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Resumen

Durante el desarrollo embrionario, los huesos largos se forman mediante un proceso
conocido como osificacion endocondral.! Los huesos presentan una estructura
cartilaginosa encargada del crecimiento longitudinal, conocida como placa de crecimiento,
la cual se divide histolégicamente en 3 zonas: la zona de reserva, la zona proliferativa, aqui
los condrocitos adquieren una forma aplanada y se caracterizan por su alta tasa de
proliferacién y su organizacion columnar y la zona hipertréfica constituida por condrocitos
gue han detenido el proceso de division y aumentan el volumen celular alrededor de 10
veces.?® La morfologia y grosor de la placa de crecimiento varian en funciéon del hueso y
la edad. De la misma forma, el comportamiento de la placa de crecimiento se encuentra
regulado por una compleja interaccion de factores bioquimicos y fisicos.® Se han realizado
varias aproximaciones tedricas con el fin de entender la regulacién mecanica sin embargo
no existen reportes del efecto de la distribucién de esfuerzos durante el desarrollo, de esta
manera en este trabajo se presenta una aproximacion computacional del efecto de estos
factores sobre la tasa de osificacion y dindmica de la placa de crecimiento. Por otra parte,
en la literatura se encuentran trabajos de que describen algunos factores bioquimicos que
intervienen en el funcionamiento de la placa de crecimiento, sin embargo no incorporan el
efecto de las cargas mecanicas sobre estos procesos bioquimicos, siguiendo este
esquema se presenta un estudio que incorpora el efecto del bucle regulatorio bioquimico
Ihh-PTHrP bajo cargas mecéanicas en la transicion de condrocitos de la zona proliferativa
a hipertrofica. Finalmente, debido a la necesidad de retroalimentar los modelos
computacionales existentes sobre el desarrollo 6seo, se presenta una descripcion
completa del desarrollo de huesos largos (fémur y humero) desde etapa embrionaria hasta
la madurez sexual en ratones, con el fin de extrapolar estos datos al desarrollo 6seo en
humanos. En conclusion, tanto la implementacion de modelos matematicos vy
computacionales, combinados con estudios experimentales, permiten mejorar el
entendimiento de procesos biolégicos complejos como el desarrollo 6seo y la dindmica del
crecimiento de los huesos. Lo anterior es importante en pro de disefiar estrategias
terapéuticas, en base a la informacion generada por estos estudios, para contribuir a la

solucion de diferentes patologias relacionadas con el desarrollo 6seo.

Palabras clave: Desarrollo éseo, placa de crecimiento, centro secundario de osificacion,

esfuerzos mecénicos, factores bioquimicos.



Abstract

During embryonic development, long bones are formed through a process known as
endochondral ossification.! After ossification, longitudinal bone growth is achieved by a
cartilaginous structure known as growth plate. It is divided in three histological zones:
reserve, proliferative and hypertrophic. In proliferative zone, chondrocytes acquire a
flattened shape and are characterized by their high proliferation rate and their columnar
arrangement. On the other side, hypertrophic zone is composed by chondrocytes that have
undergone cell cycle arrest and increase their size up to 10 fold.?*® Growth plate morphology
and thickness varies depending on the bone and the age. Likewise, growth plate behavior
is regulated by a complex interaction between biochemical and physical factors.® Many
theoretical approaches have been made in order to understand mechanical regulation;
however there is no information available regarding stress distribution during bone
development. Thus, in this work we present a complete study of the mechanical
environment of the growth plate during development. Additionally, there are reports in the
literature that describe some biochemical factors influencing growth plate behavior,
however the effect of mechanical loading on those biochemical processes is not described.
Therefore, here it is presented a study that takes into account biochemical regulation
performed by the loop Ihh-PTHrP and mechanical loading on proliferative to hypertrophic
transition of chondrocytes. Finally, given the importance of biological feedback for
computational studies about bone development, here we present a complete description of
long bone development in mice (femur and humerus) from gestation to sexual maturity, in
order to extrapolate the information obtained to human bone development. In conclusion,
implementation of computational mathematical models, as well as experimental studies,
allow improving of the understanding of complex biological processes such as bone
development. This is important in order to design new therapeutical strategies, based on
information derived from such studies, to contribute to solve pathologies affecting bone

development.

Keywords: bone development, growth plate, secondary ossification center, mechanical

stress, biochemical factors.
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1.Alances de la investigacion

Teniendo en cuenta que en la literatura que se encuentra disponible sobre la formacion y
dinamica de la placa de crecimiento y de la epifisis de huesos largos, aun carece de
elementos que ayuden a entender como algunos aspectos mecanicos y biolégicos
intervienen en este proceso, este trabajo busca esclarecer el efecto de estos factores
principalmente sobre la dinamica de la placa de crecimiento y la aparicién del centro
secundario de osificacion en la epifisis. Sin embargo, aun existen muchas interrogantes
por solucionar respecto al desarrollo y dinAmica de estas estructuras en huesos largos en
humanos, por lo que es necesario desarrollar investigaciones que incluyan diferentes
factores mecanicos, tal como distintos tipos de cargas mecdanicas, modelos dinamicos de
distribuciéon de esfuerzos en la placa de crecimiento y la epifisis, entre otros. Por otra parte
el componente biol6gico en este trabajo incluyé exclusivamente la influencia del bucle
regulatorio bioquimico lhh-PTHrP sobre el proceso de transicién de los condrocitos de la
placa de crecimiento de zona proliferativa a hipertréfica, de este modo es necesario realizar
modelos computacionales adicionales que amplien la informacién sobre la dinAmica de la
placa, como por ejemplo la transicion de los condrocitos de zona de reserva a zona
proliferativa y también la inclusion de otras moléculas reguladoras que aunque tienen un

papel menos relevante en estos procesos, también se deben tener en cuenta.

1.1.Objetivos de la investigacion

1.1.1. Objetivo general

Evaluar diferentes escenarios mecéanicos, bioquimicos y morfolégicos de la placa de

crecimiento y la epifisis de huesos largos.
1.1.2. Objetivos especificos

1. Evaluar la distribucion de esfuerzos mecanicos a escala macro en la placa de

crecimiento y en la epifisis de huesos largos.



2. Simular la regulacion bioquimica del bucle Ihh-PTHrP bajo cargas mecanicas en

la transicién de condrocitos a fase hipertréfica en la placa de crecimiento.

3. Realizar una descripcion morfolégica del desarrollo de la placa de crecimiento y las

epifisis del humero y del fémur en ratones.

1.2. Esquema de la tesis

El presente trabajo esta dividido en 7 capitulos. El primer capitulo consta de los alcances
del estudio y los objetivos de investigacion. Los capitulos 2 al 7 se presentan como
articulos cientificos y el dltimo capitulo como una recapitulacién de las conclusiones mas
importantes de la investigacion. El esquema general de este estudio incluye una fase
computacional y una fase experimental. A continuacion se describe brevemente cada

capitulo:
Capitulo 1. Se presentan los objetivos, general y especificos y los alcances del trabajo.

Capitulo 2. En este capitulo inicial se presenta un articulo de revisién, en el cual se enfatiza
principalmente el proceso de osificacion endocondral, responsable de la formacién de los
huesos largos y de la formacion de la placa de crecimiento, estructura encargada del
crecimiento longitudinal de los huesos. Ademas se presentan los trabajos computacionales
mas relevantes en este campo, incluyendo trabajos netamente mecanicos, bioquimicos o

algunos que incluyen ambos factores.

Capitulo 3. En este capitulo se trata la distribucion de esfuerzos mecanicos, basados en
el estrés octaédrico normal, el esfuerzo octaédrico cortante y el indice osteogénico, sobre
el comportamiento de la placa de crecimiento durante el desarrollo de los huesos largos.
Lo anterior teniendo en cuenta diferentes morfologias, posiciones y grosores de la placa
de crecimiento, las cuales se ven durante el crecimiento en humanos. Ademas se incluye

el efecto de la presencia 0 ausencia del centro secundario de osificacion.



Capitulo 4. En este capitulo se aborda un estudio computacional para caracterizar ciertos
componentes del ambiente mecénico en la placa de crecimiento enfocdndose en
establecer los patrones que se pueden correlacionar con el conocimiento del
comportamiento biolégico de la placa de crecimiento y explorar si en la placa de
crecimiento, la influencia mecanica puede jugar un papel similar al propuesto para el

desarrollo de la epifisis.

Capitulo 5. En este capitulo se presenta un modelo matematico que simula la transicion
de los condrocitos de la placa de crecimiento desde la zona proliferativa a la zona
hipertréfica, teniendo en cuenta la regulacion del bucle bioquimico Ihh-PTHrP, bajo cargas
mecanicas y en ausencia de estas, ademas se presentan casos patoldgicos en los cuales

alguna de estas proteinas reguladoras no estan presentes.

Capitulo 6. El presente capitulo introduce la fase experimental del trabajo, presentando
una caracterizacion morfolégica macro y microscépica del desarrollo del fémur en ratones,
considerando el desarrollo de los centros secundarios de osificacion de las epifisis proximal
y distal y las caracteristicas de las respectivas placas de crecimiento desde el periodo
embrionario hasta los 2 meses de edad.

Capitulo 7. Continuando con la parte experimental, en este capitulo se presenta una
caracterizacion morfolégica macro y microscopica del desarrollo del humero en ratones,

considerando las estructuras 6seas y cartilaginosas mencionadas en el capitulo 6.

Capitulo 8. Principales conclusiones del estudio.



2.Escenarios mecanicos y bioguimicos en
el desarrollo de |la placa de crecimiento y

la epifisis de huesos largos

2.1. Desarrollo de huesos largos en humanos

El sistema musculoesquelético estd compuesto por diferentes huesos individuales
conectados por tejidos conectivos como musculos, tendones, ligamentos y cartilagos. La
rigidez y dureza del tejido 6seo es lo que permite al esqueleto mantener la forma del
cuerpo, proteger los tejidos blandos, servir de soporte para la médula 6sea y transmitir las
fuerzas de una parte del cuerpo a otra durante el movimiento 4. Por lo tanto, su composicion
y geometria varian segun factores como su localizacion, magnitud y frecuencia de las
cargas a las que esta sometido. Adicionalmente el hueso funciona como una reserva de
minerales, especialmente calcio.® Los huesos largos presentan una alta relacién
altura/espesor, a este grupo pertenecen los huesos de los dos primeros segmentos de las
extremidades. Constan de una porcién central o diéfisis, constituida por hueso compacto

en la periferia y en su interior de cavidad medular.®

Durante el desarrollo embrionario, los huesos largos se forman mediante un proceso
conocido como osificacion endocondral. Este implica la generacion inicial de un molde
constituido por tejido cartilaginoso, similar en su estructura y composicion al cartilago
hialino articular y cuyo Unico tipo celular son los condrocitos. La osificacion de este molde
inicia con la hipertrofia de los condrocitos ubicados en la zona mas central, siendo estos
condrocitos hipertréficos los encargados de promover la calcificacion del tejido y el
reclutamiento de otros tipos celulares propios del tejido 6seo maduro como osteoblastos y
osteoclastos. De esta manera se forma el centro primario de osificaciéon (CPO) que da
origen a la diafisis. Posteriormente, los condrocitos adyacentes a la zona de hipertrofia
adoptan una morfologia aplanada y organizacién columnar a lo largo del eje de

crecimiento. En el periodo perinatal, en los extremaos de los huesos (proximal y distal) en



donde persiste el tejido cartilaginoso, se generan los denominados centros secundarios de
osificacion (CSO). Estas son areas en donde suceden procesos analogos a los ocurridos
en el CPO y que daran origen a las epifisis.’
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Osificacion endocondral

Figura 2-1. Esquema de los procesos de condrogénesis y osificacion endocondral. A)
Condensacion de células mesénquimales. B) Diferenciacién a condrocitos y proliferacion.
C) Diferenciacion a condrocitos hipertréficos (H) D) Formacién del centro primario de
osificacién (CPO), diferenciacion de células a osteoblastos (rosado) E) Vascularizacién (V)
F) Los condrocitos adyacentes al CPO contintan su proliferacién (P) G) Formacién del
centro secundario de osificacion (CSO). Figura modificada de Karsenty y colaboradores.
20009.

2.2. Placa de crecimiento

La estructura encargada del crecimiento y la adquisicion de la morfologia caracteristica de
los huesos largos, es la denominada placa de crecimiento, la cual se encuentra ubicada
entre el tejido 6seo generado a partir de CPO y CSO. Histolégicamente la placa de
crecimiento se encuentra organizada en 3 zonas: La primera zona y mas cercana a la
epifisis, se denomina zona de reserva, la cual es estructuralmente similar al cartilago
hialino articular. Hacia la diafisis se encuentra la segunda zona o zona proliferativa, aqui
los condrocitos adquieren una forma aplanada y se caracterizan por su alta tasa de
proliferacion. En esta zona las células adquieren una organizacién columnar orientada en
el mismo eje del crecimiento. La tercera zona esta constituida por condrocitos que han
detenido el proceso de division y aumentan el volumen celular (hipertrofia) alrededor de 10

veces. Dichos condrocitos posteriormente entran en apoptosis y la matriz se calcifica,



generando asi una zona constituida por cartilago calcificado que esta en contacto directo

con el hueso de la diéfisis (Figura 2-2).%7°

La morfologia y grosor de la placa de crecimiento varian en funcion del hueso y la edad.
De la misma forma, el comportamiento de la placa de crecimiento se encuentra regulado
por una compleja interaccion de factores bioguimicos (matriz extracelular, factores de

crecimiento, hormonas) y estimulos fisicos a los que esta sometido el tejido (Figura 2-2).°
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Figura 2-2. Localizacion y estructura de la placa de crecimiento. A. Esquema de un hueso
genérico que indica la ubicacion de la placa de crecimiento. B. Esquema de la estructura
histologica de la placa de crecimiento. C. Corte histolégico de placa de crecimiento de
placa de crecimiento de cubito distal de conejo. Modificada de Abad et al. 2002.

2.3. Comportamiento de la placa de crecimiento

bajo cargas mecanicas

Entre los estimulos fisicos mas importantes en la fisiologia ésea, se encuentran los
estimulos mecanicos, reconocidos desde hace mas de un siglo. La ley de Hueter-
Volkmann de 1862 es uno de los principios ortopédicos mas importantes sobre el
crecimiento 6seo, reconoce la asociacion entre los estimulos mecanicos y el crecimiento,
de tal manera que las fuerzas compresivas inhiben el crecimiento mientras que las fuerzas

tensiles lo estimulan.® Este principio se ha evaluado experimentalmente mediante estudios



de compresion y distraccion sobre la placa de crecimiento realizados in vivo en modelos
animales. Dichos estudios sugieren una relacion inversamente proporcional entre la
aplicacion de cargas de manera sostenida y la tasa de crecimiento en huesos.**? Sin
embargo Andlisis histolégicos mas detallados del tejido de animales sometidos a aplicacion
de cargas compresivas sugieren que la aplicacion de cargas compresivas se asocia a
reduccion en las zonas de proliferacién e hipertrofia, demostrando que el proceso de
osificaciébn endocondral se ve influenciado por los estimulos mecanicos presentes durante
el desarrollo.’® Por otra parte, estudios en cultivos de tejidos ex vivo sugieren que la

aplicacion de estimulos mecéanicos favorece la formacion del CSO.%#

2.4. Factores bioquimicos de la placa de

crecimiento

La regulacion de la tasa de crecimiento de los huesos es un proceso que aun no se
entiende por completo. Este se puede ver afectado por numerosos factores, incluyendo el
control genético, como la limitacion del nimero de divisiones celulares permitidas, niveles
hormonales sistémicos, la accién local de factores de crecimiento y citoquinas, estatus
nutricional y suplemento de sangre, cargas mecanicas y restricciones del tejido blando;
trasporte de solutos, como nutrientes y moléculas sefializadoras; influencias autocrinas y
paracrinas, influenciadas por factores mecanicos por la accion directa del nucleo celular y
de la consecuente regulacion de la expresion génica.l® Entre estos factores regulatorios,
se encuentra un factor bioguimico local importante es el bucle negativo activador-inhibidor
formado por la proteina relacionada con la hormona paratoidea (PTHrP) y el Indian
hedhehog (Ihh): Thh es producida por las células en estado prehipertréfico, y se difunde
hacia la zona de reserva, donde activa la produccién de PTHrP. Esta, a su vez, aumenta
la proliferacion celular y retrasa el proceso de hipertrofia.?>*” Dicho bucle ha sido reportado

como un posible regulador mayor del proceso de hipertrofia en la placa de crecimiento.®
2.5. Modelos computacionales

Desde el punto de vista de la biomecanica y la mecanobiologia un modelo es una

interpretacion matematica del comportamiento mecanico y biolégico de un cuerpo material



o sistema. Estos tipos de modelos son frecuentemente llamados modelos mecéanicos
debido a que se basan en leyes fisicas o relaciones empiricas las cuales son relevantes
para la consideracion de diversas variables del problema. En los modelos
mecanobiologicos ademas de las leyes fisicas se intenta determinar de forma cuantitativa
la influencia del entorno mecanico en la diferenciacion de tejidos, asi como en su
crecimiento, adaptacion y modificacién estructural incorporando los procesos biologicos y
celulares implicados.® El papel de los modelos mecéanicos y mecanobiolégicos es
esclarecer la importancia de los diferentes factores que intervienen en los procesos
mecanicos y biolégicos para luego simularlos y predecir la respuesta de un sistema
mecanico 0 mecanobiolégico. También estos modelos pueden ayudar al disefio de
sistemas o procesos y pueden servir como herramienta de acompafiamiento experimental
0 investigaciones clinicas. Para condiciones simples los modelos pueden ser formulados
utilizando aproximaciones analiticas. Sin embargo, en el andlisis de problemas mas
complejos se deben emplear métodos numéricos o computacionales. Estos modelos
computacionales necesitan de un desarrollo significativo de software y un uso considerable
de herramientas y sistemas de computo. Actualmente los modelos computacionales
complejos para sistemas 0 procesos biolégicos asumen la integracién de disciplinas
fundamentales (fisica, biologia, quimica) con métodos numéricos, ciencias

computacionales y medicina.l’

El crecimiento de la placa epifisaria ha sido estudiado desde el punto de vista
computacional usando el método de elementos finitos.1’*° Se han desarrollado modelos
de osificacion en huesos largos desde la octava semana de pregnancia hasta los dos afios
después del nacimiento, en los cuales se simula el desarrollo de la osificacion endocondral.
Estos modelos usan el indice de madurez que refleja la progresiéon de una regiéon de
cartilago a través de la secuencia de proliferacién, hipertrofia y mineralizacién. Un estudio
en particular realizado por @ establece que el crecimiento depende del control biolégico y
de esfuerzos mecénicos como el estrés octaédrico cortante y la presion hidrostéatica. Sin
embargo, a pesar de las multiples aproximaciones experimentales realizadas hasta el
momento aun se desconocen muchos aspectos relacionados con la distribucion mecénica
del proceso de osificacion endocondral. Con el objetivo de entender dicha regulacion,
durante los ultimos 20 afios se han realizado multiples aproximaciones tedricas enfocadas
en el andlisis de la distribucion de cargas en el tejido en desarrollo. Estudios iniciales

realizados por Carter y colaboradores utilizando un modelo elastico en el que mostraron



que el esfuerzo deviatorico favorece la osificacibn mientras las areas cartilaginosas se

asocian a zonas de esfuerzo hidrostéatico (Figura 2-3).2°
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Figura 2-3. Simulacién de estrés octaédrico cortante e hidrostatico con diferentes valores

de indice ontogénico para evaluar osificacion en la epifisis de huesos largos.

El modelo presentado por Carter y Wong, 1988 solo tiene en cuenta la distribucién de
fuerzas en la diéfisis, de tal manera que con este modelo no es posible conocer el efecto
y la distribucién de las cargas en la placa de crecimiento, ademas tampoco es posible
conocer el efecto de la formacién del centro secundario de osificacion en la distribucion de
cargas sobre la placa de crecimiento. Sin embargo, en base a estos modelos, se han
realizado modelos 2D y 3D que analizan la distribucion de cargas en diferentes
articulaciones mostrando que la concentracion de esfuerzos deviatoricos coincide con los

patrones fisioldgicos de osificacion (Figura 2-4). 202
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Figura 2-4. Estrés octaédrico cortante evaluado en tres casos (60°, 85° y 105°)

Recientemente, Piszczatowski ha simulado lo ocurrido Unicamente en la placa de
crecimiento, teniendo en cuenta la presencia de tejido éseo tanto en epifisis como en

diéfisis y diferentes tipos de morfologia de la placa de crecimiento (Figura 2-5).22%
M1 M2 M3 M4

I growth cartilage [ trabecular bone [ fibrous tissue

Figura 2-5. Modelo geométrico de la placa de crecimiento con diferentes grosores y

morfologias.

Como se observa al analizar los modelos anteriores ninguno integra tanto la distribucion
de fuerzas en la placa de crecimiento, epifisis y centro secundario de osificacion y como

cada una de estas modifica la distribucién en cada una de ellas.
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Por otra parte, se han realizado aproximaciones que integran los componentes mecanicos
y bioguimicos asociados a la aparicion del CSO.1"?425 Estos acercamientos, solo han
considerado la distribucion de esfuerzos en estadios iniciales previos a la formacion del
CSO y no han tenido en cuenta la morfologia de la placa de crecimiento. La dinamica
biol6gica de la placa de crecimiento también se ha estudiado in silico a través de la
formulacion de diversos modelos mateméticos que describen el comportamiento de la
placa de crecimiento durante el proceso de osificacion endocondral, enfocandose
principalmente en el avance del frente de osificacion como funcién de algunos parametros
bioguimicos o mecénicos.1"?6202627 Sin embargo, la mayoria de estos trabajos no detallan
el efecto de dichos estimulos sobre los condrocitos en la placa de crecimiento. Otros
trabajos, por su parte, consideran la osificacion de la placa a escala macroscépica, sin
detallar los procesos celulares que se llevan a cabo en ella, limitando su capacidad para

analizar el comportamiento microscopico de la placa de crecimiento.

Algunos de los trabajos mas relevantes se enfocan en el efecto bioguimico sobre la
dinamica de crecimiento de la placa, destacando dos proteinas que actian en conjunto,
formando un bucle regulatorio: Indian hedgedhog (Ihh) y el péptido relacionado con la
hormona paratiroidea (PTHrP, por sus siglas en inglés). Dicho bucle ha sido reportado
como un posible regulador mayor de la actividad bioldgica de la placa de crecimiento.®

2.6. Conclusiones

Tanto factores mecanicos como bioguimicos estan estrechamente relacionados en la
formacion y dindmica de la placa de crecimiento y la epifisis de huesos largos en humanos.
Sin embargo, aln existen muchos vacios de conocimiento en relacién a los diferentes
mecanismos que toman lugar en estas estructuras y como estos factores interacttan.
Aunque se han realizado diferentes aproximaciones computacionales y experimentales es
necesario implementar modelos que permitan esclarecer en qué medida cada uno de estos
factores actla en la funcionalidad de las diferentes estructuras del hueso. Lo anterior es
importante en pro de disefiar estrategias terapéuticas, en base a la informaciéon generada
por estos estudios, para contribuir a la solucion de diferentes patologias relacionadas con

el desarrollo 6seo.
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3.Implicaciones de Ila Distribucién de
Esfuerzos Mecanicos Durante el
Desarrollo Oseo: Un Enfoque
Computacional

3.1. Introduccidén

El desarrollo embriolégico de los huesos largos es un proceso complejo que se deriva de
las células mesénquimales que se condensan y se diferencian en condrocitos para formar
un molde cartilaginoso. El proceso de osificacion inicia con el establecimiento del centro
primario de osificacion (CPO) en la parte central del futuro hueso o diéfisis.! El molde
cartilaginoso se extiende hasta el final de la di&fisis estableciéndose asi la epifisis.  Hacia
el final de la gestacion se forma el centro secundario de osificacion (CSO) en la parte
central de la epifisis, seguido por un crecimiento radial hasta que se alcanza una epifisis
completamente osificada. 28 De esta manera, el desarrollo de las epifisis de los huesos
largos empieza desde un estado completamente cartilaginoso, seguido por la formacion

del CSO y finalizando con una epifisis completamente osificada. 12

En el esqueleto apendicular el cartilago de crecimiento permanece entre la diafisis y la
epifisis en una region identificada como placa de crecimiento. Histolégicamente la placa
de crecimiento se organiza en tres zonas: reserva, proliferativa e hipertréfica.»*2?° Esta
zona es responsable del crecimiento longitudinal y de la adquisicion de la forma
caracteristica (concava, recta, irregular y convexa). Otras caracteristicas de la placa de
crecimiento como su localizacién en el hueso, morfologia y grosor cambian de acuerdo al
tipo y edad del hueso.° Esto se refleja en el trabajo realizado por Kandzierski et al., en el
cual se evidencia que la morfologia de la placa de crecimiento de la epifisis proximal del
fémur aparece como un menisco concavo a la edad de cuatro afios. Con el incremento de
la edad, a los siete afios la placa de crecimiento es recta como una linea poco uniforme.
Finalmente, la placa de crecimiento asume la forma de un arco en el inicio de la
pubertad.®>?°33 Ademas, el grosor de la placa de crecimiento también cambia durante la

vida, con una placa de crecimiento mas gruesa en las primeras etapas del desarrollo y
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disminuyendo progresivamente hasta que desaparece hacia el fin de la adolescencia.?343%
Estos cambios son controlados por varios factores incluyendo factores genéticos,
bioquimicos y mecanicos.* Este Ultimo se ha reconocido ampliamente como un importante
factor de la regulacion de la placa de crecimiento, modificando las poblaciones celulares
en las zonas proliferativa e hipertréfica asi como la sintesis de matriz extracelular tal como

se ha evidenciado en estudios in vivo e in vitro.10:11.18.37

Se han realizado varias aproximaciones teéricas con el fin de entender la regulacién
mecanica. Estos enfoques varian desde el andlisis de la distribucién de esfuerzos en el
desarrollo del tejido?°2® a modelos mas complejos que integran tanto factores mecanicos
como bioquimicos.”3 Estos modelos solo han considerado eventos que se presentan en
la epifisis, y no tienen en cuenta las caracteristicas o el comportamiento mecanico de la
placa de crecimiento. Ademas, hasta el momento no se ha estudiado la distribucion de
esfuerzos en la epifisis y en la placa de crecimiento en diferentes etapas del crecimiento

del hueso.

Usando un analisis axisimétrico (3D) por elementos finitos se modelé un hueso con una
geometria genérica para explorar la distribucién de esfuerzos mecéanicos en la epifisis y en
la placa de crecimiento en diferentes etapas de la osificacion epifisaria. El objetivo de este
trabajo fue esclarecer determinar la distribucién de esfuerzos mecanicos en la placa de
crecimiento en diferentes etapas de la osificacion epifisaria y establecer el efecto de la
morfologia de la placa de crecimiento en la distribucion de esfuerzos epifisarios y
viceversa. Los resultados derivados de este trabajo ayudaran a dilucidar los eventos
mecanicos que tienen lugar en la placa de crecimiento y en la epifisis durante el
crecimiento de huesos largos. Adicionalmente, la informacién generada podria ser Gtil para
formular hipétesis en relaciéon a la influencia de factores mecanicos en eventos biolégicos

en escenarios con placas de crecimiento normales y patoldgicas.

3.2. Materiales y métodos

Se realiz6 una aproximacion computacional para entender el comportamiento mecénico de
un hueso largo en diferentes etapas del crecimiento utilizando el método de elementos

finitos considerando un comportamiento eléstico lineal. Para el andlisis numérico se
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implementd un sistema de ecuaciones diferenciales parciales usando el lenguaje de
programacion Fortran (Formula Translating System). La solucion de las ecuaciones se
realizé utilizando el software comercial ABAQUS v 6.1. La visualizacion de resultados se
llevé a cabo mediante el software TECPLOT 360 (Tecplot Inc. Bellevue, WA USA).

3.2.1. Modelo

Se designé un modelo axisimétrico de un hueso genérico, simulando el fémur proximal
durante etapas embriolégicas tempranas, con una longitud de 25 mm y un radio de 10 mm
en la epifisis (Fig. 3-1). Por efectos de simplificacién se mantuvo la misma morfologia para
etapas tardias del desarrollo. EI modelo incluyé cuatro regiones: diafisis, placa de
crecimiento, nodulo de Ranvier y epifisis (Fig. 3-1A). Aunque el cartilago es un tejido
altamente hidratado, se us6 un modelo lineal elastico, teniendo en cuenta que la carga
mecanica aplicada fue estética y constante y que el flujo de fluido de contorno se consider6
como cero. Adicionalmente, los modelos elasticos lineales han probado en estudios
previos ser tan efectivos como los modelos constitutivos poro-elasticos para el andlisis de
distribucion de esfuerzos en el cartilago.*° Las propiedades del material para cada zona se
describen en la Tabla 3-1. Para las simulaciones el médulo de elasticidad y el coeficiente
de Poisson en los diferentes tejidos se planteé de la siguiente manera: la diafisis se designé
como hueso trabecular, el nédulo de Ranvier, estructura encargada de dar soporte

mecanico, como tejido fibrosos y la placa de crecimiento como cartilago.

Aunque existe un drastico cambio en las propiedades del material entre la region de la
placa de crecimiento y la diafisis, los andlisis se realizaron con el fin de evaluar el impacto
de la transicion del material en la distribucion de esfuerzos. Por ende se simulo una zona
de transicion entre la placa de crecimiento y la diafisis. Esta zona genera un cambio gradual
de las propiedades del material del cartilago (arriba) hacia el hueso (abajo); la transicion

de las propiedades del material estan dadas por:

AE

ETRANSITION ZONE = EGROWTH PLATE + Ay (y — YGRowWTH PLATE)
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Donde,

AE = EBONE - EGROWTHPLATE

Y Ay si la zona de transicion con “y” y cualquier punto en la zona de transicion. E es el

modulo de young para cada zona.

La prueba de concepto se realizé usando una placa de crecimiento recta. El analisis mostro
un menor impacto en el cambio de material en la distribucion de la placa de crecimiento, asi
como un patron similar con o sin zona de transicion. Se observaron algunos cambios en el
patron de estrés epifisario, sin embargo a pesar de que esta zona ya se encuentra osificada,
la distribucion de esfuerzos en esta zona no es relevante para el propésito de este estudio

(Fig. 3-1 suplementaria).

A 25
B
e w W w
w1 w2 w3
z [mm) C
w Y
- crecimiento -
L L2 L3
Diafisis D
J
15
Concava Convexa Irregular
fum ) Centro secundario de
osificacion Zona de reserva
Noédulo de Ranvier B Zona proliferativa
B Hueso trabecular B Zona hipertrofica

Fig. 3-1. Geometria de un hueso genérico. A) descripcién y escala de la geometria del
hueso genérico. B) grosores. Ejemplo representativo de la morfologia recta. W1: delgada,
W2: media, W3: gruesa. C) localizacion. Ejemplo representativo de la morfologia recta. L1:

baja, L2: media, L3: alta. D) morfologias correspondientes a W2, L2.
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Tabla 3-1. Propiedades de los materiales de los tejidos. Mdodulo de elasticidad y el
coeficiente de Poisson para cartilago, hueso y nédulo de Ranvier como se establecio por

Piszxzatowski. 2

Tejido Mdédulo de Elasticidad (E) Coeficiente de Poisson (v)
Cartilago 6.0 0.495
Hueso trabecular 345.0 0.300
Tejido fibroso 10.0 0.300

En la epifisis de los huesos simulados se identifican tres fases representando el desarrollo
0seo cronolégicamente como sigue: primero, completamente cartilaginoso (caso 1),
segundo, formacion del SOC (caso 2) y tercero, epifisis completamente osificada (caso 3).
Para el caso 2 el tamafio del SOC y la forma se designé individualmente para todas las
condiciones probadas basados en las areas demarcadas por el indice osteogénico (I0)
obtenidas en las simulaciones del caso 1 (ver el analisis de datos para obtener mas
informacioén). Asi la geometria del SOC varia en tamafio y forma, incluyendo circulos y
elipses orientados como se muestra en la Fig. 3 suplementaria. Para el caso 3, se usé la
misma morfologia que para el caso 1, pero la epifisis se consideré6 como hueso trabecular

en vez de cartilago (Fig. 3-1 y Tabla 3-1).

Se simularon cuatro morfologias de la placa de crecimiento para cada uno de los casos
mencionados anteriormente: placa recta, céncava, convexa e irregular. Finalmente se
simularon tres grosores de la placa de crecimiento (W1: delgada, W2: media, W3: gruesa)
y tres localizaciones de la placa en la epifisis (L1: baja, L2: media, L3: alta) para cada
morfologia (Fig. 3-1B-D). Con el fin de determinar diferentes localizaciones, se usé la
configuracion L2 como referenciay la L1y L3 se lograron moviendo la placa de crecimiento

hacia arriba o hacia abajo respectivamente.

Para las simulaciones se usaron un total de 36 morfologias. En el mallado se usaron
elementos cuadrilaterales convencionales. El andlisis de convergencia mostré un tamafio
de elemento 6ptimo de 0.01 unidades de malla de largo (Fig. 3-4 suplementaria). El nimero

de elementos varia entre morfologias en un rango de 16.000 a 20.000.
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3.2.2. Condiciones de Cargay Restricciones

En el modelo se tomoé el eje “Y” como el eje simétrico; adicionalmente se establecié un
desplazamiento de cero para el eje “Y” en el borde inferior de la geometria. Con el fin de
ser capaces de realizar comparaciones unitarias, las cargas se aplicaron a una presion de

1Mpa (Fig. 3-2A) de acuerdo a las pruebas realizadas en.??

A <o B

v
\ N
/ PATHH2
4
/l
/

— —

PATHH3

Fig. 3-2. Condiciones de carga, restricciones y analisis de datos. A) Contorno de la figura
mostrando el eje de simetria y las restricciones. La posicién de la carga se indica con
flechas. B) Las secciones de la placa de crecimiento (Paths H1, H2 y H3) usadas para el
andlisis de la distribucién del indice osteogénico (I0) estan marcadas por lineas
discontinuas. Cada Path corresponde a una seccion histolégica de la placa de crecimiento:
zona de reserva (azul), zona proliferativa (morado) y zona hipertréfica (roja).

3.2.3. Analisis de Datos

Los resultados de las simulaciones se analizaron en términos de estrés octaédrico normal
(P) y estrés cortante (S). De acuerdo a estudios realizados por Carter y Wong la formacion
del cartilago resulta de un pico en el estrés octaédrico normal y la formacion del hueso se

ve como resultado de un pico en el esfuerzo octaédrico cortante.® Estos autores definen
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una relacion numérica entre P y S, llamado indice osteogénico (I0) como un indicador de

la influencia del estimulo mecéanico en el proceso de osificacion y es dado por:
OlI=S+kP (2)

Donde k es una constante empirica que se probd con valores entre 0.2 y 2 (Fig. 3-5
suplementaria). Sin embargo para todas las simulaciones se usé k=0.5, hasta que el valor
se parecié a un escenario biolégico como se describe por Carter et al, donde se observa
una regién de bajo 10 en el cartilago articular y valores altos de 10 en el &rea de prediccion

del CSO, él se distingue claramente en las epifisis.®

El 1O es un pardmetro escalable que incorpora el efecto del estrés octaédrico normal y del
esfuerzo octaédrico cortante. El IO se puede usar para predecir que regiones del elemento
esquelético cartilaginoso osificardn primero (altos valores de 10) y cuales probablemente
permaneceran cartilaginosas (bajos valores de 10).*® Teniendo esto en cuenta, la
distribucion del 10 se analizé solo en las estructuras cartilaginosas en el modelo las cuales

corresponden a la epifisis y a la placa de crecimiento (solo casos 1y 2).

Con el fin de caracterizar el comportamiento mecanico en la placa de crecimiento para
todas las condiciones simuladas la distribucion del IO se determin6 en el plano horizontal

usando las secciones nombradas como Path H1, H2 and H3 (Fig. 3-2B).

3.3. Resultados

3.3.1. Efecto de l|la Placa de Crecimiento en la

Distribuciéon de Esfuerzos en la Epifisis

Se realiz6 el analisis de la distribucion de esfuerzos en la epifisis durante etapas tempranas
del desarrollo del hueso en una epifisis completamente cartilaginosa (caso 1). El patrén de
la distribucion de esfuerzos para todas las simulaciones mostré un pico del estrés

octaédrico normal (P) bajo el area de carga. Ademas, se observaron valores altos de estrés
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octaédrico cortante (S) en la zona central de la epifisis. De igual forma, se observaron

valores altos de IO localizados centralmente al igual que con S (Fig. 3-6 suplementaria).

La distribucién del 10 se evalué para diferentes localizaciones de la placa de crecimiento
en la epifisis, para las diferentes morfologias y para los cambios en grosor. Se observaron
cambios en la distribucién del 10 principalmente asociados con la localizacién de la placa
de crecimiento (Fig. 3-3, Fig. 3-2 suplementaria). Cuando la placa de crecimiento se
encuentra en posicion baja (L1) presenta altos valores de 10 en el centro con una
distribucién vertical alongada que se aplana a medida que la placa se acerca mas al area
de la carga (L3) (Fig. 3-3A). Los valores de indice osteogénico mostraron un decrecimiento

marcado en la placa localizada en posicion L3 comparado con la placa L2 y L1 (Fig. 3-3B).
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Fig. 3-3. Distribucion de IO en la epifisis cartilaginosa. A) Ejemplo representativo para 10
en la placa de crecimiento recta en las tres localizaciones simuladas (L1, L2, L3, W2,
caso 1). B) Valores maximos de IO obtenidos en la region central de la epifisis para todas

las localizaciones, morfologias y grosores de la placa de crecimiento.

3.3.2. Efecto del SOC en la Distribucion de Esfuerzos

en la Epifisis

Durante el desarrollo del hueso hacia el fin de la gestacién se forma el centro secundario
de osificacion (SOC). Este proceso involucra la osificacién en la regién central de la epifisis
cartilaginosa. Con el fin de entender el efecto del SOC en la distribucién de esfuerzos en
la epifisis se simul6 una epifisis cartilaginosa con las propiedades de material del cartilago
rodeando un area central con caracteristicas de material del hueso trabecular como se

especifica en la Tabla 3-1 (caso 2). Como se esperaba, la apariencia de una estructura
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0sea (SOC) en la epifisis conduce a cambios en el patron 10 epifisario comparado con la
epifisis completamente cartilaginosa (caso 1). El indice osteogénico (en el tejido
cartilaginoso) alcanza valores altos en el area que rodea el SOC, principalmente en los
sitios flanqueantes horizontales, alcanzando inclusive valores mayores que los del caso 1
(Fig. 3-4). Los valores de Ol parecen verse afectados principalmente por la localizacion de
la placa de crecimiento (Fig. 3-3 suplementaria).
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Fig. 3-4. Distribucién del indice osteogénico (IO) en la epifisis con SOC. A) Ejemplo
representativo para valores de IO en las simulaciones con placa recta en las tres diferentes
localizaciones y con grosor medio (L1, L2, L3, W2 caso 2). B) Los valores maximos de |0

se obtienen en las regiones horizontales adyacentes al SOC.

3.3.3. Distribucion de Esfuerzos en la Placa de

Crecimiento

Debido a que la placa de crecimiento es responsable del crecimiento longitudinal de los
huesos, la distribucidon del 1O se analizé especificamente para diferentes caracteristicas de
la placa de crecimiento (localizacion, morfologia y grosor). Ademas, se simularon estos
eventos para todas la etapas del desarrollo epifisario (casos 1, 2 y 3). Se observé una

distribucion heterogénea del 10 en todas las simulaciones (Fig. 3-5).
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Fig. 3-5. Distribucion del indice osteogénico (IO) en la placa de crecimiento para todas las
condiciones simuladas. Ejemplo representativo para las simulaciones con placa de

crecimiento recta.

Con el fin de caracterizar el patron de valores de IO horizontales en todas las simulaciones
se realizaron diferentes Paths (Path H1, H2 y H3). Estos Paths ilustran los valores de IO a
través de la placa de crecimiento, empezando desde el nédulo de Ranvier hasta la zona
de reserva (H1), proliferativa (H2) e hipertréfica (H3).

Dado que los valores de IO altos predicen la osificacion del tejido cartilaginoso, los
resultados de los Paths pueden ayudar a establecer una asociacion entre el estimulo
mecanico y una respuesta bioldgica. Para las epifisis cartilaginosa (caso 1) y con SOC
(caso 2) la distribucion de 1O en la placa de crecimiento mostré un comportamiento similar.
Los valores mas altos de IO se observaron en el Path H1, con una tendencia decreciente
para los Paths H2 y H3 (Fig. 3-6A-B). Sin embargo, para la epifisis completamente
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osificada (caso 3) se observaron cambios drasticos en la distribucion de los valores del 10
(incremento en magnitud negativa) con una tendencia parabdlica (Fig. 3-6C).
Adicionalmente, para el Path H1 el 10 incrementa concomitantemente con el grosor de la
placa de crecimiento.
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Fig. 3-6. Patron de los valores de 10 horizontales en la placa de crecimiento durante
diferentes etapas del desarrollo. Ejemplo representativo de una placa de crecimiento recta,
L2, W2. Los resultados obtenidos de los Paths H1: zona de reserva (—), H2: zona

proliferativa (---) y H3 zona hipertréfica (---). A) Caso 1. B) Caso 2. C) Caso 3.

De acuerdo a las etapas de desarrollo del hueso la placa de crecimiento adquiere
diferentes morfologias (8). De este modo se realizaron simulaciones de las morfologias
recta, céncava, convexa e irregular. Los resultados mostraron asociacion entre la
morfologiay el patrén de distribucion del 1O (Fig. 3-7, Figs. 3-7,9 suplementarias). El patrén
de los valores de 10 horizontales para el Path H1 fue dependiente de la morfologia de la
placa de crecimiento y de la etapa del desarrollo epifisario. Para el caso 1, el patrén de los
valores 10 horizontales se vio grandemente afectado por la morfologia de la placa de

crecimiento especialmente para el Path H1 (Fig. 3-8).

22



RECTA | CONCAVA

——

CONVEXA IRREGULAR

| —.

[ e m— | 1 1 [

02 -0.145 -0.11 -0.07 -0.02 0.02 0.07 0.11 0.15 0.2

Fig. 3-7. Distribucién del indice osteogénico de acuerdo a la morfologia de la placa de

crecimiento. Ejemplo representativo para cada morfologia de la placa de crecimiento (L2,

W2, caso 1).

0.4

0.2 , .
- - i

o N— ‘
T —

0,08 - ", . r
0.06 RN * . . " ,-"
> . . 0

0.04 S e ., R e "
o LI T - o
0.02 DS ", "
v, o S, -

] g

-

-0,02
-0.,04
000 7 -6 X3 - 3 2

Ol (MPa)

-
- -
T Lt

= Recta —Convexa = =CoOncava - Irregular

Fig. 3-8. Distribucion de los valores de IO horizontales en la placa de crecimiento de
acuerdo a la morfologia. Ejemplo representativo de las simulaciones para cada morfologia
de la placa de crecimiento (L2, W2, caso 1). Resultados obtenidos del Path H1.
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3.4. Discusion y Conclusiones

Varios enfoques computacionales han explorado el ambiente mecénico en el desarrollo
0seo antes de la aparicion del SOC, estableciendo posibles asociaciones entre los
estimulos mecéanicos y la respuesta bioldgica.?1%212438-42 Sin embargo, pocos estudios han
abordado tales aspectos para la placa de crecimiento o explorado los cambios durante el
desarrollo. En efecto, para un mejor entendimiento, este estudio es el primer enfoque para
entender la distribucion en la epifisis y en la placa de crecimiento en diferentes etapas del
desarrollo del hueso. Este trabajo se basa en el parAmetro escalar propuesto por Carter et
al. El cual integra el estrés octaédrico normal y el estrés octaédrico cortante para predecir
el proceso de osificacion.®® En contraste con estudios previos que se enfocaron
principalmente en el desarrollo del CSO, se aplicé la aproximacién de Carter para analizar
el comportamiento de la placa de crecimiento en diferentes etapas del desarrollo, lo
anterior con el fin de explorar una posible relacion entre los patrones de esfuerzos y las
caracteristicas morfolégicas caracteristicas de la placa de crecimiento. Uno de los
principales hallazgos de este estudio fue la observacion de un gradiente de estrés
mecanico que parece estar relacionado con el arreglo histolégico de la placa de
crecimiento. De esta manera, antes de que finalice la osificacion los patrones de 10
coinciden con la organizacion de la placa (reserva, proliferativa e hipertréfica) la cual verse
afectada en la estimulacion del crecimiento longitudinal de los huesos. Adicionalmente, se
observé que la osificacion completa de la epifisis tiene un impacto en la distribucién de
esfuerzos de la placa de crecimiento favoreciendo su mantenimiento en vez de su
osificacion. Ademas, los resultados sugieren que el estimulo mecéanico juega un papel
importante en el desarrollo de la epifisis asi como de la osificacién de la placa, en particular
durante etapas tempranas del desarrollo, en concordancia con la creciente evidencia in

vivo e in vitro que relacion el efecto mecanico en el desarrollo 6seo0.103742

Los resultados para la epifisis completamente cartilaginosa (caso 1) se presenta durante
el desarrollo embriolégico (segundo trimestre) hasta el primer afio de vida en
humanos.?®343 Nuestros resultados concuerdan con los presentados por Carter et al.,
bajo condiciones de carga y restricciones similares. Las &reas epifisarias con valores
considerables de 10 permiten predecir la localizacién del SOC y su morfologia.*® En base

con nuestros resultados para el caso 1, es posible predecir la aparicion del SOC en la zona
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central de la epifisis independiente de la localizacion, morfologia y grosor de la placa de

crecimiento (Fig. 3-2, Fig. 3-2,3 suplementaria).

Ademaés, de acuerdo a nuestros resultados las futuras caracteristicas del SOC dependen
principalmente de la localizacién de la placa de crecimiento (Fig. 3-3). Se observa un
patron similar durante el desarrollo del esqueleto apendicular. En huesos como el fémur el
cual presenta una placa de crecimiento localizada en una zona medial, el CSO se
desarrollé como una estructura redondeada (simulacion L2). Mientras que en huesos como
el radio, con una placa decrecimiento localizada cerca del area de carga (simulacién L3)
el SOC adquiere una forma mas aplanada.®® Ademas, se observé decrecimiento de los
valores de 10 en la regién del CSO para una placa de crecimiento localizada cerca del area
de carga (L3). Para esta localizacién en particular los bajos valores de 10 podrian estar
asociados con el estimulo mecanico que puede resultar en una aparicioén retardada del
CSO. Biolégicamente, estos eventos se presentan en huesos como el radio, huesos de la
mano, pie y falanges, en los cuales la osificacion se presenta después del primer afio de

vida.%°

Con la aparicién del SOC, los resultados muestran una distribucion de esfuerzos uniforme
gue conduce a altos valores de 10 en zonas laterales en vez de presentarse en las zonas
superior e inferior, resultado en una tendencia de crecimiento ovoide (Fig. 3-4). Estos
resultados se asemejan a un patron de crecimiento del SOC para huesos como el fémur
distal.3®32 Adicionalmente, asi como para el caso 1, los valores de 10 y su distribucién
parecen verse afectados principalmente por la localizacion de la placa de crecimiento (Fig.

3-3 suplementaria).

Para los casos 1y 2 los resultados sugieren que el desarrollo del CSO solo se vio afectado
por los cambios en la localizacién de la placa de crecimiento (Fig.3-2). Para todos los casos
simulados fue posible predecir la aparicién del SOC en la zona central de la epifisis, al
igual que en el desarrollo del SOC in vivo en la mayoria de los huesos en humanos.* Sin
embargo, se conoce bien que el niumero de CSOs y la morfologia varia entre diferentes
elementos esqueléticos.® Estudios previos han sugerido otros factores que pueden afectar
la apariencia del CSO y su forma tal como el contorno epifisario y su localizacion.?:38 En
este estudio estas condiciones fueron constantes (forma epifisaria redonda — carga

central). De esta manera, se requieren estudios adicionales para evaluar en conjunto la
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localizacién de la placa de crecimiento y la forma epifisaria para casos especificos con el

fin de entender como su interaccién puede afectar el desarrollo epifisario.®

Carter y Wong propusieron el IO como indicador del estimulo mecénico para la osificacion.
Asi que, altos valores de 10 pueden estar relacionados con un incremento en la velocidad
de osificacién.®® Dado que el crecimiento de los huesos largos resulta de la osificacion en
la placa de crecimiento, se sugirié que valores altos de IO en esta estructura pueden ser
un indicador de la tasa de crecimiento esperada. En la placa de crecimiento los valores de
10 se vieron afectados por las variables estudiadas: localizacion, morfologia y grosor (Figs.
3-5,7, Figs. 3-5,7 Suplementarias) con una placa localizada en una zona baja (L3) y gruesa
(W3) alcanzando los valores maximos. Las caracteristicas antes mencionadas son
comparables con hallazgos histolégicos durante etapas embrioldgicas para los huesos de
las extremidades inferiores en humanos y otros mamiferos. En estos casos la placa de
crecimiento es mas ancha y presenta altas tasas de crecimiento.?®#* Teniendo esto en
cuenta, es posible sugerir que el estimulo mecénico puede contribuir a un incremento en

la tasa de crecimiento en este periodo.

Adicionalmente se obtuvo una tendencia de decrecimiento en los valores del 10 de la placa
de crecimiento, desde la epifisis hasta el fin de la diafisis. Los resultados obtenidos
evidencian un pico en los valores del 10 en la zona de reserva (Figs. 3-5,6,7), con valores
de 10 comparables con los observados en la epifisis. La zona de reserva es la encargada
de proveer celular a la zona proliferativa asegurando la continuidad del proceso de
crecimiento.*® Ademas, se ha propuesto que los condrocitos de la zona de reserva pueden
sintetizar factores bioguimicos, responsables de la orientaciébn del crecimiento y la
inhibicion de la hipertrofia en la zona proliferativa. Estos eventos favorecen la organizacion

histologia de la placa de crecimiento en diferentes zonas.*548

Basado en los cambios observados en los valores de 10 entre las &reas que corresponden
a reserva, proliferativa e hipertréfica podria sugerirse que el estimulo mecénico podria
estar asociado con cambios en el comportamiento celular. De esta manera, altos valores
de IO en la zona de reserva pueden estimular a las células para que inicien su proliferacion
o sinteticen factores bioquimicos o ambos, particularmente en etapas tempranas del
desarrollo (casos 1 y 2). La regulacion mecanica puede actuar como un regulador

epigenético de sintesis de proteinas.*
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Varios reportes en literatura muestran una asociacion entre el estimulo mecanico y el
proceso de diferenciacion asi como la sintesis de morfégenos.1422:2437.4049.50 Ademas, el
estrés octaédrico normal ha reportado un incremento lineal del embalaje de lipidos en la
membrana de los condrocitos asi como la expresion génica.®! Se ha documentado bien las
propiedades bioquimicas de la membrana para regular la transduccion de sefiales.>? Por
lo tanto se sugirio para una epifisis completamente cartilaginosa asi como para una epifisis
con CSO que las carga mecéanicas observadas como altos valores de 10 en la zona de
reserva, podrian ser un factor que contribuye a cambios bioquimicos iniciados por estas

células.

La etapa final del desarrollo epifisario resulta en una estructura completamente osificada
(caso 3) el cual se presenta en la infancia tardia. Los resultados obtenidos para este caso
muestran valores bajos de 10 desde la regién central de la placa de crecimiento hacia el
nédulo de Ranvier (Figs. 3-5,6C), lo cual corresponde con lo reportado por Piszczatowski.?
Estos valores centrales, de acuerdo con Carter y Wong, pueden interpretarse de acuerdo
a que el estimulo mecanico favorece la preservacion del cartilago en vez de promover la
osificacion.®® Por otra parte, los altos valores hacia el nédulo de Ranvier sugieren
osificacion. El comportamiento del 10 mencionado anteriormente puede conducir a un
desbalance en el crecimiento forzando la placa de crecimiento a adquirir una morfologia

convexa.

En este estudio se realizaron analisis sobre la distribucion de esfuerzos para las
combinaciones entre las variables consideradas (geometria de la placa de crecimiento,
localizacién, grosor y estado de osificacion de la epifisis). Esto permite una aproximacion
a la situacion de la placa de crecimiento en un amplio rango de huesos largos; el cual
podria ser el caso de la cabeza del fémur proximal. Los resultados de las simulaciones en
este estudio se pueden comparar con eventos del desarrollo éseo en humanos.3?3
mostraron los cambios en la placa de crecimiento epifisaria durante el desarrollo 6seo
mediante estudios de imagenologia (Fig. 3-9).® En los resultados obtenidos de las
simulaciones en este estudio las regiones con altos valores de IO (similares a los
observados en la epifisis) pueden predecir tasas de osificacion altas. De acuerdo a esto,
por ejemplo, los resultados para una placa concava L3W2-caso 2, irregular L3W2-caso 3

y convexa L3W1-caso 3 las placas siguen la tendencia observada para el fémur proximal

27



alos 4, 7y 12 afos de edad respectivamente (Fig. 3-9). De esta manera se evidencia la

correspondencia entre los patrones de los esfuerzos y las caracteristicas morfoldgicas.

Al T

Recta - L2W2 - Caso 2
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Concava - L3W2 - Caso 2
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Fig. 3-9. Comparacion entre los resultados de las simulaciones y los estudios
imagenoldgicos. Para la simulacion (l) las regiones con altas tasas de crecimiento se
muestran en blanco (flechas). La prediccion de la morfologia se muestra en negro. En las
imagenes (Il) la placa de crecimiento esta resaltada con amarillo. A) Epifisis del fémur
distal. A la izquierda (l) se representa la tendencia de crecimiento de acuerdo a la
simulacién, a la derecha (Il) se muestran las imagenes de epifisis de nifias de 2 y 3 afios
de edad. Imagenes modificadas de (9). B) Epifisis del fémur proximal. A la izquierda (I):
tendencia de crecimiento de acuerdo a las simulaciones. A la derecha (ll): imagenes de

epifisis de nifios de 4, 7, 7 y 12 afios de edad. Imagen modificada de Kandzierski.®

Los resultados obtenidos se ven altamente influenciados por un Unico esquema de carga
considerado, por esto es importante considerar que in vivo cada hueso tiene cargas
especificas caracteristicas que estan relacionadas con las interacciones Gseas con los
musculos, ligamentos y otros huesos. Teniendo esto en cuenta, aunque en este estudio se
observé una tendencia que se correlaciona con algunos hallazgos biolégicos, para derivar

conclusiones biolégicas mas acertadas se debe realizar estudios en huesos especificos.
Este trabajo consiste de un enfoque inicial sobre el ambiente mecénico durante diferentes

etapas del desarrollo de los huesos largos. Por esta razon para un mejor analisis del

impacto de la morfologia de la placa de crecimiento en la distribucion de esfuerzos
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mecanicos y viceversa, este modelo computacional se establecio en base a varias
simplificaciones como la morfologia de la epifisis, las condiciones de carga y el modelo
usado para el analisis del comportamiento mecénico. A pesar de estas limitaciones, el
modelo usado revela informacion importante relacionada con la distribucion de esfuerzos
en la placa y en la epifisis y del proceso de osificacion. La relevancia biolégica de estos
hallazgos se debe confirmar a través de modelos de huesos especificos que tengan en
cuenta la poroelasticidad y el flujo de fluido intersticial.>*%* Ademas los modelos multiescala
gue tienen en cuenta el comportamiento células y de la matriz extracelular podrian ser
informativos. Sin embargo, estos analisis especificos estan fuera del alcance del presente

estudio.

En conclusion, este estudio es un intento inicial por entender la influencia mecanica en la
biologia de la placa de crecimiento. EI modelo planteado, aunque simple, revela
informacion importante relacionada con los esfuerzos mecanicos en la epifisis y en la placa
de crecimiento y en el proceso de osificacion. Los resultados del estudio pueden ser Utiles
para entender los mecanismos subyacentes a la influencia de estimulos mecéanicos en el
desarrollo éseo, en particular para formular hipotesis en relacién a las patologias 6seas
gue resultan de condiciones genéticas o adquiridas. No obstante, es necesario considerar
trabajos adicionales para considerar factores como la forma epifisaria, diferentes

condiciones de carga, y la morfologia de la placa de crecimiento en huesos especificos.
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4.Escenarios del desarrollo de la epifisis y
de la placa de crecimiento bajo cargas

mecanicas: Enfoque computacional

4.1. Introduccidn

El desarrollo 6seo es un proceso complejo. Este empieza temprano durante el desarrollo
embriolégico con la formacién de un molde cartilaginoso por medio del proceso de
condrogénesis. Este molde se osifica progresivamente mediante un proceso conocido
como osificacién endocondral. Durante esta transicion de cartilago a hueso, la matriz
extracelular (MEC) sufre cambios asociados con la diferenciacion de los condrocitos a un
fenotipo hipertrofico. De esta manera, los condrocitos se ven sometidos a cambios en la
morfologia celular, el estado de proliferacién y la sintesis de MEC conduciendo finalmente
al reclutamiento de células 6seas e invasién vascular para iniciar la mineralizacién del

tejido 172,

La osificacion inicia durante el primer trimestre de la gestacién en humanos con el
establecimiento del centro primario de osificacion (CPO) en la region central de
alargamiento. El proceso de osificacion se expande hacia la periferia dando origen a una
diafisis flanqueada en ambos extremos por una epifisis cartilaginosa. Al final de la
gestacion la epifisis se somete a una serie de cambios en el desarrollo al igual que en la

diéfisis, con la formacion del centro secundario de osificacion (CSO).

Finalmente, entre las edades de cinco y seis afios el SOC se alarga hasta completar la
osificacion de la epifisis, manteniendo la region cartilaginosa en la superficie articular y en
la placa de crecimiento *°. El cartilago articular permanecera durante toda la vida actuando
como una estructura que absorbe choques y que provee una superficie de baja friccion.
Ademas, esta estructura asegura una movilidad articular adecuada y la capacidad de

absorber cargas, asi como de preservar la integridad del hueso subcondral.>>*® Después
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de la pubertad la placa de crecimiento es completamente reabsorbida con la fusion de la

epifisis y la metéfisis.?

La osificacion endocondral es un proceso altamente regulado por estimulos biologicos y
mecanicos. Ambos determinan la velocidad de la formacion del hueso y consecuentemente
las tasas de crecimiento . La diferenciacion de los condrocitos es influenciada
biolégicamente por factores solubles locales y sistémicos, asi como por los componentes
de la MEC, los cuales regulan el progreso de una etapa a la siguiente.*"*® Varias hormonas
se ven involucradas sistémicamente, las cuales varian dependiendo de la edad, el género
y el estatus nutricional. 4% Localmente, los condrocitos en diferentes etapas sintetizan
una plétora de factores de crecimiento y morfégenos, generando gradientes responsables

de la estimulacion de programas celulares especificos.#6:47:15

Adicionalmente a los factores biol6gicos, se ha reconocido ampliamente que el crecimiento
del hueso se ve influenciado por carcas mecanicas también, como se planteé en la ley de
Hueter-Volkman. Estas asociaciones se sugirieron inicialmente en base a observaciones
clinicas. 1%1! Estas observaciones se confirmaron por evidencia de estudios in vitro e in
Vivo que demostraron que los estimulos mecanicos pueden desencadenar cambios en las
tasas de proliferacion de los condrocitos, el tamafio de las células hipertréficas,
alteraciones en los componentes de la MEC, con la expresion y sintesis de moléculas
reguladoras 1013516061 Con el fin de mejorar el entendimiento sobre el papel de los
estimulos mecanicos sobre el desarrollo de los huesos, se han realizado varias

aproximaciones teoricas.

Estudios computacionales iniciales sobre el ambiente mecéanico durante el desarrollo del
SOC, realizados por Carter y Wong, revelaron asociaciones entre el estrés octaédrico
cortante (s) y las zonas de osificacién; asi como la presion hidrostéatica (p) en las zonas
cartilaginosas 8. Trabajos previos se han enfocado en la caracterizacion del ambiente
mecanico y su relacién con la osificacion de la epifisis, 19-21:24.25.3941.62 g| desarrollo de la
articulacion ®y la formacion inicial del hueso. 545364 Sin embargo, los estimulos mecéanicos
en la placa de crecimiento y su aplicacion en las tasas de crecimiento se han explorado

muy pobremente.

En este trabajo contribuye al entendimiento del ambiente mecéanico en la placa de

crecimiento enfocandose en dos objetivos principales: primero, establecer los patrones que
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se pueden correlacionar con el conocimiento del comportamiento biologico de la placa de
crecimiento; y segundo, explorar si en la placa de crecimiento, la influencia mecénica
puede jugar un papel similar al propuesto para el desarrollo de la epifisis. De esta manera,
se realiz6 un analisis computacional de la distribucion de esfuerzos en la placa de
crecimiento y la epifisis durante diferentes etapas del desarrollo y su asociacion con los
cambios fisioldgicos en las tasas de crecimiento observadas durante el desarrollo del
hueso. La informacién derivada de este estudio puede esclarecer una posible interaccion
biolégica-mecénica en la funcion de una placa de crecimiento normal, lo que sera Gtil para
un mejor entendimiento de los eventos asociados con el crecimiento de huesos largos y la

posible implicacion de los estimulos mecanicos en situaciones patologicas.

4.2. Materiales y Métodos
4.2.1. Modelo

Se modelé una morfologia genérica que representa un extremo de un hueso largo,
consistiendo de una geometria axisimétrica con una superficie articular redondeada. La
geometria designada se divididé en cuatro regiones: diéfisis, placa de crecimiento, nédulo
de Ranvier, epifisis y cartilago articular (Fig. 4-1).

Bl Cartilago articular
Epifisis

M Centro secundario
de osificacion

B Placa de crecimiento
Nédulo de Ranvier
M Diafisis

¢

Figura 4-1. Geometria de un hueso genérico. A) Restricciones y localizacion de la carga
mecéanica. B) Geometrias correspondientes a las etapas 1y 4. C) Geometria de la etapa
2. D) Geometria de la etapa 3.
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Se usO un modelo elastico lineal a pesar de que el cartilago es un tejido altamente
hidratado, considerando que la carga aplicada fue estética y constante, y que el flujo del
fluido de contorno no se tomé en cuenta. Las propiedades mecanicas se asignaron
considerando tres tipos principales de acuerdo a Piszczatowski, 2011: hueso trabecular
(modulo de elasticidad: 345; coeficiente de Poisson: 0.3), cartilago (modulo de elasticidad:
6.0; coeficiente de Poisson: 0.495), y tejido fibroso (mo6dulo de elasticidad: 10; coeficiente
de Poisson: 0.3). Para todas las simulaciones la diéfisis se consideré como hueso
trabecular; el nédulo de Ranvier como tejido fibroso, el cartilago articular y la placa de

crecimiento con las mismas propiedades mecanicas del cartilago.

El modelo incluye eventos posteriores a la osificacion de la diéfisis. Para estudiar el
ambiente mecanico del desarrollo del hueso, se simularon cuatro etapas que recapitulan

los eventos secuenciales observados en el desarrollo de huesos largos en humanos.

Etapa 1: epifisis completamente cartilaginosa (Fig. 4-1B). Esta etapa corresponde al
desarrollo embrioldgico, desde la formacion del blastema.

Etapa 2: se incluy6 una area pequefia de hueso trabecular en la epifisis, representando
las etapas de formacion del SOC (Fig. 4-1C). Esta etapa se presenta desde el periodo

perinatal hasta el primer afio de vida dependiendo del hueso.

Etapa 3: se incluyd un area de hueso trabecular de tamafio medio en la epifisis,
representando una fase intermedia del crecimiento del SOC (Fig. 4-1D). El alargamiento
del centro secundario de osificacién se presenta en la infancia desde los dos a cinco afios

de edad para la mayoria de los huesos.

Etapa 4: epifisis completamente osificada, donde todos los tejidos se consideraron como
hueso trabecular (Fig. 4-1B). Para la mayoria de los huesos esta etapa se alcanza en la

infancia media cerca de los 6 afios de edad.

Los andlisis se realizaron por el método de elementos finitos, usando un modelo elastico
lineal. Siguiendo las ideas sugeridas por Peinado y colaboradores, ?° para todas las
simulaciones se us6 una carga constante maxima de 1Mpa aplicada como una curva
parabolica en la superficie articular y alineada con el eje de crecimiento (Fig. 4-1A flechas).

Las condiciones de contorno se definieron como constantes de desplazamiento cero para

33



el eje Y en el borde inferior de la geometria, y para el eje X en el contorno izquierdo

(contorno axisimétrico) (Fig. 4-1).

4.2.2. Indice osteogénico

Carter y Wong describieron la red de estimulos mecéanicos para la osificacion como el

indice osteogénico (10) descrito por la siguiente ecuacién:
Ol=S+KkP

Donde S es el estrés octaédrico cortante, P es la presion hidrostética y el parametro
adicional k, el cual asume diferentes valores . Carter usé un valor constante k para la
simulacion del desarrollo del SOC.%%2162 Dado que se considerd que k representa los
cambios fisioldgicos durante el desarrollo del hueso, se hipotetizé que k debe variar en el
tiempo dependiendo de los cambios bioquimicos para cada etapa de la maduracién del
hueso. Por esta razén, se propuso considerar k, no como constante, sino como un factor
de ponderacion biolégica que varia durante el desarrollo del hueso para cada etapa. Como
una prueba de concepto, se evaluaron diferentes valores de k empezando desde 0.01
hasta 0.25 (0.01, 0.025, 0.05, 0.075, 0.1, 0.25) para las cuatro etapas del desarrollo

propuestas.

4.3. Resultados y Discusion

4.3.1. Distribucidon de esfuerzos

4.3.1.1. Presion hidrostatica

En la epifisis, la presién hidrostatica (P) alcanzo valores altos en areas correspondientes
al cartilago articular y a la placa de crecimiento para todas las simulaciones realizadas. En
esta Ultima, P incremento concomitantemente con el progreso de la osificacion epifisaria
(Fig. 4-2). Estos resultados concuerdan con el papel propuesto de P en la conservacion
del cartilago.®® Estas relaciones tedricas se han evaluado en estudios in vitro, donde los

condrocitos bajo presiones hidrostaticas ciclicas han regulado corriente abajo la
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produccion de marcadores de hipertrofia los cuales incrementan con la sintesis de matriz,

soportando el papel condro-protector propuesto. 6567

\ RZ

Length (mm)

PZ

1 -08 -06 -04 -02 0

15-12-09-06-03 0 03 06
P (MPa) P (MPa)

— Etapa 1 eeeesee Etapa 2 Etapa 3 Etapa 4

Figura 4-2. A) Distribucién de la presiéon hidrostatica (P) en la epifisis y la placa de

crecimiento. B) Ampliacion descriptiva para cada zona de la placa de crecimiento.

De acuerdo a esto, los resultados de este trabajo sugieren que a medida que la osificacion
de la epifisis progresa, los estimulos mecanicos en la placa de crecimiento, generan un
papel protector. Asi como en etapas tardias, la influencia mecanica puede estar mas
relacionada con el mantenimiento de esta estructura cartilaginosa en vez de favorecer el

crecimiento.

4.3.1.2. Estrés octaédrico cortante

Estudios recientes realizados por Carter et al. Sugieren que altos valores de estrés
octaédrico cortante (S) promueven el proceso de osificacion.®212° De acuerdo a esta
teoria, los resultados en la epifisis cartilaginosa simulada en este trabajo muestran altos
valores de estrés octaédrico cortante total (S) en el area donde se desarrollara el SOC.
De esta manera, desde que el SOC aparece y durante su expansion, se alcanzan altos
valores de estrés octaédrico cortante al rededor del SOC en las areas correspondientes al
frente de osificacion. Esto contrasta con valores bajos alcanzados en las regiones

cartilaginosas, tales como la superficie articular y la placa de crecimiento (Fig. 4-3A).
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Figura 4-3. A) Distribucion del esfuerzo octaédrico cortante (S) en la epifisis y la placa de

crecimiento. B) Ampliacion descriptiva para cada zona de la placa de crecimiento.

Estos resultados pueden indicar la asociacién entre altos valores de S y un disparo de
procesos celulares especificos para el proceso de diferenciacion. Se ha reportado en la
literatura que estos eventos incluyen la sintesis de factores solubles, tales como factores
de crecimiento, morfégenos o inhibidores, ademas de promover la proliferacién celular.
51,606168-71 Esta afirmacion esta soportada por estudios in vitro que sugiere la capacidad de
los condrocitos de censar cambios en la MEC secundarios al estrés mecanico °¢. Reportes
indican que estos cambios se presentan principalmente en las proteinas de membrana que
interactian directamente con la MEC y con los canales de iones mecanosensibles,
conduciendo a cambios en la respuesta biol6gica de decrecimiento de la sintesis de MEC

e incluyendo los cambios moleculares asociados con la apoptosis. 6
4.3.1.3. Indice osteogénico

El indice osteogénico (I0) es un indicador de la potencial formacion del hueso asociada
con estimulos mecanicos.?%?1% Los valores del indice osteogénico se interpretaron
considerando cero como el punto de corte. De esta manera, valores negativos de 10
previenen la osificacion manteniendo el tejido cartilaginoso, mientras que cuando son
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positivos favorecen la formacion del hueso. De acuerdo a esto, los resultados exhibieron
valores altos de 10 en regiones donde se espera osificacion como en la epifisis (Fig. 4-4
—etapa 1, eje Y desde -4 a -7). Por otra parte, se observaron valores bajos especialmente
en la zona del cartilago articular (Fig. 4-4 — etapa 1, eje Y desde -5 a -7).

RZ
£
E
1
® -
3 -
PZ
12 75 \ HZ
] 02 04 06 08 0 01 02 03 04
S (MPa) S (MPa)
o Etapa 1 seeeees Etapa 2 Etapa 3 = Etapa 4

Figura 4-4. A) Distribucion del indice osteogénico (I0) en la epifisis y la placa de

crecimiento. B) Ampliacién descriptiva para cada zona de la placa de crecimiento.

El crecimiento de la placa de crecimiento es responsable del crecimiento longitudinal por
medio de la osificacién endocondral 2. Por lo tanto, la tasa de crecimiento esta relacionada
con la velocidad de osificacion. Generalmente los resultados exhiben valores de 10
cercanos a cero, los cuales solo alcanzan valores levemente positivos en el area que
corresponde a la zona de reserva (Fig. 4-4B). Se sugiri6 que estos valores positivos
representan un potencial crecimiento. De la misma forma la teoria de Carter propuso una
relacion directa para la epifisis entre los valores de 10 y la velocidad de osificacion, de esta
manera se podria especular que estos mismos eventos se presentan en la placa de
crecimiento.® En conclusion, el 10 de la placa de crecimiento puede ser un indicador de la

tasa de crecimiento.

De acuerdo a la Figura 4-5b las etapas de osificacion 1,2 y 3 presentan valores similares
de 0. Basados en estos resultados, y solo teniendo en cuenta el estimulo mecanico, se
podria esperar velocidades de crecimiento comparables en estas etapas. Sin embargo, los

datos bioldgicos indican una alta tasa de crecimiento durante el desarrollo embrioldgico,
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decreciendo progresivamente durante los primeros dos afios de vida. "2 Después entre los
2 y los 10 afios de edad, se alcanza una estabilizacion seguida por un incremento final en
la adolescencia. Después de esto, se observa un continuo decrecimiento hasta que la

placa de crecimiento se cierra a la edad de 20 afios (Fig. 4-5). 2

_ etapa1 etapa2 etapa3 etapa 4

valores k

edad vs altura
— — — edad vs k

Figura 4-5. Comparacion de los valores del factor k de acuerdo a la etapa del crecimiento.

La tasa de crecimiento es el resultado de interacciones mecdanicas y biol6gicas que
cambian de acuerdo a la edad. #"%° Con el fin de describir adecuadamente esta relacién
se propuso la madificacion de la estimacién del 10, considerando “k” como una variable
evolutiva que representa el comportamiento de factores no mecanicos que varian de
acuerdo al estado del desarrollo del hueso (etapas 1-4).

Como una prueba de concepto, se realizaron simulaciones considerando cambios en k
para una epifisis completamente osificada la cual se presenta durante la adolescencia
(etapa 4). Los resultados indican valores de 10 cercanos a cero tendiendo a ser positivos
para valores de k que varian desde 0.1 a 0.025. Esto se puede interpretar como un estimulo
mecanico despreciable. Consecuentemente el incremento en la tasa de crecimiento se
puede explicar mejor por factores biolégicos. De acuerdo a esto, se observd que en la
placa de crecimiento disminuyendo los valores de k por debajo de 0.1 permite alcanzar

valores de 10 para un incremento adicional en la tasa de crecimiento durante la
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adolescencia (Fig. 4-6A). Ademas, un incremento sostenido del O podria estar relacionado

con el cierre de la placa de crecimiento observado al final de la adolescencia. 7%

En comparacion los valores de 10 para el cartilago articular permanecen negativos a pesar
del decrecimiento de los valores de k variando desde 0.1 a 0.05 (Fig. 4-6B). Estos
resultados concuerdan con el comportamiento esperado para el cartilago articular, dado

gue el mantenimiento del cartilago es esencial para la funcién articular. °5°°
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Figura 4-6. A) Variacion del factor k debajo de 0.1. B) Variacion en los valores del factor k

para el cartilago articular.

4.4. Conclusion

Este trabajo computacional presenta un analisis detallado de la distribuciéon de esfuerzos
sobre la estructura de la placa de crecimiento en diferentes etapas del desarrollo del hueso,
el cual, para un mejor entendimiento, no se ha abordado anteriormente en la literatura. Los
resultados de este estudio sugieren que los estimulos mecanicos pueden afectar de igual
forma la osificacion de la placa de crecimiento y de la epifisis. Adicionalmente, en la placa
de crecimiento estos estimulos muestran variaciones durante cada etapa del desarrollo del
hueso. De acuerdo a esto, una aproximacion completamente mecénica para el desarrollo
del hueso representa satisfactoriamente el comportamiento biol6gico durante etapas
iniciales, aunque falla una vez se ha osificado completamente la epifisis. Ademas, se

presentan cambios en la tasa de crecimiento durante la vida no se pueden predecir.
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Para mejorar la relevancia biolégica de aproximaciones netamente mecénicas, y fortalecer
el 10 como un indicador general del estimulo de la osificacion se sugirié considerar valores
cambiantes de k, especialmente para la placa de crecimiento, de acuerdo a la etapa de
desarrollo del hueso para integrar influencias mecénicas y eventos moleculares que
conducen a la madurez del hueso. Con el fin de tener un indicador de osificacion que
integre tanto el efecto mecénico como biol6égico se propuso el mismo indice osteogénico
descrito por Carter et al., considerando sin embargo a k como el factor variable reflejando
influencias bioquimicas para cada etapa especifica. Teniendo esto en cuenta, se deben
dirigir mas estudios para definir matematicamente el factor k y determinar posibles valores

para diferentes etapas del desarrollo.
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5.Modelo de la placa de crecimiento

5.1. Introduccidén

La placa de crecimiento es una estructura cartilaginosa, constituida por una matriz
extracelular rica en proteoglicanos y colageno tipo Il, y cuyo principal tipo celular es el
condrocito. Esta estructura

es la encargada del crecimiento longitudinal de los huesos largos por medio de un proceso
conocido como osificacion endocondral.®? En este proceso, el cartilago es reemplazado
continuamente por hueso a través de un ciclo que inicia con la proliferacion de los
condrocitos, continGia con la sintesis de matriz extracelular y la hipertrofia celular y termina
con la mineralizaciéon de la matriz extracelular, la invasion vascular y la apoptosis de los
condrocitos hipertréficos. ! En concordancia con las funciones anteriormente descritas, la
placa de crecimiento se divide histolégicamente en tres grandes zonas: reserva,
proliferativa e hipertréfica. La zona de reserva se caracteriza por la presencia de
condrocitos esféricos con baja tasa de proliferaciébn y por tener matriz extracelular
abundante. Por otra parte, la zona proliferativa contiene condrocitos aplanados, que
poseen una alta actividad replicativa y se organizan formando columnas. Finalmente, en
la zona hipertréfica, los condrocitos columnares cesan su division e inician un proceso de
diferenciacion celular terminal. Este proceso se caracteriza por un aumento de hasta 10
veces del volumen, sintesis de proteinas que permiten la calcificacion de la matriz

extracelular y formacion de vasos sanguineos y osteoblastos.®*®

El proceso de hipertrofia constituye un paso crucial en el crecimiento longitudinal de los
huesos, ya que aporta cerca del 70% del crecimiento total, mientras que el 30% restante
lo provee el proceso de proliferacion.l®*® La transiciéon de los condrocitos de la zona
proliferativa a la zona hipertréfica se encuentra altamente regulada tanto por factores
bioquimicos (sistémicos y locales), como por factores mecanicos. Dentro de los factores
bioquimicos, destacan dos proteinas que actian en conjunto, formando un bucle
regulatorio: Indian hedgedhog (Ihh) y el péptido relacionado con la hormona paratiroidea
(PTHrP, por sus siglas en inglés). Ihh es producida por las células en estado
prehipertrofico, y se difunde hacia la zona de reserva, donde activa la produccion de

PTHrP. Esta, a su vez, aumenta la proliferacion celular y retrasa el proceso de
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hipertrofia.’>%17 Dicho bucle ha sido reportado como un posible regulador mayor del
proceso de hipertrofia en la placa de crecimiento.'® En cuanto a los factores mecanicos, la
ley de Hueter-Volkman establece que la compresion dinamica es esencial para el
desarrollo 6seo; sin embargo, el exceso de carga puede alterar el crecimiento normal del
hueso. Esto hace que la placa de crecimiento sea sensible a su ambiente mecénico. En
particular, el tamafio y el nimero de las células presentes en la placa se ven afectados por
dichas cargas. Esto implica que los tamafios de las distintas zonas de la placa también son
sensibles al entorno mecanico. En efecto, diversos estudios reportan que la aplicacion de
cargas mecanicas afecta el tamafio de las zonas proliferativa e hipertréfica,1%10.73.74.75
Ademas, desde el punto de vista experimental se ha mostrado que las cargas también

afectan la sintesis de proteinas de la matriz, morfégenos y factores de
Crecimiento.76'68'70'71'60'50'51'61'77 .

El proceso de transicién de los condrocitos de proliferacion a hipertrofia también se ha
estudiado in silico a través de la formulacion de diversos modelos matematicos. Estos
describen el comportamiento de la placa de crecimiento durante el proceso de osificacion
endocondral, enfocandose principalmente en el avance del frente de osificacion como
funcion de algunos parametros bioquimicos o mecanicos.”26.78192027 Sin embargo, la
mayoria de estos trabajos no detallan el efecto de dichos estimulos sobre los condrocitos
en la placa de crecimiento. Otros trabajos, por su parte, consideran la osificacion de la
placa a escala macroscoépica, sin detallar los procesos celulares que se llevan a cabo en
ella, limitando su capacidad para analizar el comportamiento microscépico de la placa de

crecimiento.

Teniendo en cuenta lo anterior, en este trabajo se presenta el desarrollo de un modelo
matematico que simula la transicion de condrocitos desde la zona proliferativa a la zona
hipertréfica al interior de una columna de la placa de crecimiento. Este proceso se
encuentra regulado por el bucle bioquimico (Ihh-PTHrP) y por la carga mecanica
(compresion y tension). El modelo propuesto logra reproducir el comportamiento de las
células durante el proceso de hipertrofia, en términos de produccién de las moléculas

reguladoras y de variaciones en la altura celular.
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5.2. Materiales y métodos

La osificacion endocondral, responsable del crecimiento longitudinal del hueso, se
encuentra sujeta al proceso continuo de proliferacién e hipertrofia de los condrocitos al
interior de cada columna de la placa de crecimiento.? Estos procesos se encuentran
regulados por factores bioquimicos y mecénicos. Teniendo en cuenta lo anterior, se
formul6 un modelo matematico para la transicion de las condrocitos en estado proliferativo
a hipertrofico. Este considera la influencia de las cargas mecéanicas y la accién bioquimica
en la regulacion del crecimiento celular y se basa en los siguientes supuestos:

e El proceso de hipertrofia es anisotropico en la direccion axial del hueso y se
encuentra controlado Unicamente por la carga mecénica y el componente
bioquimico. La carga mecénica afecta el tamafio y la morfologia celular, mientras
que el componente bioguimico regula el tiempo de hipertrofia.’®7:80.57.53.81

e El componente bioquimico que se modeld, involucra Unicamente la interacciéon
entre Ihhy PTHrP.%2 |hh es expresado a través de la membrana celular de la célula
hipertréfica y estimula la producciéon de PTHrP. Por su parte PTHrP es producido
en la frontera de la zona de reserva y proliferativa. Esta molécula retrasa el proceso
de hipertrofia.16:82:83

e EI comportamiento mecéanico de los componentes celulares y extracelulares se
model6 como elastico-lineal, teniendo en cuenta que: 1) no se consideraron
grandes deformaciones; y 2) la placa de crecimiento es una estructura
esencialmente avascular donde no ocurren grandes intercambios de fluidos.®?

¢ Lamineralizacion inicia una vez el condrocito finaliza su proceso de hipertrofia. Este
proceso no se ve afectado directamente por la presencia de la carga mecanica o

del bucle bioquimico.82

De acuerdo a lo anterior, las variables principales del modelo son la carga mecanica, en
forma de una presion aplicada (P), y las concentraciones de lhh (SI) y PTHrP (SP). En las
secciones siguientes, se describird el dominio del problema y se presentardn las
ecuaciones correspondientes al modelo de la deformacion celular, el bucle bioquimico y el

avance del frente de osificacion.
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5.2.1.Descripcion del modelo matematico

5.2.1.1. Bucle bioquimico

Desde el punto de vista bioquimico, se consideré que el proceso de hipertrofia esta
regulado Unicamente por la interaccién entre Ihh y PTHrP. Ihh es un morfégeno sintetizado
por las células que se encuentran en los primeros estadios de hipertrofia. Esta molécula
se difunde a lo largo de la placa de crecimiento, estimulando la sintesis de PTHrP en las
células ubicadas en la zona de reserva.®?1728828 por sy parte, PTHrP inhibe la sintesis
de Ihh, dado que retrasa el proceso de hipertrofia, manteniendo las células en estado

proliferativo (Fig. 5-1).17:28.82:83

Proliferation

PTHrP

4'|

Ihh

Hypertrophy

Figura 5-1. Diagrama esquematico del bucle regulatorio Ihh-PTHrP. El esquema muestra
las interacciones entre Ihh y PTHrP, asi como la influencia de estas moléculas sobre los
procesos de proliferacion y la transicion entre estado proliferativo e hipertréfico (indicada
mediante la flecha negra). En verde se indican los estimulos positivos. En rojo se indica

inhibicion.

De acuerdo a lo anterior, se supuso que el bucle regulatorio Inh-PTHrP forma un sistema
de ecuaciones de reaccion difusion. A continuacion, se mostraran las ecuaciones que rigen

las concentraciones de Ihh 'y PTHrP.
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5.2.1.1.1. Concentracion de PTHrP

La concentracion de PTHrP (s,) aumenta debido a la presencia de Ihh en la zona de

reserva (identificada por el borde T de la figura 5-2). De esta manera, el cambio en la
concentracion de PTHrP en el tiempo se debe a la difusion de la molécula en la matriz

extracelular, a su degradacién y a la velocidad del crecimiento del dominio:

dSp In(2)
e + SpV-v = DPVQSP - Sp (1)
t ——— —— P
Velocidad de crecimiento del dominio Difusién de la molécula
Cambio en el tiempo Degradacién

Donde S, representa la concentracion de PTHrP, D, su coeficiente de difusion, Tp su

tiempo de vida medio y v la velocidad de crecimiento del dominio. Esta velocidad se

encuentra relacionada con el tensor velocidad de deformacion (¢) de la siguiente manera:
tr(¢) = V-V, (2)

con tr(€) como la traza del tensor € -V - V es la divergencia del vector v. Desarrollando la
ecuacion 2, y teniendo en cuenta que el crecimiento celular sélo se da en la direccion
preferencial del eje del hueso y que el modelo asume una condicion de deformacién plana,

esta ecuacion se reduce a:

_om

by =5 (3)

. an,y
g,y 3

indican las componentes en la direccion axial del hueso (y) del tensor ¢y de la
xy

derivada parcial del vector v, respectivamente.
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Teniendo en cuenta que, biolégicamente, PTHrP se produce s6lamente en la zona de
reserva, el modelo consider6 que dicha produccion se limita a la frontera entre las zonas
de reserva y proliferativa, que corresponde al limite superior del dominio del problema

(borde (I'T) en la Figura 5-2).

BA ==

— Sp|,, =Ap 2L )

BA ] I
r+vr

0
0

I, v-Spilp,n
I'y V-Serlr,n

Sile = [ —2F T
— Al
e (SPIEC'WE%)( f;;+r")

V-Sprlp,-n=0

Figura 5-2. Representacion esquematica de las condiciones de frontera bioquimicas en

el dominio Q del problema.

De esta manera, la ecuacion 1 esta sujeta a la siguiente condicién de borde:
5P|FT = Ap * PYp(5)), (4)

Donde S, representa la concentracion de PTHrP en I (que es la frontera entre la zona de

reservay la zona proliferativa (Figura 5-2). El valor Ap representa una constante que indica
la cantidad maxima de PTHrP en el borde superior debido a que las células que estan en

la zona de reserva, o en el pericondrio; y Pp (S,) es una funcién que depende de la

concentracion de lhh (S;). Dicha funcién indica que la producciéon de PTHrP sélo ocurre

46



bajo el estimulo de Ihh (Figura 5-3). De esta manera, P p (SI) viene dada por la siguiente

expresion:

n

S
= — (5)

S; es la concentracion de Ihh que detectan las células que expresan PTHrP en la frontera
T (figura 5-2). Thg, indica un valor umbral de la concentracion de Ihh al cual se activa la
produccion de PTHrP. El valor n representa la pendiente del escalén en la figura 5-4. Los
valores de las constantes empleadas se muestran en la Tabla 5-2.

VALOR UMBRAL DE [Si]
AL QUE AUMENTA [S¢]

0.9}

0.8}

0.7

0.6}

0.5}

0.4}

0.3-

0.2

CONCENTRACION DE PTHrP [Sp|

0.1
—_
/]
Lﬂ

| | | |
2 3 4 5

Thsy CONCENTRACION DE Ihh [Si] x10"

Figura 5-3. Representacion esquematica de la concentracion de PTHrP ([S;]), como una
funcién de la concentracion de thh ([S;]). El valor umbral de activacién para la produccion

de PTHrP esta representado por Thg, .

Adicionalmente, dado que la columna modelada presenta periodicidad, se supuso que el

flujo de PTHrP (VSp- n) en los bordes lateral izquierdo (I7;), lateral derecho (I'z) e

inferior (FB) del dominio es cero (Figura 5-2). Esto quiere decir que:

VSpllLrp-n =0, (6)
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Donde V SP|FL_R,B representa el flujo de PTHrP en los bordes lateral izquierdo, lateral

derecho e inferior del dominio del problema, respectivamente.

5.2.1.1.2. Concentracion de |lhh

La concentracion de Ihh aumenta en ausencia de PTHrP y se produce al interior de las
células en las primeras fases de la hipertrofia. Esta molécula es luego secretada a través
de la membrana celular hacia la matriz extracelular. De acuerdo con lo anterior, y de
manera similar a lo descrito para PTHrP, el cambio en la concentracion de Ihh en el tiempo
se debe a la difusion de la molécula en la matriz extracelular, a su degradacion y a la

velocidad de crecimiento del dominio:

dS; In(2)
2
7 SIV'V = D[V SI — S[ (7)
——— S — T
_ ) Velocidad de crecimiento del dominio Difusion de la molécula v
Cambio en el tiempo Degradacion

representa la concentracion de Ihh, su coeficiente de difusion, su tiempo de vida medio

y v la velocidad de crecimiento del dominio.

Dado que lhh se produce solamente en los primeros estadios de las células que han
iniciado el proceso de hipertrofia, el modelo consider6 que dicha produccion ocurre en la
membrana celular (MC) de estas células. De esta manera, la ecuacién 8 esta sujeta a las

siguientes condiciones de borde:
Stlye = Ar* Wi (Sp, . t), (8)

donde S;uc indica la concentracion de lhh en la membrana celular de la célula que se

encuentra en el proceso de hipertrofia. El valor A; representa la cantidad de |hh secretada

a través de la membrana celular, y la funcion ¥,(Sp,7,,t) indica la produccion de Ihh.
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Dicha funcién depende de la concentracion de PTHrP (Sp), que retrasa el proceso de
hipertrofia; del tiempo de produccion de Ihh (t5,) y del estadio de hipertrofia celular, .

. De acuerdo con la literatura, la produccion de lhh ocurre en la zona prehipertréfica de la
placa. 2° Por esta razon, se supuso que el tiempo de producciéon de Ihh de un condrocito

(tp, figura 5-4) fue de 10 horas. La expresion para y;(Sp, T, t) viene dada a continuacion:

Yi(Sp, T, t) = ( sk )( th )» ©)

Sp| 4+ Then | \Th+ t7
Plmc SB h

Thgr indica un valor umbral de la concentracion de PTHrP medido por el condrocito, al cual

la expresion de lhh disminuye, Sp |y se refiere a la concentracién promedio de PTHrP en
la membrana celular, t;, representa el tiempo total de la producciéon de Ihh durante el
proceso de hipertrofia celular (ver Figura 5-4 para la explicacién del inicio de los tiempos
de hipertrofia). Los ndmeros r y n representan parametros de forma de la gréfica de
produccion de Ihh (figura 5-5).

ts=0 ts=t ts=t1+Th ts=t1+37h ts=250h
L 1 ] 1 )I' ww TIEMPO
¥ : : : SIMULADO (ts)
*t=0 =T = t=37h TIEMPO DE
%IIIIIIIIIIIIIIIIIII I’HPERTROF].A(I)
oo OOOOOC
=0  yTE=10h . TIEMPO DE
I ’I llll.ll.lllllll-lllll:l.lllllllllllllllll PRODL—CCIO._\.DE
A . - Ihh (Tn)
'3 . .
3 - .
3 . -
w "3 [
o - -
o " [ ]
=z n ]
<L n ]
= =
] . .
. al
1

TIEMPO DE HIPERTROFIA (t)

Figura 5-4. Representacion de los tiempos de hipertrofia (t), tiempo de produccién de lhh

(tp) y del tiempo simulado (ts).
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.

VALOR UMBRAL DE [S¢]
AL QUE DISMINUYE [Sq]

< ol = -
= = o —_ [*]

CONCENTRACION DE Thh [S1]
ot

0 | L | L : |
0 01 i 02 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7

Thg ’
'Sp CONCENTRACION DE PTHrP [Sp]

Figura 5-5. Representacion esquematica de la grafica de la concentracion de lhh ([S;]) en
funcion de la concentracion de PTHrP ([Sp]). El valor Thg, representa un valor umbral de

PTHrP para el cual la concentracion de Ihh empieza a disminuir.

De manera similar a la seccion anterior, se supuso que el flujo de Ihh en los bordes laterales
del dominio es cero. Esto quiere decir que:

VS, n=0, (10)

| TLRB

donde V S; - n representa el flujo de Ihh en la direccién normal al contorno y Iy g p indican

los bordes lateral izquierdo (I'}), lateral derecho (I'g) e inferior (I'g) en la figura 5-2.

Adicionalmente, se supuso que los tiempos de vida media de dichas moléculas vienen

dada por la siguiente expresion:

k. en la matriz extra y pericelular

Tp, T) = o
Ll {kz en el frente de osificacién,

donde 1 es el tiempo de vida medio de PTHrP, 7; el tiempo de vida medio de Ihh (Tabla

1). Se supuso que el tiempo de vida medio de Ihh y de PTHrP disminuy6 en la zona

50



cercana al frente de osificacion. Esto se debe a que existe un alto recambio de matriz peri
y extracelular en la zona hipertrofica, como consecuencia de la presencia de un gran

numero de enzimas que pueden afectar la vida media de estas moléculas.®4¢
5.2.1.2. Crecimiento celular

El proceso de hipertrofia celular se caracteriza por un aumento del volumen de la célula
como resultado del incremento en el tamafio de sus organelos.?*8 En la célula, este
proceso ocurre de manera gradual de tal manera que esta alcanza su tamafio maximo en
un tiempo aproximado de 24 horas.? En el modelo, el crecimiento celular se expres6 en
términos de la deformacién experimentada por la célula (&;), que dependi6 del tiempo t de

hipertrofia y de las cargas mecéanicas impuestas.
Asi, el tensor de velocidad de deformacion celular € viene expresado de la siguiente

manera:

£ =y()* a(opec)n®n, (11)

Donde ¥ (t) Y a(0yec) son funciones que dependen del tiempo de hipertrofia (t) y del

esfuerzo en la célula debido a la carga impuesta. El vector n indica la direccién preferencial

de crecimiento y se define de la siguiente manera:

n" = [01], (12)

La funcion y(t), que representa la funcién de la velocidad de crecimiento celular (Figura
5-6), se seleccioné de acuerdo con el comportamiento observado del crecimiento del
condrocito durante el proceso de hipertrofia (Breur et al., 1994; Bush et al., 2008; Cooper
et al., 2013). Esta funcién depende de 3 parametros, 5,0 y K (Tabla 5-2) que la regulan
de tal manera que, cuando el condrocito inicia la hipertrofia (t = O horas), se presenta un

periodo de crecimiento rapido; seguido por una disminucién progresiva de la velocidad de
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crecimiento, que se detiene completamente en el tiempo méaximo de hipertrofia (t = 24

horas):

tB=1,-t/6 (13)

y(®) = e

con, 3,6 y K las constantes de la funcion y(t). El tiempo t se refiere al tiempo de hipertrofia

de la célula (Figura 5-4).

0.12
0.1r
0.08-
- 0.06-
0.04]-

0.02

VYELOCIDAD DE CRECIMIENTO v(r)

0 1 | | |
0 5 10 15 20 25 30

TIEMPO DE HIPERTROFIA (f)

Figura 5-6. Funcion de la velocidad de crecimiento celular y(t). Para este caso,
f=8560=14yK=1x10°

Por su parte, la funciéon a(o,,..) indica un factor de escalamiento de la deformacién celular
gue depende del esfuerzo promedio en la célula tras la imposicion de una carga mecanica
(P). Esta funcion depende del esfuerzo mecanico promedio en la célula g,,.., y concuerda
con los principios establecidos por la ley de Hueter-Volkman. De esta manera se asumi6
que, si el esfuerzo en la célula g,,,. Se encuentra en un rango fisiolégico, la velocidad de
crecimiento celular no sufrirh cambios; de lo contrario, experimentara modificaciones que

dependeran del valor de dicho esfuerzo. Asi, si este valor es inferior a una cantidad o,,;,,,
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que representa un esfuerzo compresivo, la velocidad de crecimiento disminuira. En
contraste, si es superior a un valor g,,,,, que representa un esfuerzo a tension, dicha
velocidad sufrira un aumento. Por Ultimo, si el esfuerzo se encuentra entre g,,i, Y Omax: 12

velocidad de crecimiento se mantendra inalterada.

La expresion para la funciéon o (o,,..) viene dada por la siguiente ecuacion:

0.75  Omee < Omin

a(gmec) - 1 Omin £ Omec £ Omax (14)
1.25 Gpee > Ormans

donde O, €s el esfuerzo promedio en toda la célula debido a la accion de la carga
impuesta, Y Omin Y Omax SON Vvalores de esfuerzo predeterminados. Para las

simulaciones, los valores para 0,45 Y Omin S€ €ncuentran resumidos en la tabla 2.

5.2.1.3.Frente de osificacion

Se supuso que la mineralizacion del tejido de la matriz extra y pericelular y del condrocito,
considerada como una funcién del tiempo, inicia una vez el condrocito termina su proceso
de hipertrofia. Esto implica que el avance del frente de osificacion es también una funcién
del tiempo. De esta manera, la posicion de dicho frente en el tiempo t viene dada por la

siguiente expresion:

yost = yost_l + YosAt, (19)

donde Y,,, es la posicion del frente en el tiempo t, Y,,,_, su posicion en el tiempo anterior,

Y, latasa de avance del frente y At el incremento del tiempo. La expresion Y, yos viene

dada por:

53



Yos = vOs/los»

(16)

Donde U, indica el cambio en la posicion del frente con respecto al tiempo, Vg, la

velocidad de osificaciébn y 0S es una constante que depende del estado del condrocito en

transicion.

Tabla 5-1. Pardmetros empleados en el modelo.

Parametro Descripcion Valor Observaciones
B 8.5 Estimado
0 . L - 1.4 horas Estimado
Paradmetros de forma para la funcion de crecimiento
K 1%10° Estimado
i —1 x1071P Estimado
Tmin Limite inferior de la funciéon a(omec) : 2
Omax Limite superior de la funcién a(o,,ec) 1 *107Pa Estimado
Ap Produccidn fija de PTHrP en la frontera RZ/PZ 1[unidades de masa]/um?3 Estimado
n Pendiente del escaldn en la curva de produccién de 4 Estimado
PTHrP
Dp Coeficiente de difusién de PTHrP 180000um? /hora (Bro""zsgég)a al.
Up Valor umbral de la concentracion de PTHrP 0.15[unidades de masa]/um3 Estimado
r—
vy Valor umbral de la concentracién de Ihh 1+ 107 unidades de/r:;?;f] Estimado
D, Coeficiente de difusin de Ihh 180000m? /hora (B'O""zsoe(;z)et al.
A Produccion fija de Ihh en la membrana celular 1[unidades de masa]/um? Estimado
Ty Tiempo de produccién de lhh 10 horas Estimado
r 4 Estimado
K, Tiempo de vida medio de Ihh/PTHrP en cartilago 0.017 horas (Browzs(;a(;z)et al,
K, Tiempo de vida medio de Ihh/PTHrP en hueso 5.77 * 10~%horas Estimado
Vos Velocidad de osificacion Estimado
Aos Estimado
+50 pa, tension;
P Carga aplicada +50 Pa -50 Pa,
comprension
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5.2.2. Implementacion numérica

El modelo propuesto se implementd para el dominio bidimensional Q mostrado en la
Figura 5-7. Este dominio representd un segmento de una columna de la placa de
crecimiento, correspondiente a la zona de transicion de los condrocitos desde la zona
proliferativa a la zona prehipertréfica (Figura 5-7). Dicho segmento incluyé ocho
condrocitos, los cuales limitan en la parte superior e inferior con dos zonas constituidas por
cartilago. Todas las células se modelaron como estructuras ovoides con dimensiones de
8 x 20 um2 de acuerdo a la informacién reportada por Hunziker et al. ”® Se modelé también
la matriz pericelular, como un area que circunda cada célula. En los extremos laterales de

la columna, se supuso la presencia de matriz extracelular (Figura 5-7).

- . -
&
By
-

& 22 Wi — »

108 m -

Matriz pericelular

Il Matriz extracelular

+—4opm —— [l Condrocitos

Figura 5-7. Descripcion del dominio Q del problema

Se supuso un modelo elastico-lineal para representar las propiedades mecanicas (E y v)

de los tejidos:

Tabla 5-2. Propiedades mecanicas de los tejidos.
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Tejido Modulo de Young, E (Pa) | Relacion de Poisson (2/) Referencia
Condrocito 350 0.43 {Alexopoulos et al., 2005)
Matriz pericelular 48500 0.36 (Kim =t al., 2010)
Matriz extracelular 500000 0.12 (Kim et al., 2010)
Hueso 11*10° 0.3 (Jirousek, 2012)

El enmallado del dominio se realiz6 empleando elementos cuadrilateros de 4 nodos. En
total, se utilizaron 4194 elementos y 4343 nodos. Las cargas aplicadas correspondieron a
cargas distribuidas de tension (+50 Pa) y compresién (-50 Pa) en la parte superior de la
columna (carga P en la Figura 5-8). Se asumieron restricciones de movimiento en los

bordes laterales e inferior de la columna, tal como se observa en la Figura 5-8.
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Figura 5-8. Condiciones de contorno y cargas aplicadas al dominio Q del problema.

La simulacién consistié en 250 pasos de tiempo, equivalentes a 250 horas en tiempo real.
La componente mecénica se model6 por medio de un modelo elastico-lineal de
deformacion plana.®® El modelo se solucioné empleando elementos finitos para la
discretizacion espacial, y un esquema de Euler hacia atrds (backward Euler) para la
discretizacion temporal. La solucibn numérica se realizé utilizando una subrutina de

usuario de Fortran.

5.3. Resultados
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5.3.1. Resultados para los casos sin alteracion del

bucle bioquimico

5.3.1.1. Ausencia de carga mecanica

El proceso de hipertrofia en una placa de crecimiento se caracteriza por un aumento
gradual del &rea celular. Los resultados obtenidos mostraron que este incremento tuvo una
duracién de 37 horas para cada célula. Este fendbmeno inicié en la célula mas cercana a la
frontera entre las zonas proliferativa e hipertréfica. Una vez finalizado el crecimiento de
dicha célula, el proceso de hipertrofia se repitié en las células adyacentes hasta obtener 4
células hipertroficas al final del tiempo simulado (250 horas). La altura maxima alcanzada
por un condrocito hipertréfico tuvo un valor promedio de 16.96 um, que correspondi6 a un
aumento del 100% del area celular (Figuras 5-9,10 y 11a). Esto resulté en un incremento
del 35% de la altura total de la columna (Figura 5-12).

Se observo que la produccién de lhh se llevo a cabo por las células en las primeras fases
del proceso de hipertrofia (aproximadamente 10 horas). A lo largo de este tiempo, la
molécula se difundi6 a través de la matriz extracelular hasta alcanzar el frente de

produccion de PTHrP (Material suplementario Video), localizado en la frontera entre la
zona de reserva y proliferativa (borde I en la Figura 5-2). La presencia de Ihh en esta

zona estimuld la produccion de PTHrP (Figura 5-10), que se difundi6 generando un

gradiente a través de la columna.
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Figura 5-9. Crecimiento de la malla para el caso sin carga.

lhh PTHrP

Sin carga

Compresién

.
SRERRNANE a0z s lER S
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71h  147h 222h 250h 37h  71h 147h 222h 250h

Tension

37h
Figura 5-10. Concentraciones de Ihh y PTHrP para los casos sin alteraciones en el bucle

regulatorio (sin carga, tensién y compresion).
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Sin carga Compresion Tensiéon

(b) Casos con alteraciones en Ihh o PTHrP

Figura 5-11. Tamafo celular maximo alcanzado por las células en 10(a) casos sin

alteraciones en el bucle, y 10(b) con alteraciones en el bucle.

5.3.1.2. Presencia de carga mecanica— Compresion

Bajo cargas compresivas (-50 Pa) se observo que, la altura maxima alcanzada por dichas
células disminuy6 aproximadamente 13%, en comparacion con el valor correspondiente al
caso sin carga (Figura 5-11a). Adicionalmente, se noté un cambio en la morfologia de las
células proliferativas cercanas a la frontera entre las zonas de reserva y proliferativa (figura
5-9). Esto resultd en una disminucion en su altura (Figura 5-11a).

Con respecto al crecimiento de la columna, se presenté una disminucion del 6%
comparada con la altura alcanzada por el caso sin carga (Figura 5-12). Ademas, se
observo la formacion de una concavidad en el extremo superior de la columna (Figura 5-
10).

5.3.1.3. Presencia de carga mecanica— Tensién
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Bajo el efecto de cargas a tension (+50 Pa), el aumento de la altura maxima en dichas
células fue de 24% con respecto al caso sin carga (Figura 5-11a). Por su parte, las células
proliferativas cercanas a la frontera entre las zonas de reserva y proliferativa,
experimentaron una deformacién mayor que en el caso compresivo (Figuras 5-10y 5-11a).
Estos cambios resultaron en un aumento del 16% comparado con el caso sin carga (Figura
5-12). Ademas, se presentd un cambio en la morfologia de la parte superior de la columna
(Figura 5-12).

mNMNormal mlhh-/- @DPTHP -/-

250
§
=~ 200
@
=
8 150
5
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0

Sin carga Compresion Tension

Figura 5-12. Altura maxima alcanzada por la columna para todos los casos de simulacion.

5.3.2.Resultados para los casos con alteraciones del bucle

bioguimico

Con el objetivo de determinar la robustez del modelo, se simularon casos de alteraciones
en el bucle regulatorio Ihh/PTHrP. Se analiz6 la respuesta celular, expresada en términos
de la altura méxima alcanzada y del tiempo requerido para finalizar el proceso de
hipertrofia, en presencia y ausencia de cargas mecéanicas suprimiendo la produccion de
alguna de estas proteinas. En dichos casos se observo que las células experimentaron

hipertrofia prematura, alcanzando una altura maxima promedio de 17,7 ym a las 27 horas
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de tiempo simulado (Figuras 5-13 y 5-14). Por su parte, el tamafio de la columna mostré
un aumento del 27% comparado con el tamafio del caso normal sin carga (Figura 5-12).

Al igual que en el caso normal, la altura maxima de la célula y de la columna fueron
afectadas por la aplicacion de cargas, observandose disminucién en el caso compresivo y
aumento en el caso de tension (Figuras 5-11b, 5-13 y 5-14). En cuanto a las
concentraciones de las moléculas involucradas en el bucle regulatorio, se observé que la
ausencia de lhh resulté en la supresion de la produccion de PTHrP (Figura 5-13). En
contraste, en ausencia de PTHrP se observé que todas las células de la columna iniciaron
la produccion de Ihh de manera simultanea, al inicio del proceso de hipertrofia (figura 5-
14).
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Figura 5-13. Resultados de las concentraciones de Ihhh y PTHrP cuando hay alteracion
en Ihh.
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Figura 5-14. Resultados de las concentraciones de Ihhh y PTHrP cuando hay alteracion
en PTHrP.

5.4. Discusioén

En este trabajo se formulé un modelo matematico bidimensional para simular la transicion
de un condrocito de estado proliferativo a hipertréfico en un segmento de la zona
proliferativa de una placa de crecimiento. El modelo considera este proceso en células
organizadas en columnas que representan la unidad estructural basica de la placa de
crecimiento. 88779 Este modelo incorpora la influencia de cargas mecéanicas y del bucle
regulatorio bioquimico Ihh-PTHrP. Estos dos parametros han sido reportados por diversos

autores como factores esenciales para el proceso de hipertrofia.”1:81:36.57.28.54

Estudios computacionales previos han formulado diversos modelos matematicos para
simular la hipertrofia celular. Van Donkelaar et al. consideran la hipertrofia celular como el
resultado de un proceso mecanico que incluye la accion de la carga mecanica, la presiéon
osmotica celular, la sintesis y degradacion de fibras de colageno y proteoglicanos de la
matriz extracelular.”® Sin embargo, no consideran el efecto de factores bioquimicos en la

hipertrofia. Otros modelos, propuestos por Garzén-Alvarado et al. 1’?* y Narvaez-Tovar et
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al. " han considerado la accién conjunta de las cargas mecanicas y del bucle regulatorio
Ihh-PTHrP en el proceso de hipertrofia. Sin embargo, estos estudios simulan cambios en
la morfologia columnar y la progresion del frente de osificacion. El modelo propuesto en
este documento analiza en detalle el efecto conjunto del componente mecénico y de
factores bioquimicos en los procesos de proliferacion e hipertrofia celular al interior de una

columna de la placa de crecimiento.

Andlisis histolégicos de placa de crecimiento en diferentes especies muestran que durante
el proceso de hipertrofia, el condrocito experimenta un incremento de area. Este ocurre de
manera anisotrépica en la direccion preferencial del crecimiento del hueso, lo que se refleja
en cambios de la altura celular.”®”# La altura maxima alcanzada por un condrocito
hipertréfico varia dependiendo de la edad del individuo y la especie. Por ejemplo, Hunziker
et al., reportan alturas celulares maximas que oscilan entre 31.2 umy 18.2 um, en placas
de crecimiento de la tibia proximal de ratas de 21 y 80 dias de edad, respectivamente’®;
mientras que Weise et al., reportan alturas celulares maximas alrededor de 20 um para
conejos de 12 semanas.®® Los resultados obtenidos en este modelo muestran mayor
similitud con la altura alcanzada por los condrocitos de las placas de crecimiento de mayor
edad (Figura 5-11a). En efecto, la diferencia entre los datos obtenidos y los reportados
para placas de crecimiento de ratas (80 dias) y conejos (12 semanas) fue de 7%. Sin
embargo, la diferencia con las alturas alcanzadas por los condrocitos hipertréficos de las
placas mas jovenes fue en promedio de 49%. Estas diferencias pueden explicarse
considerando que existen variaciones fisiolégicas, que implican cambios en la velocidad
de crecimiento celular en diferentes etapas del desarrollo.” Este tipo de variaciones
pueden estar controladas por factores bioquimicos adicionales que no se consideraron en

este modelo.

En relacion con las concentraciones de lhh y PTHrP, se consider6 un incremento en el
coeficiente de extincion de estas proteinas en la zona cercana al frente de osificacion. Esto
puede sustentarse en el hecho de que existe un alto recambio de matriz peri y extracelular
en la zona hipertrofica. Esto implica la presencia de un gran nimero de enzimas que
pueden afectar la vida media de lhh y PTHrP.%81546 | os gradientes de concentracion de
Ihh-PTHrP generados, permitieron controlar el proceso de hipertrofia, tal como ocurre in

vivo en condiciones normales.?%7?
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En adicién a las condiciones fisioldgicas, el modelo consideré casos anormales donde la
produccion de alguna de las dos moléculas fue bloqueada (Ihh -/- 0 PTHrP -/-). En ambos
casos, la hipertrofia prematura observada puede explicarse teniendo en cuenta que la
principal funcion del bucle es promover la proliferacion celular mediante el retraso de la
hipertrofia. Por tanto, cualquier alteracion del bucle afecta directamente dichos procesos

celulares. Esto concuerda con descripciones previas en estudios experimentales.*>%’

En cuanto a la influencia del estimulo mecanico sobre el proceso de hipertrofia, el modelo
permitié analizar el efecto fisico producido por dichas cargas. En efecto, la aplicaciéon de
cargas mecanicas afectd principalmente la morfologia celular. En el caso de cargas
compresivas, la disminucién observada en altura maxima de las células se debi6 a los
efectos restrictivos de dicha carga, que limitaron el espacio intercelular. Estos cambios en
el espacio intercelular afectaron la difusién de Ihh-PTHrP, acelerando el proceso de
hipertrofia, lo que resultdé en una célula hipertréfica adicional al final del tiempo de
simulacién. Para las cargas a tension se observd que el espacio intercelular aumento,
permitiendo un mayor crecimiento celular. Estos hallazgos concuerdan con reportes
previos en la literatura, en donde se muestra que la aplicacion de cargas mecanicas genera
cambios en las zonas proliferativa e hipertréfica.”>*3° Los resultados anteriormente
descritos, permiten predecir el efecto que tienen las cargas sobre el tamafio de la placa de
crecimiento y sobre la velocidad de crecimiento, tal como se describe en estudios

experimentales.’®1310.73.74

A pesar de que el modelo reproduce adecuadamente el proceso de hipertrofia y revela
informacion acerca de los efectos a corto plazo del bucle regulatorio y las cargas
mecanicas sobre los condrocitos de una columna, es necesario aclarar que este modelo
no permite realizar analisis sobre tasas de crecimiento en un individuo. Esto se deba a que
no se incluyd la zona de reserva ni el proceso de proliferacion, elementos importantes para
la regulacién de dichas tasas.?'*° Adicionalmente, no se consideraron interacciones entre
el bucle bioquimico y las cargas, como sugieren algunos autores que han reportado

cambios en la sintesis de Ihh y PTHrP asociados a estimulos mecanicos.%%5051.77

En conclusion, este trabajo constituye una primera aproximacion al desarrollo de modelos

computacionales integrales que permitan estudiar efectos conjuntos entre estimulos fisicos

64



y bioquimicos en los distintos procesos bioldgicos que tienen lugar dentro de la placa de

crecimiento.
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6.Caracterizacion del Desarrollo Oseo

Prenatal y Postnatal en Ratones: Fémur

6.1. Introduccioén

El fémur es el Unico elemento 6seo presente en la parte superior del miembro posterior.
Su epifisis proximal articula con los huesos que conforman la pelvis, de tal manera que la
cabeza femoral encaja en el acetabulo. Esta unién se encuentra estabilizada por la capsula
articular, el ligamento articular y el ligamento de la cabeza femoral. Por su parte, la epifisis
distal articula con la patela, la tibia y el peroné formando la articulacion de la rodilla.3°8°

Al igual que todos los huesos largos en mamiferos, el fémur se forma por osificacion
secuencial de un molde cartilaginoso generado en etapas tempranas del desarrollo
embrionario. Dicha osificacién origina primero la diéfisis y posteriormente las epifisis,
dejando una porcién cartilaginosa conocida como placa decrecimiento en las metafisis,

donde la osificacion continua permitiendo el crecimiento longitudinal del hueso.%730.20

La morfologia del fémur proximal es Gnica entre los elementos 6seos del esqueleto de los
mamiferos, caracterizandose por la proyeccion de la cabeza femoral formando un angulo
respecto de la diafisis del hueso. Adicionalmente sobresalen los trocanteres mayor y menor
en la porcién externa e interna del hueso respectivamente. La epifisis distal, es de mayor
tamafio tiene una forma ovalada y como caracteristica presenta dos prominencias

oblongas denominadas céndilos, donde articula con la tibia y el peroné.®

Aunque la estructura general del fémur, asi como su proceso de osificacién son similares
entre diferentes especies de mamifero, las caracteristicas geométricas del hueso varian
entre especies.? 2 Hasta el momento lo que se conoce del desarrollo 6seo en mamiferos
se deriva de estudios en aves y pequefios roedores, especialmente en lo concerniente al
inicio de la osificacién en etapas embrionarias.>® Adicionalmente, el advenimiento de
técnicas imagenoldgicas como la RMN y la tomografia computarizada han permitido

evidenciar algunos detalles del desarrollo en bovinos, equinos y humanos.?° Sin embargo
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hasta el momento no se dispone de estudios morfolégicos detallados del proceso de

desarrollo.

Teniendo en cuenta lo anterior, en este trabajo se presenta un analisis morfolégico macro
y microscopico del proceso de osificacion del fémur en ratones, teniendo en cuenta el
desarrollo de los centros secundarios de osificacion de las epifisis proximal y distal y las
caracteristicas de las respectivas placas de crecimiento desde el periodo embrionario
hasta los 2 meses de edad. La informacién derivada de este estudio podra ser utilizada
para realizar andalisis comparativos con otras especies asi como punto de partida para
estudios tendientes a esclarecer mecanismos responsables de la morfogénesis 6sea en

mamiferos.

62. Materiales y Métodos

6.2.1. Fase experimental
6.2.1.1. Animales

La experimentacién con animales fue avalada por el comité de ética de la facultad de
ciencias de la Universidad Nacional de Colombia. Se utilizaron ratones estériles. Los
animales fueron criados en la sala de animales del Laboratorio de Biomiméticos — Instituto
de Biotecnologia — Universidad Nacional de Colombia, sede Bogota, bajo condiciones
controladas que incluyeron ciclos de 12 horas de luz y 12 de oscuridad; temperatura y

humedad promedio de 25° C y 47 g/m3 respectivamente.
6.2.1.2.0btencion de las muestras

Se obtuvieron embriones correspondientes a los dias 15, 17 y 19 de gestacion (Tabla 6-
1), para lo cual se tuvo en cuenta que el dia de aparicion del tap6n vaginal en las hembras
correspondi6 al dia 1 de prefiez. En la etapa postnatal se utilizaron animales de 1, 7, 14y
21 dias (Tabla 6-1), de los cuales se aislaron ambas extremidades posteriores. Todas las

muestras fueron fijadas en formaldehido al 4%.
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Tabla 6-1. Numero de animales experimentales en periodo prenatal y postnatal

Dias Prenatal Postnatal Total
15 4
17 4
19 4
1 4
7 4
14 4
21 4
Total 12 16 28

6.2.1.3. Analisis Histologico

Para el andlisis estereoscopico y microscopico de la evolucién del proceso de osificacion
y formacién del hueso, las muestras embrionarias y las postnatales fueron sometidas a
doble tincién de azul de Alcian y rojo de Alizarina, utilizando el método descrito por Redfern
y colaboradores °* y el cual se modificé y se describe brevemente a continuacion: la tincion
consistié en someter la muestra inicialmente a solucion de Azul Alcian 0.03% por 3 dias a
temperatura ambiente. Posteriormente se realizé un lavado con etanol al 95% por 6 horas
en agitacion, seguido de un paso por solucion KOH 2% de 12 a 24 horas a temperatura
ambiente. Finalmente se realiza tincion con solucién Rojo de Alizarina 0.03% por 24 horas
a temperatura ambiente. Las muestras se sometieron a 3 pasos por soluciones de
glicerol/1% KOH con incremento gradual de la concentracién de glicerol (20%, 50% y 80%),
cada una con un tiempo de incubacién de 24 horas a temperatura ambiente. Las muestras

se almacenaron en glicerol al 100%.%5:9

Para todas las muestras embrionarias y para los neonatos del dia 1, previo a la tincion, se
realizé un proceso de transparentacion del tejido blando utilizando KOH segun el protocolo
descrito por Nagy y colaboradores. ®” Una vez tefiidos los huesos se realizé un analisis
morfolégico descriptivo a nivel macroscépico de la placa de crecimiento, el centro
secundario de osificacion y la forma general del hueso en los diferentes puntos del
desarrollo planteados anteriormente, por medio de un estereoscopio. El andlisis
histologico de la etapa embrionaria se realiz6 mediante observacion de cortes de 5 um de
grosor usando un microscopio de luz mientras que para la etapa postnatal se realizé un

corte en el plano sagital a los huesos para observacion en estereoscopio, utilizando un
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micrétomo de solidos Buehler con un disco de 320 um a 500 rpm. Para esto, las muestras

fueron previamente tefiidas y embebidas en dimetil metacrilato.

6.2.2. Fase computacional
6.2.2.1. Micro-CT

La adquisicion de las imagenes por MicroCT se realiz6 tifiendo las muestras con
hematoxilina fosfotungstica para permitir la observacion de tejido blando. Todas las
muestras fueron escaneadas utilizando un microtomografo de rayos X Skyscan 1172
(Micro Photonics, Allenton PA). Los parametros de adquisicién se ajustaron a 60kV, 124
MA y se utilizé un modo de adquisicién de 180° con 6 cuadros en promedio y un tiempo de

rotacion de 0.6.

La reconstruccion 3D se realiz6 utilizando el software de reconstruccion NRECON (Micro
Photonics, Allenton PA) con un factor de correccion de la sefial registrada de 10 unidades
y correccion artefactos por endurecimiento del haz del 60%. Las imagenes 3D fueron
generadas utilizando el software CtVox (Micro Pthotonics, Allentown, PA).

6.3. Resultados y Discusion
6.3.1. Prenatal

El desarrollo de las extremidades es un proceso que inicia en etapas tempranas del
desarrollo embrionario con la condensacion de células mesenquimales que se dividira en
varios segmentos que daradn origen a cada uno de los huesos de la extremidad.
Posteriormente formara un molde cartilaginoso que posteriormente sufrira un proceso
gradual de osificacion. El andlisis de las muestras obtenidas durante el periodo embrionario
muestran que a los 15 dias de gestacion, el fémur es aun una estructura completamente
cartilaginosa, como evidencia su afinidad por el colorante Azul alcian el cual se usa para
distinguir el tejido cartilaginoso y la carencia de tincién con Rojo de Alizarina, usado para
distinguir depositos de calcio y por ende tejido osificado. De la misma forma, las imagenes

por micro-CT no muestran cambios en la densidad del tejido. Sin embargo, es evidente
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gue ya en esta etapa el rudimento 6seo presenta un contorno cuya morfologia emula la del
hueso adulto, de esta manera se observa la definicion de lo que seré la cabeza femoral y
el trocanter mayor en el fémur proximal y los condilos del fémur distal (Fig. 6-1).

Desde el punto de vista histolégico no hay evidencia de inicio de la osificacién endocondral,
de manera que aun no se distinguen condrocitos en proceso de diferenciacion por el
contrario se observa homogeneidad en la morfologia de las células en toda la estructura
(Fig. 6-1C-D). Estos hallazgos contrastan con lo reportado por Patton y Kaufman®
guienes para esta etapa reportan un pequefio centro de osificacion el cual se extiende
hacia los 17 dias de gestacion, sin embargo aclaran también que el proceso de osificacién

como tal, inicial después de 17 dias de gestacion.

Figura 6-1. Imagenes fémur proximal y distal embriones de ratén de 15 dias A) Tincién

con Azul Alcian y Rojo de Alizarina B) reconstruccion 3D C) histologia fémur proximal, vista
10X D) histologia fémur distal, vista 10X.

A los 17 dias de gestacion el fémur del embriéon de ratones muestra crecimiento de la
estructura con un mayor desarrollo de la porcién distal donde los céndilos femorales se
ven mucho mas definidos (Fig. 6-2A), en la zona proximal, la cabeza femoral empieza a
desarrollarse y se observa el inicio de la formacién del cuello femoral. Para este momento
ya hay evidencia histoldgica e imagenologica de la presencia del centro primario de
osificacion, observada como un area de mayor densidad en la porcion central del hueso
en la imagen de micro tomografia computarizada (Fig. 6-2B), y un area con una tincién
ligeramente rojiza evidenciando en la doble tincion con Azul de Alcian/Rojo de Alizarina

evidenciando la deposicion de calcio en la diéfisis (Fig. 6-2A).
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En los cortes histolégicos realizados longitudinalmente, es posible distinguir las diferentes
zonas de una placa de crecimiento rudimentaria (Fig. 6-2C-D). En la porcién méas proximal
del fémur ya sea distal o proximal (diafisis), se observan pequefias células organizadas
aleatoriamente, estas corresponden a la zona de reserva de la placa de crecimiento. Un
poco mas cerca de la diafisis se observan células aplanadas organizadas en columnas
bien definidas, correspondientes a la zona proliferativa, adyacente a esta zona, se observa
una regién compuesta por células redondas de gran tamafio, estas células corresponden
a condrocitos hipertroficos que finalmente mueren y dan paso a la calcificacion del tejido
(Fig. 6-2E-F). En la Figura 6-2G se puede observar la transicion de las células proliferativas
a células hipertrdficas. Este proceso de hipertrofia se reconoce con el principal factor del

crecimiento longitudinal de los huesos en mamiferos.

Estos hallazgos apuntan a que el centro primario de osificacion del fémur aparece en el
transcurso del dia 16, lo que contrasta con reportes previos lo reportado previamente por
Patton y Kaufman®® que ubican su aparicion hacia el dia 15. Esta diferencia puede estar
relacionada con posibles variaciones entre cepas, considerando que en este estudio se
utilizé una cepa de ratén diferente. De hecho, y aunque en este estudio no se observo, se

han descrito sutiles variaciones en los tiempos de osificacion en humanos y roedores.®
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Figura 6-2. Imagenes fémur proximal y distal embriones de ratdn de 17 dias A) Tincién
con Azul Alcian y Rojo de Alizarina B) reconstruccion 3D C) histologia fémur proximal, vista
4X D) histologia fémur distal, vista 4X E) acercamiento epifisis proximal, vista 10X F)
acercamiento placa de crecimiento, vista 20X G) acercamiento zona de transicion de

condrocitos proliferativos a hipertroficos, vista 40X.

Cercano al nacimiento, el embridn de 19 dias de gestacién presenta un fémur en el cual
ya se ha osificado la diafisis completamente. El principal cambio morfolégico se evidencia
en la epifisis proximal donde estructuras como la cabeza femoral y los trocanteres
presentan formas mucho mas definidas (Fig. 6-3A-B). Histol6égicamente, se observa un
acercamiento del frente de osificaciébn a la superficie articular. En la Figura 6-3E se
observan todo el proceso de diferenciacién morfoldgica de los condrocitos de la placa de
crecimiento, desde la fase proliferativa hasta la hipertrofia, y subsecuentemente su muerte
y osificacion.
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Figura 6-3. Imagenes fémur proximal y distal embriones de raton de 19 dias A) Tincion

con Azul Alcian y Rojo de Alizarina. B) reconstruccion 3D C) histologia fémur proximal,
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vista 10X D) histologia fémur distal, vista 10X E) acercamiento placa de crecimiento, vista
20X F) acercamiento zona de transicion de condrocitos proliferativos a hipertréficos, vista
40X.

6.3.2. Postnatal

El fémur de neonatos de raton presenta la morfologia caracteristica de un fémur adulto, sin
embargo el cuello femoral aun no se ha desarrollado completamente. Por otra parte la
cabeza femoral presenta la morfologia redondeada caracteristica del fémur proximal y el
trocanter mayor se ha extendido. En la Figura 6-4A es evidente una fuerte deposicién de
calcio en la diafisis evidenciando la extension del centro primario de osificacion (CPO). Las
diafisis proximal y distal aun aparecen completamente cartilaginosas. Al igual que en
etapas embrionarias tardias se observa una placa de crecimiento dividida en las tres zonas
histol6gicas descritas anteriormente. En la Figura 6-4C-E se presentan los cortes
histol6gicos para el fémur proximal donde se puede observar la transicion de los
condrocitos desde la zona de reserva, pasando por la zona proliferativa, hasta la zona
hipertréfica. En la Figura 6-4E se observa un acercamiento a 40X de la zona de transicion

entre proliferativa e hipertréfica y en la Figura 6-4H se observa la zona de transicién entre

reserva y proliferativa.
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Figura 6-4. Imagenes fémur proximal y distal de neonatos de ratén A) Tincién con Azul
Alcian y Rojo de Alizarina B) reconstruccion 3D C) histologia fémur proximal, vista 10X D)
acercamiento zona correspondiente a la placa de crecimiento, vista 20X E) acercamiento
zona de transicién de condrocitos proliferativos a hipertroficos, vista 40X F) histologia
fémur distal, vista 10X G) acercamiento zona de la placa de crecimiento, vista 20X H)

acercamiento zona de transicion de condrocitos de reserva a proliferativos, vista 40X .

La aparicion de los CSO ocurre durante la primera semana de vida, ya que a los 7 dias de
edad, las epifisis se han osificado en gran parte de su volumen (zonas rojas), sin embargo
aln se observan zonas cartilaginosas (zonas azules) como por ejemplo la cabeza femoral
y los condilos distales (Fig. 6-5A). Estos hallazgos contrastan con reportes previos que
indican una aparicién mas tardia de los CSO tanto proximales como distales.® En la Figura
6-5B se observan zonas de mayor densidad correspondientes a las zonas de hueso que
ya se han osificado, resaltando las zonas donde se localizan las placas de crecimiento en

la porciéon proximal y distal del hueso.

Al observar la estructura microscopica de la placa de crecimiento en esta etapa se observa
una estratificacion y delimitacién clara de la placa, ademas el frente de osificacién se

encuentra mas cercano a la epifisis como se observa en la Figura 6-5C-G.
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Figura 6-5. Imagenes fémur proximal y distal de ratones de 7 dias de edad A) Tincién con
Azul Alcian y Rojo de Alizarina B) reconstruccién 3D C) histologia de fémur proximal, vista
10X D) acercamiento placa de crecimiento, vista 20X D) histologia fémur distal, vista 10X
F) acercamiento placa de crecimiento, vista 20X G) acercamiento zona de transicion de

condrocitos proliferativos a hipertroficos, vista 40X.

A los 14 dias de edad el fémur del ratén continGa su proceso de osificacion, con la fusion
de los CSO de la epifisis distal y el en la porcién proximal del hueso la cabeza femoral se
encuentra casi completamente osificada y se observa la progresiéon de la osificacion en el
trocanter mayor y el trocanter menor. En los céndilos distales del fémur se puede observar
la forma redondeada del CSO (Fig. 6-6A-B). En la Figura 6C-E se puede ver la forma curva
de la placa de crecimiento que aparece en azul por la tincién con Azul Alcian y la cual

delimita el CSO en rojo por la tincién con Rojo de Alizarina.

|

Figura 6-6. Imagenes fémur proximal y distal de ratones de 14 dias de edad A) Tincién
con Azul Alcian y Rojo de Alizarina. B) reconstruccion 3D C) corte en solido de fémur D)

acercamiento fémur proximal E) acercamiento fémur distal.

Pasados 21 dias de crecimiento, las diéfisis se encuentran osificadas y se observa una
placa de crecimiento amplia, sin embargo ha cambiado su morfologia debido al cambio en
la morfologia de la epifisis, resultado del crecimiento. La placa de crecimiento distal ahora

muestra una forma en “M” (Fig. 6-6,7A-E).
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Figura 6-7. Imagenes fémur proximal y distal de ratones de 21 dias de edad A) Tincion
con Azul Alcian y Rojo de Alizarina B) reconstruccion 3D C) corte en solido de fémur D)

acercamiento fémur proximal E) acercamiento fémur distal.

A 35 dias de desarrollo posnatal el fémur muestra cambios importantes en la morfologia
de la placa de crecimiento, la placa de la cabeza femoral muestra una morfologia convexa
y su grosor ha disminuido paulatinamente a lo largo del desarrollo, de igual forma la placa
del fémur distal ha cambiado su morfologia. Las placas del crecimiento del trocanter mayor
y menor aungque no han sufrido cambios drasticos en su morfologia, si han cambiado en

grosor y posicion respecto a la zona osificada.
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Figura 6-8. Imagenes fémur proximal y distal de ratones de 35 dias de edad A) Tincién
con Azul Alcian y Rojo de Alizarina B) reconstruccion 3D C) corte en solido de fémur D)

acercamiento fémur proximal E) acercamiento fémur distal.

Finalmente a 46 dias de desarrollo en la porcion proximal del fémur se encuentra
totalmente osificada, se observa el cierre de la placa de crecimiento la cual aparece
totalmente tefiida con Rojo de Alizarina, sin embargo el la porcion distal del hueso adn
mantiene zonas cartilaginosas que se evidencian por la tincion con Azul de Alcian y la
placa de crecimiento aunque ha cambiado de morfologia una vez mas, adquiriendo una

forma ondulada en una vista aneroposterior.

Las caracteristicas observadas en la placa de crecimiento posterior a los 21 dias refleja la
disminucion en la actividad de esta estructura en las etapas tardias del crecimiento de los
mamiferos. De tal manera que los principales cambios se observan en términos del grosor
de la placa. Adicionalmente, se observan cambios en la morfologia de la placa e incluso
en etapas tardias osificacibn completa de algunos segmentos. Sin embargo, esta
estructura se preserva a lo largo de toda la vida en roedores, a diferencia de lo que ocurre
en mamiferos grandes en los cuales ocurre una osificacion completa de esta estructura

una vez alcanzada la madurez sexual.
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Figura 6-9. Imagenes fémur proximal y distal de ratones de 46 dias de edad A) Tincion

con Azul Alcian y Rojo de Alizarina B) reconstruccion 3D C) corte en solido de fémur D)

acercamiento fémur proximal E) acercamiento fémur distal.

6.4. Conclusiones

El modelo murino para el estudio del desarrollo 6seo es eficaz representando los patrones
de osificacion que sufre el fémur a través del desarrollo. Por esta razén los datos obtenidos
en este estudio se podrian extrapolar al desarrollo del humero en humanos Las técnicas
utilizadas son eficaces en el estudio del desarrollo de estructuras como los centros de
osificacion y la placa de crecimiento, sin embargo es necesario desarrollar técnicas que

permitan realizar cortes histologicos a tejidos solidos sin perder la tincion.
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7.Caracterizacion del Desarrollo Oseo

Prenatal y Postnatal en Ratones: Humero

7.1. Introduccioén

El humero es el hueso méas proximal de la extremidad superior/anterior. Este conecta con
el esqueleto axial a través de la articulacién escapulo-humeral, de tal manera que la cabeza
femoral encaja con la cavidad glenoidea. La estabilidad de esta articulacion esta dada por
la insercion de los musculos escapulares. Su porcion distal forma la articulacion del codo

junto con el radio y el cubito.308°

Este hueso es de origen endocondral, es decir, durante el desarrollo embrionario, el
proceso de osificacion ocurre a partir de un molde cartilaginoso. Dicha osificacion inicia en
la porcion central del molde, expandiéndose hacia los extremos. Posteriormente, se genera
un centro de osificacion secundario en cada una de las epifisis. Este proceso es altamente

conservado y ocurre de manera similar entre diferentes especies de mamiferos.*.730.90.99

Aunqgue actualmente no se han capturado con imagenes in vivo de los cambios en el
molde cartilaginoso, es esencial entender el proceso de osificacion para ser capaces de
interpretar las distintas arquitecturas que pueden tomar la epifisis, la metéfisis y la

epifisis. 100

Hasta el momento se han usado varios modelos animales como el de cerdo, aves y ratones
para entender el proceso de desarrollo 6seo en humanos.®*'%° El modelo de ratén ha sido
el mas utilizado para el estudio del desarrollo 6seo y las implicaciones de las enfermedades
Oseas congénitas humanas, dada la facilidad de manipulacién y generacion de cepas
mutantes.®*1%! Actualmente, la informacion disponible en la literatura en relacién al
desarrollo 6seo normal en ratones se limita a la descripcion cronolégica de la aparicién de
los centros de osificacion primario y secundario de osificacién y algunos hallazgos

histolégicos particularmente durante el desarrollo embrionario.>39%:101
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Este trabajo presenta un estudio detallado de los cambios morfolégicos e histolégicos a
nivel de las epifisis proximal y distal del humero y sus respectivas placas de crecimiento
durante el proceso de osificacion en ratones. El estudio comprende el analisis desde la
etapa embrionaria hasta alcanzada la madurez sexual, revelando los momentos de
mayores cambios morfologicos en este hueso. La informacion derivada de este estudio
complementa la que se encuentra disponible en la literatura permitiendo reconstruir los
eventos ocurridos durante el desarrollo normal del humero. Esta informacion podria
esclarecer detalles importantes sobre el desarrollo 6seo en humanos, dada su similitud con
el proceso en roedores, ademas de proveer herramientas para el disefio de estudios

posteriores que buscan abordar aspectos fisioldgicos y patoldgicos de este proceso.

7.2. Materiales y meétodos

7.2.1. Fase experimental

7.2.1.1. Animales

La experimentacion con animales fue avalada por el comité de ética de la facultad de
ciencias de la Universidad Nacional de Colombia. Se utilizaron ratones estériles. Los
animales fueron criados en la sala de animales del Laboratorio de Biomiméticos — Instituto
de Biotecnologia — Universidad Nacional de Colombia, sede Bogota, bajo condiciones
controladas que incluyeron ciclos de 12 horas de luz y 12 de oscuridad; temperatura y

humedad promedio de 25° C y 47 g/m3 respectivamente.

7.2.1.2. Obtencidon de las muestras

Se obtuvieron embriones correspondientes a los dias 15, 17 y 19 de gestacion (Tabla 7-
1), para lo cual se tuvo en cuenta que el dia de aparicion del tapdn vaginal correspondio al
dia 1 de prefiez. En la etapa postnatal se utilizaron animales de 1, 7, 14 y 21 dias (Tabla
7-1), de los cuales se aislaron ambas extremidades anteriores. Todas las muestras fueron

fijadas en formaldehido al 4%.
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Tabla 7-1. Namero de animales experimentales en periodo prenatal y postnatal

Dias Prenatal Postnatal Total
15 4
17 4
19 4
1 4
7 4
14 4
21 4
Total 12 16 28

7.2.1.3. Analisis Histoldgico

Para el andlisis estereoscépico y microscopico de la evolucién del proceso de osificacion
y formacién del hueso, las muestras embrionarias y las postnatales fueron sometidas a
doble tincién de azul de Alcian y rojo de Alizarina, utilizando el método descrito por Redfern
y colaboradores® y el cual se modificd y se describe brevemente a continuacion: la tincion
consistié en someter la muestra inicialmente a solucién de Azul Alcian 0.03% por 3 dias a
temperatura ambiente. Posteriormente se realizd un lavado con etanol al 95% por 6 horas
en agitacion, seguido de un paso por solucién KOH 2% de 12 a 24 horas a temperatura
ambiente. Finalmente se realiza tincion con solucién Rojo de Alizarina 0.03% por 24 horas

a temperatura ambiente.

Las muestras se sometieron a 3 pasos por soluciones de glicerol/1% KOH con incremento
gradual de la concentracion de glicerol (20%, 50% y 80%), cada una con un tiempo de
incubacién de 24 horas a temperatura ambiente. Las muestras se almacenaron en glicerol
al 100%(13; 14).°2 Para todas las muestras embrionarias y para los neonatos del dia 1,
previo a la tincién, se realizé un proceso de transparentacion del tejido blando utilizando

KOH segun el protocolo descrito por Nagy y colaboradores.?!

Una vez tefidos los huesos se realizd un andlisis morfolégico descriptivo a nivel
macroscopico de la placa de crecimiento, el centro secundario de osificacion y la forma
general del hueso en los diferentes puntos del desarrollo planteados anteriormente, por
medio de un estereoscopio. El analisis histolégico de la etapa embrionaria se realizo

mediante observacion de cortes de 5 um de grosor usando un microscopio de luz mientras
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gue para la etapa postnatal se realiz6 un corte en el plano sagital a los huesos para
observacién en estereoscopio, utilizando un micr6tomo de solidos Buehler con un disco de
320 pm a 500 rpm. Para esto, las muestras fueron previamente tefiidas y embebidas en

dimetil metacrilato.

7.2.2. Fase computacional

7.2.2.1. Micro-CT

La adquisicion de las imagenes por micro-CT se realizo tifiendo las muestras con
hematoxilina fosfotungstica para permitir la observacion de tejido blando. Todas las
muestras fueron escaneadas utilizando un microtomografo de rayos X Skyscan 1172
(Micro Photonics, Allenton PA). Los parametros de adquisicion se ajustaron a 60kV, 124
MA y se utiliz6 un modo de adquisicion de 180° con 6 cuadros en promedio y un tiempo de

rotacion de 0.6.

La reconstruccion 3D se realiz6 utilizando el software de reconstruccion NRECON (Micro
Photonics, Allenton PA) con un factor de correccion de la sefial registrada de 10 unidades
y correccién artefactos por endurecimiento del haz del 60%. Las imagenes 3D fueron

generadas utilizando el software CtVox (Micro Pthotonics, Allentown, PA).

7.3. Resultados y Discusion

7.3.1. Prenatal

El desarrollo 6seo empieza temprano en la etapa embrionaria con la formacion de un molde
cartilaginoso el cual a quince dias de gestacion ya presenta algunos rasgos morfolégicos
propios de humero adulto, particularmente en la epifisis proximal donde se reconocen
estructuras tales como la cabeza humeral y el tubérculo mayor. La cabeza ya presenta la
forma redondeada caracteristica y sobresale lateralmente de forma medial. Por su parte,
la epifisis distal presenta una morfologia redondeada con dos prominencias que
sobresalen medialmente y son simétricas en el plano anteroposterior. La diafisis tiene una
apariencia cilindrica homogénea y con un diametro similar a lo largo del hueso (Fig. 7-1A).

A quince dias de gestacion el humero es principalmente cartilaginoso como evidencia su
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apariencia azul posterior a la doble tincién con Azul de Alcian/Rojo de Alizarina (Figura 7-
1A). Sin embargo, microscopicamente ya es evidente una amplia zona de hipertrofia en la
porcion central (Figuras 7-1C-D), la cual ademés presentan una mayor densidad en las
iméagenes de micro-CT.

Similar a lo reportado por Patton y Kaufman, 1995,% después de quince dias de gestacion
ya existen indicios de la formacién del centro primario de osificacion (CPO), los resultados
presentados en este estudio muestran una zona de mayor densidad en las imagenes de
micro-CT donde probablemente se originara el CPO. A partir de este momento los
principales cambios se relacionan con la consolidacion y expansion del CPO hasta el
nacimiento. Por otra parte, en las imagenes de micro-CT del humero en esta etapa
embrionaria muestran una zona redondeada de mayor densidad donde se formara el

centro secundario de osificaciéon (CSO) (Fig. 7-1B).

Anteriormente se han realizado estudios de imagenologia en huesos largos en humanos,

estos trabajos describen la aparicion del CSO a ocho semanas de la gestacién, sin

embargo estos datos varian dependiendo del hueso.'®

Figura 7-1. Imagenes humero proximal y distal embriones de ratén de 15 dias A) Tincion
con Azul Alcian y Rojo de Alizarina B) reconstruccion 3D C) histologia humero proximal,

vista 10X D) histologia humero distal, vista 10X.

En general en el periodo de tiempo analizado durante el desarrollo embrionario, los

principales cambios en la morfologia del humero se observan en la zonificacion de lo que
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serd la placa de crecimiento ademas del tamafio total del hueso y de las caracteristicas
de la diafisis. De esta manera, se observa que los especimenes obtenidos al dia 17
presentan una coloracion méas oscura en una amplia zona en la porcion central del humero
cuando se someten a tincion con Azul de Alcian/Rojo de Alizarina, que esta acomparfia por
un aumento en la densidad en las micro-CT, lo que sugiere el inicio de la osificacion en
esta zona. A escala microscopica se observa la diferenciacion de los condrocitos desde
células de reserva, pasando por proliferativas y finalmente como células hipertréficas,

caracteristicas de la placa de crecimiento (Fig. 7-2).

Aunque la mayoria de los estudios disponibles en literatura hasta el momento se centran
en la descripcién del CSO existen todavia muchas falencias respecto a la descripcion del
desarrollo de la placa de crecimiento en etapas embrionarias. Trabajos como el de
Hirasawa et al., 1999,%2 describen como la sefalizacién celular es indispensable para el
desarrollo del cartilago, sin embargo aunque usan doble tincién con Rojo de Alizarina/Azul

Alcian no se enfocan en describir el patrén de osificacion a lo largo del crecimiento.

Figura 7-2. Imagenes humero proximal y distal embriones de ratén de 17 dias A) Tincién
con Azul Alcian y Rojo de Alizarina B) reconstruccion 3D C) histologia humero proximal,
vista 10X D) histologia humero distal, vista 10X E) acercamiento placa de crecimiento,

zona de transicion de condrocitos proliferativos a hipertréficos, vista 40X.

Al dia embrionario 19 el CPO en la di&fisis se ha extendido hasta alcanzar el limite con las
epifisis. Adicionalmente, en esta etapa se observa la aparicion de una prominencia lateral
en el area donde se desarrollara la cresta deltoidea que se acompafia del ensanchamiento

de las metafisis tanto distal como proximal en el plano anteroposterior. La placa de
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crecimiento en esta etapa del desarrollo se encuentra mucho mas organizada, pudiéndose
reconocer féacilmente las tres zonas de la placa de crecimiento. (zona de reserva,

proliferativa e hipertréfica) (Fig. 7-3).
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Figura 7-3. Imagenes humero proximal y distal embriones de ratén de 19 dias A) Tincién
con Azul Alcian y Rojo de Alizarina B) reconstruccion 3D C) histologia humero distal, vista
10X D) histologia humero proximal, vista 10X E) acercamiento placa de crecimiento distal,

vista 20X F) acercamiento placa de crecimiento proximal, vista 20X.

7.3.2. Postnatal

En el periodo postnatal se considerd cortes histolégicos para los humeros de ratones
neonatos y de siete dias de edad, debido a que el tejido alin es en su mayoria cartilaginoso
y permite implementar este tipo de técnicas. Sin embargo para las muestras de ratones de
14 a 46 dias de edad se cortaron usando la técnica de corte sobre tejidos sélidos. En esta

etapa del desarrollo del humero, este ya presenta una morfologia definida.
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En las muestras de neonatos ya se observa presencia de tejido 6seo a lo largo de toda la
diafisis, evidenciado por una zona mas densa en las imagenes de micro-CT y la coloracién
roja observada en los especimenes tefiidos con Azul de Alcian/Rojo de Alizarina.
Adicionalmente, se observan cambios importantes de la morfologia de la diafisis, donde la
cresta deltoidea ya se encuentra completamente definida (Figuras 7-4A y B). En contraste,
las epifisis aunque de mayor tamafio, alin son completamente cartilaginosas sin evidencia
de aparicion del CSO. Ademas, tanto en la epifisis proximal como en la distal se observan

frentes de osificacion con una forma aplanada (Figura 7-4A).

Figura 7-4. Imadgenes humero proximal y distal de neonatos de ratén A) Tincion con Azul
Alcian y Rojo de Alizarina B) reconstruccion 3D C) histologia humero proximal, vista 10X

D) acercamiento condrocitos de reserva y proliferativos, vista 20X.

Los CSOs son evidentes en la epifisis proximal y distal a los dias 7 y 14 respectivamente.
A 7 dias de edad el CSO se observa como una masa redondeada uniforme mientras que

a 14 dias estos se han alargado horizontalmente hasta unirse (Figs. 7-5A-B, 7-6A-B).

La placa de crecimiento presenta disminucién progresiva en su grosor, asi como cambios
en su morfologia, a 7 dias de edad la placa de crecimiento es mas gruesa y su curvatura
es suave, mientras que a 14 dias de edad ha disminuido su grosor y la curvatura es mucho

mas pronunciada como se puede ver en la Figura 7-6D.
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Figura 7-5. Imagenes humero proximal y distal de ratones de 7 dias de edad A) Tincion
con Azul Alcian y Rojo de Alizarina B) reconstruccion 3D C) histologia humero proximal,
vista 10X D) histologia humero distal, vista 10X E) acercamiento placa de crecimiento

proximal, vista 40X F) acercamiento placa de crecimiento distal, vista 40X.

i VA, | ;‘
Figura 7-6. Imagenes humero proximal y distal de ratones de 14 dias de edad A) Tincion

con Azul Alcian y Rojo de Alizarina B) reconstruccion 3D C) corte solido del humero D)

acercamiento humero proximal E) acercamiento humero distal.

Para el dia 21, tanto la epifisis proximal como la distal se encuentran osificadas y la placa

de crecimiento ha cambiado de morfologia una vez mas, esta vez se observa como una
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estructura en forma de “M”. Estos cambios en la morfologia de la placa de crecimiento
tambien se han evidenciado en humanos en trabajos como el de Kandzierski y
Matuszewski, 2012.%> Estos cambios cambios pueden verse influenciados por factores
mecnaicos, bioguimicos o geneticos. Piszczatowski, 2012% establece en su estudio la

importante relacion de las cargas mecénicas en la forma del cartilago de crecimiento.

Figura 7-7. Imagenes humero proximal y distal de ratones de 21 dias de edad A) Tincion
con Azul Alcian y Rojo de Alizarina B) reconstruccién 3D C) corte solido del humero D)

acercamiento humero proximal E) acercamiento humero distal.

A 35 dias de desarrollo posnatal el humero muestra una placa de crecimiento casi cerrada,
sin embargo aun se puede observar algo de tincion con Azul Alcian, lo que evidencia la
presencia de tejido cartilaginoso, sin embargo a lo largo del desarrollo se ha observado
como esta estructura disminuye en grosor progresivamente. La morfologia varia en cada
etapa del desarrollo, en este punto la placa es irregular con curvas pronunciadas (Fig. 7-
8) al igual que el humero de 46 dias, en el cual aunque la placa de crecimiento sigue activa,

su morfologia se torna mas irregular.
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Figura 7-8. Imdgenes humero proximal y distal de ratones de 35 dias de edad A) Tincion
con Azul Alcian y Rojo de Alizarina B) corte solido del humero D) acercamiento humero

proximal E) acercamiento humero distal.

El frente de osificacion de la placa de crecimiento proximal tiene una forma aplanada en el
neonato, hacia los 7 dias se observa la adquisicion de una forma arqueada en cortes
coronales, la cual progresa a una formas ondulada al dia 14 y a los 21 dias adquiere una
forma irregular que se mantiene hasta los 46 dias (Figs. 7-6 y 7-7) . Esto contrasta con la
apariencia lineal constante que se observa en el plano sagital entre la etapa neonatal y los
21 dias.

89



Figura 7-9. Imagenes humero proximal y distal de ratones de 46 dias de edad A) Tincion
con Azul Alcian y Rojo de Alizarina B) corte solido del humero D) acercamiento humero

proximal E) acercamiento humero distal.

7.4. Conclusiones

El desarrollo del humero en ratones es un proceso que sigue los parametros del desarrollo
0seo en humanos, de esta manera los datos obtenidos en este estudio se podrian
extrapolar al desarrollo del humero en humanos. Este hueso sufre importantes cambios,
iniciando con un molde cartilaginoso en los primeros dias de gestacién y finalizando con la
osificacibn completa aproximadamente cuarenta y seis dias después de nacimiento. Las
técnicas utilizadas son eficaces en el estudio del desarrollo de estructuras como los centros
de osificacién y la placa de crecimiento, sin embargo es necesario desarrollar técnicas que

permitan realizar cortes histologicos a tejidos solidos sin perder la tincion.
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8.Conclusiones y recomendaciones

8.1. Conclusiones

En el presente trabajo se presenta una descripcidén detallada de la influencia de algunos
aspectos mecanicos y bioquimicos, asi como una descripcion experimental del desarrollo
pre y postnatal de huesos largos en ratones, segun los resultados de esta investigacion y
segun trabajos previos se presenta evidencia computacional que podria ser concluyente
respecto a que tanto factores mecanicos como bioquimicos estan estrechamente
relacionados en la formacién y dinamica de la placa de crecimiento y la epifisis de huesos
largos en humanos. Sin embargo, aun existen muchos vacios de conocimiento en relacion
a los diferentes mecanismos que toman lugar en la osificacion endocondral y el crecimiento
de huesos largos y como estos factores interactian. Aunque se han realizado diferentes
aproximaciones computacionales y experimentales es necesario implementar modelos que
permitan esclarecer en qué medida cada uno de estos factores actta en la funcionalidad
de las diferentes estructuras del hueso.

En relacion a la distribucion de esfuerzos mecanicos y como estos intervienen en la
dindmica de estructuras como la placa de crecimiento, este estudio es un intento inicial por
entender la influencia mecanica en la biologia esta. El modelo planteado, aunque simple,
revela informacion importante relacionada con los esfuerzos mecénicos en la epifisis y en
la placa de crecimiento y en el proceso de osificacion. Los resultados del estudio pueden
ser (tiles para entender los mecanismos subyacentes a la influencia de estimulos
mecanicos en el desarrollo 6seo, en particular para formular hipétesis en relacion a las
patologias 6seas que resultan de condiciones genéticas o adquiridas. No obstante, es
necesario considerar trabajos adicionales para considerar factores como la forma
epifisaria, diferentes condiciones de carga, y la morfologia de la placa de crecimiento en

huesos especificos.
Debido a que los factores bioquimicos se han reconocido anteriormente como un aspecto
importante de regulacion de la dinamica del crecimiento de huesos largos este trabajo

constituye una primera aproximacion al desarrollo de modelos computacionales integrales
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gue permiten estudiar efectos conjuntos entre estimulos fisicos y bioquimicos en los
distintos procesos biolégicos que tienen lugar dentro de la placa de crecimiento. Los
resultados descritos en este capitulo, permiten predecir el efecto de las cargas mecanicas
sobre el tamafio de la placa de crecimiento y sobre la velocidad de crecimiento, tal como

se describe en estudios experimentales.

El desarrollo del humero y el fémur en ratones es un proceso que sigue los parametros de
la osificacion endocondral en humanos, de esta manera los datos obtenidos en este
estudio se podrian extrapolar al desarrollo de huesos largos en mamiferos superiores.
Estos huesos sufren importantes cambios, iniciando con un molde cartilaginoso en los
primeros dias de gestacion y finalizando con la osificacion completa aproximadamente
cuarenta y seis dias después de nacimiento. Durante la etapa embrionaria se presentan
variaciones importantes en la organizacién de la placa de crecimiento, mientras que en el
periodo postembrionario los cambios se dan a nivel macroscopico en la morfologia de la

placa.
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8.2. Recomendaciones

Debido a que la distribucion de esfuerzos mecanicos en un hueso largo se ve ampliamente
influenciado por la forma de este, es necesario llevar a cabo la implementacién de modelos
computaciones que incorporen factores como la forma epifisaria, diferentes condiciones

de carga, y la morfologia de la placa de crecimiento en huesos especificos.

A pesar de que los resultados obtenidos en relacion a la influencia del bucle regulatorio
Ihh-PTHrP, pueden reproducir satisfactoriamente el proceso de hipertrofia y revelan
informacion importante acerca de los efectos a corto plazo del bucle regulatorio y las
cargas mecanicas sobre los condrocitos de una columna, no es posible realizar inferencias
sobre tasas de crecimiento en un individuo. Por esto es necesario realizar modelos que
incluyan la zona de reserva y el proceso de proliferaciéon, elementos importantes para la
regulacion de dichas tasas. Ademas es necesario considerar las interacciones entre el
bucle bioquimico y las cargas, como sugieren algunos autores que han reportado cambios

en la sintesis de Ihh y PTHrP asociados a estimulos mecanicos.
Las técnicas utilizadas son eficaces en el estudio del desarrollo de estructuras como los

centros de osificacion y la placa de crecimiento, sin embargo es necesario desarrollar

técnicas que permitan realizar cortes histoldgicos a tejidos solidos sin perder la tincion.
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Anexo A:

No TZ TZ1 TZ2 TZ3 TZ4 TZ5
I [ [ ]

QI (MPa) -04 018 0.04 0.26 0.48 0.70 0.93
I [ ]
ol (MPa) 0.2 -0.07 0.07 0.2

Fig. 3-1S. Analisis del efecto de la transicion de las propiedades de material en la
distribucion de esfuerzos mecénicos. A). en gris se marca la zona de transicion denotada
como Ay. B-C). Resultados de la distribucion de IO en ausencia o presencia de zona de
transicion (TZ) en la epifisis (B) y en la placa de crecimiento (C). TZ1: Ay=1 mm TZ2: Ay=3
mm TZ3: Ay=5 mm TZ4: Ay=8 mm TZ5: Ay=11 mm.
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Anexo B:

CONCAVE CONVEX
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Fig. 3-2S. Distribucién del 10 en la epifisis cartilaginosa (Caso 1) para todas las

simulaciones realizadas.
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Anexo C:

STRAIGHT CONCAVE
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Fig. 3-3S. distribucion del indice Osteogénico en una epifisis con CSO (Caso 2) para todas

las simulaciones.
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Anexo D:

Mesh size Mesh size Mesh size Mesh size Mesh size
0.005* 0.0t 0.025* 0.05* 0.1*
[ e — — -
Ol (MPa) -04 -0.18 0.04 0.26 048 0.70 0.93

B s e @ s | e |

[ 1]
Ol (MPa) -0.2 -0.07 0.07 0.2

Fig. 3-4S. Analisis de convergencia de malla. Los resultados muestran la distribucion del
IO usando diferentes tamafios de malla correspondientes a 66.050 elementos (0.005
tamafo de malla); 16.404 elementos (0.01 tamafio de malla); 2711 elementos (0.025
tamarno de malla); 676 elementos (0.05 tamafio de malla); 192 elementos (0.1 tamafio de

malla). *el tamarfo de la malla se refiere a las unidades de longitud de mallado.

Anexo E:
k=0.2 k=0.5 k=2
| e I —H
Ol (MPa) -04 -0.18 0.04 0.26 048 0.70 0.93

Fig. 3-5S. Distribucion de 10 usando diferentes valores de K.
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Anexo F:

S (MP.a) . Ol (MPa)

Fig. 3-6S. Distribucion de estrés en la epifisis cartilaginosa (Caso 1). Ejemplo
representativa para la placa recta en localizacion intermedia y grosor (L2, W2 caso 1). El
area cargada se muestra con una flecha A) estrés octaédrico normal. B) estrés octaédrico

cortante C) indice osteogénico.
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Anexo G:

CASE 1

w1

L1 w2

w3

P
-
—

. - -

-
-
—

w3

w1

L3 w2

W3

Ol (MPa) _p.2 -0.07 0.07 oz -0.5 -0.27 -0.03 0.2

Fig. 3-7S. Distribucion de IO en una placa de crecimiento concava en tres diferentes
localizaciones, para todos los estadios del desarrollo de la epifisis y todos lo grosores de
la placa de crecimiento.
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Anexo H:

CASE 1 CASE 2 CASE 3
w1 A A A
v _
b owe (e (R
- ey SR
|

w1 A A
aowe |, (D, (NN
o ey W
[ .

Ol (MPa) -0.2 -0.07 0.07 02 -05 -0.27 -0.03 0.2

Fig. 3-8S. Distribucién de 10 en una placa de crecimiento convexa en las tres diferentes

localizaciones, para todas los estadios del desarrollo de la epifisis y todos los grosores.
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Anexo I:

CASE1 CASE 2 CASE 3

w1

L1 w2

W3

w1

W3

W1

W3

F160 86048
CE8E 86048
B850 88 08¢

I
Ol {(MPa} -p.2 -0.07 0.07 02 -05 027 003 02

Fig. 3-9S. Distribucion de 10 en una placa de crecimiento irregular en las tres diferentes

localizaciones, para todas los estadios del desarrollo de la epifisis y todos los grosores.
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