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RESUMEN

Una de las areas de la ingenieria de tejidos es la investigaciéon de alternativas para
la formacion de nuevo tejido 6seo y el reemplazo de su funcion. Para cumplir este
requerimiento se han desarrollado las matrices que permiten la migracién celular, el
crecimiento del tejido 6seo, el transporte de factores de crecimiento y nutrientes y
la renovacion de las propiedades mecanicas de los huesos. Las matrices se
manufacturan mediante diversas técnicas que, en algunos casos, no permiten el
control total sobre el tamafio y orientacion de los poros que las caracterizan. Desde
esta perspectiva se propone un sistema reaccion-difusion para disefiar las
especificaciones geométricas de las matrices 6seas. Para evaluar la hipétesis se
realizan simulaciones en dos y tres dimensiones del sistema reaccion-difusiéon en
conjunto con el biomaterial que conformara la matriz. Los resultados obtenidos
muestran la efectividad de la metodologia para controlar aspectos como el
porcentaje de porosidad, el tamarfo del poro, la orientacion y la interconectividad
de estos en matrices 6seas fabricadas segun la hipdtesis propuesta.

Palabras clave: Ingenieria de tejidos, matrices (Scaffolds), hueso, reacciéon-
difusion.
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One of the different areas of textile Engineering is the search of alternatives to
create a new bone tissue and the replacement of its function. To fulfill this
requirement different matrices have been developed allowing the cellular migration,
the growth of bone tissue, the transportation of growth factors and nutrients, as
well as the renewal of bone mechanical properties. Matrices are manufactured
through different techniques that in some cases, to obstruct the total control on the
size and orientation of characteristic pores. From this perspective, authors propose
a reaction-diffusion system to design the geometrical specifications of bone
matrices. To assess the hypothesis simulations are performed in two or three
dimensions of reaction-diffusion system together with the biomaterial to create the
matrix. Results obtained show the effectiveness of the methodology to control the
following features: porosity percentage, pore size, orientation and interconnection
of these bone matrices manufactured according the proposed hypothesis.

Key words: Textile engineering, matrices (Scaffolds), bone, reaction-diffusion.

INTRODUCCION

La ingenieria de tejidos (IT) aplica la ingenieria, la biologia y la bioquimica en el
estudio de la estructura y la funcionamiento de tejidos y 6érganos para el desarrollo
de sustitutos biolégicos que restauren, mantengan o mejoren su funcion.! Dentro
de la IT un area de investigacion son las matrices (Scaffolds en inglés) para
procesos de regeneraciéon 6sea.?

En el disefio de estas matrices no solo se debe considerar el material sino la
geometria interna que esta condicionada por el sitio donde va a ser implantado y el
proceso de manufactura.® Los procesos de fabricacion de implantes para tejido
6seo0, que a su vez dependen del material, buscan controlar la arquitectura de la
matriz a diferentes niveles. La forma externa y la geometria interna son parametros
de disefio necesarios para cumplir los requerimientos clinicos.* Dicha geometria
tiene diferentes propiedades y caracteristicas segln sea la escala en que sea
considerada.® Para describir la geometria y sus efectos se consideran tres escalas
basicas: la macroescala, microescala y nanoescala.® En la macroescala se describen
la forma externa del implante y el porcentaje de porosidad, entre otras
propiedades. La microescala define caracteristicas como el tamafio del poro, que se
estima idealmente entre 200-500. Por ultimo, la nanoescala describe caracteristicas
como la topologia de la superficie de los poros y la fisicoquimica superficial.

Existen diversos métodos de manufactura de matrices empleados para lograr
caracteristicas determinadas a diferentes escalas. Estos métodos se clasifican en
convencionales y de prototipado rapido. Los convencionales como el lechado de
particulas, la separacion de fases y el electrospinning hacen uso de fenémenos
fisicoquimicos para lograr estructuras internas con un tamafio de poro variable
entre 100-500 y porosidades hasta del 90 %.’ Presentan como desventaja una
orientacion aleatoria de las trabéculas que componen la estructura, largos tiempos
de fabricacién, pobre repetibilidad y control de forma.”® Por su parte, los métodos
de prototipado rapido (RP), también llamados modelado de forma libre (SFF),
logran implantes de mayor tamafio y estructuras orientadas segiin un modelo
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previamente establecido aunque no logran porosidades elevadas ni poros de
pequefio tamafio.’

En la figura 1 se observa el tejido esponjoso de diversos huesos e individuos
mientras en la figura 2 se pueden apreciar las estructuras internas que se obtienen
segun el método de fabricacién, la forma y tamafio externo. Puede notarse como
los métodos de produccidon anteriormente mencionados no siempre generan
matrices con estructuras similares al hueso esponjoso.

lliac Crst

Fig. 1. Faorma y wvariaciones del tejido esponjoso, Fila superior: 4CT en diferentes huesos del
mismo individuo (Espina lumbar, cabeza femoral vy nlcleo calcaneo). Fila inferior: WCT del
mismo hueso (cresta iliaca) de diferentes individuos, Para comparacion, la longitud de la
barra en la esquina inferior izquierda de las imagenes es l.mm. Fuente: Cowin 5 Eone
mechanics handbook, USA: CRC Press; 200213
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Fig. 2. Estructuras internas de matriz segin el método de fabricacion, Superior izquierda:
Separacion de fase PS. Inferior izquierda: Prototipado rapido RP. Superior derecha: Lechado
de particulas PL. Inferior derecha: Electrospinning ES. Motese que PS, PL v ES obtienen
estructuras no orientadas de porosidad elevada mientras que RP permite obtener una
estructura orientada pero su porosidad es menor respecto a otros meétodos, Fuente: Ms £X,
Elisseaff 7. Scaffolding in Tissue Enginsering, 1st, ed. USA: CRC Press; Tavlor and Francis
Group, 2006, 14

Como alternativa a las estructuras obtenidas por los métodos convencionales, este
articulo propone el uso de un sistema reaccion-difusion (RD) para establecer el
porcentaje de porosidad, tamafo, orientacion e interconectividad de los poros de la
matriz fabricada de manera que tenga las propiedades geométricas adecuadas al
caso clinico particular. Esta propuesta se fundamenta en la aplicacion de sistemas
RD en muchos campos de la quimica® y la biologia,*® en especial en el estudio de la
morfogénesis, para modelar patrones y estructuras encontrados en seres vivos.'*
Estos sistemas pueden formar patrones estables en el tiempo e inestables en el
espacio, muy similares en apariencia al hueso trabecular o esponjoso.*?

METODOS
Sistema reaccion-difusion de Schnakenberg

El sistema RD de Schnakenberg es usado en morfogénesis por su sencillez.*® En su
forma adimensional el sistema esta dado por:

i

= Viu=y(a-t+uv)
a— ) ;
F )
b 1
— —dVi = 7(b-u'y)
P S e
gluy]
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Donde a, b, u y v representan las concentraciones de las sustancias A, B, Xe Y.y
es una constante de adimensionalizacion y d es la constante de difusiéon. Los
términos designados con f (u,v) y g (u,v) son los términos reactivos de la ecuacion.
Este sistema de ecuaciones presentara inestabilidades espaciales que convergen en
el tiempo si se cumple que los parametros de la ecuacién se encuentren en un
espacio de Turing.®

Reaccidén de polimerizacién

Para controlar el tamafio de las trabéculas de la estructura se usara una ecuacion
de polimerizacion similar a la propuesta por Ludwig y otros.’ Esta ecuacion consta
de una funcién escalén que se activa cuando se supera cierto valor de la
concentracion de alguno de los reactantes del sistema RD. Una vez que se activa la
funcion se lleva a cabo la polimerizacion del material para constituir el tamafio final
de las trabéculas de la matriz. La forma adimensional de la ecuacién de
polimerizacion esta dada por:

dm, u" g
=c
dt T Sl e Tﬂp

Donde mg es la concentracion adimensional del biomaterial polimerizado, c y s son
constantes, t es el tiempo adimensional y T, es el tiempo umbral adimensional al
cual se inicia el proceso de polimerizacion.

A partir de un analisis de estabilidad lineal*® se puede proponer el proceso de
disefio de una matriz mediante la manipulacion de los parametros de la reaccion
quimica, la difusion y la funcion de polimerizacion. Desde el punto de vista
adimensional, los parametros del sistema RD que permiten predecir la estructura y
forma de los patrones de Turing son d, y, a y b. Asi, para disefiar una matriz, se
requiere establecer primero un nimero de onda que defina el nimero de poros en
una direccion especifica, luego los valores a y b y, finalmente, los valores d y 1.

Los puntos K% in Y KZmax (€R) que definen un intervalo donde se encuentran los
numeros de onda o autovalores que marcan la posicion de los poros en la matriz
estan dados por:

_ P AT (o df, + £,)) -4d7 (g, - £,£.)

KE
i 2d
; . ]
o 70+ &)+ VU@, + 8,) - 4d7* (T8, - 112.)
= 2d

Donde d y y son constantes adimensionales del modelo, y f,=2uv-1 , f,=u? , g,=-
2uvy g\,=-u2 son las derivadas del término reactivo. Dicho intervalo dado por (szin
y K% define el numero de onda de la solucién del sistema de RD en un espacio
de Turing en tanto se cumplan las restricciones dadas en el conjunto de
restricciones (4):
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Tl By 50
fa-.! +g, < 0
4y, +&, >0

@ +g,) >4d(f,8, - £8.) .

Solucion del sistema de ecuaciones mediante el método de los elementos
finitos

Para obtener patrones que definan la estructura de la matriz a partir de sistemas
RD, se implementé el sistema de ecuaciones dado en (2) y (3) mediante el método
de los elementos finitos. Ademas, se implementé el método de Newton-Raphson
debido a que es un problema no lineal que evoluciona en el tiempo. La integracion
temporal se ha realizado mediante la regla trapezoidal. Entonces, se debe hallar u,
V Y ms mediante su correcta interpolacion con las funciones de forma dadas por
Zienkiewicz y Taylor.*®*° La solucion inicia con la formulaciéon débil del problema y
sigue un procedimiento similar al utilizado por Javierre E y otros.?°

Formulaciéon débil

Sean las ecuaciones (1) y (2) reescritas como:

Chd
— V- y(a-u+uv)=0
cf
o
— —dV - y(b-u®v)=0
ot en L2 5
dm 0" £
: _C n e : ={:}
dt w4+t +TF

Multiplicando cada una de las ecuaciones (5) por una funcién de ponderacion,
integrando sobre el dominio y utilizando el teorema de Gauss se puede probar que
(5) tiene como residuo del método de Newton-Raphson el siguiente conjunto de

ecuaciones (6):

¢ Pu : : : . :
| Ewldﬁ +| VuVwd (- .i'n yawdia+| yuwdli- .in Yt d (- | i Vueniwdl =10
(f.1)

¥

r = jn %wgm +~'|'n vvvwgdﬂ—‘in yhveyd ) ++jn ya v, d (1 — \[r. Vven wdl =0 (6.2)

-« Fm . 1" ok
r,o=1 ‘wd (- ¢ — 2 wod 0 (6.3}
<9 gt e B P 8 :
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Donde w;, w, Yy w3 son funciones de peso y n es el vector normal dirigido hacia el

exterior del dominio Q sobre la frontera I'. Se debe tener en cuenta que se deben

imponer condiciones de contorno Neumann homogéneas por lo que el ultimo
término en las ecuaciones (6.1) y (6.2) desaparecera.

Para pasar a la solucion discreta, las variables son escritas en términos de los
valores nodales usando las funciones de peso segun Hughes TJR.?

=N, (x, 1)U
=N, (3. 1)V
n"=N_(x, )M,

U, Vy Mgy son los valores de u, vy ms en los puntos nodales y el superindice h

indica la discretizacion de la variable en elementos finitos. Mediante la sustituciéon

de (7) en (6) y con la eleccién de las funciones de peso igual a las funciones de
forma se obtienen los vectores residuos del método de Newton-Raphson?® (8):

- k - r T T

r = |an %dﬂ+ |nvavu*m— !an;am+ ;an;m*dﬁ— !an;wu* FvtdCr=0
s 'E - - -

B o= + v i +1 Flu® Ly =

F=l %ﬂm (VN avvtdQ- | N+ [ NTyht StaC=10
et L] ¥

- N7 g [ T ' _gq=0

LI o] a Y] u?‘ +S?¢ zﬂF +Ta‘r

L _h

1 . .
Donde ™ vy v son los vectores residuos que estan calculados en el nuevo paso de

&

P

tiempo. Por su parte el segundo termino de T esta calculado en el paso anterior.

De otro lado, cada una de las entradas de la matriz jacobiana'® esta dada por:

Brf 1
=] [ N7 N.mﬂw ‘FN.::E‘Q+;VIN NdCr— ;vl N (2u* W NdC1=0
Ak ‘
== NT plu® [ N2
ark -
ot vl N2 ® b NAO
oy 1 oor Rvatrs [ T o B P
= o | NN+ | TNTVNGQ + | N7yt [ N2
ark .
e TR
a0

Donde a es un parametro caracteristico del método de integracién temporal23 y

VN=[(VNDT. . (VN"DTIT o5 ¢ vector fila de primeras derivadas espaciales de las
funciones de forma. En este caso se utilizé elementos bilineales de 4 nodos.??
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RESULTADOS

Se desarrollaron ejemplos de aplicacion en dominios bidimensionales y
tridimensionales. En cada tipo de dominio se eligieron varias geometrias sobre las
cuales se simula el sistema RD. Para simplificacidon del andlisis y lectura de los
resultados se supone que los valores de referencia de longitud, tiempo y
concentracion de los reactivos son magnitudes de valor unitario, por lo que hay
correspondencia entre el valor numérico del parametro adimensional y el
dimensional. En especial, se utiliza, como referencia la distancia en milimetros, la
cual se coloca entre paréntesis para recordar que corresponde 1 a 1, a un valor
adimensional.

Simulaciones en dominios bidimensionales

En 2D se hicieron pruebas sobre otras figuras de diferentes tamarnos. Primero se
usa un circulo cuyas medidas son similares a las matrices comerciales
observadas.?® El diametro del circulo es de 8 mm. De igual forma se desarroll6 una
matriz cuadrada de lado 4 mm.

Los resultados de la simulaciéon en el dominio circular aparecen en la figura 3. En
3b) y 3c) se muestra la formacién de patrones de manchas circulares para las
variables u y v. Se puede ver que las marcas circulares (que representan los poros)
estan en desfase para cada variable, es decir, donde u es maximo, v es minimo y
viceversa. Los parametros utilizados en la simulacién son d=8,6076, a=909,66,
a=0,1, b=0,9, s=0,95, T,=10,0. Este tiempo (T,) corresponde al requerido por el
sistema RD para alcanzar un estado estable. Para la simulaciéon se usé At=0,01 y
un total de 1 000 incrementos de tiempo. A partir de la variable u se puede obtener
el patrén de la figura 3a) que establece la morfologia de la matriz. En este caso el
biomaterial se polimeriza en aquellas regiones donde la variable u ha superado el
umbral s=0,95 en un tiempo de polimerizacién T,=10,0. A partir de la
polimerizacion se puede observar una distribucion homogénea de agujeros, en su
mayoria circulares, en todo el dominio. Al igual que la mayoria de las matrices
mostradas en el catalogo del fabricante Kasios,?® se puede determinar que el
didmetro promedio del poro es 350 um y la distancia entre cada poro es 500 um. La
porosidad resultante es del 65 %.

Figura 3. Patrones obtenidos para un dominio circular a) Concentracian del biomaterial
{negro significa que existe biomaterial ¥ blanco su ausencia en la matriz). b) Resultados
para la varniable u del sistema de reaccian difusian, ¢} Resultados para la variable v,

En el caso de la geometria cuadrada y con los parametros d=8,6676, a=230,82,
a=0,1, b=0,9, s=0,95, T,=15,0 se obtiene un comportamiento diferente del
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sistema RD que se muestra en la figura 4. En este caso se forman patrones de
marcas en el sistema de Schnakenberg que permiten la formacién de poros
ligeramente cuadrados y alargados en la direccion x. El didmetro equivalente de
cada poro es 420 um y la distancia entre los poros es 1 600 um en direccién
horizontal y 800 um en la vertical. No6tese, en este caso, la orientacion especial que
tienen los poros, lo cual permitiria un crecimiento preferencial del hueso. La
porosidad resultante es del 65 %.

a) b) c)

Figura 4. Resultados de la simulacion en un dominio cuadrado. a) Concentracion para el
biomaterial {negro significa que existe biomaterial ¥ blanco su ausencia en la matriz). b)
Resultados para la variable u del sistema de reaccion difusidn, ¢} Resultados para la variable
v,

Simulacién en dominios semejantes a matrices 0seas de aplicacion clinica

En el altimo ejemplo (fig. 5) se muestran resultados para un conjunto de
parametros que dan una estructura compleja en la matriz. En la figura 5a) se
muestra una cufia dada en el catalogo® con dimensiones aproximadas a un cubo de
3 (mm) (en la simulacion se utilizaron 29 791 nodos y 27 000 elementos), en 5b)
esta un cilindro con radio 1,5 mm y altura de 3 mm (en la simulacién se utilizaron
36 312 nodos y 33 462 elementos) y en 5¢) se muestra un cubo de 3 (mm) de lado
(en la simulacion se utilizaron 46 656 nodos y 42 875 elementos cubicos). Los
parametros utilizados son: d=8,5737, a=0,1, b=0,9 y Y=700,4675. Ademas,
At=0,01 y el niumero total de incrementos es 15 000. En este caso, se admite el
desarrollo del patrén de Turing para la conformacion del matrices. Por tanto,
T,=150.0 el cual corresponde al valor del tiempo necesario para alcanzar el estado
estable temporal del patréon. En la figura 5a) se observa la formacion de canales y
agujeros complejos en toda la estructura. La distancia promedio de los canales es
300 um. La porosidad es del 53 %. En la figura 5b) se observa la formaciéon de
canales y agujeros complejos en toda la estructura, es de notar que los canales se
desarrollan de forma preferencial en la direccién del plano de la circunferencia. La
distancia promedio de los canales es 400 um. La porosidad es del 54 %. En la
figura 5c¢) se observa la formacion de poros bien distribuidos con un tamafio de
poro de 300 um. La porosidad resultante es del 55 %.
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Figura 5. Resultados de la simulacion de |la construccion de matrices sobre diferentes
geometrias. a) Matrices sobre un cubo, b) matrices sobre un cilindro, ¢} Matrices sobre una
cufia.

RESULTADOS

Este trabajo propone el uso de sistemas RD para el modelamiento de matrices para
regeneracion 6sea. Esto es posible en la medida que el patréon obtenido se
caracterice por tener elevada porosidad, alta interconexion entre poros y tamario de
estos adecuados a la aplicacidn clinica para la que se requieren. El control de la
geometria interna de la matriz es necesario para permitir la movilidad y
proliferacion celular ademas del transporte de nutrientes y desechos.

La generacion de patrones por un sistema RD de Schnakenberg se realizé usando
un modelo computacional que permite modular las caracteristicas geométricas de
estos mediante el estudio del efecto de los diferentes parametros del sistema RD en
la morfologia de los patrones simulados. Es de anotar que hay interaccion entre los
efectos de los parametros. El nUmero de onda afecta la periodicidad de la
distribucion espacial de las especies u y v. Este hecho es importante pues puede
ser usado para dar una orientacion preferencial a la estructura de las matrices y por
tanto condicionar las propiedades fisicas de estas haciendo que sea anisotrépico.
Los parametros a, b, d y definen la forma basica del patron obtenido. En las figuras
3y 4 se nota como la variacion de los parametros d y condiciona la aparicion de
poros o canales asi como su tamafio. Por su parte el parametro s condiciona
principalmente el porcentaje de porosidad total de las matrices.

Como se puede observar, se ha desarrollado una metodologia que permite controlar
las caracteristicas geomeétricas de las matrices para regeneracion dsea
considerando que los valores de los parametros pueden ser elegidos segin sea la
geometria que se requiera. Es de anotar que este modelo puede ser de utilidad
para modelar no solo el proceso de formacidon de matrices in vivo sino también
fendmenos que impliquen proliferacion celular y crecimiento de tejidos
condicionados por factores de crecimiento u otras sefiales quimicas o fisicas.

En el caso de las simulaciones en dominios bidimensionales las figuras muestran
que las estructuras contienen poros, canales o una mezcla de ambos. Se observan
similitudes en cuanto al tamafio de los poros y canales. La figura 2 muestra un
arreglo de poros hexagonal con algunos canales. Estos resultados pueden verse
como una seccioén transversal de una matriz donde los poros corresponden a tubos
y los canales a espacios entre laminas.
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Las simulaciones realizadas en 3D muestran que los sistemas RD generan
estructuras sdlidas porosas o laminares,lo que concuerda con los estudios de
Callahan®® y Lepp&nen® y sobre sistemas RD en dominios de dos y tres
dimensiones.

La figura 5 muestra patrones porosos que presentan una forma similar al tejido
6seo esponjoso y a las matrices porosas fabricadas por procesos como el lechado
de particulas. Notese que estos patrones porosos, en apariencia desordenados o
aleatorios, tienen anchos de canales y trabéculas relativamente uniformes. Esto se
aprecia al comparar la figura 5 con las figuras 1 y 2.

Tanto los patrones bidimensionales como los tridimensionales obtenidos en las
simulaciones muestran porcentajes de porosidad, tamafios de poro y ancho de
canales que estan acordes con el tamafno de poro ideal de 200 a 500 mencionado
por Meyer y otros,’ por lo que una matriz inspirada en un patrén obtenido por un
sistema RD puede tener una geometria que facilite el crecimiento de tejido 6seo.
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DISCUSION

A pesar de la simplificacion del modelo de Schnakenberg usado y las suposiciones
realizadas, el trabajo realizado es atil por varias razones. Desde el punto de vista
de simulacién numérica contribuye en el analisis de patrones de Turing en tres
dimensiones, un area en la que, como menciona Shoji,?® no se encuentran muchos
trabajos.

En particular, hasta donde los autores conocen, no existen trabajos sobre patrones
tridimensionales obtenidos por el modelo de Schnakenberg. Desde el punto de vista
funcional, este trabajo frente a otros®*® aporta una metodologia para el control de
las caracteristicas geométricas de los patrones obtenidos, lo que es importante para
la aplicacion practica de estructuras obtenidas inspiradas en sistemas RD y la
comprensién de procesos de morfogénesis.

El objetivo del presente articulo es mostrar el potencial de los sistemas RD en la
generacion de patrones espaciales que puedan ser usados en la ingenieria de
tejidos 6seos. La fabricacion de matrices requiere de procedimientos minimamente
invasivos; se puede obtener matrices cuyas caracteristicas sean las mas adecuadas
a la aplicacion clinica particular de cada individuo, lo que hace a esta propuesta de
disefio muy competitiva frente a las existentes en la actualidad. La aplicaciéon de
sistemas RD a la fabricacién de matrices para regeneracion 6sea puede ganar
mayor importancia en posteriores estudios por su gran potencial para desarrollar
biomateriales que sean manufacturados no por métodos tradicionales en el exterior
del paciente sino autoorganizados en el paciente segun sus necesidades usando los
mismos mecanismos de la morfogénesis en los seres vivos.
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