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RESUMEN

Una de las areas mas importantes de la ingenieria de tejidos es la investigacion
sobre la regeneracion y sustitucion del tejido 6seo. Para cumplir con estos
requisitos, los implantes 6seos han sido desarrollados para permitir la migraciéon de
las células, el crecimiento del tejido, el transporte de los factores de crecimiento y
nutrientes y la renovaciéon de las propiedades mecanicas. Los implantes estan
hechos de diferentes biomateriales y se han fabricado utilizando varias técnicas
que, en algunos casos, no permiten un control total sobre el tamafio y la
orientacion de los poros que caracterizan a la microestructura del andamio. Desde
esta perspectiva, se propone el uso de un sistema de reaccién difusién para lograr
las caracteristicas geométricas de la matriz 6sea. La validacion de esta hipotesis se
realiza a través de simulaciones de la geometria obtenida por un sistema de
reaccion-difusion junto con un modelo de degradacién por hidrélisis en elementos
tridimensionales representativos.

Palabras clave: Reaccion-difusion, hueso, andamios estructurales, osificacion,
cicatrizacion.

ABSTRACT

Research into bone tissue regeneration and substitution is one of the most
important components of tissue engineering. In compliance with these
requirements, bone implants have been developed which allow cell migration,
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tissue growth, the transport of growth factors and nutrients, and the renewal of
mechanical properties. Implants are made of various biomaterials, and they have
been manufactured using techniques which not always allow total control of the size
and orientation of the pores involved in the microstructure of the scaffold. From this
standpoint, a reaction-diffusion system is proposed for the achievement of
appropriate geometric features in the bone matrix. The hypothesis is validated
through simulations of the geometry obtained with a reaction-diffusion system and
a model of hydrolytic degradation in three-dimensional representative elements.

Key words: reaction-diffusion, bone, structural scaffolds, ossification, healing.

INTRODUCCION

El hueso es un tejido conectivo mineralizado compuesto principalmente por cristales
de hidroxiapatita en una matriz de colageno y forma el esqueleto de los
vertebrados. Hay dos tipos de tejidos 6seos: el cortical y el trabecular. Aunque son
biolégicamente similares, difieren en su estructura. El hueso cortical es compacto y
esta ubicado en la superficie mientras el trabecular es un patrén esponjoso hueco
formado por trabéculas y placas. Los huesos cumplen funciones mecanicas,
sintéticas y metabdlicas. La busqueda de elementos que ayuden a suplir dichas
funciones requiere la investigacion interdisciplinaria de la ingenieria, la biologia y la
medicina para cumplir requisitos que van desde las propiedades mecéanicas hasta la
biocompatibilidad.*

Materiales sintéticos como ceramicos, polimeros o materiales compuestos estan en
constante desarrollo para ser usados como implantes 6seos. Los materiales
ceramicos estan basados en fosfatos de calcio como la hidroxiapatita y los
biovidrios. Se distinguen por tener buenas propiedades osteoinductivas pero bajas
propiedades mecanicas y dificultades en su proceso de fabricaciéon.? A su vez,
polimeros tales como los derivados del acido poliglicolico (PGA) y del acido
polilactico (PLA), tienen buenas propiedades mecanicas y de biodegradabilidad, que
pueden variar de acuerdo con su peso molecular; también se caracterizan por su
facil conformabilidad, pero tienen baja capacidad osteoinductiva con respecto a los
ceramicos.?

Los materiales compuestos ceramica-polimero combinan las propiedades de los
materiales de base: buena resistencia mecanica, osteoconductividad y facil
conformabilidad.* Las ceramicas basadas en fosfatos de calcio muestran alta
osteoconductividad, pero bajas tasas de degradacion.® La degradacion en ceramicas
como los fosfatos de calcio se debe a mecanismos como la disolucidn, la
precipitacion, la hidrélisis y la transformacién de fase.® Por otra parte, la
degradacion de los polimeros se produce por el mecanismo de hidrélisis y la acciéon
de enzimas.’ Biopolimeros como los poliésteres (el PGA y el PLA), la
policaprolactona o los poliuretanos se degradan por hidrdlisis, mientras que los
poliaminoéacidos y el colageno se degradan por la accién enzimatica. Teniendo en
cuenta que el PLA es de facil obtencién y procesamiento, ademas de amplio uso
médico,? la erosién de este polimero, considerando un proceso de difusion del agua
en su interior y posterior hidrélisis, ha sido estudiada por varios autores.®*3
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Aungue los implantes 6seos, generalmente, son objetos sélidos hechos a medida e
implantados en el sitio del defecto, otro enfoque en el uso de biomateriales para el
tejido Gseo son los cementos Gseos. Por lo general, estos son empleados para fijar
reemplazos articulares y para llenar las cavidades en los huesos en procedimientos
como la vertebroplastia y la cifoplastia. Su principal ventaja es el minimo de
preparacion e intervencion invasiva. Del mismo modo, al igual que los procesos
convencionales, la porosidad puede ser alcanzada mediante el uso de particulas
biodegradables que actian como porogeneradores.****

Sin embargo, ni los implantes ni los cementos 6seos son los mecanismos que la
naturaleza aplica en el proceso de morfogénesis. Desde Turing,'® muchos autores
han postulado el uso de los sistemas de reaccion-difusién (RD) para modelar los
patrones y estructuras que se encuentran en los organismos vivos.*’

Los sistemas de RD son modelos matematicos inspirados en las reacciones
quimicas, que describen la concentracion y distribucidon espacial de una o mas
sustancias reactivas que actian como morfogeneradores. Siguiendo esta linea,
como una posible alternativa a los procesos existentes de fabricacion de andamios,
se plantea la hipdtesis de que un sistema de reaccion-difusién puede ser empleado
para generar implantes controlando el porcentaje de porosidad, el tamafio de los
poros y su interconexion. De esta forma se pueden ajustar las propiedades
geomeétricas y fisicas apropiadas para una aplicacién clinica en particular.

Este articulo tiene como objetivo explorar la degradacién a partir del proceso de
hidrdlisis en estructuras que pudiesen ser obtenidas mediante un sistema de RD
hipotético. Para ello, mediante variaciones en los valores del sistema RD se
obtienen diferentes voliumenes representativos que provocan cambios en la
periodicidad de los patrones obtenidos en la arquitectura interna del andamio vy,
después de eso, se aplica un modelo de degradacion debido a hidroélisis, propuesto
por Adachi y otros,® a cada uno de los volimenes representativos.

METODOS

Para la generacion de los elementos representativos de volumen se trabajaré el
modelo propuesto por Garzén y otros,*® del cual se muestra un resumen a
continuaciéon. En un principio, se supone un modelo de sistema de RD de
Schnakenberg como el mencionado por Murray,*’ en el que la velocidad de reaccién
es directamente proporcional al producto de las concentraciones activas de los
reactivos, por lo que la cinética de reaccidon viene dada por:

d[ X
A4 k-] £ L]
el
A _ g, 151- &,
et
€D
Donde A, B, K, K;, K5, K3 y K; son constantes positivas. Por lo tanto, el sistema
anterior solo depende de las variables X e Y.
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Por otro lado, se supone que se obtiene un biomaterial obtenido mediante la
polimerizacién de uno de los reactivos en el sistema de RD, como resultado de su
nivel de concentracion. Una vez que el sistema de RD llega a la estabilidad, el
biomaterial hereda el patréon espacial. Para modelar este proceso, se asume que la
polimerizacién sigue una ley similar a la propuesta por Ludwig y otros, como se ha
mencionado por Murray.!’ Este proceso se describe a continuacion:

. » ()
did _ ., [X] ;

@ [XT+[ST ¥ +T°

Donde S es el valor del umbral de la concentracién de reactivo X que inicia la
polimerizacion, M es la concentracion de biomaterial, t es el tiempo desde el inicio
del proceso de polimerizacion, T es el valor umbral de tiempo en el que se inicia la
polimerizacién, C es una velocidad constante y P y R son constantes que definen la
pendiente de la funcién de umbral.

A partir del modelo del sistema de RD se hace un andlisis del niumero de onda para
dicho sistema pues es el que permite regular la distribucion de los poros. Desde el
analisis de estabilidad lineal referido por Murray*’ se propone el proceso de disefio
de un andamio mediante la manipulacion de los parametros de la reaccién quimica,
la difusién y la funcién de la polimerizacién. Los parametros adimensionales de la

RD del sistema d, Y A y B permiten el control de la estructura y la formacion de
patrones de Turing. Por el contrario, en el disefio de un andamio, se requiere
conocer el niumero de onda necesario para definir el nUmero de poros en una

direccion, ademas de A y B, después de esto, se obtienen los valores de d y y. El
ndamero de onda indica el nUmero de medias ondas sinusoidales en cada una de las
direcciones x e y.

El andlisis de la gama es posible encontrar los valores de m y n los definen la
distribucion de los poros en el dominio. Por ejemplo, en un dominio rectangular, el
ndmero de poros total en la direccidon x esta dada por m/2Lx y n/2Ly en la direccion
y. Para ver como obtener los valores de m y n se puede consultar la referencia de
Garzon y otros.*®

Para el modelo de degradacion se supone que el biomaterial es un polimero que se
degrada por hidrdlisis de manera similar a como lo hace el PLA. En este estudio se
adopta el modelo propuesto por la degradacion de Adachi y otros.® A continuacion
se hace un resumen de dicho modelo. Se inicia considerando que el moédulo de
elasticidad Es es proporcional al peso molecular del polimero:

W (t) (3)

EW@)=EZ,
0

En (3) Es es el mdédulo de elasticidad a un peso molecular inicial WO.

Mientras tanto, el peso molecular cambia en el tiempo debido a un proceso de
hidrolisis:
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H(() — _ﬁf (4)

Donde 3 es una constante del biomaterial y ¢ es el valor de la concentracion de
agua que se encuentra entre 0 y 1, y es funcion de la ecuacién de difusion:

c=aVie (8)

Donde a es el coeficiente de difusion de agua en el biomaterial.

RESULTADOS

Esta seccién presenta las situaciones modeladas para estudiar tanto la formacion
del patrén interno del implante como su posterior degradacion. Las pruebas
iniciales se realizaron para verificar la predicciéon hecha por la teoria, asi como los
ndmeros de onda que se predicen por la teoria de estabilidad lineal. Las pruebas se
han desarrollado en un volumen cubico, con el fin de obtener diferentes estructuras
representativas. Las pruebas numéricas se llevaron a cabo en un cubo con un
tamafo de 2,4 mm de longitud de onda con tres numeros diferentes: (2,2,0),
(2,2,2) y (4,2,2). Los parametros de RD fueron elegidos con el fin de obtener
estructuras porosas con las periodicidades definidas por los nimeros de onda
anteriormente propuestos. La malla de elementos finitos consta de 17 576 nodos y
15 625 elementos. Ademas, todas las simulaciones emplean un incremento de paso
de At = 0,01, hasta alcanzar los 1 000 pasos. Por otro lado, cada una de las
estructuras se logra al heredar el patron de Turing. La eleccion de las condiciones
iniciales aleatorias pueden considerarse similares al caso de la inyeccion de dos
sustancias en una cavidad en donde no se puede determinar con precision la
concentracion de cada uno al comienzo de la reaccion. Ademas, se considero el
flujo nulo en todas las fronteras del dominio. Finalmente, se aplica el modelo de la
degradacion para examinar su evolucion microestructural debido a la hidrdlisis.

La figura 1 muestra la formacién de la microestructura obtenida para la variable u,
cuando s es igual a 0,995 y con el nUmero de onda (2,2,0). Los parametros del
sistema RD fueron d = 8,6676, o= 0,1, § = 0,9 y= 230,82. El patron de Turing se
estabilizé en un tiempo adimensional t = 5,8, con una porosidad resultante del

46 %. El ancho trabecular obtenido de la celda unidad es de 1,2 mm. El cambio de
la porosidad esta en funcidon del valor umbral de la polimerizacién s como se
observa en la tabla 1.

La figura 2 muestra las células de la unidad de andamio para obtener el nUmero de
onda (2,2,2). Los parametros utilizados en el sistema de RD fueron d = 8,6123,
a=0,1, 3 =0,9yy=346,3578, cuando s es igual a 0,895. Esta unidad presenta
una porosidad de 32 %, una anchura trabecular de 1,2 mm y un tiempo de
estabilizacion adimensional t = 8,4. Una vez mas, la porosidad depende del valor
umbral de polimerizacion s, como se ve en la tabla 2.

La figura 3 muestra algunos ejemplos de la estructura obtenida con el nimero de
onda (4,2,2) cuando s = 0,995. Los parametros del sistema RD son d = 8,5736,

a =0,1, y =700,4675, § = 0,9. El patron de Turing se estabilizé en un tiempo
adimensional t =28,8, con una porosidad resultante del 29,6 %. Esta celda unitaria
tiene una anchura de trabéculas de 0,6 mm. En cuanto a los dos niumeros de onda
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presentados anteriormente, el cambio en la unidad de la porosidad es una funcion
del valor umbral de polimerizaciéon s, como se ve en la tabla 3.

Fig. 1. Formacion vy valores de concentracion de la

variable v en la estructura obtenida para el namero
de onda {2,2,0% v parametros ¢ = 8,6676, o =0,1,
¥=230,82, £=0,9 y s=0,09E

Tabla 1. Porcentaje de porosidad en funcian del valor de s
en la estructura obtenida para el ndmero de onda (2,2,0% ¥ pardmetros
d=86676, x=0,1%=230,82, 5=0,9ys =0,995

Yalor de s Porosidad {960
0,88 &
0,20 11
0,26 29
1,00 4
1,02 63
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Fig. 2. Formacian y valores de concentracion de la
variable u en la estructura obtenida para el ndmero
de onda {2,2,2) v parametros d = 58,6123, o =0,1,
¥ =346,3578, §=0,9 y 5= 0,895,

Tabla 2. Porcentaje de porosidad en funcian del valor de s
en la estructura obtenida para el nimero de onda {2,2,2% v parametros
d=18,6123, &=0,1; y=346,3578, 5 =0,9 v s = 0,895

Yalor de s Porosidad (5a)
0,260 2
0,870 5
0,880 12
0,890 23
0,895 32
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Fig. 3. Formacian y valores de concentracion de la
variable w en la estructura obtenida para el ndmero
de onda {(4,2,2) v los parametros @ = 8,6123, o. = 0,1,
¥=345,3578, §=0,9 vy =0,995,

Tabla 3. Porcentaje de porosidad en funcian del valor de =
en la estructura obtenida para el nimero de onda (4,2,2% v parametros

d=8,6123, @ =0,1; ¥ = 346,3578, §=0,9y 5 = 0,995

YWalar de s Porosidad {9
0,26 ]
0,97 3
0,98 =]
0,99 21
1,00 20

Los resultados presentados en las figuras 1, 2 y 3 demuestran que a mayores
numeros de onda aumenta el tiempo de estabilizacion del patréon de Turing. Por
otro lado, las tablas 1, 2 y 3 demuestran que la porosidad depende del valor umbral
s de polimerizacion.

Sobre las tres geometrias obtenidas variando el nUmero de onda, se realizaron
pruebas numeéricas del modelo de degradacion con el fin de examinar su evolucion
microestructural debido a la hidrélisis. Las propiedades del material considerado
para el andamio hipotético fueron un médulo de elasticidad Es = 20 GPa, una
relacion de Poisson vs= 0.3, un peso molecular inicial de Wy = 70 000 g/mol, un
coeficiente de difusiéon oo = 4.0 x10-4 mm?/dia y tasa de degradacién constante de
B = 4 000/dia. Estas propiedades son similares a las del acido polilactico, un
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polimero de ancho utilizados en aplicaciones biomédicas®® y los valores son
tomados de Garzén-Alvarado.*® La figura 4 (a) y (b) muestra la evolucién de la
concentracion de agua y el modulo de elasticidad, respectivamente, para la celda
unidad obtenidos con el niumero de onda (2,2,0). Se observa que se requieren
127 dias para la degradacion completa.

La figura 5 (a) y (b) muestra el proceso de degradacion de la unidad obtenida con
el nimero de onda (2,2,2). La degradacion completa de las células de unidad toma
118 dias.

El proceso de degradacién de la celda unidad (4,2,2) se ilustra en la figura 6 (a) y
(b). La degradacion completa de la estructura se produce después de 91 dias.

La figura 7 muestra la evoluciéon de la masa normalizada restante sobre el tiempo
de degradacion. Después de 20 dias, la degradacioén se inicia y se puede observar
que el uso de una serie de ondas de alta disminuye el tiempo necesario para lograr
la degradacion total.

m I:
8 01 -
B ox
| Rl B
B o B
{ on: i
) B
a) b)
Fig. 4. Degradacion de la celda con el ndmero de onda {2,2,0): {a) Yalor de
concentracion de agua en el palimero, (b valor del modulo de elasticidad del
polimero.
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a) b)

Fig. 5. Degradacion de la celda con el ndmero de onda (2,2,2) {a) Yalor de
concentracion de agua en el polimero (b} Yalor del madulo de elasticidad
del polimera.

=31

a) b)

Fig. 6. Degradacian de la celda con el ndmero de onda (4,2,2). {a) Valor de
concentracion de agua en el polimera, (b) Yalor del madulo de elasticidad del
paolimera,
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Fig. 7. Masas normalizadas restantes en el tiempo de degradacion de los tres
voldmenes considerados para diferentes ndmeros de onda.

DISCUSION

El objetivo de este trabajo es mostrar el potencial de los sistemas de RD en la
ingenieria de tejidos 6seos. Tres patrones tridimensionales se obtuvieron mediante
la variacion de los parametros del modelo de reaccidon-difusion de Schnakenberg
para lograr microestructuras internas que podrian ser Utiles para la regeneracion
6sea. Se aprecia que propiedades como el tamarfio de los poros y la porosidad
pueden ser controladas variando el valor de los parametros a, b, d, y, Ta, s, del
modelo considerado. El nUmero de onda K obtenido determina la frecuencia de la
distribucion espacial de los poros, como se puede ver en las figuras 1, 2y 3. La
disminucién y el aumento de los valores d y y llevé a la formacién de los patrones
que tienen mayor numero de onda. El niUmero de onda (2, 2, 0) se obtiene con

d =8,6676 y y = 230,82 en comparacion con el nUmero de onda (4, 2, 2) obtenido
cond = 8,6123 y y = 346,36. El comportamiento no lineal de los sistemas de RD se
observa cuando las pequefias variaciones en el valor d ocasiona cambios
significativos en la periodicidad del modelo obtenido. Por su parte, el parametro s
principalmente determina porcentaje de porosidad de la estructura. A mayor valor
de s mayor porosidad. A pesar de que los sistemas RD son procesos dependientes
del tiempo, todas las simulaciones alcanzan la estabilidad temporal después de
cierto tiempo Ta, independientemente de las condiciones iniciales.

Por otro lado, como se puede observar en la figura 7, las simulaciones no muestran
degradacion aparente en los primeros 20 dias. A partir del dia 20 al dia 50,
aproximadamente, se observan tasas de degradacidon similares en las tres celdas.
Finalmente, a partir del dia 50 hay degradacion a diferentes tasas que conducen a
una mayor disminucion de la masa en la celda con nidmero de onda (4,2,2).

La implementacion del modelo tiene un bajo coste computacional en comparacion
con otros como Leppanen,?? donde 500 000-2 000 000 pasos de tiempo se
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requieren en las simulaciones 3D para obtener los patrones estabilizados. Aqui, las
estructuras de estabilizacién se obtuvieron usando 1 000 pasos de tiempo 0 menos.

Este trabajo ha hecho algunas consideraciones y simplificaciones que se deben
tener en cuenta. El primer aspecto es la falta de datos experimentales para apoyar
el modelo. Hasta donde los autores conocen, no hay sistemas de RD que originen
biomateriales. Sin embargo, cabe sefalar que entre el trabajo de Turing sobre los
sistemas de RD como un mecanismo para la morfogénesis'® y la primera evidencia
experimental®® pasaron casi 30 afios. La segunda consideracion es que el modelo
asume que, al menos, una especie permite la polimerizacién de un biomaterial. El
tercer aspecto es la simplificacion del tamarfio del dominio y la forma del sistema de
RD.

Varios autores como Shoji?* han informado de la influencia del tamafio y la forma
del dominio en la forma y la estabilidad del patréon generado. Es necesario
mencionar que a medida que avanza el proceso de recuperacion, en el sitio de la
lesién pueden producirse cambios en la geometria de dominio que podrian afectar
el comportamiento del sistema de RD. Una cuarta simplificacion es considerar
condiciones de Neumann en los limites de dominio. En realidad, puede haber flujo
en las fronteras que cambian el comportamiento del sistema de RD. También es
una simplificacidon excesiva considerar los coeficientes de difusion y las constantes
de reaccién cuando estos estan sujetos a diversos factores del microambiente
donde se produce la reacciéon. Ademas, pueden ser estudiados otros sistemas de RD
como Brusselator, Gray Scott y el Lengyel-Epstein.?? Es necesario analizar el efecto
del tamaio del dominio y de los elementos con respecto a la longitud de onda de
los patrones obtenidos y deberia haber evaluaciones sobre el efecto del método
numeérico utilizado en la estabilidad y la forma del patrén generado.

A pesar de las simplificaciones y la necesidad de mas estudios, este trabajo es util
por varias razones. Desde el punto de vista de la simulacién numérica, ayuda en el
analisis de los patrones de Turing en tres dimensiones, un area donde no se hacen
muchas obras como se ha mencionado por Shoji.?* Desde un punto de vista
funcional, este trabajo en comparacién con otros?*?? proporciona una metodologia
para el control de la geometria de los patrones obtenidos, que es importante para
la aplicacion clinica o de otro tipo de andamios desarrollados. Por dltimo, sefialamos
que este trabajo proporciona una posible linea de investigacion experimental que
puede acercarse a la solucién de problemas complejos en ingenieria de tejidos.
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