliada por Fasano y
otros,** quienes hacen un completo estudio de los factores moleculares existentes
en la placa de crecimiento y desarrollan un modelo mateméatico que muestra la alta
estabilidad del bucle regulatorio de PTHrP e Ihh. El estudio demuestra la alta
concentracion de PTHrP en la zona superior (zona de reserva y proliferativa) y alta
concentracion de Ihh en la zona hipertréfica. Adicionalmente, evidencia que la
invasion vascular se da desde el centro primario de osificacion.

En este trabajo, se supone que el balance de los factores hormonales, Ihh y PTHrP
se describe mediante la siguiente ecuacion:

35, (x,1)

— +aiv(s;v)=b, +div(D,;Vs,) (1)
ot
Sj(x,t) donde es la concentracion de la j-ésima especie presente en la placa de
crecimiento, v es la velocidad de crecimiento local del hueso, bj(x,t) es la
produccidn neta externa de la j-ésima sustancia por reaccion o inhibicion y D; es el
coeficiente de difusién. Como hipdtesis de trabajo inicial se supone que la difusiéon
sigue una ley de Fick.'?1334.3%

Se considera ademas que el PTHrP e Ihh son sintetizados por los condrocitos (que
son expresados mediante la variable C),® por lo que el término fuente (o reactivo)
se supone viene dado por:

: o
Borss (oY= Clay— B Sirms F oS brins Sra )y (2)

- — -f A |2 1
EJﬂz}z (x,1)=C (ﬂz &2 r:fI]‘SPTHrP‘SIkk) (3)

donde a3 y a, son términos fuente constantes, B; es una constante que cuantifica la
tasa de degradacion de PTHrP, v, y es la constante de reaccidon que indica el control
no lineal existente en el interior de la célula por la presencia de los dos factores.
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Cabe resaltar que todas las anteriores constantes podrian ser consideradas también
como funciones de las concentraciones moleculares de otros factores adicionales,
tales como BMP (Bone morphogenetic proteins), FGF, RUNX21 y otras.>’ No
obstante, esto no se ha considerado en este primer trabajo. Las anteriores
ecuaciones son similares a las descritas por Schnakenberg,**° las cuales se han
utilizado ampliamente en sistemas biolégicos.

Tensor geomeétrico de descripcion de la estructura de la placa de
crecimiento

Este trabajo supone que el crecimiento del tejido y la elongacién de los huesos
largos dependen unicamente de la proliferacion (hiperplasia) y el alargamiento
(hipertrofia) de los condrocitos.>?®> Adicionalmente, se supone que los cambios de
forma que puede tener un hueso en desarrollo se deben a diferencias en la
proliferacion e hipertrofia y a la formacion y direccion de las columnas.?® Se
consideran dos estados de los condrocitos: en estado proliferativo y prehipertrofico.
La descripcidon de la concentracion de cada grupo celular esta dada por Cpc Y Che,
para los condrocitos proliferantes e hipertréficos, respectivamente. Sin embargo, a
partir de las micrografias de organizacion celular se puede observar que no es
factible describir la distribucion espacial de los condrocitos con una variable escalar,
debido a que estas células presentan una direccion preferencial de proliferacion e
hipertrofia. Para describir adecuadamente el patrén celular se utiliza el tensor de
segundo orden transversalmente isotrépico que fue introducido por Garzén-
Alvarado y otros?®® y que esta dado por la ecuacion (4):

(5
Rp.=3 £|1+Irpc—1 n@nl (4
e

donde rpc es la relacion del numero de células en la direccién preferencial de
proliferaciéon n al nUmero de células en la direccion ortogonal y 1 es un tensor de
segundo orden unitario (con diagonal unitaria). De esta forma, el determinante del
tensor Rpc es el valor de la concentracién de condrocitos proliferantes (5):

C o = det{Rpe ) = Ey‘k{RPC )y (Rec }J'E{RPC bs  (5)

De igual forma, durante el proceso de hipertrofia, el condrocito cambia su
geometria pasando de ser cuasi oval, para convertirse en esférico, lo cual permite
la elongacion longitudinal del hueso. Este crecimiento es transversalmente
isotropico y puede ser descrito por un tensor de orden 2 como el presentado
previamente en la ecuacion (4), y que se escribe, de forma particular para el caso
de las células hipertréficas, como se muestra en la ecuacioén (6):

3
Ruc=3—L1+ (rge—1n®n) (g
Trc

donde ryc es, nuevamente, la relacion del nUmero de células en la direccion
preferencial de elongacion hipertroéfica. De igual forma, la concentracion de
condrocitos hipertréficos puede hallarse a partir del determinante del tensor, dado
por Cuc= det( RHC)-
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Cada uno de los tensores de orden 2 expresa la distribucion geomeétrica de los
condrocitos en la placa de crecimiento. En coordenadas cartesianas (suponiendo el
eje horizontal como x y el vertical, también denominado n, como y) y bajo
condiciones fisioldgicas, cada uno de los componentes de los tensores Rpc Y Ryc
expresan el numero de condrocitos por unidad de longitud en cada direcciéon. Por
ejemplo, en la direccion n (eje y) se tienen las siguientes expresiones:

— He

_F

” HC  (7b)
H

donde (7a) determina el nimero de condrocitos en estado proliferativo por unidad
de longitud en la direcciéon de crecimiento, y (7b) expresa el nUmero de condrocitos
por unidad de longitud en estado hipertréfico en la direccion de alargamiento
celular. A partir de Olney y otros® se puede suponer que, en estado estable
fisiolégico, el nUmero de células que estan en proliferaciéon es igual al nimero de
células que se hipertrofian. Ademas, en condiciones de crecimiento normal, el
tamafo y densidad lineal de las células en proliferacién en la direccién de
crecimiento es Unico.?® Adicionalmente, cuando los condrocitos inician la hipertrofia
aumentan en tamafio.?>?® Garzén y otros®® suponen que la elongacién en direccion
perpendicular al vector de crecimiento se puede despreciar, debido a que el ancho y
ubicacion de la columna se mantienen constantes. Hunziker y otros®® consideran
que el crecimiento maximo del condrocito en la hipertrofia es aproximadamente
cuatro veces el ancho de la célula en estado de proliferacién. Se debe notar que la
densidad de condrocitos en estado proliferativo e hipertréfico puede ser modificada
por efecto de las cargas mecéanicas®®® y bioquimicas.?9242%3%

En estado estable, se puede suponer que el nimero de columnas en la placa de
crecimiento es Unico.?” De esta forma, las otras dos componentes del tensor
geométrico son constantes y estan dadas por las ecuaciones:

. 4
(Rpc ), = (Rpe )z = 2[5 =W, (ga)
Ve

i
s _ A CE
\Rygcl = Rpelhs =3——

HC

=N, (8b)

donde N¢ es el nimero de columnas por unidad de longitud, la cual es constante a
lo largo de un intervalo de tiempo de crecimiento, en estado fisiolégico. Por tanto,
(Recy11=(Recyzz=(Rucy11=(RHc)3s-

De tal forma, la geometria y distribucion celular de la placa de crecimiento queda
dada por, Unicamente, tres variables que dependen de las cargas mecanicas y los
factores bioquimicos a nivel local: rpc, ryc Y N. La evolucion de cada una se expone
en la siguiente seccion.
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Evolucién de las variables de densidad relativa lineal de condrocitos
proliferativos e hipertréficos

El nimero de condrocitos en la direccion de crecimiento preferencial del hueso se
ve afectado por las cargas mecanicas y los factores bioquimicos que se producen a
nivel local y sistémico. En esta seccidn se muestra el fundamento tedrico de los
efectos existentes sobre la placa de crecimiento y el modelo matematico que
representa la variable de densidad relativa de los condrocitos proliferativos e
hipertroficos.

Garzén-Alvarado y otros,?*® Brouwers y otros,?* Provot y Schipani,® y Fasano y
otros® han establecido que el Ihh estimula la proliferacién de condrocitos y la
produccion del PTHrP; de otro lado, el PTHrP estimula la proliferacion y regula
negativamente la hipertrofia.

Desde el punto de vista mecanico, la placa de crecimiento esta regulada por los
esfuerzos y deformaciones locales.*® Las cargas mecénicas de compresion han sido
ampliamente estudiadas, pero, también existen reportes sobre el efecto de la carga
tensional, torsional y flectora sobre la placa de crecimiento.?® Se ha reportado que
las cargas mecanicas sostenidas en el tiempo afectan el crecimiento 6seo.* Las
cargas mecanicas afectan, también, el comportamiento de las células. Las cargas
compresivas sostenidas afectan las zonas proliferativas e hipertréficas de los
condrocitos. Alberty y otros*® encontraron que la carga de compresién sostenida
reduce el nimero de células proliferantes. En complemento, Stokes y otros*°
demostraron que el cambio en la tasa de crecimiento es proporcional al cambio de
numero de condrocitos proliferativos e hipertréficos. Varios investigadores®=8 han
reportado que la carga compresiva reduce el grado de hipertrofia y el niUmero de
condrocitos, pero se mantiene la actividad proliferativa. Al contrario de la carga
compresiva, la tension (o distraccion) aumenta el tamario de la placa de
crecimiento.* La proliferacién de los condrocitos no cambia aunque se produce una
elongacion de la zona proliferativa,** y se genera una disrupcién en la placa de
crecimiento.

Otros estudios®®*? han sugerido que las fuerzas mecéanicas octaédricas e
hidrostaticas desempefian un importante rol en el desarrollo 6seo. Entre estos
estudios, las investigaciones teéricas hechas por Carter y otros*? indican que los
esfuerzos mecanicos que se presentan en las etapas prenatales del desarrollo éseo
guian los patrones de osificacién endocondral.®**? Desde la perspectiva
mecanobiolégica, los resultados de numerosas simulaciones computacionales
soportan el punto de vista que, dentro de las condiciones de carga fisioldgica, la
maduracion del cartilago y la osificacion son inhibidas por el esfuerzo compresivo
hidrostatico intermitente y son aceleradas por el esfuerzo cortante octaédrico
intermitente no destructivo. La presion hidrostatica mantiene un efecto
condroprotector, en contraste con el esfuerzo cortante octaédrico que activa la
expresion de hipertrofia en los condrocitos.*?

49
http://scielo.sld.cu



Revista Cubana de Investigaciones Biomédicas 2011;30(1):42-63

En este articulo se considera que el término proliferativo depende, especialmente,
de la concentracién de PTHrP e Ihh, de las cargas mecéanicas y de otros factores
moleculares (9):

dr
f=igPra-fiferﬂziu(SmbSPTEP)_gEWWﬂFﬁ'(SJ!.PSPTHP)JI_:'&'_IJE(I:Q+'gglp(I=£:'J'+ fﬁ. (9)

LocalEiochemical effects LocalMechanicalBfects Citherfects

donde gPrﬂf{fmn’m cuantifica la tasa de condrocitos que esta en proliferacion,

£ Hypatroply representa el nivel de transformacion de las células desde la etapa
proliferativa a la hipertréfica, k; es una constante que cuantifica el efecto de las
cargas mecanicas deviatéricas (esfuerzos deviatéricos ce(X,t)), h; es una constante
que tiene en cuenta el efecto de las cargas hidrostaticas (esfuerzos hidrostaticos
p(x,t), ademas, p(x,t) tiene signo positivo cuando es compresiva) y Pg es un factor
que tiene en cuenta otras caracteristicas bioquimicas sistémicas o externas, como,
por ejemplo, los estrégenos, la radiacion y las fracturas.

La proliferacion depende de la cantidad de PTHrP e Ihh presentes en el entorno de
la célula. De esta forma, siguiendo a Garzén y otros®® se supone que la proliferacién
esta dada por:

i

PSS prms) |
& Puwigferatin B Bo 8 g prap)| 1- :

10
\ P (10

donde by es una constante de proliferaciéon, pg> €s un término adimensional que
representa la capacidad de carga®® y P, es un factor de activacién relacionado con
el gradiente de los factores moleculares en el tejido dado por:

Dz (S Sprinp) =B VSppp+ b, Vs

Inh (11)

donde b; y b, son constantes que cuantifican la influencia de cada uno de los
factores moleculares sobre la proliferacién de condrocitos.?® De otro lado

£ Hypatroply esta dada por:

r Y

d‘?‘!

bl by
Sprmptd

(12)

8 s ™| &

donde f es la frecuencia de diferenciacion de células proliferativas a hipertréficas,

" ({Sopme+d™) ., . iy

es una funcién que define la concentracién a la cual se produce la
hipertrofia (definida por el valor umbral d), en términos de la concentracion de
PTHrP y de la constante n.?®

De igual forma, la relacién de densidad relativa lineal de condrocitos hipertréficos,
dada por ryc, esta determinada mediante:
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A g

dt

:{gmpsmpay {Sm~SPJ"Hrp}}‘f"_[kzgg'[x«f}_&zﬁ{lﬂ_}"‘ E’TE 6133

Local Biocherical effacts Local Mechanical Effects CtherEffacts

Se debe tener en cuenta que las relaciones (6) y (10) expresan la cantidad de
condrocitos en la direccién de crecimiento preferencial y que cada una de estas
ecuaciones queda totalmente determinada mediante la correcta utilizacién de las
condiciones iniciales, que corresponden a la estabilizacion de la placa de
crecimiento. En este punto se deben anotar dos hechos experimentales de gran
importancia:

1. El bucle central de hipertrofia y proliferacion, PTHrP-1hh, permanece sin ser
afectado en su mecanismo de expresion debido a las cargas mecénicas.*>*°
Garzoén-Alvarado y otros®>*®> muestran que el proceso del bucle regulatorio de estas
dos moléculas se puede describir por un proceso de reaccion-difusidon que es
altamente estable y que no depende de las condiciones iniciales de las moléculas.
De hecho, este sistema queda determinado como un sistema de inestabilidad de
Turing que establece un patron espacial inestable pero estable en el tiempo. Este
hecho puede explicar, en cierta medida, por qué el paso de condrocitos
proliferantes a hipertréficos es insensible ante las cargas mecéanicas.

2. Los trabajos de Stokes y otros** muestran que existe una esfuerzo hidrostatico
medio (P, (MPa)) que se considera esfuerzo fisioldgico. Cargas compresivas de
esfuerzo hidrostatico superiores al nivel fisiolégico disminuyen el crecimiento, y
cargas menores lo aumentan.

Utilizando estos dos hechos experimentales, y suponiendo que los esfuerzos
deviatéricos y el término de otros efectos bioquimicos y bioldgicos estan en
equilibrio fisiolégico, se puede argumentar que (9) y (13) se convierten en:

o

e e 'gpmqrm'an{gm* SPTH'P)_ gwy(gm*gnrw ) - l’rclgsm (x.2)+ ’Lﬁpm (x.2) 1+ 7,
{14a)
dr : ;
f = 0 = (g s permomty S Sppme) |+ K0 (X.E) = By p, (X)) + Hop, (14b)

Por lo tanto, la relaciéon del nimero de condrocitos en la direccion preferencial sobre
la direcciéon ortogonal, en estado proliferativo e hipertréfico, es Unica bajo
condiciones fisiolégicas o normales. Reemplazando (14a) y (14b) en (9) y (13),
respectivamente, se obtiene:

o

dt
[~ b g (x,8) + by bp(x,2) 1+ APy |

= [' Eprotipration \ 5ro® preee) ~ E mpemopy S pa S rrme) |~ 0Oy, () i p, (X,2) 14+ Py, ]+ (15a)

Ay

= [{gﬂ}psﬂrap.fgv (S g Sprmp) ) + (k30 5, (X.8) = By, (1)) + Hm]"‘
dt (15b)

[(k,A0, (x.8) - B Ap(x.0))+ AH,]
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Donde se ha supuesto que, o(X,t)=cgm(X,t)+Ace(X,1), p(X,t)=Pn(X,t)+Ap(X,1),
P=Pg,+APz y H=Hg,,+AHg. Por tanto, las ecuaciones dependen, Unicamente, de los
esfuerzos deviatoricos e hidrostaticos en cada punto de la placa de crecimiento,
esto es:

d;‘m = (kAo (%) + AP () 1+ APy (16)
it

g g

= Ao (X.0) - AAp(XD)+AH, (A7)

Una condicion adicional esta dada por la interfaz existente entre la zona
proliferativa e hipertréfica, esto es, el cambio de la densidad lineal de condrocitos
en la direccidén de crecimiento esta determinada por la elongacion de las células, el
punto donde inicia la elongacion determina la zona hipertréfica, por tanto, la
condicién esta determinada por:

r =
=28 X Hypertroph A Hypertroply (18)

Evolucién de la direccion preferencial de crecimiento

Numerosos autores®*® han reportado que un incremento en la carga mecanica
compresiva disminuye el espesor de la placa de crecimiento y puede alterar el
alineamiento de las columnas. La pérdida de este alineamiento de las columnas se
puede deber a pequefias variaciones en la carga compresiva a lo largo de la placa
de crecimiento. Por el contrario, Apte y otros** muestran que la distraccién (carga
tensil sobre la placa de crecimiento) no estimula la proliferacion. En cambio, la
distraccion acumula condrocitos hipertréficos y después de la carga se pueden
observar columnas desorganizadas y proliferacion disminuida.

En este trabajo se supone que la desorganizacién de la placa de crecimiento se
debe a la alineacién de las columnas de condrocitos para soportar las cargas
mecanicas. En este sentido, cualquier pequefia desalineacion de carga puede
inducir la reorientacién inadecuada de las columnas de condrocitos. Siguiendo un
enfoque similar al propuesto por Garzén y otros®® se propone que el cambio en la
direccion preferencial de crecimiento esta dado por:

on p )
s {wenl+k Mm% —n
= (wem)+k,mf -n) (19

donde n es la direccion preferencial de crecimiento, k, es una constante que
cuantifica el efecto de la carga mecanica sobre el cambio de direccién de las

o
columnas, Mies la direccion principal del esfuerzo correspondiente al maximo valor
principal del tensor de esfuerzos en sentido de los condrocitos proliferativos y w se
establece en términos del gradiente de los factores moleculares como:

W =8 Veprgp — 8 Visg, (20)

52
http://scielo.sld.cu



Revista Cubana de Investigaciones Biomédicas 2011;30(1):42-63

Nuevamente, en condiciones fisiolégicas, y en general, w=n debido a que, como se
menciond, las cargas mecanicas no alteran el bucle regulatorio ni el patrén de

[
o . . n=n
distribucion de los factores moleculares PTHrP e 1hh*3*°, ademas, 4 se

presenta siempre gque la carga esté alineada con el eje de crecimiento. Por tanto, la
ecuacion (19) se reduce al vector principal del exceso de esfuerzo dado por las
cargas mecanicas no fisiolégicas, esto es:

an
Tk mi-nl (21
e 2L

Determinacion del crecimiento debido a la proliferacién e hipertrofia

Se supone que el crecimiento del hueso se debe a la proliferaciéon e hipertrofia
celular durante la osificacion endocondral.>” 2819 por su parte, Stokes y otros*
demostraron que el cambio en la tasa de crecimiento es proporcional al cambio de
ndamero de condrocitos proliferativos e hipertréficos, lo que se puede escribir como:

| G,

L %, 8 przsn Spa O, P = AT

&SPTHPJSMJJEJPJE>+(IHH :X, SPTHPJSMJJEJJ_DJE)
(22)

{le].i.ﬁersihn d].[!,.pm][y
donde y ¥ son los tensores de velocidad de deformacién
debida a proliferacién y a hipertrofia, respectivamente.

Se considera que el crecimiento en la zona proliferativa se debe a la mitosis celular
que se da en la direccion preferencial de crecimiento. Cada célula en la parte
superior de la columna es madre de las células que estan en la parte inferior.*?
Ademas, la proliferacion se debe a los factores bioquimicos existentes en la placa
de crecimiento: PTHrP e Ihh.' Del lado mecanico, Alberty y otros® encontraron que
la carga de compresién sostenida reduce el niumero de células proliferantes. Por
tanto, el tensor de crecimiento en la zona de proliferacién de condrocitos esta dado
por:

q PreBtesten o S oo, S pn: Tn, PEY= | Prpnnics O proo. S 3 )+ Bgponaaet (T, )NB1 (23)

Como se observa, la proliferaciéon depende de los factores fundamentales, que son
los bioquimicos y mecanicos. Sin embargo, nuevamente se puede argumentar que
el bucle regulatorio es altamente estable®*3>%3% y existe una carga mecénica
fisiolégica que permite la proliferacion fisiol6gica estable,** por tanto:

{l Pxn].i.'ﬁel‘ﬂ-tﬂn{x‘ {T_E‘ "p" ‘t} = { KP:u]iﬁem.inn + PMscham’caf{ﬂgﬁ' * A-;J} hl I:::I I (24)

donde ~helifetionag g constante que establece la elongacion vertical que
depende de la especie animal de estudio y el tipo de placa de crecimiento, y esta
dada por
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K proliferaton = % p ® j_n (25)
P

donde n, es el nimero de condrocitos que proliferan por unidad de tiempo
(cell/dia), d, es el ancho del condrocito en direccion del crecimiento preferencial y |,
es el ancho de la placa de crecimiento.

Por su parte, la contribucién mecanica sobre la proliferacion esta dada por:

iy
PM&chanz’caI{i GE‘@} = Haic"-ﬁ {X‘i) % HHP@(K*r} Ii_n (26)

¥

Donde n, es el numero de condrocitos que se pierden en la etapa de proliferacion
por dia y por unidad de esfuerzo deviatoérico (Pa) y nyr es el nUmero de condrocitos
que se pierden en proliferar por dia y por unidad de presion hidrostatica (Pa).

Por otra parte, y siguiendo un procedimiento similar al utilizado para la
proliferacion, el crecimiento por hipertrofia se debe a que las células
prehipertréficas o proliferativas apiladas en las columnas de condrocitos presentan
en esta fase una forma ovoide, creciendo hacia una forma principalmente
esférica,? por lo que el crecimiento se produce fundamentalmente en la direccién
preferencial de crecimiento n:

2 At)—
[ bskaigie T =fa ol B [y L}S n@n  (27)
Liiseh, B

donde Ri':f’:'es el radio instantaneo del i-ésimo condrocito en la direccion del
crecimiento una vez iniciada la hipertrofia, s es el radio menor del condrocito (en

=25 T Mg

estado proliferativo, " i ) y At; es el tiempo que ha transcurrido desde

que el i-ésimo condrocito entra a la fase de hipertrofia y alcanza un radio Ri(f:'. Se
debe anotar que el tiempo maximo de hipertrofia esta dado por (tiempo de
alargamiento) que representa el tiempo requerido para que un condrocito

proliferativo progrese a uno completamente hipertrofiado, por tanto, Ay = EE_

La influencia que tienen las cargas mecanicas sobre el crecimiento (elongacion) de
los condrocitos hipertréficos se puede modelar desde dos puntos de vista: 1)
suponiendo que el valor tg puede disminuir o aumentar con las cargas mecéanicas y
por lo tanto la maduracion del condrocito no llega hasta su maxima longitud
posible, o, 2) suponiendo que la funcién de crecimiento del radio cambia en funcién
de los esfuerzos, esto es:

AT Ap)— 5 (R pahd, — a,hpl—s
Ri(ﬂzs_'_R.mm(( “E‘pj ﬁ£j=5+ Rmax 1 F Egp M}_ (28}
Iy iy
e
donde es el radio de la esfera que representa al condrocito hipertroéfico
alcanzado bajo condiciones fisiolOgicas, a; es la elongacion (en unidades de
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longitud) que se logra por cada unidad de esfuerzo deviatérico y a, es la pérdida de
crecimiento (en unidades de longitud) por cada unidad de compresion hidrostéatica.

Reemplazando (28) en (27) se puede obtener:

=t - i—
g l'(K,ngp,f}=[iv.[&“+alﬁg‘g Sy SDH@H:

Ly s Iz
" (29)
” [ZN}: ['Rmx S ley ey — 51’2"—\10']}1@11
Iy Ly L

Por tanto, la sumatoria se puede reemplazar por, Ny- que es el niUmero de
condrocitos en estado hipertrofico en la direccion n. Luego, reemplazando (25),
(26) y (29) en (22) se tiene:

A5 S R e d R G S e e R D O e

e | T |
:ﬂn}, -;ﬁ_mrggﬁ(x,g}Jrnng(_—g:)ﬁj_w}FjVH[IRW .5'|+ Ay -, H}n@n (30a)
F

¥ 4 iz ty

La anterior ecuacion (30a) se puede ordenar, de forma tal que se tengan los
términos fisiolégicos y los términos mecanicos plenamente identificados, con lo que
se llega a:

Rt %[mpdm +%}+%lﬂﬂg(Lﬁ)(2ﬁ1MH—HFJMJ—&D(?@HPdN +2%NHJ:| V@
¥ F

¥ E X

[ il

Phepsiologil — tem Ifechamical Term

(30b)

Invasién vascular y frente de osificacion

La velocidad de crecimiento de un hueso depende de la velocidad a la cual avanza
la metafisis en el tiempo, es decir, la tasa de crecimiento esta dada por la cantidad
de condrocitos hipertréficos que estan en alargamiento.? Los condrocitos que estan
en hipertrofia secretan el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), que
induce a las células que estan en el pericondrio (en este momento periostio) a que
forme nuevos vasos sanguineos que pueden invadir la zona de condrocitos
hipertrofiados, donde va a comenzar la osificacion.?* Cuando llegan los vasos
sanguineos, arriban también otros tipos de células y factores de crecimiento,
cambia la presién de oxigeno y diéxido de carbono por lo que los condrocitos entran
en apoptosis.* Con los vasos sanguineos llegan las células progenitoras (células
mesenquimales indiferenciadas) que formaran parte de la médula 6sea. Por tanto,
los vasos que estan en el centro de osificacion primario se extienden hacia los
extremos de los huesos largos.*

El proceso inicia con la liberacion de Metallo-matriz-proteasas (MMPs) que son
liberadas por los condrocitos en estado hipertréfico.*® Estas MMPs degradan la
matriz cartilaginosa y preparan el tejido para la invasiéon vascular, evento que esta

55
http://scielo.sld.cu



Revista Cubana de Investigaciones Biomédicas 2011;30(1):42-63

dirigido por el VEGF que atrae los vasos sanguineos. Desde esta perspectiva, un
excelente modelo de invasién vascular fue presentado por Herrero y Lépez*® donde
consideran el avance del frente de osificacion como ondas viajeras. De hecho, el
frente de onda se mueve sin cambiar su forma.*® Dicho trabajo considera que un
modelo puede incluir el agente angiogénico (VEGF), el MMP y un agente
angiogénico inhibidor, de forma tal que con tres ecuaciones similares al sistema
Fisher-KPP puede modelarse el frente de onda. En este articulo se supone que los
condrocitos hipertréficos inferiores liberan MMP y VEGF durante la apoptosis para la
invasion 6sea. Cada una de estas sustancias tiene un objetivo diferente: la primera
esta encargada de la degradaciéon de la matriz, y la segunda tiene como fin la
induccion a la vascularizacién, y por tanto, a la osificacion. En un primer modelo
simple, se propone la liberacion del MMP como indicador del proceso de
degradacién y de vascularizacion dado por:

o5 Ln(2)
o~ DieV S + OCE - Sae (31
Tra.r;;purt Pde;:tiDn . ~med
Degradation

donde Sywe s la concentraciéon de MMP que depende del tiempo y el espacio, Dywpe
es el coeficiente de difusion del MMP, &(t) es la cantidad de MMP9 liberada por cada
condrocito y por unidad de tiempo, Cy es la concentracion de condrocitos

D) .

hipertroéficos, y el término Caned hace referencia a la degradaciéon del MMP

debido a su tiempo de vida medio tmen 4

La funcion £(t) depende del tiempo de apoptosis de cada condrocito hipertrofico,
por tanto, se supone una funcién lineal tal que:

“) ={§- E:—ID:I sity =t=t (32)

otro caso

donde ty es el tiempo de inicio de la apoptosis, thax €S el maximo tiempo que dura
el condrocito en liberar el MMP y el VEGF. Por tanto, el avance del frente de
osificacion esta dado por la siguiente expresion:

i oo Thr
dﬁass{ﬁcaﬂn _ yn o sl 3Iu[]!-.-![l:‘zSJ'I-ﬂ'lﬂ:'

i 0 otro caso (33)

donde Yesificats gg |a longitud de osificacion medida desde el centro del hueso (del
TRy

centro primario de osificacion), M o5 una constante que cuantifica la velocidad
TRy

de osificacion y es el valor umbral de MMP al cual se presenta la invasion
vascular y la osificacion.

Modelo de comportamiento mecanico de la placa de crecimiento

La placa esta entre hueso rigido y tiene un bajo intercambio de fluidos (exudacion e
imbibicién) debido a que los huesos adyacentes tienen una muy baja
permeabilidad.®® Este comportamiento es similar al del cartilago articular. La placa

56
http://scielo.sld.cu



Revista Cubana de Investigaciones Biomédicas 2011;30(1):42-63

de crecimiento tiene un comportamiento viscoelastico y se ha modelado, de forma
aproximada, como bifasico no lineal,*” y en algunos casos se considera bifasico
transversalmente is6tropo.*®

Sergerie y otros* hallaron, en un modelo de cubito de porcino neonato, que la zona
proliferativa e hipertréfica tiene la mitad de rigidez que la zona de reserva a lo largo
del eje de crecimiento, y es tres veces menos rigida que en el plano transversal. A
su vez, la zona proliferativa e hipertroéfica es tres veces mas permeable que la zona
de reserva en la direccién radial. Estos datos sugieren que la zona de reserva
provee un soporte mecéanico para la placa de crecimiento en aquellos animales de
alto peso que tienen un crecimiento por largos periodos de tiempo.>°

También se han hallado variaciones en el mddulo de elasticidad en direccién
perpendicular del crecimiento. Por ejemplo, en muestras de bovinos, se ha
encontrado un 40 % mas rigido en la zona interna y un 75 % menos permeable
que las muestras localizadas en la periferia,*’ lo que se atribuye a la alta
concentracion celular y contenido de agua en la periferia.

Las propiedades mecéanicas de la placa de crecimiento también varian con la edad y
la etapa del crecimiento. En un modelo de tibia de rata®* se encontré que la rigidez
disminuye en un 12 % en ratas de 35 dias de nacidas, y aumenta en un 20 % y 94
% a los 56 y 80 dias, en comparacion con ratas de 21 dias. En un modelo de cubito
de porcino se encontré que hay un incremento de 40 % y decremento del 12 y 39
% en porcinos de 4, 8 y 18 semanas de nacidos, en comparacion con recién
nacidos.

De esta forma, siguiendo los datos reportados por Villemure y Stokes®® y Lin y
otros®? se considera un material bifasico, transversalmente isétropo, cuyo modelo
descriptivo esta dado por las ecuaciones siguientes:

—-Veg+Vp=10 (34a)
%(‘F ou)— Ve (kVp)=0(34b)

La ecuacioén (34a) se deriva de la ley de conservaciéon de momento. Esta ecuacion
acopla la elasticidad lineal (c corresponde al tensor de esfuerzos del tejido) con un
término que representa la presion del fluido (p). Por su parte, la ecuacion (34b)
hace referencia al cambio de la dilatacidon de la matriz sélida (donde u son los
desplazamientos) ante la carga mecanica creada por la divergencia del gradiente de
la presion del fluido. En esta ecuacion (34b), k es una matriz de constantes que
representan el médulo de permeabilidad del sélido en cada una de las direcciones.

El esfuerzo esta relacionado con la deformacidon mediante la ecuacién constitutiva
para materiales ortotrépicos. Para un sistema con direcciones principales de

’ 1 1

X V.2

ortotropia se tiene el siguiente conjunto de ecuaciones constitutivas:
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d= 5o a2
4= gci o~ ey
Sy gl o LB L
S (35)
3"1:4—(;;122
?’13=§;
?"23:%

Donde E; son los coeficientes elasticos, Vj; son los coeficientes de Poisson, tj; son los

esfuerzos cortantes, G son los moédulos de rigidez.>® Se debe notar que las
direcciones preferenciales de ortotropia estan orientadas segun el eje de
crecimiento n. Ademas, se debe cumplir la condicién de simetria:

De la solucion de estas ecuaciones se puede obtener la velocidad del fluido
circundante en el tejido y los esfuerzos mecanicos. La velocidad del fluido
determina el transporte convectivo de las sustancias que se encuentran en el
tejido, esto es, las sustancias PTHrP, Ihh, y MMP. Esta velocidad esta dada por:

Por su parte, el esfuerzo octaédrico que soporta el tejido permite determinar el

Blvy = Hyg
By, = Hilyg
Bylny = By,

(36)

v=£kVp (37)

estado tensional que afectara la proliferacion e hipertrofia celular. Segun a Ofate®®

para cuantificar el esfuerzo octaédrico se utiliza la ecuacion siguiente:

C, = ?Jz

(38)

donde J; es el segundo invariante del tensor deviatérico de esfuerzos de Cauchy.>?

De otro lado, la matriz de constantes de permeabilidad esta expresada, también, en
coordenadas principales de ortotropia, de tal forma que:

ky 0 0
k= bk, 0| (39)
0 0 sy
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y entonces el sistema se completa con las condiciones de contorno apropiadas
como lo expone Ofiate.>®

CONCLUSIONES

Este articulo presenta un modelo matematico de la placa de crecimiento
endocondral. El modelo es desarrollado con un enfoque mecanobiolégico, en el cual
se describen los efectos de las cargas mecanicas sobre el comportamiento del
tejido. La premisa del modelo es que el crecimiento endocondral se basa en el
proceso de proliferacion e hipertrofia de los condrocitos, el cual esta regulado
molecularmente por un proceso hormonal de reaccién-difusion entre el Ihh y el
PTHrP. Para describir geométricamente la distribucion de los condrocitos en las
zonas de proliferacion e hipertrofia, y su organizacion en columnas se emplean
tensores geomeétricos de segundo orden transversalmente isotrépicos, cuyos
determinantes permiten hallar las concentraciones de condrocitos proliferantes e
hipertroficos, respectivamente.

La evolucion de las variables de densidad relativa lineal de los condrocitos se
describe a partir de efectos bioquimicos y mecéanicos locales. La evolucion de la
direccion preferencial de crecimiento se asocia a la desorganizacion de la placa de
crecimiento debida a la alineaciéon de las columnas de condrocitos para soportar las
cargas mecanicas. La determinacién del crecimiento del hueso se debe a la
proliferacion e hipertrofia de los condrocitos, los cuales cambian de una forma
eliptica a una forma casi esférica cuyo radio cambia en funcién de los esfuerzos. Por
otro lado, se modela la invasion vascular y el frente de osificacién, debidos a los
factores VEGF y MMPs secretados por los condrocitos hipertréficos. Finalmente, el
comportamiento mecanico de la placa se modela como un material viscoelastico.
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