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RESUMEN

Se presenta un modelo bioquimico que predice la formaciéon de la arquitectura de la
espongiosa primaria, a partir de la interaccion de 2 factores moleculares: VEGF
(factor de crecimiento endotelial vascular) y MMP13 (metaloproteinasas 13). Se
supone que el MMP13 regula la degradacion del cartilago y el VEGF permite la
vascularizacion y el avance del frente de osificacion mediante la presencia de
osteoblastos. El acople de este conjunto de moléculas se representa mediante
ecuaciones de reacciéon-difusion con parametros en el espacio de Turing, y se
obtiene como resultado un patrén espacio-temporal estable que da paso a la
formacidén de las trabéculas presentes en el tejido esponjoso.

Palabras clave: espongiosa primaria, osificacion endocondral, sistemas de
reaccion-difusion.

ABSTRACT

A biochemical model is presented which predicts the formation of the architecture
of the primary spongiosa, based on the interaction of two molecular factors: VEGF
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(vascular endothelial growth factor) and MMP-13 (metalloproteinases-13). It is
assumed that MMP-13 regulates cartilage degradation, and VEGF allows
vascularization and the advance of the ossification front through the presence of
osteoblasts. The coupling of this set of molecules is represented by means of
reaction-diffusion equations with Turing space parameters, and a stable spatio-
temporal pattern is obtained which leads to the formation of the trabeculae present
in the spongy tissue.

Key words: primary spongiosa, endochondral ossification, reaction-diffusion
systems.

INTRODUCCION

La mayoria de los huesos largos del sistema esquelético de los mamiferos se
desarrollan a partir de un proceso denominado crecimiento endocondral.*™ En este
proceso el crecimiento y la elongacion de los huesos se logran por la continua
adicion de cartilago y subsecuente reemplazo por tejido éseo.

Durante el proceso de diferenciacién de los condrocitos la composiciéon de la matriz
cambia de forma subita, a través de la produccion de otros componentes, como el
colageno tipo X, la expresién de metaloproteinas y la subsecuente calcificacion. Al
mismo tiempo los vasos sanguineos invaden el cartilago calcificado trayendo los
osteoblastos los cuales construyen el hueso inmaduro. Los condrocitos en el
cartilago de crecimiento estan sometidos a la influencia del exceso de factores
extracelulares incluyendo factores locales sistémicos y solubles, asi como
componentes de la matriz extracelular. Varios estudios®® suministran evidencia que
la proliferaciéon de condrocitos en el cartilago de crecimiento esta bajo el control de
un lazo cerrado local que depende de la ubicacién espacial y temporal; y que,
principalmente, involucra las sefiales moleculares sintetizadas por los condrocitos:
hormona paratiroidea-relacionada péptida (PTHrP), Indian hedgehog (Ihh), factor
de crecimiento transformante (TGFp), proteinas morfogéneticas 6seas (BMPs),
factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), metaloproteinasas de matriz tipo
9 conocida como gelatinasaB (MMP9) y el factor de transcripciéon RUNX2. Juntos
interactdan entre si en un bucle retroalimentado, para regular la tasa a la cual los
condrocitos dejan la zona proliferativa, diferencian a células hipertréficas y dan
paso a la formacién de hueso inmaduro.>°

El proceso de osificacion y crecimiento endocondral ha sido objeto de estudio desde
hace varios afios y se han desarrollado diferentes modelos in-silico comprobados
mediante reportes histologicos y experimentacion in-vivo que han tratado de
explicar el proceso de formacién de hueso mediante este mecanismo.’ 16 por
ejemplo, Courtin y otros.** han hecho la comparacién entre la secuencia de eventos
morfoldgicos involucrados en la formacion de hueso embridnico y las caracteristicas
espacio-temporales autoorganizadas generadas por un modelo de reaccion-difusiéon
relacionado con el metabolismo de la mineralizacidon del hueso peridstico. En su
trabajo se obtienen las estructuras tridimensionales (mediante simulacion
computacional) con un estrecho parecido con la arquitectura interna primaria del
periostio de los huesos largos. Posteriores trabajos como los de Garzén y otros’ han
planteado diferentes hipotesis sobre la interaccion de factores mecanicos, celulares,
y moleculares que dan paso a la formacién de los centros secundarios de osificacién
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en las epifisis de los huesos largos,®*? el desarrollo y crecimiento de los huesos,** y
la formacion de hueso primario.'® En estas hip6tesis se plantea que los procesos
bioldgicos y la interaccion entre los diferentes factores, pueden ser representados
mediante modelos matematicos en donde la retroalimentacion quimica entre
factores moleculares reactivos a través de mecanismos de reaccion-difusién pueden
explicar los patrones espaciales estables encontrados en algunos sistemas
bioldgicos.

Hasta donde los autores conocen, no se han realizado investigaciones sobre la
accion de los diferentes factores celulares, mecéanicos y moleculares, sobre el
desarrollo y produccién de la arquitectura de la espongiosa primaria. Por tanto, en
este trabajo se presenta la formulacién matematica de un modelo bioquimico que
explica el desarrollo de la arquitectura del hueso trabecular, partiendo del supuesto
de la interaccion de dos factores moleculares, los cuales, a través de un mecanismo
reaccion-difusion, generan un patrén espacio-temporal estable que da paso a la
formacion de las trabéculas presentes en el tejido esponjoso primario.

METODOS

a) Hipotesis requerida para el desarrollo de la espongiosa primaria usando sistemas
de reaccién-difusion

La hipétesis principal de este trabajo se basa en la formacién de la espongiosa
primaria a partir del tejido cartilaginoso epifisial mediante la interacciéon de

2 sefiales moleculares que se difunden e interactdan en la matriz extracelular
cartilaginosa. Para esto se supone la existencia de un sistema de reaccion-difusion
de 2 moléculas primordiales, como son el VEGF y la MMP13, que puede conducir a
un patron estable en el tiempo e inestable en el espacio similar a los patrones
presentes en la estructura del hueso trabecular durante la osificaciéon endocondral.

La presencia de MMP13 liberado por los condrocitos hipertréficos permite la
degradacion de los componentes de la matriz cartilaginosa (colageno y agrecanos)
y da paso a la invasién vascular y del frente de osificacion.*®*”'® Esta invasién
vascular es facilitada por la presencia del VEGF expresado por los condrocitos
hipertroéficos. Esto supone que al existir MMP13 y VEGF en todas las regiones del
cartilago epifisial, en aquellas zonas en donde se encuentren altas concentraciones
de VEGF se producird un oportuno control de la invasion de células endoteliales,
osteoclastos, condroclastos y osteoblastos en el desarrollo la osificaciéon primaria.*®
De igual forma, en donde exista una alta concentracion de MMP13 se degradara
completamente el cartilago, dando origen a la arquitectura del hueso trabecular.
Por lo tanto, se puede suponer que en el desarrollo de la arquitectura de la
espongiosa primaria debe existir una regulacion del MMP13 por parte del VEGF
(mecanismo inhibidor) de forma tal que se detenga la degradacién del cartilago y
empiece la invasion del frente de osificacion.

b) Descripcién del modelo

El proceso regulatorio que se propone en este modelo esta basado en un sistema
activador-sustrato. La figura muestra la relacién de las sefiales moleculares
producidas por la hipertrofia de los condrocitos. El proceso indica que existe un lazo
de control entre el VEGF (factor activador) y el MMP13 (sustrato), donde el VEGF se
autoactiva e inhibe la produccion de MMP13 deteniendo el proceso de degradacion y
dando paso a la mineralizacién de la matriz de cartilago remanente.*® Por otro lado,
se supone que el MMP13 se autoinhibe pero activa la produccion de VEGF; a este
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lazo se le conoce como sistema de retroalimentacion positiva. El VEGF ayuda a la
invasion vascular y traera consigo las células osteogénicas que permiten la
construccion de la espongiosa primaria. Se ha observado que este proceso genera
trabéculas regulares y patrones altamente repetibles durante el proceso de
osificacion, similares a los hallados en los patrones de Turing.?°

"

VEGF
Condrocitos t
hipertréficos |
L
T !
2

VEGF: factor de crecmiento endotelial vascular, MMPL3: metaloproteinasa 13,
Las lineas continuas significan activacion, las lineas punteadas inhibicidn,

las lineas curvas continuas significan autoactivacian v las lingas curvas
punteadas autoinhibicidn,

Fig. Sistema de contral del proceso molecular.

El mecanismo regulatorio es modelado por medio de ecuaciones de reaccion-
difusiéon, donde el término «de reaccién» (sintesis de factores extracelulares
solubles) es considerado dependiente de la concentracion de los reactantes y de la
presencia de los condrocitos hipertréficos. De acuerdo con esto, la hip6tesis se
sustenta en que el origen de los patrones presentes en la espongiosa primaria
podria corresponder, desde un punto de vista matematico, a los patrones que
ocurren en el espacio de Turing cuando 2 reactantes quimicos interactian.

La definicidn de las relaciones indicadas en la figura puede ser cuantificada por
medio de ecuaciones que establecen cambios locales de los factores extracelulares
solubles, y en la concentracion de sangre:
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donde ~“F es la concentracion de condrocitos hipertréficos 227y ¥ representa

las concentraciones de VEGF y MMP13, respectivamente. Los restantes son
parametros del modelo: %1y &2 son términos que cuantifican la produccién de cada
factor molecular por los condrocitos hipertréficos; 1 es una constante que cuantifica
la inhibicién de la produccion de VEGF por su exceso; Yo regula la interaccién no
lineal entre la concentracion de MMP13-VEGF cuantificando la concentracion o

inhibicién de cada factor molecular; DFF
de VEGF y MMP13, respectivamente.

GF y E:lﬁ"fﬂ"fi-“ﬂson los coeficientes de difusion

2
En la interpretacion biolégica de las anteriores ecuaciones el término Yo vpers aneen

SFEGF (

representa la activaciéon no lineal de producciéon de VEGF por la presencia de

Ry
MMP13) y el consumo no lineal de P13 (por la presencia de VEGF). La ecuacién

(1c) representa la activacion de la tasa de produccion de hueso por la presencia de
altas cantidades de VEGF, la cual se regula a medida que transcurre el tiempo. En

esta ecuacion 77 es una constante que regula la produccién de hueso en el tiempo;

55

Um¥al representa el valor de la concentracion de VEGF con la cual comienza el
proceso de osificacion. % es el tiempo requerido para el proceso de calcificacion del

¥
cartilago y £ representa el tiempo que limita la producciéon de hueso.

DISCUSION

En este trabajo se present6 la formulacién de un modelo biorregulatorio basado en
un conjunto de ecuaciones de reaccion-difusion para predecir la formacién de la
arquitectura de la espongiosa primaria. La aplicacion del modelo de reaccién-
difusién con parametros en el espacio de Turing es un area de constante trabajo y
controversia en biologia. Garzoén y otros,®**?%22 Courtin y otros*' y Cramping y
otros®® utilizaron en sus trabajos modelos de reaccién-difusién para simular
diferentes procesos biolégicos, y obtuvieron como resultado que el empleo de estos
sistemas puede llegar a explicar muchos fenémenos biolégicos complejos en donde
la formacion de patrones sea una variable constante.

La hipétesis presentada plantea que el origen de la espongiosa primaria es
internamente controlado por células cartilaginosas, esto se logra a través de

2 bioquimicos reactantes, VEGF y MMP13. Estos factores no son los Unicos que
actuan en la osificacion endocondral, existen otros tantos, entre los que se cuentan
Ihh, PTHrP, Runx2, BMP,*>%%24 y que probablemente influyen de igual forma en la
formacién de hueso trabecular. Hasta la fecha se ha hecho un gran esfuerzo para
entender completamente el papel de cada una de estas sustancias, como
interactUan y qué procesos regulan. Es posible que VEGF y MMP13 no sean los
factores que controlan completamente el proceso de osificacion endocondral, pero
la existencia de un mecanismo activador-sustrato garantiza una alta estabilidad
para el desarrollo de este proceso biolégico.

En el desarrollo del modelo se asumid, para las condiciones iniciales, que el factor
activador es liberado por los condrocitos hipertréficos, al igual que el sustrato, sin
embargo, el tipo de inestabilidad espacial obtenida es independiente de las
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condiciones iniciales. No obstante este modelo es muy estable y robusto con
respecto a las condiciones iniciales y el rango de parametros.
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