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RESUMEN

En este articulo se ha desarrollado un modelo de la apariciéon y ubicacién de los
centros primarios de osificacion en la calvaria. Este es el primer modelo
computacional que determina la ubicacién de estas estructuras 6seas del craneo.
Se describe un modelo de reaccidon-difusion de dos moléculas (BMP y Noggins) cuyo
comportamiento es del tipo activador-sustrato y su solucién produce patrones de
Turing, que representan los centros primarios de osificacion. Una vez mas, el uso
de ecuaciones de este tipo posibilita la explicacion de fendmenos de morfogénesis
antes no dilucidados por otro tipo de teorias, en este caso, teorias de osificacion del
craneo. Este tema es de constante investigacion, especialmente en la medicina
ortopédica y pediatrica.
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ABSTRACT

The paper deals with the development of a model for the appearance and location
of primary ossification centers in the calvaria. This is the first computational model
intended to determine the location of these cranial bone structures. A reaction-
diffusion model is described of two molecules (BMP y Noggin) which behave as
substrate activators. The solution produces Turing patterns representing primary
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ossification centers. Once again the use of these equations makes it possible to
explain morphogenesis phenomena not elucidated by other theories, in this case
cranial ossification theories. The topic is under permanent research, especially in
the fields of orthopedic and pediatric medicine.

Key words: cranium, morphology, morphogenesis.

INTRODUCCION

El neurocraneo membranoso (o calvaria) se desarrolla por osificacion
intramembranosa. Inicialmente, el tejido mesenquimal reviste el cerebro y
experimenta la diferenciacion paulatina de células mesenquimales a osteoblastos.
En consecuencia, se desarrollan una cierta cantidad de huesos planos que se
caracterizan por la presencia de espiculas 6seas semejantes a agujas. Estas
espiculas se irradian desde los centros primarios de osificacion hacia la periferia. Al
proseguir el crecimiento durante la vida fetal y posnatal, estos huesos aumentan en
volumen por aposicion de capas sobre su superficie externa y por reabsorcion
osteoclastica desde el interior de cada hueso.*?

Los sitios donde se lleva a cabo la diferenciacion celular se denominan centros
primarios de osificacion, los que estan mediados por sefales bioquimicas. Holleville
y otros realizaron experimentos sobre aves para determinar los factores genéticos
involucrados en la formacién del neurocraneo membranoso. En especial, se
encontro el efecto de diferenciacion a osteoblasto que tiene la proteina
morfogenética de hueso -2 (BMP2). Adicionalmente se encontré que el gen DIX5 se
presenta en los frentes de osificacion.®

Holleville y otros® llevaron a cabo un estudio del DIx5 sobre las suturas durante el
desarrollo craneal. Jiang y otros estudiaron la expresiéon molecular en las suturas de
Wntl-Cre/R26R; en un estudio realizado, estos autores demostraron que existe una
relacion directa entre las meninges derivadas de la cresta neural y la osificacion
intramembranosa.®

El origen de los centros primarios de osificacion en la calvaria no se ha esclarecido
completamente. El objetivo de este articulo es desarrollar un modelo matematico
de la aparicidon de los centros primarios de osificacion en la calvaria. Mediante este
modelo se logra simular la aparicion de los centros primarios de los futuros huesos
planos: huesos frontales, parietales y el occipital. La implementacién computacional
se lleva a cabo mediante elementos finitos, y para el modelo de las sefales
moleculares se ha utilizado un sistema de reaccién-difusidon cuyos parametros se
encuentran en el espacio de Turing y, por tanto, desarrolla patrones bien
establecidos, denominados de Turing.

La osificacion de la calvaria difiere de la base craneal en la forma de osificacion y en
el origen embridénico. En la primera se da de forma intramembranosa y en la base
craneal de forma cartilaginosa. Ademas, el origen embridnico de la calvaria son las
células de la cresta neural.® Estas células forman el ectomenix, que es una
membrana fibrosa. En el segundo mes de gestacién la osificacion se presenta en el
ectomenix. Una vez que se presentan los centros primarios de osificacion, se
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desarrollan los huesos mediante la osificacion de sus limites (margenes) que
contienen células especializadas de hueso que permiten la formacién de estos.
Estas margenes crecen de forma radial hasta alcanzar los limites de otros huesos,
formando asi las suturas. Estas suturas le dan flexibilidad al craneo para permitir su
desarrollo y crecimiento. Ademas, en ellas se presenta un fino balance entre
proliferacion y diferenciacion.” Modelos biomecénicos proponen que las fuerzas
ejercidas sobre las suturas por la expansion del craneo permiten el desarrollo de la
calvaria y determinan la localizacion de la sutura.

Desde el punto de vista bioquimico se han hecho numerosos estudios que
demuestran que la osificacion depende de los factores genéticos y de las moléculas
involucradas en los niveles local y sistémico. Por ejemplo, Holleville y otros®
realizaron experimentos donde el gene DIx5 fue comparado con otras moléculas
involucradas en el proceso de osificacion de la calvaria, especialmente la proteina
morfogenética de hueso 2 (BMP2), BMP4, BMP7, los factores de crecimiento
fibroblastico (FGF) y sus receptores FGFR1, FGFR2, FGFR4.

En el articulo de Holeville y otros se tiene en cuenta el efecto de cada molécula
sobre el marcador de osificacion intramembranosa denominado osteopontina.
Ademas, estos investigadores® hallaron que el DIX5 se encuentra en frentes
osteogénicos y en las suturas mesenquimales, pero no en la sutura misma. De la
misma forma, en cultivos celulares de calvaria se encontrd que el DIxX5 es regulado
positivamente por el BMP e inhibido por su antagonista, el Noggin.?

METODOS
Hipotesis del modelo

La hipotesis de este trabajo se basa en la diferenciacion de los osteoblastos a partir
del tejido mesenquimal mediante la accién de la proteina BMP2,2 la cual se
encuentra regulada en el tejido mesenquimal. Para esto se supone la existencia de
un sistema de reaccion-difusion de dos moléculas primordiales como son el BMP2 y
el Noggin® cuya distribucién en el espacio puede conducir a un patrén estable en el
tiempo e inestable en el espacio, similar a los patrones de diferenciacién de los
osteoblastos desde células mesenquimales.

Descripcion del modelo

El proceso regulatorio esta basado en un sistema de reaccion-difusion (de
ecuaciones diferenciales parciales) del tipo activador-sustrato (también llamado
modelo de agotamiento). El proceso indica que existe un lazo de control entre el
Noggin (factor activador) y el BMP2 (sustrato), donde el Noggin se autorregula y
compite con la produccién de BMP2. De esta forma, se supone que el BMP2 se
autoinhibe pero activa la produccién de Noggin y, por su parte, el Noggin inhibe la
produccion de BMP2. Esta hipdtesis se basa en los resultados obtenidos por Zhu y
otros,® Walsh y otros ° y Plikus y otros'® donde se destaca la existencia del bucle
regulatorio entre BMP2 y Noggin. El BMP2 permite la diferenciacion celular de las
células mesenquimales a osteoblastos. De esta forma los osteoblastos diferencian y
desarrollan patrones altamente repetibles, similares a los hallados en los patrones
de Turing.™
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La definicion de las relaciones indicadas puede ser cuantificada por medio de
ecuaciones que establecen cambios locales de los factores que estan en el tejido
mesenquimal que recubre la calvaria:

(1a)
%= Clay — w5, + 7,555, 1+ D725,
g (1b)
ﬁ: Clae, — 105255 )+ Dyv25,

donde C es la concentracion de células del tejido mesenquimal que expresan los

Sy

factores BMP y Noggin; Sﬂy representan las concentraciones de BMP y Noggin,

. . & A
respectivamente. Los restantes son parametros del modelo: 1y % son términos
que cuantifican la produccién de cada factor molecular por los tejidos mesenquimal
y epitelial, p es una constante que cuantifica la inhibicidon en la produccion de

Noggin por su exceso, ¥ regula la interaccidon no lineal entre la concentracion de
Noggin - BMP2 y cuantifica la activacion o inhibicion de cada factor molecular, Dy y

LDy son los coeficientes de difusion del BMP2 y Noggin, respectivamente. En la

a
. o . . o K g
interpretacion bioldgica de las anteriores ecuaciones el término representa

la activacion no lineal de Sy (produccién de Noggin por la presencia de BMP2) y el

Ry

consumo no lineal de *& (por la presencia de Noggin).

Adicionalmente, se tiene en cuenta la maduracién de las células mesenquimales.
Esta suposicién se basa en la teoria de Ruch y otros*® quienes han postulado que
solo las células que han cumplido un determinado nimero de ciclos celulares
pueden diferenciarse. De igual forma, esta suposicion es confirmada por Schmitt y
Ruch.®® Estos hallazgos fueron establecidos en la diferenciaciéon de células
mesenquimales a odontoblastos, y aqui se hace una extension a lo que puede
ocurrir con osteoblastos. En este articulo se tiene en cuenta que la posiciéon de las
células en la calvaria determina su diferenciacion. Por tanto la diferenciacion

depende de la concentracién de BMP que sefiala el proceso y la maduracion celular
que depende de la posicidon especial, dada por:

Ao o T ()
5 :H n 2 ! ' ¥ ¥ f(X?'ﬁf}
ct S +5Sp T+t

La ecuacion (2) representa el término de diferenciaciéon de las células
mesenquimales a osteoblastos por la presencia de BMP2, la cual se regula a medida
que transcurre el tiempo T y depende de la maduracién celular que depende de la

posicion espacial J ) . En esta ecuacion 77 es una constante que regula la
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be
diferenciacion celular, = I representa el valor de la concentracién de BMP2 con la

7

lleve a cabo la diferenciacion y £ representa el tiempo limite de accién de la BMP2.

cual comienza el proceso de diferenciacion. es el tiempo requerido para que se

Por su parte, f(x"*‘i) depende de la posicion relativa Xret que determina la distancia
entre la parte mas superior de la calvaria y el limite rostral y la base del craneo.
Esta suposicidon se basa en que las partes rostrales y la base del craneo diferencian
con mayor rapidez (séptima semana) que la calvaria (octava a novena semana).’
Por tanto, la cercania al rostro podria determinar la maduracion celular, que esta
dada por:

1 x,,=r (3

0 other case

F %) = {

Donde r determina el valor umbral desde el limite rostral para el cual, las células
ubicadas debajo de él son lo suficientemente maduras para diferenciar en el centro
primario de osificacion (figura 1).

Fig. 1. Yalor de |a distancia relativa que determina la madurez
de las células mesenquimales para diferenciar a osteoblastos
en los centros primarios de osificacian de la calvaria.
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Implementacion numérica

El conjunto de ecuaciones (1) fueron implementadas y numéricamente solucionadas
mediante el método de los elementos finitos con un esquema Newton-Raphson;
para su solucién se hizo un programa en FORTRAN. Los ejemplos propuestos se
solucionaron en un laptop de 4096 MB y 800 MHz de velocidad de procesador. La
simulaciéon computacional se llevo realizé en un esquema iterativo incremental que
permite solucionar, computacionalmente, la evolucidon tanto de la concentracion de
los factores moleculares como la aparicion de los osteoblastos. Inicialmente el
tejido mesenquimal se supone como una matriz estructural con una concentraciéon
inicial de células mesenquimales (cuya concentracion es 4(10°) cél/mm?). Las
concentraciones iniciales de Noggins y BMP2 se distribuyen aleatoriamente en el
tejido mesenquimal, con una perturbacién del 10 % sobre la concentracion de

o= 3
estado estable dada por S s S z)= (0.1,0.09 g/ rom *] _

RESULTADOS

En la figura 2 se muestran los resultados para el estado estable del sistema de
reaccion difusion. Noétese la formacion de patrones de los reactantes (BMP2-Noggin)
que interactdan de forma quimica, por intermedio de las células mesenquimales, en
la calvaria. En sitios de mayor concentracion de BMP2 (en negro, figura 2 a)) existe
una menor concentracion de Noggin (figura 2 b)). Se debe recordar que el BMP2
sefializa la formacion de los centros primarios de osificaciéon, por tanto, en aquellos
sitios de mayor concentracion se hallara ubicado estos centros.

I'.-
a)

b)

Fig. 2. Resultados del sistema de reaccion difusion BMP2-Moggin,
a) resultados para BMP2 {encargada de la diferenciacion celular a
osteoblastos), b) resultados para Moggin {regulador negativo de la
diferenciacion’.

En la figura 3 se muestran los resultados para los centros primarios de osificacion.
En la parte superior derecha esta una vista isométrica de la calvaria. En las demas
vistas se observa ubicacion de los centros de osificacion asi: dos en la parte frontal
(uno a cada lado de la linea media); dos parietales (uno a cada lado de la calvaria)
y dos centros en el futuro hueso occipital. Notese que en la calvaria se obtienen dos
centros uno por encima del otro. El centro de osificacidon cercano a la region
condrocraneal fusionara con aquellos centros que emergen del proceso de
osificacion endocondral.
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Fig. 3. En el cuadro superior derecho esta
un isometrico que determina la formacion de
los centros primarios de osificacion en la
calvaria.

DISCUSION

Se han propuesto diferentes teorias para comprender los mecanismos que regulan
el crecimiento y desarrollo prenatal y postnatal del craneo. Sin embargo, estas
teorias han generado gran controversia. Por ejemplo, Weinmann y Sicher'*
establecen la teoria de la dominancia sutural. En aquel articulo se afirma que el
crecimiento de la béveda craneal es causado por patrones de crecimiento
"intrinsecos" y "proliferativos". Ademas, establece que la responsabilidad del
crecimiento craneofacial recae en las suturas, el cartilago y el periostio, que son
controlados genéticamente. Scott*>'® supone que los huesos de la calvaria se
separan en sentido transverso tanto por el crecimiento del cerebro como por el
cartilago localizado entre el cuerpo y las alas mayores del esfenoides, la sutura
media palatina y la lamina cribiforme. De otro lado, Moss*’ afirma que el medio
ambiente es quien regula el crecimiento esquelético, especialmente en relacién con
el crecimiento expansivo del cerebro y los huesos de la boveda craneana. De igual
forma, Moss'® corrobora su trabajo utilizando los avances de las ciencias
biomédicas, bioingenieria y computacionales, incluyendo dos topicos nuevos: los
mecanismos de la mecanotransduccion y la teoria de la red biolégica. En aquel
articulo afirma que existe una interacciéon entre los factores epigenéticos y
gendmicos (intrinsecos) que aporta las causas necesarias y suficientes para la
morfogénesis. Van Limborgh®® supone que el crecimiento craneofacial posnatal es
controlado por un sistema multifactorial: factores genéticos intrinsecos,
epigéneticos locales y generales, ademas de factores medioambientales. Asimismo,
considera la importancia de los centros de osificacién primarios en el crecimiento
craneal y supone que la formacion de estos es, también, multifactorial. Como se
puede notar, la aparicidon y crecimiento de los centros primarios de osificacion en el
cerebro es aun un tema de constante investigacion que no ha sido elucidado
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completamente. Las teorias aceptadas'®>*®*° suponen que estos centros se

desarrollan por causas multifactoriales, siendo la mas importante, la genética.

En este articulo, la hipétesis propuesta radica en la existencia de dos moléculas
(BMP2-Noggin) que interactiian de forma no lineal por intermedio de las células
mesenquimales. Ademas, se completa el modelo con la maduracion celular
localizada en el neurocraneo membranoso, pues son aquellas células maduras, las
que diferencian en primera instancia gracias a la existencia de la BMP2.

El modelo predice la formacion de los centros secundarios de osificacion asi: dos
parietales, dos frontales y uno o dos occipitales (uno en cada lado de la linea media
del craneo). Estos resultados son acordes con la experiencia médica.?° Sin
embargo, en el caso del desarrollo del hueso occipital, no existe consenso en el
ndmero de centros primarios. La literatura reporta que se pueden presentar 1, 2, 4
y mas centros®>?? del tipo intramembranoso. Estos centros dependen del tamafio
del craneo en formacién y de la maduracion de las células mesenquimales.®?° Con
el modelo matematico aqui propuesto, se encontré que el niumero y ubicaciéon de
los centros primarios de osificacion depende de los parametros utilizados en el
modelo y de la geometria. Los parametros se encuentran en un espacio especial
(de Turing), donde se forman patrones,?® que representaran los centros de
osificacion. Fuera de este espacio, la difusidon serd dominante y no permitira la
acumulacion espacial de BMP, que sera la encargada de sefializar la diferenciacion
de las células mesenquimales a osteoblastos.
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